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Resumo

Rezende, Jania. Cultivo de esporocinetos de Babesia bigemina em hemacitos e células
embrionarias de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 2012. 45p. Tese (Doutorado em
Ciéncias, Parasitologia Veterindria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Os hemoparasitos pertencentes ao género Babesia sdo intensamente estudados devido sua
importancia na economia da pecudria mundial. Culturas de hemocitos e células
embrionarias de carrapatos constituem excelentes substratos para o isolamento e cultivo
de hemoparasitos patogénicos, incluindo Babesia spp. Esta metodologia contribui para
estudos da biologia, fisiopatologia, bem como controle da espécie. O presente estudo teve
como objetivos cultivar in vitro, esporocinetos de Babesia bigemina em hemocitos e em
células embrionarias de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Apos desinfecgdo
superficial de fémeas ingurtitadas, a hemolinfa foi coletada e transferida para frascos de
cultura com 25 cm’ e tubo de 10cm? e incubados a 28 °C. Para iniciar o cultivo primério
embrionario, fémeas ingurgitadas de R. (B) microlpus foram incubadas a 28°C ¢ apos 13
dias de postura, os ovos foram desinfectados superficialmente, macerados, filtrados e
transferidos para meio de cultivo LI15 suplementado e em temperatura de 28°C.
Observagdes foram realizadas diariamente em microscépio de contraste de fase invertido.
Realizou-se Citospin e gota espessa das amostras, que foram coradas com Giemsa e
observadas em microscopia de luz. Foram realizadas PCR para B. bigemina ¢ Babesia
bovis, utilizando dois pares de iniciadores para identificar o gene 18SrRNA para ambas
espécies e também foi realizado a morfometria dos esporocinetos para confirmagdo da
espécie. Esporocinetos de B. bigemina criopreservados a partir da cultura de hemocitos,
foram descongelados, reativados em hemocitos livres de infeccdo e em células de
linhagem CTVM/BME2. Observou-se o desenvolvimento dos esporocinetos de B.
bigemina a partir do primeiro dia do cultivo, apos reativacdo nas células. Os protozoarios
apresentaram boa motilidade e capacidade de aderéncia na membrana celular pela
extremidade apical. No citoplasma dos hemocitos observou-se formas redondas, moveis e
com nucleo visivel de esporocinetos de B. bigemina. Nas amostras coradas do 3° ¢ 17°
dia do cultivo de esporocinetos de B. bigemina em hemocitos foram observadas formas
integras piriformes de esporocinetos imaturos ¢ maduros, com niicleo corado de vermelho
escuro, as vezes, centralizado ou proximo da extremidade apical. Nas amostras do 17° dia
de cultivo foram observados muitas formas pequenas redondas e ovais, compativeis com
esporocinetos imaturos. Pela técnica PCR foi possivel a amplificagdo do DNA para o
gene 18SrRNA de B. bigemina, assim como pelo estudo comparativo das mensuragdes
dos esporocinetos. Os hemocitos e células embrionarias de R. (B.) microplus
constituiram-se em substratos eficientes para cultivo in vitro de esporocinetos de B.
bigemina. Foi possivel a criopreservagao de esporocinetos de B. bigemina em nitrogénio
liquido e a sua reativagdo em cultura de hemocitos de R. (B.) microplus e em células da
linhagem BME2.

Palavras-chave: Célula de carrapato, cripreservacao, Babesia spp.



Abstract

Rezende, Jania.Cultivation of sporokinetes of Babesia bigemina in hemocytes and
embryonic cells of the tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 2012. 45p. Thesis
(Doctor in Science, Veterinary Parasitology). Institute of Veterinary, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

The hemoparasitos belonging to the genus Babesia are intensively studied because of its
importance in the livestock economy worldwide. Cultures of embryonic cells and
hemocytes of ticks are excellent substrates for the isolation and cultivation of
hemoparasites pathogens, including Babesia spp. This methodology contributes for
biological and physiopathology studies, as well as control of the species. The present
study had as goals to cultivate in vitro sporokinetes of Babesia bigemina in hemocytes
and embryonic cells of Rhipicephalus (Boophilus) microplus. After superficial
disinfection of engorged females, the hemolymph was collected and transferred to culture
flasks with 25 cm” and tube 10 cm® and incubated at 28 ° C. To start the primary
embryonic culture, engorged females of R. (B) microplus were incubated at 28 ° C and 13
days after oviposition, the eggs were superficially disinfected, broken, filtered and
transferred to medium culture supplemented L15 and at a 28°C. Examinations were daily
performed by contrast microscope inverted in phase. Cytospin and thick drop samples,
which were stained with Giemsa and observed under light microscopy. It was realized
PCR for B. bigemina and Babesia bovis, using two pairs of primers to identify the gene
18SrRNA for both species and were also carried to morphometry of the sporokinetes of
confirm the species. Sporokinetes of B. bigemina cryopreserved from the culture of
hemocytes were thawed, reactivated in hemocytes free of infection and in cell line
CTVM/BME2. It was observed the development of sporokinetes B. bigemina from the
first day of cultivation, cells after reactivation. The protozoa showed good motility and
capacity to adhere to the cell membrane by the apical extremities. In the cytoplasm of
hemocytes was observed round shapes, moving, and with visible nuclei sporokinetes of
B. bigemina. In the stained samples of 3™ and 17" days of cultivation of B. bigemina
sporokinetes in hemocytes were observed pyriformes integrity forms of sporokinetes
immature and mature, with dark red stained nuclei, sometimes centralized or near the
apical extremities. In samples from the 17" day of cultivation were observed many small
round and oval shapes, compatible with immature sporokinetes. By PCR technique, it
was possible to amplify the DNA to 18SrRNA gene of B. bigemina, as well as the
comparative study of measurements of sporokinetes. The hemocytes and embryonic cells
of R. (B.) microplus consisted in efficient substrates for in vitro B. bigemina sporokinetes
cultivation. It was possible to cryopreservation B. bigemina sporokinetes in liquid
nitrogen and its reactivation in cultured hemocytes of R. (B) microplus and BME2 cell
lines.

Keywords: tick cell, cripreservation, Babesia spp.
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1 INTRODUCAO

As pesquisas cientificas com hemoparasitos de eritrociticos de bovinos iniciaram-se no
século XIX, quando Viktor Babés fez o primeiro relato da existéncia de um agente etiologico
em eritrocitos de bovinos na Roménia. A continuidade dessa pesquisa ficou a cargo de
Starcovici, que em 1893 nomeou este agente etiologico de Babesia bovis.

A primeira investigagdo de relacdo entre carrapatos, piroplasmas e bovinos foi
realizada em 1893 por Smith e Kilborne, nos Estados Unidos da América, através de
observagoes clinicas da doenca descrita como “Texas Fever”. Estes autores identificaram
parasitos piriformes unidos pelas extremidades formando pares no interior dos eritrocitos de
bovinos e relataram a primeira participagdo de um carrapato como vetor de patdogeno. Desde
entdo os protozoarios Babesia bigemina e B. bovis sao identificados como responsaveis pela
babesiose bovina que se caracteriza por ser uma das doencgas que causam elevadas perdas
econdmicas na agropecudria bovina em regides tropicais e subtropicais do mundo incluindo as
Américas. A infec¢do pelos protozodrios podem causar alta parasitemia resultando em anemia
hemolitica e hemoglobinaria (YOUNG; MORZARIA, 1986; KURTTLER, 1988).

A transmissdo de B. bigemina e B. bovis para bovinos ¢ realizada pelo carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (FRIEDHOFF; SMITH, 1981). No hospedeiro
invertebrado, formas evolutivas de B. bigemina e B. bovis sdo encontradas apds sua
reproducdo sexuada e assexuada, incluindo os esporocinetos que sdo identificados em varios
orgaos e em tecidos como a hemolinfa (RIEK, 1964; FRIEDHOFF; SCHOLTYSECK, 1969;
BARREIRA et al., 2005a). Os ciclos de vida das espécies economicamente importantes como
B. bovis e B. bigemina tem sido intensamente investigadas (MEHLHORN; SCHEIN, 1984;
YOUNG; MORZARIA, 1986).

Desde 1980 foi estabelecido um sistema continuo de cultura a partir da monocamada
de eritrocitos bovinos (Microaerophilous Stationary Phase-MASP) para propagacdo in vitro
de B. bovis, oferecendo imundgenos a partir de merozoitas e exoantigenos derivados a partir
de merozoita (LEVY; RISTIC, 1980; SMITH et al., 1981). A obten¢do de imundgenos
produzidos a partir do cultivo de merozoitas de Babesia spp. em eritrocitos, ¢ considerada
extremamente dificil, devido a purificagdo dos parasitos e a presenga de antigenos
provenientes de componentes dos eritrocitos (RISTIC et al., 1981). O Sistema de cultura de
eritrocitos ¢ iniciado utilizando sangue fresco e cepas de Babesia spp. adquiridas por meio da
transmissdo do carrapato R. (B.) microplus em condigdes de laboratério e/ou por passagens de
sangue infectado em bezerros esplenectomizados (RISTIC; JAMES, 1988).

Para os estudos sobre a biologia, fisiopatologia e controle das espécies de Babesia
como, por exemplo, B. bigemina, ainda sdo utilizadas técnicas rudimentares que contrariam os
novos anseios éticos da experimentacdo animal. No entanto, uma tarefa importante da
parasitologia é o desenvolvimento de técnicas com potencial para refinar, reduzir ou mesmo
substituir a experimenta¢do animal. O cultivo in vitro de parasitas para estudo de parte ou de
todo seu ciclo de vida ¢ uma valiosa ferramenta para a substituicdo da experimentagdo animal
em parasitologia (ECKERT, 1997).

Como alternativa, as células de carrapatos cultivadas in vitro t€ém fornecido um
sistema de interacdo vetor e patdogeno para estudo do ciclo de vida, substrato para producao de
antigenos com baixo custo e producdo de imunogenos. Além disso, torna possivel a
substituicdo de alguns experimentos cientificos com animais (BHAT et al., 1979;
MEHLHORN; SCHEIN, 1984; KURTTI; MUNDERLOH, 1982; MOSQUEDA et al., 2003;
RIBEIRO et al., 2009).



As culturas de células de carrapatos podem originar-se de ovos embrionados, 6rgaos
como intestinos, ovario e tibulos de Malpighi e tecidos como os hemdcitos. Com poucas
semanas de cultivo, dependendo do sucesso de manipulacdo no preparo, as células formam
uma monocamada propicia para receber um patdgeno. Alternativamente, as células podem ser
subcultivadas podendo ocorrer prolifera¢ao indefinidamente in vitro e poderao ser propagadas
como uma linhagem de célula.

As células embrionarias s3o diferenciadas morfologicamente, adequadas para a
propagacdo de agentes patogénicos e para estudos de caracterizacdo antigénica com a
finalidade de produgdo de imunogenos (UILENBERG, 1986). Raramente os hemocitos de
carrapatos sdo cultivados, provavelmente devido a pequena quantidade de células disponiveis.
Tentativas de cultivo de hemocitos foram realizadas a partir da hemolinfa dos carrapatos
Hyalomma asiaticum, Dermacentor andersoni e Ornithodoros lahorensis (REHACEK, 1963;
CORY; YUNKER, 1971; SIDOROV et al., 1979). O cultivo de hemocitos é importante por
causa de sua longa viabilidade e boa sensibilidade para cultivo de virus, assim como de outros
patdgenos como protozoarios e rickettsias parasitas (REHACEK, 1976). Os hemocitos sdo
referidos como imundcitos, o que ¢ fundamental para uma resposta imune eficaz para
microrganismos invasores (KUHN, 1996).

O estabelecimento de culturas in vitro de hemocitos e células embrionarias de
carrapatos representam excelentes substratos para o cultivo e isolamento de agentes
patogénicos, como Babesia spp. No entanto, ha caréncia de dados na literatura sobre a
utilizagdo desta metodologia, requerendo-se mais estudos, a fim de melhorar seu
entendimento e aperfeicoar sua aplicacdo no meio cientifico.

