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Two samples (modified and no- modified) of Babesia bovis, were used to evaluate the effect on engorged
females of Boophilus microplus Babesia spp- free. For so much, were used three holstein breed bovine, maleswith
6 monthsof age, (BH1, BH2 and BH3), coming of the Plateau of Itatiaia, Rio de Janeiro, Brazil. Each calf wasinfested
with 0.2 g of B. micropluslarvae Babesia spp- free, for 10 consecutive days. They wereinoculated inthecalvesBH1
and BH2, modified and no modified sample, respectively. After natural fall of adultsticks from the vertebrate host,
100 engorged femal es of each host (BH1, BH2 and BH3) wereincubated in BOD, with superior Relative Humidity up
80%, Temperature of 28°C, were appraised daily until the 12th day post incubation (dpi.). In the group of the
engorged femal es obtained of calf BH1, infection of tickswas not observed, to the haemolymph exam and oviposture.
The sporokinets absence in these samples was related with the successive passages in splenectomized calves and
the criopreservation of the sample. In engorged females from BH2 it was observed rates of infection of 100% and
82% of mortality in 7th d.p.i. and 100% until 12nd dpi., as the oviposture, 70% did not make oviposition and 30%
madeit until 7th dpi.
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RESUMO

Duas amostras (modificada e ndo-modificada) de Babesia
bovis, foram utilizadas na avaliag@o do efeito sobre fémeas
ingurgitadas de Boophilus microplus livres de Babesia spp.
Para tanto foram utilizados trés bovinos holandeses, machos
com 6 meses de idade (BH1, BH2 e BH3), provenientes do
Planalto do Itatiaia, Rio de Janeiro, Brasil. Cada bezerro foi
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infestado com 0,2 g de larvas livres de B. bovis, por 10 dias
consecutivos. Foram inoculadas nos bezerros BH1 e BH2,
cepas modificada e ndo modificada, respectivamente. Apos
0s carrapatos adultos desprenderem-se natural mente dos hos-
pedeiros vertebrados 100 fémeas ingurgitadas proveniente de
cadahospedeiro (BH1, BH2 e BH3) foramincubadasem BOD.,
com Umidade Rel ativa superior a80%, Temperaturade 28°C,
sendo avadiadas diariamente até 0 12° diapds-incubagéo (dpi.).
No grupo das fémeas ingurgitadas obtidas do bezerro BH1,
ndo se observou infecg8o dos carrapatos ao exame de
hemolinfa e ovipostura. A auséncia de esporocinetos nestas
amostras foi relacionada com as sucessivas passagens em
bezerros esplenectomizados e a criopreservacdo da amostra.
No grupo das fémeas ingurgitadas, oriundas do bezerro BH2,
observou-se taxa de infeccdo de 100% e 82% de mortalidade
no 7°dpi. e 100% até 0 12° dpi., quanto aovipostura, 70% ndo
ovipositaram e 30% o fizeram até o 7° dpi.
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INTRODUCAO

O primeiro registro envolvendo carrapatos na distribuicéo
e transmissao dos protozodarios do género Babesia foi
estabel ecidapor Smith eKilborne, 1893 a0 caracterizar aparti-
cipacéo de Boophilus annulatus (Say, 1821) na transmisso
de Babesia higemina para bovinos naregido do Texas, EUA.
No entanto, estaobservacéo foi confirmadapor Koch (1906) a
partir de dados referindo-se a biologia e presenca de estrutu-
ras de aspectos claviformes destes parasitos nas amostras de
contetido intestinal e hemolinfa colhidas de carrapatos
Rhipicephalusevertsi (Neumann, 1897) e Boophilusaustralis
(Fuller, 1758). Resultados citados na literatura tém indicado
gue a presenca destes protozodrios e 0 seu mecanismo de
evolugdo determinam lesBes nos diferentes 6rgéos do carra
pato vetor, alterando o tempo de vida e o seu potencial
reprodutivo e/ou causando asuamorte (OUHELLI et al., 1987;
GUGLIELMONEE€t d., 1996; GUGLIELMONE €t d., 1997). Var
lores conflitantes foram apresentados por Riek (1966), Gray
(1982), DeVéset d. (1989), Barreira(2001) sobre ataxade
infec¢do e mortalidade de fémeas ingurgitadas de Boophilus
microplus, quando infectadas naturalmente e experimental-
mente com amostras de Babesia spp. Considerando os dife-
rentes resultados encontrados na literatura sobre o comporta-
mento de Babesia spp. nos respectivos vetores, tornou-se
necessario desenvolver um experimento cujos objetivos fos-
sem conhecer os ef eitos de amostras modificadae néo modifi-
cadade B. bovis sobre ataxa de infec¢o e de mortalidade das
fémeas ingurgitadas de B. microplus.

