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The development of Babesia bigemina in Boophilus microplus were studied in experimental conditions, using
crossed-breed bovine from free-area of these parasites. Stages of the hemoparasites were observed in the tick
vector, starting from the infected red-blood cells observed in the gut of engorged females, from the first 24 hours
after detachment to the emergence of sporokinets in the larvas. In the period from 24 to 48 hours after detachment
of the engorged females (DEF), the presence of some infected red-blood cells was verified, beside the occurrence of
ray bodies and of vermiculars forms, known as oocynets. Since 72 hours after the DEF, the of okinets presence was
observed in the cytoplasm of the epithelium cells besides of great sporokinets number in developmente. At same
period, the presence of sporokinets of B. bigemina in the hemolymph samples was observed inside the hemocytes.
After the fourth day of incubation beside the presence of the sporokinets was also verified in the Malpighi’s tubes
and ovaries. As well as in the ticks eggs from the sporokinets were also observed ticks eggs from the fourty day after
the natural detachment of the engorged females of the host.
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RESUMO

O desenvolvimento de Babesia bigemina em Boophilus micro-
plus foi estudado em condigdes experimentais, usando bovi-
nos mesticos originados de regido livre destes parasitos. Foram
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observados estagios de desenvolvimento dos hemoparasitos
no carrapato vetor, a partir da presenca de eritrocitos infectados
na luz intestinal de fémeas ingurgitadas do carrapato, desde as
primeiras 24 horas ap6s o desprendimento, até o aparecimento
de esporocinetos nas larvas. No periodo de 24 a 48 horas, apds
a queda das fémeas ingurgitadas (QFI), verificou-se além da
presencga de alguns eritrécitos infectados, a ocorréncia de cor-
pos raiados e de formas vermiculares, denominados oocinetos.
A partir de 72 horas apods a queda das fémeas ingurgitadas, a
presenca de oocinetos no citoplasma das células epiteliais foi
observada além de um grande niimero de esporocintetos em
desenvolvimento. No mesmo periodo, foi observada a presen-
c¢a de esporocinetos de B. bigemina nas amostras de hemolinfa
e no interior dos hemdcitos. A partir do quarto dia de incuba-
¢do, verificou-se também a presenca dos esporocinetos nos
tubulos de Malpighi e ovarios. Os esporocinetos foram também
observados em amostras de ovos a partir do quarto dia apés a
queda natural das fémeas ingurgitadas.
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INTRODUCAO

Os primeiros estudos referentes ao desenvolvimento de
parasitos do género Babesia no carrapato vetor foram realiza-
dos por Koch (1906), que demonstrou a presenca de formas
evolutivas de B. bigemina em Rhipicephalus evertsi e
Hyalomma aegyptium. Neste trabalho, foram observadas es-
truturas de aspectos claviformes, piriformes ou mesmo
ameboides (RIEK, 1964). Posteriormente, outros trabalhos fo-
ram realizados na tentativa de conhecer o comportamento bi-
ologico das espécies do género Babesia nos respectivos
vetores (DENNIS, 1932; RIEK, 1964, 1966; FRIEDHOFF;
BUSCHER, 1976; STEWART, 1978; DALGLIESH et al., 1981;
MEHLHORN; SCHEIN, 1984; STEWART et al., 1986). Os re-
sultados encontrados na literatura sobre aspectos biologi-
cos e morfoldgicos das estruturas de B. bigemina nos dife-
rentes 6rgdos do carrapato vetor B. microplus sdo divergen-
tes, quando sdo analisados e confrontados.

O desconhecimento sobre alguns pontos do ciclo biologi-
co destes protozoarios motivaram-nos a desenvolver um ex-
perimento no qual o objetivo fosse identificar e caracterizar o
comportamento evolutivo de B. bigemina no vetor B.
microplus.

MATERIALEMETODOS

Obtenc¢ao e manutencio dos animais

Neste experimento foram utilizados cinco animais (B 339, B
340, B 341, B 342 e B 343) mesticos Bos taurus X B. indicus,
machos com 6 meses de idade, obtidos no Planalto do Itatiaia,
regido livre do vetor B. microplus.