Atualmente as inovagdes tecnoldgicas sdo promissoras para o estabelecimento do
diagnostico e controle de protozoarios através do cultivo em sistemas in vitro. Desta forma,
este estudo teve como objetivos cultivar esporocinetos de B. bigemina nos hemocitos e em
células embrionarias in vitro do carrapato R. (B.) microplus.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

A partir de analises morfologicas e moleculares, o carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, anteriormente denominado como Boophilus microplus (Canestrini,
1887), foi reclassificado como pertencente ao género Rhipicephalus, subgénero Boophilus
(MURRELL; BARKER, 2003). Sendo assim, ao longo deste estudo, optou-se pela utilizagao
da nomenclatura Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Este carrapato pertence ao filo
Artropoda, classe Arachnida, ordem Acarina e familia Ixodidae. Trata-se de um ectoparasita
hematofago originario da Asia, amplamente distribuido entre os paralelos 32° N e 32° S, com
alguns focos nos paralelos 35° (WHARTON, 1974; NUNEZ et al., 1982; LEAL et al., 2003).
Segundo Gomes (1998) o carrapato R. (B.) microplus veio para o Brasil através bovinos
adquiridos do Chile no inicio do século XVII e entrou no pais através do Rio Grande do Sul.
Os principais hospedeiros deste carrapato sao os bovinos, porém outros animais podem ser
parasitados, incluindo seres humanos durante a manipulagdo dos animais (BARROS-
BATTESTI et al., 2006). Em termos economicos R. (B.) microplus ¢ considerado o carrapato
mais importante para a industria bovina mundial (PRUETT et al., 2008). No Brasil, os
prejuizos causados por este ixodideo foram estimados em dois bilhdes de dolares ao ano
(GRISI et al., 2002). Tais prejuizos podem comprometer a produgdo de carne, leite e a
qualidade da pele do animal e sdo determinados principalmente pela ingestdo de sangue do
hospedeiro, inoculacdo de toxinas e transmissdo de agentes patogénicos, principalmente
Anaplasma sp. e Babesia spp. (JONGEJAN; UILENBERG, 2004).

Este ixodideo ¢ tipicamente monoxeno e suas larvas infestam os hospedeiros
alimentando-se por 6 a 8 dias até ocorrer a muda para ninfas, as quais atingem o estagio
adulto entre 7 e 9 dias. O periodo total do parasitismo varia de 18 a 22 dias, podendo
estender-se até 30 dias (GOMES, 1998). A fase parasitaria ¢ pouco influenciada pelas
condigdes climdticas, enquanto a fase ndo parasitaria depende do clima regional. R. (B.)
microplus durante a fase parasitaria ingere linfa, substratos teciduais e sangue. Em condig¢des
apropriadas, com alta umidade e temperatura em torno de 24 a 28°C, uma fémea ingurgitada
pode transformar de 50 a 60% de seu peso corporal em 2000 a 4000 ovos (BARROS-
BATTESTI et al., 2006).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é vetor dos agentes etiologicos responsaveis pela
“Tristeza Parasitaria Bovina”, causada por protozoarios do género Babesia e rickettsias do
género Anaplasma. No Brasil, esta espécie de carrapato ¢ endémica na maior parte do
territorio onde se criam bovinos. Nas areas com altas infestagdes por R. (B.) microplus, os
danos produzidos pelo carrapato levam a grandes prejuizos. Nas areas com infestagdes baixas
ou restrita a alguma época do ano, a importancia da “Tristeza Parasitaria Bovina” assume
grandes propor¢des verificando assim, que em ambas as condig¢des, R. (B.) microplus ¢ uma
fonte de prejuizo a bovinocultura (GONZALES, 1975).

2.2 Hemdcitos de carrapatos
Os hemocitos dos carrapatos sdo células vacuolizadas, responsaveis por fagocitar
bactérias e protozodrios, servindo como células hospedeiras de uma variedade de
microrganismos que se desenvolvem em carrapatos (SONENSHINE, 1991). Segundo este
mesmo autor, o plasma da hemolinfa ¢ uma solugdo complexa contendo além de éagua,
numerosas proteinas, lipideos, aminoacidos, carboidratos e varios sais inorganicos.



A hemolinfa banha todos os 6rgdos e sua composicao ¢ variada, porém assim como o
sangue nos animais vertebrados, a hemolinfa ¢ dividida na por¢do celular, que contém os
hemocitos e a por¢ao fluida ou plasma. Além disso, podemos encontrar ainda muitos
elementos ndo hemociticos como fragmentos de musculos, glébulos de gorduras, cristais
livres, protozodarios, bactérias, nematdides e células tumorais entre outros (ROMOSER, 1973).
A hemolinfa ¢ responsavel pelo transporte de substancias quimicas soliveis, como hormonios
e neurohormonios, assim como mediadores quimicos do metabolismo.

Alves (1991) estudou a hemolinfa do carrapato R. (B.) microplus, concluindo que o pH
obtido da hemolinfa , variou de 6,4 a 7,2, sendo que 95,19% das amostras mostraram um pH
variando entre 6,7 ¢ 7,0. A hemolinfa mostrou ser um liquido claro e incolor e nas amostras
cujo o pH foi de 7,2 a cor observada foi résea. O fracionamento protéico foi efetuado por
meio da eletroforese em acetato celulose, revelando existir 6 a 15 fracdes protéicas, sendo que
79% das amostras analisadas continham 11 a 13 fragoes.

O maior componente da hemolinfa do carrapato ¢ o hemocito, consistindo de 50-60%
do seu contetdo. Os hemocitos sdo pleomodrficos e foram identificados e caracterizados de
acordo com sua morfologia. Os tipos “prohemocitos” se diferenciam em outras células, sao
pequenas células redondas ou ovais com pouco citoplasma envolto pelo nicleo, possuem
poucas mitocondrias ou ribossomos, sem inclusdo de corpos, granulos ou vacuolos. Quando a
hemolinfa é cultivada in vitro as células tronco, prohemocitos se proliferam formando
monocamada, predominando a forma fibroblasto-like. Os “plasmatocitos” também sao células
pequenas, fusiformes ou irregulares com filamentos pseudopodes, que s3o ativos em
fagocitoses, contém abundantes ribossomos livres, lipideos e reticulo endoplasmatico rugoso.
Os “granuldcitos” sdo similares aos plasmatdcitos, porém sdo caracterizados por seus
numerosos corpos de inclusdo, sdo caracterizados como tipo I e II, com presenca de dois tipos
de granulos, um intensamente eletro-denso, presumivelmente rico em lipideos insaturados e o
outro denso com uma matriz de material fibrilar. Existem ainda os “esferuldcitos”, que sao
pequenas células redondas ou ovais com granulos grandes; os “adipohemocitos” células
grandes ou pequenas, arredondadas com citoplasma repleto de gotas refringentes, nitidas ou
disformes e os “oenocitos”, células grandes arredondadas (SONENSHINE 1991; CARNEIRO
1995).

Kuhn (1996) evidenciou por histologia a presenga de tecido hemopoiético junto a
proliferacdo de hemocitos. O entendimento do processo de imunizagdo requer conhecimento
da origem de proliferagdo e diferenciagdo dos hemocitos (LACKIE, 1988).

O fato da hemolinfa servir como carreador de patdgenos como virus, bactérias e
protozoarios, torna os hemocitos de ixodideos e argasideos passiveis de estudos intensivos
concernentes a pesquisa destes patogenos (SONENSHINE 1991; CARNEIRO 1995; KUHN
1996). Infecgao por Babesia bovis ¢ Babesia bigemina em fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus pode ser diagnosticada na hemolinfa pela presenga de esporocinetos (RIEK, 1964,
1966).

2.3 Babesia bovis e Babesia bigemina

Espécies do género Babesia sao membros de um grupo de organismos denominados
piroplasmas, devido a sua forma de péra. Tendo sido descritos, cerca de 100 espécies de
Babesia de mamiferos (SHUSTER, 2002).

Viktor Babes, no ano de 1888 fez o primeiro relato da existéncia de um organismo
pequeno nos eritrocitos de bovinos na Roménia e denominando-o de Haematococcus bovis.
Dando prosseguimento a pesquisa, Starcovici em 1893, renomeou este agente etiologico de
Babesia bovis em homenagem ao pesquisador Babés. Nos Estados Unidos da América,
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durante a investigacao sobre a causa da febre do Texas em bovinos, a qual levou grande perda
econdmica, Smith e Kilborne (1893) demonstraram a presenga de parasitos no sangue, o qual
fazia parte do género Babesia, tendo sido denominado como Babesia bigemina. A partir de
uma série de experimentos estes autores conseguiram comprovar a participagdo do carrapato
Boophilus annulatus na transmissdo do parasito ¢ a ocorréncia de transmissdo transovariana
no carrapato. Este foi o primeiro relato de transmissdo de um parasito por carrapato. No
Brasil, a presenca destes protozoarios foi descrita pela primeira vez por Fajardo (1901), ao
examinar amostras de sangue periférico obtidas de bovinos jovens e adultos recém
importados. B. bigemina e B. bovis sdo as tinicas espécies encontradas infectando bovinos no
Brasil, sendo transmitidas exclusivamente pelo carrapato R. (B.) microplus (VANZINI;
RAMIRES,1995).

A babesiose bovina causada pelos protozoarios intraeritrociticos B. bigemina e
B.bovis, caracteriza-se por ser uma doenga de grande importancia em regides tropicais e
subtropicais do mundo, incluindo as Américas (MCCOSKER, 1981; KESSLER; SHENK,
1998; MOSQUEDA et al., 2004). Ambas as espécies sdo transmitidas transovarialmente pelo
carrapato R. (B.) microplus. Somente as larvas transmitem B. bovis, enquanto as ninfas e os
adultos sdo responsaveis pela transmissdo de B. bigemina (HOYTE, 1961; YOUNG;
MORZARIA, 1986; KESSLER; SHENK, 1998).

Mabhoney et al. (1971) demonstraram que somente um carrapato infectado € necessario
para transmitir B. bigemina. Larvas de R. (B.) microplus com infecgdo por Babesia spp. de
0,7% podem causar infec¢do em bezerros por via intravenosa (MAHONEY et al., 1974). A
infecgdo por B.bigemina causa alta parasitemia resultando em anemia hemolitica e
hemoglobinuria, enquanto a infec¢dao por B. bovis causa uma sindrome de choque agudo
(YOUNG; MORZARIA, 1986).

Koch (1906), Dennis (1932) e Riek (1964) foram os primeiros a realizar estudos
referentes ao desenvolvimento de parasitos do género Babesia em carrapatos e reportaram
evidéncias do ciclo sexual no intestino de fémeas ingurgitadas (YOUNG; MORZARIA,
1986). Segundo Young e Morzaria (1986), inicialmente existiram muitas controvérsias em
relag@o ao ciclo sexual do género Babesia. De uma forma geral, o ciclo evolutivo é realizado
a partir da forma esporozoita que se desenvolve na glandula salivar do carrapato. Quando o
carrapato se alimenta, o parasito ¢ transmitido e imediatamente invade os eritrocitos dos
bovinos. A liberagdo do contetido das roptrias parece ser necessaria para iniciar a invaginacao
da membrana do eritrécito ¢ a formagdo de um vécuolo parasitoforo. Em seguida, a
membrana da célula se apresenta aumentada e ocorre a formacdo de um vacutolo ovoéide, que
acomoda a entrada do merozoita. Durante o processo de invagina¢do, o revestimento da
superficie da membrana ¢ removido. Apds a invasdo, o parasita ¢ envolto por duas
membranas, uma via membrana do parasito e a outra ¢ a membrana do vactolo parasitoforo
que se origina a partir do hospedeiro e logo comeca a desintegrar-se, possibilitando maior
flexibilidade ao parasito. Fatores mecanicos e bioquimicos induzidos pelo parasita podem ser
responsaveis por alteragdes na estrutura das células hospedeiras (IGARASHI et al., 1988). No
interior dos eritrocitos, os esporozoitas originam os trofozoitas, que realizam a merogonia
formando duas células-filhas chamadas merozoitas, as quais parasitam outras células apds o
rompimento dos eritrocitos parasitados, repetindo a merogonia de forma continua, até se
diferenciarem em gametocitos.

Nos carrapatos R. (B.) microplus alimentados em bovinos infectados os gametocitos
continuam seu desenvolvimento no limen do intestino com a formacdo do zigoto, que se
diferencia em oocineto. Esta estrutura penetra nas células do epitélio intestinal, sofre um
processo de reprodugdo por fissdo multipla, diferenciando-se em esporocinetos moveis. Os
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esporocinetos migram, rompem as células da parede intestinal e penetram em varios tecidos
realizando sucessivas esporogonias, inclusive na glandula salivar. Durante o repasto
sanguineo, quando o carrapato se alimenta no hospedeiro vertebrado ocorre esporogonia
resultando em muitos esporozoitas (MEHLHORN; SCHEIN, 1984; YOUNG; MORZARIA,
1986).

Os estagios intraeritrociticos de Babesia spp. no intestino da fémea ingurgitada
permanecem no eritrocito do hospedeiro durante algumas horas, periodo em que a maioria
destes estagios se deteriora. Alguns estdgios esféricos ou ovodides sem complexo apical
iniciam o desenvolvimento. Estes estagios ovoides ainda sdo morfologicamente idénticos aos
trofozoitos intraeritrociticos do hospedeiro mamifero. Assim gametocitos ndo podem ser
identificados em animais domésticos. Dentro de algumas horas apés o desprendimento das
fémeas ingurgitadas do carrapato, os corpos raiados desenvolvem-se, sendo alguns
provavelmente, isogametas (RUDZINSKA et al., 1983; MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

O metabolismo de Babesia em desenvolvimento na hemolinfa e no ovario do carrapato
vetor pode ser um estagio especifico, uma vez que estes estagios ndo sdao afetados por
babesicidas (FRIEDHOFF; BUHR apud, 1983, Ristic 1988, p. 27).

Barreira (1988, 2001) e Barreira et al. (2005a, 2005b) estudaram formas evolutivas de
B. bovis e B. bigemina em fémeas ingurgitadas e larvas do carrapato R. (B.) microplus,
respectivamente, verificando que o 5° e o 7° dias foram ideais para os diagnodsticos de
esporocinetos em ovos € hemolinfa. Observaram ainda que os esporocinetos na hemolinfa de
fémeas de R. (B.) microplus apresentaram formas imaturas com nucleo corado de vermelho,
localizado na extremidade posterior, formas maduras com nucleo localizado na regido
mediana e citoplasma corado de azul-claro com pequenos vacuolos distribuidos em toda sua
extensao.

Riek (1994, 1966) estabeleceu metodologia de caracterizagdo de B. bovis e B.
bigemina, através da identificagdo de esporocinetos presente no carrapato, principalmente na
hemolinfa. Johnston (1967) foi capaz de diferenciar facilmente esporocinetos de B. bovis e B.
bigemina em R. (B.) microplus naturalmente infectados na Australia utilizando a morfometria
e as descri¢des feitas por Riek (1964, 1966). Os esporocinetos de B. bovis possuem a
extremidade apical curvada, semi-curvada ou reta (RIEK, 1966). Guglelmone et al. (1996)
analisaram esporocinetos de B. bovis na hemolinfa de R. (B.) microplus e identificaram no
estudo que 58% de esporocinetos mostraram a extremidade apical curvada, 24% e 18%
mostraram semi-curvada e reta, respectivamente.

O tamanho dos esporocinetos de B. bovis e B. bigemina obtidos da hemolinfa de
carrapatos R. (B.) microplus provenientes da Argentina foram claramente diferentes. Esta
conclusdo suporta a idéia de que um diagnostico diferencial de fémeas ingurgitadas do
carrapato R. (B.) microplus coletadas em campo pode nao ser dificultado (GUGLELMONE et
al., 1996). O diagnostico morfométrico de B. bovis e B. bigemina apresenta maior
complicacdo devido a presenca de variagdes intra-especificas no tamanho dos esporocinetos
de diferentes origens geograficas.

2.4 Cultivo Celular

Os primeiros registros sobre cultivo de células foram iniciadas em 1907 por Harrison
como um método para estudo do comportamento de células animais. O autor estudava
variagdes de sistemas in vivo, durante a homeostase normal ou sob o estresse de um
experimento (FRESHNEY, 2005). O cultivo de células a partir de explantes de tecido
dominou este campo de pesquisa por mais de 50 anos e o termo “cultura de tecido”
permaneceu em uso como um termo genérico. Os resultados mais relevantes no estudo sobre
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o cultivo celular foram registrados na segunda metade do século XX gragas a utilizagdo de
culturas de células dispersas (FISHER, 1925 apud Freshney 2005, p. 1; PARKER, 1961,
apud, Freshney 2005, p. 1).

Culturas preparadas diretamente de tecidos de um organismo, com ou sem uma etapa
inicial de fracionamento das células, sdo denominadas culturas primarias. Na maioria dos
casos, células em cultura primaria podem ser retiradas da placa de cultura e usadas para
formar um nUmero razoavel de culturas secundarias; elas podem ser repetidamente
subcultivadas desta forma, por semanas ou meses. Tais células se proliferardo
indefinidamente e poderdo ser propagadas como uma linhagem de célula (ALBERTS et al.,
1997).

Em 1952, Weyer tentou transferir rickettsias a partir de intestino de piolhos infectados
para tecidos ndo infectados do carrapato Rhipicephalus bursa cultivados in vitro. O meio de
cultura utilizado foi constituido por plasma, bago, testiculo de coelho e extrato de piolhos
(YUNKER, 1987).

Rehadek (1958) transplantou para frascos tecidos de Dermacentor marginatus adultos,
cultivando-os em varios meios de cultura e observou o crescimento de células fibroblastoides
por 6 dias. A partir desta observacgdo, foram conduzidos novos experimentos para melhorar a
condi¢do do crescimento in vitro de tecidos de carrapatos, o que marcou o inicio da cultura de
células de carrapatos (YUNKER, 1987).

O primeiro estabelecimento de cultura de células embrionarias de carrapatos foi
realizado por Medvedeeva (1972), com a espécic Hyalomma asiaticum (SCHULZE,;
SCHLOTTKE, 1930), enquanto Pudney (1973) estabeleceu o segundo cultivo a partir de ovos
de R. (B.) microplus. A primeira linhagem de células de carrapatos foi estabelecida por Varma
(1975), a apartir do carrapato Rhipicephalus appendiculatus. Através destes cultivos de
células de carrapatos, estes autores, observaram morfologias celulares fibroblastoides e
epitelidides apds algumas semanas de cultivo.

Rezende et al. (2009) cultivaram hemocitos de R. (B.) microplus, os quais foram
mantidos por 26 dias em meio Leibovitz. Na observacao das células-hemocitos coradas, estas
apresentaram formas alongadas, fusiformes, com presenca de vacuolos, algumas binucleadas,
com niicleos volumosos e hipercrométicos. Rehacek (1976) enfatizou a importancia do
cultivo de hemocitos por causa de sua longa viabilidade e boa sensibilidade para cultivo de
virus e recomendou também o cultivo de outros patdogenos como protozoarios e rickettsias
parasitas.

Muitos especialistas em cultivo de células de invertebrados, tém abandonado o uso de
culturas primarias de tecidos devido aos laboriosos métodos e preparagcdes. Muito interesse
tem sido direcionado ao desenvolvimento de linhagens de células (REHACEK, 1976; BELL -
SAKYI, 2007) (Quadro 1).

2.4.1 Células de carrapatos como substrato para o cultivo de patégenos

Culturas in vitro de células de carrapato sdo capazes de fornecer sistema de interagdo
vetor e patdgeno, substrato para produgdo de diagndsticos com baixo custo, produgdo de
vacinas, além de tornar possivel a substituicdo de experimentos cientificos com animais, que
na pratica requerem alto custo além de implicagdes éticas. Alguns fendmenos que ocorrem
em cultura, como nas células epiteliais que formam extensivas laminas como de um epitélio
intacto, sdo acessiveis para estudar eventos que ndo sdo possiveis de serem estudados em
tecidos in vivo (ALBERTS et al., 1997).

Interagdes celulares e moleculares entre patdgenos e células de carrapatos in vitro



Quadro 1. Quadro resumido da literatura disponivel sobre o estabelecimento de células de linhagens de carrapatos cultivados in vitro.

Espécies de carrapatos

Origem do explantes

Meios de cultivo

Células de linhagem

Referéncias

Rhipicephalus appendiculatus

Rhipicephalus sanguineus

Haemaphysalis obesa e
Haemaphysalis spinigera

Rhipicephalus microplus

Dermacentor variabilis e
Dermacentor Parumaperturs

Dermacentor nitens

Rhipicephalus appendiculatus
Rhipicephalus sanguineus

Rhipicephalus sanguineus

Hyalomma anatolicum anatolicum
e Ixodes scapularis

Ninfas

Ninfa

Ninfa

Ovos embrionados

Ovos embrionados

Ovos embrionados

Ovos embrionados

Ovos embrionados
Ovos embrionados

Ovos embrionados

VP12, H-LAC e
Leibovitz’s (L-15)

L-15

L-15B

L-15
L-15/H-Lac

L-15B

RA 243

ATC- 340, 308

ATC- 304, 310

ATC-281, 282, 309
IX, VIII633, BME26

RML 15; 18;19; 20

ANE28

RSE 25
RSE 8

RML-21, -22
HAE

IDES,12

Varma et al. (1975)

Guru et al. (1976)

Guru et al. (1976)

Holman e Ronald
(1980);

Holman (1981);
Kessler et al.*

Yunker et al. (1981)

Kurtti et al. (1982)

Kurtti et al. (1982)

Yunker et al. (1984)
Bell-Sakyi (1991)

Munderloh et al.
(1994)

* Dados n&o publicados



tém sido raramente examinadas. As culturas de células de carrapatos oferecem um
simplificado sistema para o estudo de vetores in vitro, que podem ser particularmente tteis
para estudos de patdégenos intracelulares e epicelulares (MUNDERLOH; KURTTI, 1995). O
sucesso de isolamento e propagac¢do de alguns importantes patdogenos em células de
linhagens de carrapatos tem gerado um modelo vantajoso para estudo de interagdes entre
células in vitro e estes agentes de doencas virais, bacterianas e também causadas por
protozoarios (BELL-SAKYT, 2007).

Virologistas tém utilizado células de R. appendiculatus para propagacao e estudos de
arboviroses por mais de 30 anos (VARMA et al.,1975; PUDNEY, 1987). Ehrlichia canis e
Anaplasma marginale tém sido cultivados em células de linhagem de carrapatos, mas
predominantemente em células de linhagem de Ixodes scapularis (MUNDERLOH et al.,
1996; EWING et al., 1995; BLOUIN, 2002; BASTOS et. al., 2009). Segundo Kocan et al.
(2001) o estabelecimento e a caracterizacdo de sistemas de cultura de células para
multiplicacao de A. marginale oferecem uma fonte de antigeno de A. marginale livre de
células bovinas e patogenos.

Kurtti et al. (1988, 1993) ¢ Rezende et al. (no prelo) reportaram o cultivo de Borrelia
burgdorferi nas células embrionarias derivadas de algumas espécies de carrapatos e
constataram o desenvolvimento da espiroqueta. Varela et al. (2007) isolaram Borrelia
lonestari (cepa LS-1) em células embrionarias de Ixodes scapularis (ISE6). Rezende et al.
(2008) identificaram espiroquetas em cultura primdaria de células embrionarias do carrapato
R. (B.) microplus, infectando naturalmente estas células e, a partir do exame morfoldgico do
microrganismo e do carrapato vetor envolvido sugeriram ser Borrelia spp.

Cory e Yunker (1971) cultivaram células de hemocitos do carrapato Dermacentor
andersoni por 74 dias, com o objetivo de cultivar o virus do género Orbivirus responsavel
pela Febre-Carrapato do Colorado, demonstrando que esse virus nao causou efeito citopatico
nos hemocitos. Rezende et al. (2010) detectaram, formas evolutivas de Trypanosoma sp.
aderidos e iniciando a penetragdo nos hemocitos apods 24 horas de incubagdo. Em uma semana
de cultivo constatou-se a multiplicag@o por fissdo bindria, tendo os protozoarios permanecidos
viaveis por mais de 20 dias de cultivo. Rezende et al. (2010) confirmaram por reacdao de
nested-PCR, infecgdo por Anaplasma sp. em hemocitos de R. (B.) microplus cultivados in
vitro.

2.5 Cultivo in vitro de Babesia spp. em células de carrapato

O cultivo das células de carrapatos como um sistema para estudo de Babesia spp. in
vitro, promove expectativas para melhor entendimento dos aspectos bioldgicos e moleculares
deste protozoario, além de diminuir a utilizacdo de hospedeiros vertebrados (MOSQUEDA et
al., 2003; RIBEIRO et al., 2009). Diversos meios de cultura foram utilizados para o cultivo de
Babesia spp. em células de carrapatos (Quadro 2).

Bhat et al. (1979) relataram o primeiro sucesso de crescimento in vitro de protozoarios
do género Babesia. Estes autores inocularam formas eritrocitarias de B. bovis em cultura de
células de R. (B.) microplus e observaram a invasdo nas células e a multiplicagdo dos
parasitos por até 48 horas apos o indculo.

Kurtti et al. (1983) reportaram o primeiro cultivo de B. caballi em cultura primaria a
partir de ovos infectados, do carrapato Dermacentor nitens. Os parasitos foram detectados por
trés a cinco dias em microscopia de luz e ap6s uma semana ndo foram mais observados no
cultivo in vitro.



Mosqueda et al. (2003) inocularam esporocinetos de B. bigemina, oriundos da
hemolinfa do carrapato R. (B.) microplus, em células primarias desta mesma espécie de
carrapato. Através de Imunofluorescéncia indireta e utilizando anticorpos policlonais, os
autores detectaram os parasitos dentro das células embrionarias apos 48 horas de incubacao,
0s quais permaneceram viaveis por até 10 dias.