Obtencéo de larvas de B. microplus livres de Babesia spp.
Foram utilizadas 350 fémeas ingurgitadas de B. microplus
coletadas de bovinos mantidos no Instituto de Zootecnia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. No laboratdrio
as fémeas ingurgitadas foram colocadas em placas de Petri,
identificadas e incubadas em camara climatizada a temperatu-
rade 27°C e umidade relativa superior a 80% Neitzetal. (1971).
Apds o periodo de incubagao de cinco dias conforme Mahoney
e Mirre (1971) e Akinboade e Dipeolu (1981), amostras de
hemolinfa de cada fémea foram coletadas, coradas pela técni-
ca de Giemsa e examinadas em microscopio dptico com au-
mento de 1000X. Somente as fémeas negativas foram utiliza-
das para produgdo de ovos. Ovos do inicio de postura foram
coletados, pesados em amostras de 0,2 g e acondicionados
em seringas plasticas descartaveis adaptadas para a criagdo
de carrapatos. Dez dias apds a eclosdo, amostras das larvas
foram utilizadas para infestar animais sensiveis (B 339 e 340)
onde cada bezerro recebeu aproximadamente 4000 larvas (0,2
g de ovos). Estes animais foram controlados diariamente atra-
vés de exame clinico e laboratoriais, como: volume globular e
esfregacos sanguineos corados pela técnica de Giemsa. A prin-
cipal finalidade das infesta¢des foi verificar se as larvas obti-
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das estavam negativas, reforcando as provas realizadas com
amostras de hemolinfa.

Obtencido de larvas de B. microplus infectadas com B.
bigemina

As infestagdes do bezerro com larvas, obtidas segundo
Thompson (1976) e Mahoney e Mirre (1971), foram realizadas
por um periodo de 12 dias consecutivos com aproximadamen-
te 4.000 de larvas de B. microplus (provenientes de 0,2 g de
ovos) livres de B. bigemina. Quinze dias apds a primeira
infestacdo o bezerro (B 341) foi inoculado (Amostra gentil-
mente cedida pela Dr.>. Rosangela Zacarias Machado,
Jaboticabal, Sdo Paulo — Brasil.) com 5 ml de sangue positivo
para B. bigemina por via intravenosa, permitindo assim, que a
parasitemia causada pelo sangue inoculada viesse a coincidir
com o desenvolvimento e queda natural das fémeas
ingurgitadas.

As fémeas ingurgitadas que se desprenderam naturalmen-
te, foram coletadas e receberam o mesmo tratamento adotado
para as fémeas ingurgitadas ndo-infectadas. Posteriormente a
selecdo, as fémeas ingurgitadas comprovadamente infectadas
pela presenga de esporocinetos em esfregagos de hemolinfa,
foram mantidas em placas de Petri (100 x 200 mm) fixadas com
fitas adesivas para permitir a selecdo de ovos originados das
fémeas ingurgitadas infectadas.

Os ovos obtidos no periodo de seis a doze dias apds o
inicio da postura, levando-se em consideragdo o periodo de
migracdo para o ovario das fémeas ingurgitadas
comprovadamente infectadas, pela presenca de esporocinetos
em esfregacos de hemolinfa (BARREIRA, 1988). Foram pesa-
dos em amostras de 0,5 g de ovos e acondicionadas sob as
mesmas condi¢des das utilizadas para as amostras ndo
infectadas.

Infec¢io experimental dos carrapatos

O bezerro néo esplenectomizado (B 342) foi infestado du-
rante doze dias alternados com 4.000 larvas ndo infectadas de
B. microplus. Apos o décimo dia, foi realizadas uma segunda
infestacdo com 10.000 larvas infectadas de B. microplus
infectadas com B. bigemina. No laboratorio, as fémeas
ingurgitadas que se desprenderam naturalmente foram lava-
das com agua corrente, secas em papel de filtro e acondiciona-
das em tubos de vidro. Os tubos foram fechados com algodéo
hidrofilo, identificados e acondicionadas em camara climatizada
a temperatura de 28 °C e umidade relativa superior a 80%. As
fémeas ingurgitadas permaneceram incubadas por um perio-
do de 30 dias.