Ribeiro et al. (2009) relataram o primeiro cultivo e a multiplicagdo de esporocinetos de
B. bigemina em células embrionarias de linhagem do carrapato I. scapularis. Apos 72 horas
de incubacdo observaram os esporocinetos dentro das células em contato direto com o
citoplasma e proximo ao nucleo. Apos o 4° dia de incubagdo observaram que os parasitos
aumentaram de tamanho e, que alguns apresentaram formas redondas. No 8° dia, as formas
em anéis de esporocinetos foram observadas no interior das células ou livres no meio celular.

Quadro 2. Resumo dos diferentes meios de cultura utilizados para cultivo de Babesia spp. em
células de carrapato.

Espécies de Babesia Meio de cultivo Iégﬁgeenisggéo [%]) Referéncias

Babesia bovis L-15 Bovino (10) Bhat et al. (1979)
Babesia bigemina L-15 (CO,) Fetal bovino (20) Mosqueda et al. (2003)
Babesia bigemina L-15B Fetal bovino (5) Ribeiro et al. (2009)
Babesia cabali L-15 Fetal bovino (20) Kurt e Munderloh

(1983)

2.6 Cultivo in vitro de Babesia spp. em eritrdcitos

O desenvolvimento de métodos para o cultivo de Babesia spp. representa uma
oportunidade significativa para estudar sua biologia. Além disso, o cultivo in vitro fornece
uma base para o estudo da resposta imune de mamiferos a esses agentes infecciosos, com a
esperanca de producdo de cepas atenuadas que poderiam ser utilizadas para imunizar os
bovinos e talvez os seres humanos que vivem em areas de endemicidade (SCHUSTER, 2002).
A manutencdo de Babesia spp em eritrdcitos in vitro tem sido realizada a partir da utilizagdo
de diferentes meios de cultivo (Quadro 3).

Levy e Ristic (1980) cultivaram B. bovis em uma camada de eritrocitos de bovino ¢
relataram a possibilidade do estudo da fisiologia e bioquimica deste protozoario em sistema in
vitro. Rodriguez et al. (1983) cultivaram B. bovis em cultura de eritrocitos para realizagdo de
clonagem e constataram que a viruléncia dos organismos isolados e¢ o subsequente
crescimento de uma populagdo homogénea podem ter aplicacdo no desenvolvimento de uma
vacina viva contra B. bovis.

Existem evidéncias de que os esporozoitas de Babesia expressam antigenos
especificos que induzem a protecdo da resposta imunoldgica nos bovinos, da mesma forma
que os merozoitas de B. bovis (HINES et al., 1995; WILKOWSKY et al., 2003;
MOSQUEDA et al., 2004). Mosqueda et al. (2004) reportaram o primeiro antigeno de
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esporozoita de B. bigemina a partir da purificagdo ¢ do cultivo em eritrocitos dos
esporozoitas e analise de expressdo de genes a partir do RNA total extraido, da realizacdo de
RT-PCR e imunohistoquimica, o que permitiu analisar a expressdo do gene RAP-1a, o mesmo
encontrado em merozoitas de B. bovis.

Vega et al. (1985) isolaram B. bigemina a partir de bovinos infectados e a cultivaram
in vitro em uma suspensdo de eritrocitos livres e meio de cultura contendo diferentes
concentragdes de soro fetal bovino. Ap6s 72 horas iniciais de cultivo foram observadas
formas de anéis de B. bigemina. Os parasitos permaneceram in vitro por mais de 99 dias.

Gough et al. (1998) estudaram o desenvolvimento do estagio sexual de B. bigemina in
vitro pela adi¢ao de eritrocitos infectados no intestino de carrapatos R. (B.) microplus livres
de Babesia sp. Os autores observaram por microscopia de luz e eletronica de transmissao,
duas populagdes de corpos raiados (gametas), uma alongada que pareceu nio continuar
desenvolvendo-se e outra polimorfica que iniciou a multiplicagdo ainda dentro do eritrécito
continuando apos de terem emergido.

Quadro 3. Resumo dos diferentes meios de cultivo utilizados para cultivo de Babesia spp. a
partir de células eritrociticas em atmosfera de CO,,

Espécies de Babesia . . Tipo de soro -
ou cepas Meio de cultivo (Concentracio [%]) Referéncias
Babesia bigemina 199 Bovino (20 a 50%) Vega et al. (1995)
Babesia bigemina 199 Bovino (40%) Ghoug et al. (1998)
Babesia bovis 199 Bovino (50) Erpetal. (1978 ¢
1980)
Babesia bovis 199 Bovino (40) Levy; Ristic, 1980 e
1983
Babesia bovis 199 Fetal Bovino (40) Rodriguez et al.
(1983)
. . . . Zweygarth et al.
Babesia caballi HL-1 Rico em lipideos (4-6)
(1999)
L Gorenflot et al.
Babesia divergens RPMI 1640 Humano (10) (1991) : Grande et
al. (1997)
Babesia equi HL-1 Fetal Bovino (20) Holman et al. (1994)
L . ~ Zweygarth et al.
Babesia gibsoni HL-1 Cao (20) (2000)
Babesia microti RPMI 1640 Fetal Bovino (30-40) (Slhgﬂg‘gg‘o ctal
Babesia odocoilei 199 Deer (20) or bovine (40) Holman et al. (1999)
Strain WA-1 199 Fetal Bovino (40) Thomford et al.
(1994)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de execucéo do trabalho

O trabalho experimental foi realizado no Setor de Cultivo Celular do Laboratorio de
Doengas Parasitarias, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Instituto de
Veterinaria (IV) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). O diagnético
molecular foi realizado no Laboratdério Multiusuario de Biologia Molecular do Departamento
de Parasitologia Animal, IV da UFRRIJ. Enquanto os diagnoésticos através de Citospin, foram
realizados no laboratério de Protozoologia da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMQ).

3.2 Origem dos carrapatos R. (B.) microplus e das células de linhagem
CTVM/BME2

Os carrapatos utilizados no preparado dos cultivos primdrios pertenciam a terceira
geracdo de uma colonia de R. (B.) microplus, mantidos em bovinos livres de hemoparasitos,
estabulados em baias do Laboratorio de Doengas Parasitarias (LDP), localizados no anexo do
prédio do Projeto Sanidade Animal (PSA). Os ovos do 2° dia de postura das fémeas de R. (B.)
microplus foram pesados em balanga analitica (Shimadzu AY 220®). Um total de 40mg para a
infestacao em coelhos e 250mg para infestacad no bovino, foram acondicionadas em seringas
descartaveis adaptadas, vedadas com algoddo hidrofilo e foram incubadas na estufa para
Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) a temperatura de 27+1°C e umidade relativa do ar
de 80+5%. Apos eclosdo das larvas com 17 dias de incubagdo, foram preparadas para
infestacdo nos animais.

As células de linhagem CTVM/BME?2 derivaram de ovos embrionados do carrapato R.
(B.) microplus (Bell Sakyi, 2003 — comunicag@o pessoal), ¢ foram procedentes do “The
Roslin Institute and Royal (Dick) School of Veterinary Studies, BIOBANK” University of
Edinburgh — http://tickcells.roslin.ac.uk/. Esta linhagem foi oficialmente introduzida no Brasil
por doacdo da Dra. Lesley Bell Sakyi e devidamente registrada no Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento.

3.3 Animais utilizados para obtencdo e manutencao de carrapatos

Para realiza¢do dos experimentos foi utilizado um bezerro macho mesti¢o (Holandés x
Zebu) com um més de idade, proveniente da Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do
Rio de Janeiro (Pesagro-Rio). Quatro coelhos Orictolagus cuniculus mesticos (Nova Zelandia
x California),cedidos pelo Setor de Cunicultura, Instituto de Zootecnia (IZ) da UFRRIJ. Todos
os procedimentos realizados com os animais foram previamente aprovados pelo Comité de
Bioética em Pesquisa Animal da UFRRJ sob protocolo de n° 146/2011.

3.4 Delineamento experimental

1- Exame de hemolinfa do carrapato R. (B) microplus por gota espessa e morfometria
para identificar as formas evolutivas de Babesia spp. que sabidamente parasitam a hemolinfa
do carrapato;

2- Cultivo primario de hemocitos e células embrionarias do carrapato R. (B)
microplus infectados naturalmente com esporocinetos de Babesia bigemina; Exames por
Citospin e gota espessa; Criopreservagao de esporocinetos de B. bigemina a partir do cultivo
de hemocitos infectados naturalmente com o protozoario; Reacdo da cadeia de Polimerase
(PCR) para caracterizagdo e confirmacao da espécie;
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3- Reativagdo e cultivo de esporocinetos de Babesia bigemina em hemocitos de R.
(B.) microplus recuperados de coelhos; Avaliagdo morformétrica e contagem/frequencia de
esporocinetos de B. bigemina recuperados dos cultivos de hemdcitos;

4- Reativacdo de esporocinetos criopreservados de Babesia bigemina nas células de linhagem
CTVM/BME2.

O desenvolvimento das células cultivadas in vitro foi classificado segundo
(YUNKER, 1987): Grau 1- Poucas células aderidas; Grau 2- Células adequadas sem
confluéncia; Grau 3- Células confluentes sem agrupamentos e Grau 4- Células confluentes
com agrupamento.

3.4.1 Experimento 1: Exame da hemolinfa de R. (B.) microplus e morfometria de
esporocinetos de Babesia bigemina; Cultivo primario de hemocitos e células
embrionarias de R. (B.) microplus infectados naturalmente com esporocinetos de Babesia
bigemina e a criopreservacao do protozoéario

Apds sete dias de nascimento, o bezerro alimentado com colostro e parasitado
naturalmente por carrapatos R. (B.) microplus infectados naturalmente por esporocinetos de
Babesia spp. confirmado através do exame da hemolinfa. O animal foi mantido em uma baia
individual do LDP, inicialmente foi alimentado com leite, oferecidos diariamente até um més
de idade, quando passou a ser alimentado com ragdo comercial peletizada, feno Coast Cross e
agua ad libitum. Diariamente foi realizada a limpeza da baia para remogao de sobras de ragao,
fezes e urina.

Para a infestacdo de larvas no bovino, foram utilizadas aproximadamente 5000 larvas,
provenientes de 250mg de ovos, com 20 dias de eclodidas, foram distribuidas ao longo da
linha do dorso-lombar do animal. Apds 21 dias iniciou-se a queda natural das fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus e foi realizado o exame da hemolinfa de 5 fémeas, através
de gota espessa e coloragdo por Giemsa. Apos identificou-se a presenga da infeccdo de
hemolinfa das fémeas ingurgitadas com esporocinetos, a morfologia evidenciada por Giemsa
sem cauda inclinada segundo Riek (1966) e a morfometria com auxilio de um microscopio
(Olympus®), objetiva de imersdo 100x e ocular micrométrica Ernst Leitz de ocular 10x,
sugeriu ser Babesia bigemina.

As teledginas foram submetidas a uma desinfec¢do superficial segundo Yunker
(1987), com algumas modificagdes. As teledginas foram inicialmente lavadas com élcool a
70%, hipoclorito de s6dio a 1% e novamente com alcool a 70%. Em seguida, foram lavadas
com dagua destilada esterilizada contendo anfotericina B, secas com gaze esterilizada,
acondicionadas em placas de Petri estéreis e incubadas em estufa tipo BOD, a temperatura de
27+1°C e umidade relativa do ar de 80+5% para realizag¢do de postura.

A partir do sexto dia de postura foram realizados exames de hemolinfa das fémeas de
R. (B.) microplus oriundas do bezerro, para confirmagdo da infecgdo natural.

Meio de cultivo utilizado no experimento - Foi utilizado o meio Leibovitz’s L15
(Sigma®), suplementado com 10% de caldo triptose fosfato (CTF), 40% de soro fetal bovino
(SFB) e antibiotico Gentamicina (50mg/mL). O meio suplementado, com pH 7,0 foi estocado
a temperatura de 4°C.

Coleta de hemolinfa para o cultivo in vitro- As fémeas de R. (B.) microplus foram
imersas em alcool 70% e secas com gaze estéril. A extragdo de hemolinfa foi realizada a partir
de seccao dos primeiros pares de patas com auxilio de uma tesoura oftalmica ou através de
perfuragdo superficial na regido dorsal com auxilio de agulha de insulina, segundo Angelo et
al. (2010). Para a coleta da hemolinfa foi utilizada uma micropipeta de 100ul contendo meio
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L15 suplementado. A hemolinfa coletada foi pipetada em um tubo falcon de 15mL contendo
2mL de meio L15 suplementado.

Conforme a disponibilidade dos carrapatos foram formados os grupos A, B ¢ C
(Tabela 1). Apds o término da coleta da hemolinfa, as células naturalmente infectadas com
esporocinetos de Babesia spp. foram transferidas para frascos de cultivo de 25cm® com 4 mL
de meio e/ou tubos de cultivo 10cm’ (TPP®) com 2 mL de meio L15 suplementado. As
tampas dos recipientes foram hermeticamente fechadas e incubadas em estufa do tipo BOD a
temperatura de 28°C, como demonstrado na Tabela 1.

Para a manutengao do cultivo de hemdcitos com esporocinetos de Babesia spp. foram
realizadas trocas semanais de 50% do meio L15. E exames da cultura foram realizados para
observacao do protozoario do 4° ao 25° dia de incubagdo: Citospin — Inicialmente 500ul das
amostras de cultivo de hemocitos de R. (B.) microplus infectados naturalmente com
esporocinetos de B. bigemina foram centrifugadas a 76x g por 5 minutos em uma centrifuga
de mesa. Em seguida foram descartados 300ul do sobrenadante e o restante da suspensdo
celular foi adicionado nas laminas de citocentrifuga (Fanem®), as quais foram centrifugadas a
70x g por 50 segundos; Gota Espessa — ImL do sobrenadante das amostras do cultivo em
suspensdo foi centrifugado a 76x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e 20ul da
suspensao celular das amostras foram colocados sobre uma lamina de microscopia.

Apbs secas, as amostras provenientes de citospin e da gota espessa foram fixadas em
metanol por 10 minutos, coradas no Giemsa por 35 minutos e examinadas em microscopio de
luz em 6leo de imersdo & 100x. As estruturas foram fotografadas em camara digital (Sony™).

Microscopia de contraste de fase invertido — Os cultivos de hemocitos infectados
com esporocinetos de B. bigemina foram observados no microscopio de contraste de fase
invertido (Boeco™), objetiva de 20x e 40x. Os cultivos foram fotografados, os esporocinetos
moveis filmados através de cAmara digital (Sony™) e as imagens capturadas no computador
através do software Image Driving na dimensao 1024x768.

Tabela 1. Delineamento para o cultivo de hemoécitos de fémeas de Rhipicephalus microplus,
em meio L15 suplementado. Grupos, nimeros de carrapato, inicio da coleta da hemolinfa e
modo de incubagdo dos cultivos.

Coleta de hemolinfa

Grupos N (dias*) Modo de incubacéo
8° 2 frascos de 25¢m’,

A 40 Temperatura a 28°C

B 12 11° 2 frascos de 25¢m’

Temperatura a 28°C

20 13° 1 tubo 10cm?

C Temperatura a 28°C

N=n° de fémeas de R. (B.) microplus;
*Equivalente ao periodo de postura das fémeas de R. (B.) microplus

Apds o 6° dia de postura foi realizado exame dos ovos das fémeas de R. (B.)
microplus, para verificar a presenga de esporocinetos de Babesia spp . Os ovos foram
macerados sobre laminas de microscopia com auxilio de um émbolo de seringa de vidro e
apos a secagem, as laminas foram fixadas em metanol por 3 minutos, coradas giemsa por 40
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minutos e levadas ao microscopio de luz para observacao de formas de esporocinetos em
aumento de 100x.

Em uma capela de fluxo laminar, os ovos embrionados provenientes do 13° dia de
postura de 20 fémeas foram removidos para um béquer e submetidos a uma esterilizacao
superficial. Os ovos foram lavados duas vezes com acetona e oito vezes com agua destilada
esterilizada. Em seguida foram adicionados 2mL de meio de cultura no béquer e com auxilio
de um émbolo de seringa hipodérmica de vidro, com capacidade de 20 mL, os ovos foram
macerados. Posteriormente, o material em suspensdo foi separado por processo de filtracao
com a utilizacdo de um filtro de vidro, com porosidade 1. Apos a filtragem, o material foi
centrifugado a 76x g por oito minutos em uma centrifuga de mesa (Fanem®). O pellet foi
ressuspenso com 16mL de meio de cultura L15 suplementado e distribuido em volumes de
4mL em cada frascos, totalizando em 4 frascos de 25 cm? (TPP®). Os frascos foram incubados
em estufa tipo BOD a temperatura de 28°C.

Para a manutencdo das células embrionarias foi realizada troca semanal de
aproximadamente 50% do meio L15. A criopreservagdo das células primarias embrionarias
infectadas com esporocinetos foi realizada para posteriores exames por gota espessa. Apds a
forma¢ao da monocamada no 30° dia de incubagdo das células primarias embrionarias de R.
(B.) microplus realizou-se o primeiro subcultivo das células. Os frascos de 25¢cm? contendo
meio L15 foram acondicionados por trés dias em estufa tipo BOD a temperatura de 28°C,
para melhor aderéncia das células.

Subcultivo por tripsinizagdo- as células embrionarias de R. (B.) microplus
apresentaram uma monocamada de células de Grau 4 e, dois frascos foram tripsinizados, com
a retirada de todo meio L15 e adigdo de 3mL de tripsina 0,25%(Sigma®). Os frascos foram
incubados em estufa a temperatura de 37°C por 15 minutos. Em seguida 4mL da suspensao
de células de cada frasco foram transferidos para dois tubos falcon com capacidade de 15mL
e centrifugados a 73x g por 8 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de cada tubo
falcon ressuspenso com 8mL de meio L15. O material desta suspensao foi transferido para os
frascos de 25cm?, resultando em quatro novos frascos, incubados na BOD a temperatura de
28°C.

Foi realizado o 2° subcultivo das células primarias embrionarias, apos 62 dias apos o
1° subcultivo, quando as células formaram uma monocamada de grau 4. As células de dois
frascos de 25cm? foram tripsinizadas, com a retirada de todo meio L15 e adicdo de 3mL de
tripsina 0,25% (Sigma®). Os frascos foram incubados em estufa a temperatura de 37°C por 15
minutos. Em seguida 4mL da suspensdo de células de cada frasco foram transferidos para
dois tubos falcon com capacidade de 15mL e centrifugados a 1000rpm por 8 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet de cada tubo falcon ressuspenso com 8mL de meio
L15. O material desta suspensao foi transferido para os frascos de 25c¢cm?, resultando em 4
novos frascos, incubados na BOD a temperatura de 28°C. As amostras congeladas no
nitrogénio ou estocadas a 4°C por uma semana foram direcionadas para realizagao de citospin
e da gota espessa como descrito acima.

Criopreservacao de esporocinetos de Babesia spp.

Para a criopreservagdo de esporocinetos cultivados foi utilizado o Dimetilsulfoxido-
DMSO (Sigma®), diluido a 20% em 4gua MiliQ. Foram utilizados na criopreservagio 2,5mL
do sobrenadante dos cultivos de hemdcitos com esporocinetos e amostras de hemocitos
descoladas dos frascos com scraper (TPP®). Este material foi transferido para tubos falcon de
15mL e centrifugado a 76x g por 5 minutos em uma centrifuga de mesa (Fanem®). Em
seguida, o pellet de cada cultivo foi ressuspenso em 1200ul de meio L.15, e adicionado 800ul
de DMSO, apés foram distribuido em aliquotas de 2mL para tubos criogénicos (IMEC®). As
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amostras foram congeladas gradativamente com o vapor do nitrogénio liquido diretamente
em um canister previamente refrigerado, em seguida, foram imersas no nitrogénio a
temperatura de -196°C, segundo Munderloh et al. (1994) e Bastos et al. (2006) com
modificagdes. Uma amostra do Grupo B foi mantida a temperatura de -20°C, sem a adigao de
DMSO, para realizagdo do diagnostico por Reagdo da Cadeia de Polimerase (PCR).

A criopreservacdo das amostras de todos os grupos foi realizada no 15° dia de
incubacdo, com excec¢do do Grupo B, onde um frasco foi congelado no segundo dia e outro no
25° dia de incubacao.

Diagnostico Molecular para B. bigemina e B. bovis, por meio da técnica de PCR

A extracdo de DNA foi realizada das amostras congeladas do 2° dia de cultivo de
esporocinetos com hemocitos ¢ do soro do bezerro. Primeiramente as células foram
centrifugadas a 73x g por 4 minutos € o sobrenadante foi descartado. As células foram
ressuspensas com 200ul de PBS e submetidas a extragdo de DNA segundo protocolo do kit
QIAGEN®™ (DNeasy Blood & Tissue kit). Uma aliquota de 3 mL do soro descongelado foi
centrifugada a 73x g por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado parcialmente,
permanecendo 200ul da amostra e o pellet foi ressuspenso com 200ul de PBS, totalizando
400ul do volume final. Uma exce¢do ao protocolo do kit QIAGEN foi feita para ambas
extragdes de DNA, na etapa de eluicdo com 200ul da solugcdo AE, que foi repetida por 3 vezes
deixando na temperatura ambiente por 2 minutos até o passo de cada centrifugacao.

Os controles positivos de B. bigemina e B. bovis, foram produzidos por inoculagdo de
bovinos e foram gentilmente cedidos pelo Dr. Mucio Flavio Barbosa Ribeiro da UFMG.

PCR para B. bigemina ¢ B. bovis: a PCR foi realizada segundo metodologia de
Linhares et al. (2002) modificada por Corréa (2011). Os dois pares de iniciadores
selecionados foram desenhados para identificar o gene 18SrRNA de B. bigemina (GenBank
n°X59604) e B. bovis (GenBank n°® U06105) e possuem as seqiiéncias abaixo.

Babesia bigemina:

GAUT7 forward 5°- GTTGGGTCTTTTCGCTGGC-3" (18SrRNA posi¢ao 848 a 866)
GAU6 reverse 5’- CCACGCTTGAAGCACAGGA-3" (18SrRNA posicdo 1532 a

1515)
Babesia bovis:
GAUO forward 5’- CTGTCGTACCGTTGGTTGAC-3’ (18SrRNA posicao 675 a 694)
: GAUI0 reverse 5’-CGCACGGACGGAGACCGA-3’ (18SrRNA posicao 1215 A
1198

No mix da reacdo de PCR para estes agentes foram utilizadas as concentragdes de
0,2uM de iniciadores (Invitrogen®), 2,5 mM de MgCl2, 1,25U de Taq DNA Polimerase
(Platinum®), 10mM de tampao Tris-HCL, 0,2 mM de dNTPs (Ludwig biotec™) e 2ul de DNA
em um mix com 25ul de volume final.

As reagdes foram processadas em termociclador (Biometra Thermocycler Gradiente®)
sob as seguintes condigdes:

Babesia bigemina: 94°C/5min para desnaturacdo inicial; 40 ciclos de desnaturagdo a
94°C/30seg, anelamento & temperatura 58°C por 30seg e extensdo a 72°C/30seg e extensao
final a 72°C/5min.
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Babesia bovis: 94°C/5min para desnaturacdo inicial; 40 ciclos de desnaturacdo a
94°C/30seg, anelamento & temperatura 56°C por 30seg e extensdo a 72°C/Imin e extensao
final a 72°C/5min.

Nas reacdes da PCR, foram utilizados um controle positivo € um negativo (mix puro).
Os produtos das reagdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em tampao
TAE 1X, com padrio de massa molecular Ladder 100pb (Invitrogen™). Em seguida foram
corados com brometo de etidio (0,4pg/mL; Invitrogen™) e visualizados sob transluminador
UV (BioRad).

3.4.2 Experimento 2- Reativacdo e cultivo de esporocinetos de Babesia bigemina
em hemacitos in vitro de R. (B.) microplus livres de infecgdo; Morfometria e Contagem
de Babesia bigemina

Para este experimento foram utilizados coelhos para infestacdo das larvas de R. (B)
microplus, livres de Babesia spp. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais no
biotério do LDP, onde receberam ragdo comercial e agua ad libitum. Antes da infestagdo
experimental dos coelhos, os pélos de uma parte da regido dorsal foram tricomizados para a
fixagdo de dispositivos de tecido de algoddo, com auxilio de pasta una, confeccionada no
LDP.

Cada coellho foi infestado com aproximadamente 800 larvas de R. (B) microplus com
20 dias de eclosdo, provenientes de 40mg de ovos. Vinte e quatro dias apods a infestagdo, os
dispositivos foram abertos diariamente para recuperacdo das fémeas ingurgitadas. Apds 24
dias da infestagdo iniciou-se a queda natural das fémeas de R. (B) microplus. Foi realizado
exame da hemolinfa como descrito anteriormente e ndo identificou presenca de formas
evolutivas de Babesia spp.