Avaliacio da infeccio das fémeas de B. microplus

Para estudar o desenvolvimento dos esporocinetos de B.
bigemina nos diferentes 6rgdos do carrapato B. microplus e o
grau de infecgdo de fémeas ingurgitadas, foram examinados
esfregagos de hemolinfa de 100 fémeas que se desprenderam
naturalmente do hospedeiro vertebrado (B 343). As fémeas
utilizadas foram colhidas no periodo em que foi observada,
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através dos esfregacos sangiiineos, uma parasitemia de 1,3%
para B. bigemina.

A —Exame de hemolinfa

Os esfregagos de hemolinfa foram preparados a partir da
seccdo do tarso ou tibia com o auxilio de tesoura cirurgica,
por um periodo de 17 dias consecutivos. As amostras coletadas
foram depositadas em ladminas de vidro para microscopia e
secas em temperatura ambiente, fixadas em metanol por trés
minutos e coradas pelo corante de Giemsa por 30 minutos,
segundo Burgdorfer (1970) e Barreira (1988).

B -Exame dos Orgﬁos Internos

As amostras dos orgdos internos foram coletadas das fé-
meas ingurgitadas comprovadamente infectadas durante um
periodo de 216 horas. Nas primeiras 24 horas, as amostras
foram coletadas com intervalos de 6 horas, passando em se-
guida para 24 horas.

Os orgdos foram coletados separadamente, lavados em
solugdo salina e depositados em laminas de vidro para
microscopia. os esfregagos previamente secos, foram fixados
e corados de acordo com metodologia aplicada as amostras
de hemolinfa.

C—-Examede ovos e larvas

As amostras de ovos foram obtidas das fémeas que
ingurgitaram e desprenderam-se naturalmente do hospedeiro.
Ovos de final de postura obtidos de fémeas comprovadamente
infectadas foram selecionados e incubados a temperatura de
28°C e umidade relativa superior a 80%. As amostras foram
coletadas durante o periodo de incubacdo dos ovos, com in-
tervalos de 24 horas.

Posteriormente as eclosdes, 10 amostras contendo 10 lar-
vas ndo alimentadas, foram coletadas por um periodo de 10
dias consecutivos. Da mesma forma, 10 amostras de larvas
alimentadas foram coletadas do bovino (n. 342) com interva-
los de 24 horas durante quatro dias consecutivos. As amos-
tras de ovos e larvas foram preparadas a partir de macerados e
tratadas de acordo com a técnica utilizada para 6rgdos inter-
nos (BARREIRA, 1988).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Hospedeiro vertebrado

Ap6s 12 dias de incubagdo, periodo em que a parasitemia
calculada era de 1,3%, observaram-se formas intraeritrociticas
com aspectos piriformes simples ou pareadas, arredondadas,
ameboides e raramente bizarras (Fig. 1a), conforme encontra-
dos por Riek (1964) e Gardiner et al. (1998). Com o aumento do
grau de parasitemia (18%), verificou-se o aumento do nimero
de formas amebdides, alongadas e bizarras, embora com pre-
dominéncia de estruturas piriformes simples ou pareadas.

Hospedeiro invertebrado
Tubo digestivo: Todas as formas evolutivas de B. bigemina
descritas nas amostras de sangue do hospedeiro vertebrado

foram também observados nos esfregacos de conteudo intes-
tinal das fémeas ingurgitadas de B. microplus durante as pri-
meiras horas apds desprenderem-se naturalmente do hospe-
deiro (Fig. 1b). Observacdes estas concordantes com aquelas
mostradas por Riek (1964 e 1966) e Stewart et al. (1986) e Bar-
reira (1988). Nenhuma diferenga morfométrica foi observada
nas estruturas intraeritrociticas encontradas nas amostras
coletadas dos hospedeiros vertebrados e invertebrados.

Nas primeiras 24 horas, foram observadas no contetdo
intestinal, parasitos com formas arredondadas no interior dos
eritrocitos. Estes parasitos apresentaram-se com vacuolo cen-
tral, envolvido por uma delgada camada de citoplasma corado
de azul e um nucleo vermelho escuro localizado na regido mar-
ginal. Comportamento este relacionado ao processo evolutivo
dos parasitos (trofozoitos).

Estruturas de aspecto raiado (Fig. 1¢) em amostras de con-
teudo intestinal das fémeas ingurgitadas ap6s o periodo de 24
a48 horas de incubacio foram observadas. Estas formas apre-
sentaram-se arredondadas com citoplasma corado de azul es-
curo, um pequeno nucleo central vermelho escuro com
flagelos, conferindo o aspecto raiado. Resultados semelhan-
tes foram encontrados por Friedhoff e Buscher (1976); Weber
e Friedhoff (1977); Watterndorft (1980); Dalgliesh etal. (1981)
e Mehlhorn e Schein (1984), os quais consideraram as formas
raiadas como estagio evolutivo de desenvolvimento relacio-
nado a um processo de reproducdo sexuada. Estas mesmas
foram consideradas por Mehlhorn e Schein (1984) como
anisogametas em avaliagdes a microscopia eletronica.

No mesmo periodo, estruturas arredondadas foram tam-
bém visualizadas nas amostras de conteudo intestinal. Nestes
parasitos observou-se uma massa nuclear densa, corada de
vermelho-escuro, localizado na regido mediana e o citoplasma
com distribui¢do uniforme corado de azul claro.

Nas mesmas amostras, foram identificados parasitos com
aspecto claviforme, como sendo B. bigemina. Constituido de
nucleo central, arredondado, corado intensamente de verme-
lho, localizado na regido mediana, embora tenha sido observa-
do deslocamento para regido posterior. O citoplasma corado
de azul, distribuido uniformemente em toda a sua extensdo e
uma massa de cromatina vermelha localizada na extremidade
anterior (denominada de “Cape”), idéntica ao observado no
nucleo. Algumas formas apresentaram pequenos vacuolos
distribuidos em toda regido citoplasmatica. Estas formas fo-
ram denominadas oocinetos (Fig. 1d). Estruturas semelhantes
foram observadas por Koch (1906), Crawley (1915),
Rosenbusch (1927), Dennis, (1932), Petrov (1941) e Riek (1964)
ao estudar o comportamento biolodgico de B. bigemina nos
respectivos vetores.

No final do periodo de 48 horas, os oocinetos penetraram
na parede intestinal do carrapato e ap6s multiplicacdo do tipo
esporogonico (Fig. 1e), dando origem aos esporocinetos que
em seguida migravam para a cavidade geral do vetor B.
microplus. Observagdes estas ja descritas por Petrov (1941),
Muratov e Kheisin (1959), Riek (1964) e Mehlhorn e Schein
(1984).
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Figura 1. Formas evolutivas de Babesia bigemina: trofozoitas (a) em sangue periférico do hospedeiro vertebrado. Trofozoitas (b), Corpos
raiados (c), oocinetos (d) em conteudo intestinal e formas em multiplicagdo na célula intestinal (e). Esporocineto imaturo (f), maduro (g) em
hemolinfa e formas de multiplicagéo (h) observadas no ovério de teledginas de Boophilus microplus. Esporocineto em ovos (i) e formas em
multiplicagdo (j) em células intestinais de larvas de B. microplus. Giemsa, 1000X

Hemolinfa: Os primeiros esporocinetos de B. bigemina
foram observados em amostras de hemolinfa coletadas de fé-
meas ingurgitadas de B. microplus com 72 horas de incuba-
¢do (Fig. 1f) dados concordantes com as observagdes de Riek
(1964) e Stewart et al. (1986) para B. bigemina.