Coleta da hemolinfa para cultivo in vitro - A coleta da hemolinfa de 20 fémeas de R.
(B) microplus, foram realizadas no mesmo dia da recuperacdo nos coelhos. A metodologia foi
a mesma utilizada no experimento 1. Apos a coleta de hemolinfa as células foram transferidas
para dois tubos de cultivo de 10cm® (TPP®) com tampas hermeticamente fechadas e incubados
em 2mL de meio L15 em estufa do tipo BOD a temperatura de 28°C. Para manutencdo das
células foram realizadas trocas semanais de 50% do meio L15.

Reativacao de esporocinetos criopreservados: amostras de esporocinetos de Babesia
Bigemina provenientes do experimento 1 e criopreservadas por dois meses, em nitrogénio
liquido a -196°C foram descongelados & 37°C em banho-maria. Em uma capela de fluxo
laminar, as amostras foram transferidas para tubos falcon de 15mL, contendo 4mL de meio
L15 suplementado com 40% de SFB e centrifugadas a 76x g por 5 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi transferido para um tubo de 10cm? e o pellet ressuspenso com 2 mL de meio
L15 em um tubo de 10cm?, ambos incubados a temperatura de 28°C para observagido da
viabilidade dos esporocinetos para o inoculo nos hemdcitos livres. Apos 24 horas da
reativagdo, os esporocinetos de Babesia bigemina moveis foram inoculados no cultivo de
hemdcitos in vitro com sete dias de incubagéo (Figura 1).

Para a realizacdo do indculo foi retirado 1mL do meio L15 do cultivo de hemécitos de
um tubo de 10cm? e adicionado 2mL do cultivo de esporocinetos de Babesia spp. Como tubos
controle foram mantidos a cultura de hemdcitos livres de esporocinetos e a cultura de
esporocinetos de Babesia bigemina livre de células. Os cultivos foram incubados na BOD a
temperatura de 28°C. Exames microscopicos foram realizados diariamente, além da
confecgdo da gota espessa das amostras a fresco do 2° ao 21° dia de cultivo.
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Figura 1. Exp 2- Hemocitos de R. (B.) microplus livres de hemoparasitos com sete dias de cultivo in
vitro, incubados a 28°C. Contraste de fase invertido, objetiva de 20x.

Avaliacdo Morfométrica de esporocinetos de Babesia bigemina a partir de
hemolinfa de fémeas de R. (B.) microplus e do cultivo in vitro em hemacitos

A mensuracdo dos esporocinetos foi realizada a partir da preparagdo da gota espessa
das amostras: 1) hemolinfa de cinco fémeas de R. (B.) microplus, 2) cultivo de hemdcitos no
quarto dia de incubagdo e 3) cultivo de hemdcitos reativados do nitrogénio liquido. Foram
realizadas as mensura¢des de comprimento e largura de 50 esporocinetos de cada amostra
para confirmacdo de semelhan¢a da morfologia dos esporocinetos e da espécie. Foi realizada
em microscopio (Olympus®™), objetiva de imersdo 100x e ocular micrométrica Ernst Leitz de
ocular 10x.

Foram calculadas as médias, valores minimos ¢ maximos a partir das mensuragdoes; os
dados foram considerados normais, a partir do teste de Kolmogorov Smirnov (K-S teste); as
médias foram comparadas a partir do teste de Tukey a nivel de 5% de significancia;

Contagem de esporocinetos de Babesia spp. cultivados em hemdcitos e 0s
esporocinetos criopreservados e reativados

A metodologia de contagem foi realizada para comparacdo de esporocinetos
inicialmente cultivados com hemocitos e aqueles esporocinetos criopreservados e reativados
nos hemocitos livres de infec¢do. Para contagem dos esporocinetos de Babesia spp. foi
realizada gota espessa a partir de 20pl das amostras retirada diretamente dos cultivos, sendo
preparada uma lamina de cada amostra com 3 gotas espessas. Apos, as laminas foram secas,
fixadas com metanol por 10 minutos e coradas com Giemsa, por 35 minutos. Na objetiva de
imersdo 100x, foi feito contagem total de esporocinetos em cada gota espessa.

3.4.3 Experimento 3- Linhagem de células embriondrias de R. (B.) microplus —
CTVM/BME2 (BME2)

No Setor de Cultivo Celular do laboratorio de Doengas Parasitarias, as células BME
sio mantidas em frascos de 25cm? (TPP®) e em tubos Flat 5,5cm? (Nunc®) contendo meio
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Leibovitz’s (L-15), suplementado com 10% de caldo triptose fosfato (CTF), 20% de soro fetal
bovino (SFB), antibidtico penicilina/estreptomicina 100units/mL, pH 6.8 e incubadas a
temperatura de 28 °C.

Para o experimento foi realizado o subcultivo das células BME2, apés formagdo da
monocamada de células (Grau 3). Em seguida, ImL das células foi transferido para dois tubos
de 10cm? e incubadas a 28°C. Um volume de 500ul da suspensdo celular foi centrifugado por
1 minuto a 73x g e as células ressuspensas em 200ul de PBS. Para realizacao da contagem das
células foi preparado uma solug¢do de Azul de Trypan na concentragdo de 1:10. A contagem
foi realizada em cadmara de neubauer em microscopio de contraste de fase invertido, em
aumento de 40x. As trocas de 50% do meio L-15 das células BME2 foram realizadas
semanalmente.

Reativacdo de esporocinetos de Babesia spp. nas células BME2: Amostras de
esporocinetos de Babesia spp. criopreservados a -196°C no 2° dia de incubagdo foram
descongelados a 37°C em banho-maria apds cinco meses. Em seguida foram transferidas para
tubo falcon de 15mL, contendo 4mL de meio L15, suplementado com 40% de SFB e
centrifugados a 73x g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para tubo de 10cm?
(TPP®), o pellet ressuspenso com 2 mL de meio L-15 e transferido para tubo de 10cm?, ambos
incubados a temperatura de 28°C.

No 4° dia de incubagdo e com motilidade, os esporocinetos de B. bigemina reativados
foram inoculados nas células BME2 do 3° dia de subcultivo com uma camada de células de
Grau 2 (Figura 2). Os cultivos, BME2 infectados com esporocinetos (BME2-1) e BME2 livre
de esporocinetos (BME-C) foram incubadas a 28°C mantidos em meio L15 suplementado
com 40% de SFB. Foram realizadas observa¢des em microscopio de contraste de fase
invertido (Boeco™) em aumento de 20x e 40x. Os cultivos foram fotografados e os
esporocinetos moveis foram filmados em camara digital (Sony) e através de imagens
capturadas no computador através do Software Image Driving na dimensdo 1024x 768.

Figura 2. - Monocamada das células BME2 sem confluéncia, 3° dia de
subcultivo. Contraste de fase invertido, objetiva 40x.

O 1° subcultivo das células BME2-1 ¢ BME2-C foi realizado ap6s 24 dias de
incubacdo, com uma monocamada de células de grau 4. Apos a troca de 50% do meio L-15,
as células BME foram descoladas com auxilio do scraper (TPP®), sendo transferidos 0,5mL
da suspensdo celular para dois tubos de 10cm? (TPP™), incubados a temperatura de 28°C. Um
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volume de 500ul da suspensao celular foi centrifugado por 1 minuto a 73x g e as células
ressuspensas em 200ul de PBS. Para realizagdo da contagem das células foi preparado um
solucdo de Azul de Trypan na concentragdo de 1:10. A contagem foi realizada em camara de
neubauer em microscopio de contraste de fase invertido, em aumento de 40x. As trocas de
50% do meio L-15 das células BME2 foram realizadas semanalmente.

O 2° subcultivo das células BME2-1 e BME2-C foi realizado apo6s 18 dias de
incubacdo, com uma monocamada de células de grau 3. Apos a troca de 50% do meio L-15,
as células BME foram descoladas com auxilio do scraper (TPP®). Um volume de 500pul da
suspensao celular foi centrifugado por 1 minuto a 73x g e as células ressuspensas em 200ul de
PBS. Para realiza¢do da contagem das células foi preparado um solu¢do de Azul de Trypan na
concentragdo de 1:10. A contagem foi realizada em camara de neubauer em microscépio de
contraste de fase invertido, em aumento de 40x. Nesta fase o cultivo de BME2-1 ¢ BME2-C
foi terminado.

Foi realizado o citospin e a gota espessa das amostras de cultivo de células BME2-1 e
BME2-C, a partir do 6° ao 20° dia, as amostras foram estocadas a temperatura de 4°C.
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4 RESULTADOS

4.1 Exame de esporocinetos na hemolinfa de R. (B.) microplus

Foram identificados esporocinetos de B. bigemina, com morfologia piriforme, em
laminas confeccionadas de gotas da hemolinfa de fémeas a partir do 6° dia de postura (Figura
3).

Formas de esporocinetos imaturos de Babesia bigemina.: além da morfologia
piriforme, os esporocinetos apresentaram formas imaturas, com nucleo corado de vermelho
escuro, localizado na extremidade posterior, citoplasma todo corado de azul claro incluindo o
complexo apical com pequenos vacuolos, e pontos de cromatina corados de vermelho claro
observados na regido anterior.

Formas de esporocinetos maduros de Babesia bigemina.: As formas maduras
apresentaram nucleo corado de vermelho escuro localizado na regido mediana, complexo
apical corado fortemente de vermelho claro e citoplasma corado de azul-claro com pequenos
vactiolos em toda sua extensao.
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Figura 3. Esporocinetos de Babesia bigemina em hemolinfa de Riphicephalus microplus: A,
B) estruturas piriformes e arredondadas observadas no 6° dia postura. Giemsa, objetiva 100x.
Barra 10pm.

4.2 Cultivo de esporocinetos de Babesia bigemina em hemacitos de R. (B.) microplus

De acordo com o periodo de postura das fémeas de R. (B.) microplus, foi coletado a
hemolinfa para cultivo in vitro de hemocitos infectados com esporocinetos de Babesia
bigemina, seguindo os grupos de cultivo: Grupos A- 8dias, B-11dias, C-13dias.

Observou-se o desenvolvimento do esporocineto de B. bigemina em microscopio de
contraste de fase invertido, a partir do primeiro dia do cultivo. De uma forma geral, desde o
inicio do cultivo, os esporocinetos de Babesia bigemina, nos Grupos A, B e C demonstraram
0 mesmo comportamento. Os protozodrios apresentaram boa motilidade e capacidade de
aderéncia do complexo apical nas células (Figuras 4 e 5). Desta aderéncia foram formados
préximo da membrana celular vacuolos citoplasmaticos e no citoplasma das células observou-
se formas redondas, moveis e com nucleo visivel.

Nas amostras coradas do 3° e 17° dias do cultivo de esporocinetos de Babesia
bigemina em hemocitos foram observadas formas integras piriformes de esporocinetos
(Figura 6), imaturos e maduros, com nucleo corado de vermelho escuro, as vezes, centralizado
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ou proximo do complexo apical. Na regido anterior do esporocineto a cromatina ficou corada
de vermelho escuro e na regido central foi verificada a presenca de vacuolos. Nas amostras do
17° dia de cultivo foram observados muitas formas redondas e ovais pequenas, supostamente
esporocinetos imaturos, com nicleo corado de vermelho escuro.

Figura 4. Esporocinetos de Babesia bigemina cultivados in vitro em hemocitos de R. (B.)
microplus. Contraste de fase invertido. Grupo A- C) 4° dia de incubagdo, estruturas
piriformes livres (20x). D, E) 10° dia de incubagdo, (40x). D) estruturas piriformes
aderidas com a extremidade apical na membrana da célula epitelidide; E) estruturas de
esporocinetos arredondadas, epicelular na células fibroblastoide; Grupo B - F) 8° dia de
incubagdo, estruturas de esporocinetos piriformes e arredondas aderidos pela extremidade
apical na membrana da célula epitelidide e livres.
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Figura 5. Grupo B- G) 22° dias de incubagdo, estruturas piriformes de esporocinetos de Babesia
bigemina, aderido na célula fibroblastoides vacuolizada. Contraste de fase invertido (40x); Grupo C-
H, 1, J) 4° dia de incubagdo, Contraste de fase invertido (40x). H, I) Estruturas piriformes de
esporocinetos aderidos na membrana da célula arredondadas e livres, J) Estruturas piriformes de
esporocinetos livres.
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Figura 6. Grupo B. K) Estruturas piriformes de esporocinetos de Babesia bigemina com presenga
de ntcleo e vactolo, 4° dia de incubagdo. Giemsa (100x), L, M) 17° dia de incubagdo, colonia de
estruturas arredondadas e piriformes imaturas e maduras de esporocinetos. Giemsa (100x). Barra de
10pum.