Os esporocinetos imaturos de B. bigemina apresentavam-
se com um aspecto vermicular, possuindo um nucleo redondo
corado fortemente de vermelho, localizado na extremidade
posterior, embora em algumas formas, tenha sido observado
na regido mediana, com citoplasma denso e bem distribuido,
corado de azul claro em toda a sua extensdo. O ponto de
cromatina corado de vermelho escuro apresentava-se na ex-
tremidade anterior. Observagdes semelhantes foram realiza-

dos por Riek (1964) e Morzaria e Broklesby (1977) ao caracte-
rizar as formas imaturas de B. bigemina em fémeas de B.
microplus. No entanto, os esporocinetos podem aparecer na
hemolinfa somente a partir do quinto dia de incubagio
(AKINBOADE ; DIPEOLU, 1981).

Os esporocinetos maduros de B. bigemina apresentaram-
se com o nucleo localizado na regido mediana e o citoplasma
corado de azul-claro com pequenos vacuolos distribuidos em
toda sua extensdo. Observou-se ainda que com o aumento do
periodo de incubacgdo das fémeas ingurgitadas, os
esporocinetos apresentaram um maior niimero de vacuolos,
correspondendo as observagdes realizadas por Riek (1964,
1966), Morzaria e Brocklesby (1977) e El Allawy (1977).
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Formas imaturas e maduras dos esporocinetos de B.
bigemina (Fig. 1g) foram observadas nas amostras de
hemolinfa por um periodo de 17 dias. Durante este periodo, foi
registrado um acentuado niimero de formas imaturas, princi-
palmente a partir de 96 horas de incubacdo. As maiores e as
menores medidas obtidas nas mensuragdes dos comprimen-
tos durante o periodo de 10 dias de incubago apresentaram
valores paramétricos de 12,95 -16,05mm e 9,1 - 11,35mm res-
pectivamente. Os valores médios observados variam de
11,53 a 12,67mm. Nas mensuracdes das larguras, os valores
paramétricos das maiores medidas variam de 3,0 - 6,9 mm e das
menores medidas de 1,65 - 1,90mm com dados médios varian-
do de 2,48 a 2,89mm. Estes valores foram utilizados para a
caracterizacdo da espécie B. bigemina.

Nestas mensuragdes, observou-se que os valores
paramétricos foram semelhantes aos dados obtidos por Riek
(1964) e Morzaria e Brocklesby (1977).

Ovario: Nos exames realizados, apenas as amostras de
ovario coletadas de fémeas ingurgitadas a partir de 96 horas
de incubagdo apresentaram-se infectados por B. bigemina e
B. bovis, estando de acordo com as observagdes de Riek (1964,
1966).

Os parasitos observados nas amostras com quatro e cinco
dias de incubag@o eram vermiculares com nucleo redondo ou
ligeiramente oval, corados intensamente de vermelho, geral-
mente localizados na regido mediana (Fig. 1h). O citoplasma
corado de azul claro com a distribui¢do normal em todo o para-
sito, entretanto em algum esporocineto tenha sido constatada
a presenc¢a de vacuolos que podem variar em numero e tama-
nho. Uma massa de cromatina foi observada freqiientemente
na extremidade anterior. Estas formas também foram observa-
das por Koch (1906); Regendanz (1936); Muratov e Kheisin
(1959) e Riek (1964, 1966).

Os esporocinetos encontrados nas amostras de ovario
coletados entre o sétimo e nono dia de incubago apresenta-
ram-se com aspecto vermicular, com a extremidade anterior ligei-
ramente dilatada, o citoplasma corado de azul claro contendo
varios vactolos, e um nucleo na regido mediana corado de ver-
melho. A ponta de cromatina raramente foi observada, no en-
tanto, quando presente apresentaram-se menor que a descrita
nas formas de inicio de incuba¢do das fémeas. Os vacuolos
observados nos esporozoitos tornaram-se mais acentuados com
o aumento do periodo de incubacdo das fémeas ingurgitadas.