4.3 Desenvolvimento das células primérias embrionarias do carrapato R. (B.)
microplus cultivadas in vitro

Apds aproximadamente 12 horas de cultivo foram observados em microscopio de
contraste de fase invertido, objetiva de 40x, células aderidas, constituindo em sua maioria
morfologia fibroblastoide, fusiforme, estreladas com presenga de vacuolos e, as células
epitelidides, algumas globosas com vacuolos. No 15° dia de cultivo, foi observada a
formacao de uma monocamada de células de Grau 3. As células tripsinizadas permaneceram
viaveis por trés meses, originando dois subcultivos.

4.4 Infeccdo de esporocinetos em células priméarias embrionarias de R. (B.)
microplus

A partir do exame dos ovos macerados, corados com giemsa, foi confirmada a
presenca de esporocinetos de Babesia bigemina. Em microscopio de contraste de fase
invertido foram observadas formas vermiculares de esporocinetos 24 horas apds o inicio do
cultivo. Os esporocinetos apresentaram motilidade, ocorrendo livres no meio celular ou
aderidos nas células embriondrias (Figura 7). Através das amostras do 4° dia de cultivo, foi
possivel observar estruturas piriformes com nucleo corado de vermelho escuro e presenga de
vacuolos por toda extensdo do citoplasma (Figura 7). Apds o subcultivo das células, com 30
dias incubagdo, foram observadas estruturas méveis redondas e alongadas. Nas amostras do
subcultivo das células coradas com giemsa, apds trés dias incubagdo, foram observadas
estruturas arredondadas e em anéis, coradas. As formas piriformes de esporocinetos nao
foram mais observadas apds o 10° dia de cultivo, permanecendo somente as estruturas
arredondadas.
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Figura 7. Exp. 1. Células primarias embrionarias de R. (B.) microplus, infectadas com esporocinetos
de Babesia bigemina, N) 34° dia de incuba¢do, monocamada de Grau 4, O) 58° dia de incubagio,
estruturas arredondadas de Babesia bigemina aderidos na célula fibroblastéide. Contraste de fase
invertido (40x); P, Q) 4° dia de incubagdo, estruturas piriformes de Babesia bigemina cultivados em
células primarias embriondrias de R. (B.) microplus. Giemsa (100x).

4.5 Diagndstico molecular de B. bigemina e B. bovis por meio da técnica de PCR
O diagnostico molecular com primer especifico para as espécies, permitiu através da

PCR a amplificagdo do gene 18SrRNA de B.bigemina (685pb) e a amostra resultou negativa
para B. bovis (541pb) (Figura 8).
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Figura 8. Eletroforese do produto da PCR no gel de agarose. PM:
padrdo de massa molecular 100pb; C-: controle negativo; Bil:
amostra de soro do bezerro positivo para Babesia bigemina; Bi2:
amostra de esporocinetos em hemdcitos in vitro de R. (B.)
microplus, positivo para B. bigemina; BiC+: DNA controle
positivo de Babesia bigemina, dilui¢do de 107; Bol: amostra de
soro do bezerro negativo para B. bovis; Bo2: Amostra de
esporocinetos em hemocitos in vitro, de R. (B.) microplus,
negativo para B. bovis; BoC+ DNA controle positivo de B.
bovis, dilui¢do de 107

4.6 Cultivo de hemocitos de R. (B.) microplus livres de infeccéo

Duas horas ap6s o cultivo observou-se a aderéncia dos hemocitos na superficie dos
tubos de 10cm?. Inicialmente foram detectadas células troncos denominadas prohemdcitos
com formas redondas. Apés o 5° dia de cultivo, as células comecaram a se diferenciar
tornado-se alongadas e fusiformes, também verficou-se os plasmatocitos, incluindo os
granuldcitos com presenca de muitos vacuolos. Em sete dias de cultivo foi possivel notar a
multiplicag¢do das células. As células do frasco controle, com caracteristicas de grau 2, foram
mantidas por aproximadamene 60 dias, estas células apresentaram-se vacuolizadas, mas ndo
volumosas.

4.6.1 Reativacdo de esporocinetos de Babesia spp em cultivo de hemdcitos de
carrapato R. (B.) microplus livres de infecgio

Apods dois meses de congelamento, os esporocinetos foram reativados e avaliados
quanto a motilidade e integridade para inoculagdo nas células. Apds 1 hora do indculo de
esporocinetos observou-se em microscopio contraste de fase invertido, objetiva 40x, sua
motilidade. Apos 24 horas foi possivel verificar a aderéncia na membrana pela extremidade
do extremidade apical dos esporocinetos, além de esporocinetos livres e em grupos. As
formas piriformes encontravam-se integras, o niicleo bem escuro na regido mediana e formas
arredondadas, sendo observado a aderéncia nas células (Figura 9). Os esporocinetos
permaneceram ativos, mas no 21° dia de incubacdo o cultivo foi finalizado devido ao alto
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grau de degeneragao dos hemocitos. Nas amostras coradas com giemsa, foram observadas e
identificadas estrutras piriformes com morfologia integra de coloracdo vermelho claro e com
presenga de ntcleo na regido mediana (Figura 9).
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Figura 9. Exp. 2: Esporocineto de Babesia bigemina reativados nas células hemocitos livres de
infec¢do. R) 7° dia de incubagdo, estruturas arredondadas de esporocinetos aderidos na
membrana da célula fibroblastdides vacuolizada e volumosa e estruturas piriformes livres; S)
12° dia de incubagdo, estrutura piriforme invaginada na célula fibroblastdide vacuolizada e
volumosa; T) 7° dia de incubagdo, estruturas piriformes livres. Giemsa 100x, Barra 10pm.
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4.6.2 Morfometria dos esporocinetos de Babesia bigemina

Os valores encontrados na morfometria, para os esporocinetos de formas piriformes,
cultivados em hemdcitos, variaram entre 13-32 um de comprimento e 2-7um de largura, e os
esporocinetos criopreservados e reativados em hemdcitos, 16 - 28um de comprimento e 3 — 6
um de largura, esporocinetos da hemolinfa de fémeas com 11 dias de postura, 21 — 30um de
comprimento e 3 — 6pm de largura. Os valores foram médios para o comprimento e a largura
das formas vermiculares de Babesia spp estdo apresentados na Tabela 2. A morfometria
demonstrou que os esporocinetos cultivados in vitro mantiveram-se intactos preservando a
sua morfologia.

Tabela 2. Comprimento e largura de esporocinetos de Babesia bigemina obtidos a partir da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas, do cultivo in vitro de hemocitos e da reativacdo apos
criopreservacao -196°C.

Esporocinetos de Babesia bigemina

Dimensoes . - ;
(um) Hemolinfa Cultivo Reativados
(n=50) (n=50) (n=50)
b
Comprimento 25,92+2,5° 23,59+4,2° 22,10£2,6
Largura 4,6040,9" 4,76+0,9° 4,04+0,9°

Médias seguidas por letras diferentes, nas linhas, indicaram diferenca estatistica no teste de Tukey, ao nivel de 5%
de significancia.

4.6.3 Contagem de esporocinetos de Babesia bigemina

A contagem em microscopio de luz das amostras coradas dos esporocinetos de B.
bigemina que foram cultivados no experimento 1, foi de 2.2 esporocinetos/ul; e a contagem
dos esporocinetos criopreservados a partir do experimento 1 e reativados em hemocitos foi de
2.0 esporocinetos/pl.

4.7 Desenvolvimento do subcultivo de células embrionarias de linhagem BME2

As células embrionarias BME2 subcultivadas foram contadas, sendo encontradas
3,1x10"células/mL. Em 24 horas de cultivo, as células apresentaram aderéncia tanto na
BME2-I com na BME2-C. Células com morfologia epitelidides foram predominantes porém
outros tipos celulares foram encontrados, como as células fibroblastéides fusiformes.

4.7.1 Desenvolvimento dos esporocinetos de Babesia bigemina nas celulas
embrionérias de linhagem BME2

Apos o in6culo dos esporocinetos de B. bigemina nas células BME2, observou-se em
microscopio contraste de fase invertido, a atividade e motilidade destes parasitos. Em 24
horas de inoculo foi possivel observar esporocinetos livres no meio celular e aderindo nas
células BME2 (Figura 10). Inicialmente foram observadas as formas piriformes de
esporocinetos os quais apresentavam o extremidade apical e regido anterior morfologicamente
integros. Apos sete dias de cultivo observou-se formas arredondadas com nucleo visivel,
livres com motilidades e aderidas nas células (Figura 10).

1° Subcultivo das células BME2 inoculadas com esporocinetos de Babesia spp - O
subcultivo foi realizado apés o 24° dia de cultivo, quando as células apresentaram uma
monocamada de grau 4, dificultando a observac¢do in vitro. Nas células BME2I foram
contadas 2,9x10 células/mL e na BME2C 2,31x10’ células/mL. Apds o subcultivo muitas
estruturas redondas méveis foram observadas. No 7° dia de cultivo foram observados muitos
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vactolos nas células BME2I. Nas amostras coradas foram observadas estruturas redondas
com nucleo corado de vermelho escuro.

2° Subcultivo das células BME2 inoculadas com esporocinetos de Babesia spp -
No 18° dia foi realizado o segundo subcultivo das células BME2-1 e BME2-C. Nas células
BME2-I foram contadas 3x10° células/mL e na BM2E-C 1,7x10°células/mL. Nesta etapa foi
finalizado o cultivo e nas ldminas coradas foram observadas formas de esporocinetos
redondas coradas com nucleo vermelho escuro.

Citospin: Foram observadas formas em anéis e arredondadas com nucleo corado de
vermelho escuro que se econtravam aderidas as células, além de formas intracitoplasmaticas
(Figura 10).
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Figura 10. Esporocinetos de Babesia bigemina reativados nas células de linhagem BME2: U)
2°dia de incubacgdo, estruturas piriformes de esporocinetos proximo a célula embrionaria; V)
6° dia de incubagdo, estruturas arredondadas epicelular e aderidos na células. Contraste de fase
invertido (40x); X, Z,W) 6° dia de incubagdo; X,Z) estruturas em anéis de esporocinetos
livres; Y) 17° dia de incubagdo; W,Y) estruturas arredondas de esporocinetos aderidos na
células.Giemsa 100x.
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4.8 Esporocinetos de Babesia bigemina cultivados livres de células

Esporocinetos cultivados livres de células foi para controle no experimento 2 e 3, e
situacdes semelhantes foram observadas. A partir do 1° dia de cultivo foram observados
esporocinetos moveis e morfolgicamente integros. Apos aproximadamente 10 dias de cultivo,
observou-se o agrupamento de esporocinetos, que estavam moveis. Estruturas de formas
vermiculares e finas foram observadas, sendo encontrado poucas formas redondas. O cultivo
permaneceu até o 10° e 17° dia, respectivamente, com poucas estruturas ainda méveis, porém
a maioria aprensentavam degenerada no extremidade apical, estas observagdes foram feitas
tanto em contraste de fase invertido como nas amostras coradas.
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5 DISCUSSAO

Grande parte dos hemdocitos de carrapatos sdo células vacuolizadas, sendo alguns
responsaveis por fagocitar bactérias e protozoarios, servindo desta forma como células
hospedeiras de uma ampla variedade de microrganismos que se desenvolvem em carrapatos
(SONENSHINE, 1991). Rehacek (1963) realizou tentativa de cultivo de hemocitos a partir
do carrapato Hyalomma asiaticum, mas as células ndo se multiplicaram. Cory e Yunker
(1971) a partir do cultivo da hemolinfa de Dermacentor andersoni estudaram o
desenvolvimento de virus do género Orbivirus responsavel pela febre de carrapato do
Colorado. Sidorov et al. (1979) ao cultivarem hemocitos in vitro de carrapatos argasideos
para estudo da fagocitose de bactérias mantiveram as células por poucos dias.

O plasma da hemolinfa ¢ uma solu¢ao complexa contendo além de dgua, numerosas
proteinas, lipideos, aminoacidos, carboidratos e varios sais inorganicos (SONENSHINE,
1991). Em um esfor¢o para melhorar o crescimento das células foram feitas analises de
aminoacidos, agucares e sais na hemolinfa de carrapatos Boophilus microplus ¢ um meio
preparado com base nessas substancias foi testado em culturas de células de carrapato
(REHACEK; BRZOSTOWSKI, 1969).

No presente estudo, o substrato com as células da hemolinfa e a suplementagdo do
meio L15 constituido de 40% de SFB, podem ter contribuido para o desenvolvimento e
longevidade do protozoario nas células. Formas piriformes de esporocinetos sobreviveram e
desenvolveram-se nos hemocitos cultivados in vitro por um periodo de 25 dias. Este periodo
de incubagdo possibilitou a observagao de formas piriformes e arredondas de esporocinetos
aderidas nas células através da extremidade apical, formacdo de vactolo na membrana das
células e a motilidade de estruturas arredondadas intracelulares. Foi possivel também
observar estruturas alongadas, méveis e esporocinetos livres. Nas células embriondrias os
esporocinetos cultivados se desenvolveram com longevidade, sendo observadas formas
piriformes e arredondadas aderidas & membrana celular, formas arredondadas intracelulares
e formas piriformes e arredondadas livres. Estudo realizado por Ribeiro et al. (2009), com
cultivo de esporocinetos de B. bigemina em células IDES, foi observado o desenvolvimento
do processo de esquizogonia dentro das células, produzindo alguns esporocinetos com
morfologias distintas, inclusive as formas arredondadas observadas no inicio da
multiplicagao

No presente estudo, o desenvolvimento de esporocinetos de Babesia bigemina in
vitro nas células-hemocitos e embrionarias foi semelhante ao relatado na literatura em
estudos sobre o ciclo de merozoitas em eritrdcitos. Inicialmente os merozoitas orientam-se
na superficie da célula hospedeira e aderem na membrana por sua extremidade apical, onde
as roptrias e as micronemas estdo localizadas. A liberacdo de organelas, roptrias e
micronemas e a acao de receptores parecem ser necessarios para que 0s merizoitas iniciem a
invaginagdo na membrana do eritrocito e a formacdo de um vactolo parasitoforo.
Imediatamente apds a invasdo, cada parasito ¢ encontrado dentro de um vacuolo
parasitoforo que, em seguida, ¢ disperso. Em todas as fases subseqiientes, dos estagios, o
parasito ¢ revestido por uma membrana plasmatica Unica e o parasita estd em contato direto
com o citoplasma dos eritrocitos. A auséncia de uma membrana do vacuolo parasitoforo
pode dar flexibilidade a Babesia durante o seu desenvolvimento, resultando uma variedade
de formas do parasita, como piriforme, oval, arredondada, alongada, torcida ou dobrada
(MEHLHORN; SCHEIN, 1984; IGARASHI et al., 1988).
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Estudos in vitro demonstraram que cepas virulentas de B. bovis induziram mais
protrusdes estreladas na membrana de eritrocitos do que cepas de B. bovis ndo virulentas.
Isto indica que o numero de protrusdes na membrana dos eritrocitos infectados, bem como a
taxa de crescimento do parasita, poderiam ser critérios para estimar a viruléncia de B. bovis.
Em relagdo a B. bigemina foi constatado que os eritrocitos parasitados sdo maiores do que
os ndo infectados. Desenvolvimento de critérios para a viruléncia ¢ muito importante no
estudo de parasitas para o desenvolvimento de vacinas (WRIGHT, 1973; AIKAWA et al.,
1985). No presente estudo, diferencas morfoldgicas foram observadas entre as células de
hemocitos infectadas com esporocinetos de Babesia bigemina e com as células livres de
infeccdo. As células infectadas apresentaram-se volumosas, vacuolizadas e, em seguida,
degeneraram.

No grupo controle onde os esporocinetos foram cultivados na auséncia de células, as
formas piriformes foram observadas em grupos, com muita frequéncia, diferentes dos
esporocinetos cultivados com as células. Isto pode demonstrar que estes parasitos podem ser
dependentes de estruturas hospedeiras para sua reprodugdo. Outra importancia desse grupo
controle foi ter possibilitado avaliar a longevidade da atividade dos esporocinetos e
comparar com os cultivados em células. A contagem a fresco de esporocinetos de Babesia
in vitro foi inviavel, inicialmente foram observados muitos esporocinetos piriformes. No
10° dia de -cultivo, observou-se estruturas arredondadas e as formas piriformes
encontravam-se mais aderidas a células do que livres no meio. Portanto a manipulacdo dos
frascos foi evitada para ndo interferir na interagdo do parasito com a célula, embora tenha
sido possivel a contagem das amostras do sobrenadante coradas no inicio da troca de meio
de cultura. A metodologia aplicada para contagem possibilitou somente a comparaciao de
frequéncias dos esporocinetos inicialmente cultivados 2.2 esporocinetos/pl com aqueles que
foram reativados 2.0 esporocinetos/ul. Isso demonstrou que ndo houve perda de
esporocinetos apos a criopreservagao.

Colonias imaturas de esporocinetos coradas foram observadas e apresentaram
morfologias arredondadas e piriformes, demonstrando a reproducdo in vitro do parasito. Os
receptores celulares e componentes derivados do hospedeiro, tais como soro ou extratos de
tecidos, respectivamente desempenham um papel na capacidade de protozoarios aderirem e
infectarem células in vitro (KURTTI et al., 1983). As estruturas piriformes, arredondadas e
em anéis, encontradas tanto em cultura de hemodcitos como nas células embrionarias, com
presenca de cromatina conferem com as observadas para as espécies de Babesia spp. em
carrapatos (RIEK, 1964; BARREIRA et al, 2005a). As formas em anéis coradas,
observadas no presente estudo, provavelmente poderiam ser as estruturas arredondadas com
vacuolos observadas no contraste de fase invertido, aderidas e livres. Igarashi et al. (1988)
sugeriram que parasitos do género Babesia possuem uma variedades de formas, incluindo as
estruturas dobradas, semelhantes a um anel.

O cultivo das células de carrapato como um sistema para estudo de Babesia spp. in
vitro, promove expectativas para melhor entendimento dos aspectos biologicos e
moleculares deste protozoario, além de diminuir a utilizagdo de hospedeiros vertebrados
(MOSQUEDA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2009). Estudos in vivo com Babesia spp. t¢ém
demonstrado que os esporocinetos podem infectar diferentes tipos de células e causar uma
variedade de condig¢des patologicas no carrapato (KURTTI et al., 1983). Além de técnicas
moleculares, o estabelecimento de cultivos podem ser de grande valor diagndstico e mais
barato do que outras técnicas (ECKERT, 1997).

Neste estudo as células de carrapato constituiram substrato eficiente para o estudo da
interagdo deste protozodrio com as células do vetor. Além disso, o sucesso da reativagdo dos
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esporocinetos de Babesia bigemina nas células, apds sua criopreservagdo possibilitou
condi¢des para a manuten¢do deste parasito em laboratorio, sem a necessidade de indculo
em animais, conferindo praticidade e a reprodutibilidade desta metodologia. Na literatura
sdo observados registros da criopreservagdo de merozoitas de Babesia spp. a partir de
eritrocitos de bovinos infectados experimentalmente (PALMER et al., 1982; VEGA et al.,
1985), como alternativas vidveis na producdo de antigenos, embora ndo seja livre de
anticorpos do hospedeiro. A criopreservacdo de estagios do parasita pode contribuir
consideravelmente para a reducdo do niimero de animais experimentais necessarios para a
manuten¢do de rotina de parasitas por passagens seriadas em laboratérios (ECKERT, 1997).
A infeccdo de carrapatos em bovinos inoculados com Babesia spp. ¢ outra forma de
isolamento de cepas destes protozoarios. Entretanto, apds sucessivas inoculagdes as formas
infectantes para o carrapato, conhecidas como gametdcitos, sdo perdidas (FRIEDOFF,
1988).

No presente estudo, foi possivel o isolamento do parasito diretamente do carrapato
R. (B.) microplus obtido de um bezerro naturalmente infectado com Babesia. A utilizagio
da técnica molecular foi necessaria para confirmacdo do diagnostico microscopico. A
extracdo de DNA foi realizada através do soro do bezerro, pois embora Babesia spp. seja
intraeritrocitica (FAJARDO, 1901; KUTTLER, 1988; KESSLER; SCHENK, 1988) ¢
provavel que durante as centrifugacdes os eritrocitos romperam-se € O0s parasitos
dispersaram-se para o soro e/ou plasma. Além disso, no ciclo normal do parasito, apds o
rompimento das células, os merozoitas sdo encontrados no meio extracelular para reiniciar a
penetracdo e o ciclo em outras células.

A amplificagdo do DNA para o gene 18SrRNA de Babesia bigemina através do
primer GAU 7 e GAU 6 foi semelhante tanto para as amostras oriundas do bezerro, quanto
para as do cultivo. No Brasil, a babesiose causada por B. bigemina e B. bovis sdo endémicas
na maior parte do territério onde se criam bovinos. Devido as condigdes climaticas
favoraveis para o desenvolvimento do carrapato, durante todo ano, a situacdo ¢é de
estabilidade endémica, os bezerros sdo infectados pelos agentes da Tristeza parasitaria
bovina durante os primeiros dias de vida quando possuem imunidade passiva, transmitida
pelas vacas através do colostro (KESSLER; SCHENK, 1988).

Independente da origem das amostras, apesar de ndo ter sido realizado teste
estatistico para comparar com os dados encontrados na literatura, foi possivel verificar que a
morfometria apresentada no presente estudo sdo semelhantes com as variacdes de
mensuragdo de esporocinetos de B. bigemina de orgdos e tecidos de carrapatos e também de
cultivo em células de carrapatos encontrados na literatura (BARREIRA et al., 2005;
RIBEIRO et al., 2009). As variagdes de mensuragdes para B. bovis verifcadas na literatura
podem ser diferentes e/ou até semelhantes as apresentadas para B. bigemina, embora nao
tenha sido encontrado relato de esporocinetos de B.bovis acima de 20um (RIEK, 1966;
STEWART, 1978; GUGLIELMONE, 1996).

Na comparagdo da morfometria dos esporocinetos, a diferenca estatistica observada
entre os esporocinetos oriundos do exame direto da hemolinfa e dos cultivados e reativados
in vitro, nao invalidou caracterizd-los como uma mesma espécie, bem como, excluir a
semelhanca morfologica. Isso foi confirmado pela observagdo das caracteristicas de
integridade da complexo apical e da regido anterior dos esporocinetos corados. A
mensuragdo dos esporocinetos de Babesia spp. foi utilizada durante muitos anos como a
unica forma de confirmacdo das espécies deste parasito (RIEK, 1964; BUSCHER, 1988;
STEWART, 1986; GUGLIELMONE et al., 1996). Atualmente técnicas diagndsticas mais
sensiveis, como a biologia molecular, tem substituido a morfometria, embora no presente
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estudo ela foi necessaria e eficiente, ndo s6 para identificar a espécie mas também para
comparar a integridade entre os esporocinetos de cada grupo.

Este foi o primeiro relato do cultivo de hemocitos infectados com esporocinetos de
Babesia spp em meio L15 suplementado com 40% de SFB na auséncia de CO,, sendo
identificada atividade do protozoario por até 25 dias. Outra inovagdo foi a reativagdo de
esporocinetos nos hemocitos e células embrionarias cultivados in vitro, apds criopreservagao
a -196°C. Eventos similares foram observados no cultivo de Babesia spp. em células
embrionarias de carrapatos. Kurtti et al. (1983) reportaram o primeiro cultivo de Babesia
caballi em cultura primaria a partir de ovos infectados do carrapato Dermacentor nitens.
Estes autores verificaram os protozoarios por trés a cinco dias em microscopia de luz e apds
uma semana ndo foram mais observados no cultivo in vitro. Mosqueda et al. (2003)
inocularam esporocinetos de B. bigemina oriundos da hemolinfa do carrapato R. (B.)
microplus em células primarias desta mesma espécie de carrapato. Detectaram através de
imunofluorescéncia indireta e utilizando anticorpos policlonais os parasitos dentro das
células embriondrias apds 48 horas de incubagdo, os quais permaneceram viaveis por até 10
dias. Ribeiro et al. (2009) observaram formas intracelulares de esporocinetos de B. bigemina
em cultivo nas células de linhagem IDES, reportando a multiplicagdo do protozoario dentro
das células por oito dias.

No presente estudo foram demonstradas alternativas para a manutengdo in vitro de
esporocinetos de Babesia bigemina em laboratorio, contribuindo para estudos biologicos e
moleculares de interesse para a pesquisa cientifica.
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6 CONCLUSOES

As andlises morfométricas e moleculares comprovaram que os esporocinetos isolados
em hemolinfa de carrapato e cultivados em laboratério foram de Babesia bigemina.

Os hemocitos constituiram em eficientes substratos para cultivo in vitro de
esporocinetos de Babesia bigemina e mantiveram-se vivos até o 25° dia de cultivo.

O desenvolvimento de esporocinetos de Babesia bigemina foi mais eficiente em
hemocitos in vitro do que em células primarias embrionarias de R. (B.) microplus.

Os esporocinetos de Babesia bigemina cultivados em meio Leibovitz’s livre de
células, ndo conservaram sua morfologia.

Foi possivel a criopreserva¢ao de esporocinetos de Babesia bigemina em nitrogénio
liquido e a sua reativagdao em cultura de hemocitos de R. (B.) microplus e em células da
linhagem BME2.
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