Neste periodo também foram registradas as presengas de
parasitos de formas ovais ou arredondadas, com um ou dois
pontos de cromatina corados fortemente de vermelho e o
citoplasma denso e bem distribuido corado de azul escuro.

Nas mensuragdes realizadas, os esporozoitos de B.
bigemina apresentaram-se entre 10,55 - 13,0mm de compri-
mento e 2,90 - 3,60mm de largura. As formas arredondadas,
2,05 -4,35mm de didmetro.

Tubulos de Malpighi: Um pequeno numero de
esporocinetos foi encontrado a partir do quarto dia de incuba-
¢do, porém com mais freqiiéncia a partir do quinto dia, o que

esta de acordo com as observagdes de Riek (1964). Estes
parasitos apresentam-se morfologicamente idénticos aos ob-
servados nas amostras de ovario coletados com cinco dias de
incubacdo.

As formas utilizadas para os estudos morfoldgicos apre-
sentaram valores de 9,6 - 13,8mm de comprimento e 3,55 -
3,65mm de largura.

Ovos: O aparecimento inicial dos esporocinetos (Fig. 11)
ocorreu nas amostras de ovos coletados de fémeas
ingurgitadas infectadas com B. higemina com quatro a cinco
dias de incubacdo. Neste periodo, os esporocinetos apresen-
taram-se com aspectos semelhantes as encontradas nas amos-
tras de hemolinfa, tibulos de Malpighi e ovario.

Os esporocinetos observados nas amostras coletadas no
final do periodo de incubagdo, apresentaram algumas varia-
¢des morfologicas quando comparados com os descritos ini-
cialmente. O nucleo central apresentou-se menos compacto e
vermelho claro, o citoplasma corado de azul claro evidenciou
grandes vacutolos. O ponto de cromatina situado na extremi-
dade anterior raramente foi observado. Os esporocinetos en-
contrados nas amostras de inicio e final de incuba¢do medi-
ramde 12,25 - 13,75m de comprimento por 30 - 32mm de largu-
ra, ¢ 20,45 - 24,50mm de comprimento por 3,55 - 3,70mm de
largura, respectivamente.

Larvas: Nas amostras coletadas, verificou-se (Fig. 1j) pre-
senca de formas vermiculares no interior do citoplasma das
células intestinais. Estas formas apresentaram um nucleo cen-
tral corado de vermelho escuro e o citoplasma bem distribuido
corado de azul claro, e o ponto de cromatina corado intensa-
mente de vermelho localizado na extremidade anterior, embora
em alguns esporocinetos esta estrutura ndo foi observada.
Células intestinais infectadas com estruturas vermiculares,
arredondadas e ovais foram também observadas nestas amos-
tras. As formas arredondadas e ovais apresentaram um gran-
de nucleo central corado de vermelho escuro e o citoplasma
de azul claro, distribuido uniformemente. Estas formas pare-
cem estar relacionadas com o processo evolutivo do parasito
nas células intestinais do vetor. As estruturas vermiculares
apresentaram as mesmas caracteristicas morfoldgicas descri-
tas para os esporocinetos encontrados nas amostras de
hemolinfa, Tubulo de Malpighi, ovario e ovos no inicio de
incubagdo dos mesmos.

As medidas encontradas para as formas vermiculares
intracelulares variaram de 14,15 - 21,75mm de comprimento e
3,1 - 3,7mm de largura; para as arredondadas foram de 11,0 -
13,2mm de didmetro e para as ovais 14,35 - 16,30mm de compri-
mento e 4,30 -4,75mm de largura.

As diferentes fases de desenvolvimento de B. bigemina
observadas em paredes de tubo digestivo, hemolinfa, tubulos
de Malpighi, ovario, ovos e c€lulas intestinais de larvas ndo
alimentadas sdo precedidas de estruturas vermiculares. Ape-
sar do ciclo bioldgico ocorrer nos diferentes 6rgaos do carra-
pato vetor, todas as estruturas vermiculares apresentaram as
mesmas caracteristicas morfoldgicas.
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