MATERIALEMETODOS

O experimento foi desenvolvido nos laboratérios de
protozoologia da estagdo para pesquisa parasitologica W.O.
Neitz, Departamento de ParasitologiaAnimal daUFRRJ. Para
tanto foram utilizadostrés bezerros (BH1, BH2 e BH3) daraca
Holandesa, machos, sensiveis, livres de infeccéo por
hemoparasitos, mantidosem baiasindividuaisem condigdesde
isolamento. Os animais foram considerados livres de
hemoparasitos a partir de resultados negativos encontrados
nos exames de esfregacos sangliineos e soroldgicos. As pro-
vas soroldgicas foram realizadas no Laboratdrio de Patologia
Veterinariada UNESP, Campus Jaboticabal, SP.

As larvas ndo infectadas utilizadas no experimento foram
obtidas das amostras de ovos do primeiro e segundo dia de
postura colhidas de fémeas ingurgitadas comprovadamente
negativas apartir de exame de hemolinfa. Os ovosforam pesa-
dosem balanca, separados em amostrasde 0,2 g e mantidosem
condi¢des experimentals de acordo com os critérios adotados
por Neitzeta. (1971) eBenett (1974). Paracomprovar aauséncia
de parasitos do género Babesia foram realizados exames das
amostras de ovos e apbs eclosdo, as larvas foram utilizadas
parainfestacdo dehospedeiro sensivel (BARREIRA et dl., 2005).

As amostras de B. bovis modificadas foram isoladas no
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor, RS e
utilizadas parainocular os animais do experimento apésa 122
passagem em animais sensivels

Os grupos de fémeas ingurgitadas de B. microplus
infectadasforam obtidasapartir de bezerrosinfestados por 10
dias aternados com aproximadamente 4000 larvas livres de
Babesia spp. ApOs o aparecimento das primeiras fémeas
ingurgitadas, osbezerrosBH1 e BH2 foram inoculadoscom 10
ml de cadaamostra de B. bovis, modificada e ndo modificada,
respectivamente. As fémeas que constituiram o grupo contro-
leforam obtidas do bezerro BH3, ndo infectado com B. bovis.
Apbs desprenderem-se dos respectivos hospedeiros (BH1,
BH2 e BH3) as fémeas foram lavadas em agua corrente e
secadas em papdl defiltro (STEWART et al., 1982). Em segui-
da foram selecionadas 100 fémeas de cada hospedeiro,
identificadas numericamente e incubadas em cémara
climatizada (BOD) atemperaturade 27 +/- 2°C eumidaderela
tivasuperior a80% (DAVEY etal., 1984).

Para conhecer a taxa e o grau de infecc@o das fémeas
ingurgitadas, as amostras de hemolinfaforam colhidasentreo
primeiro e 0 12° dia de incubagdo como preconizado por El
Allawy (1977); Mahoney e Mirre (1971). Asamostrasforam
obtidas a partir da sec¢éo das patas com auxilio de tesoura e
pincas oftdmicas (BURGDORFER, 1970). Os carrapatos utili-
zados e mantidos no laboratério de protozoologia, foram ca-
racterizados morfol ogicamente conforme preconizado por Bar-
reira (2001). As preparacdes de hemolinfa foram fixadas em
metanol por cinco minutos e coradas pelo método de Giemsa
por 30 minutos. O exame das amostras obtidas permitiu
quantificar o nimero de carrapatos infectados com B. bovise
os diferentes graus de infecg@o. O exame foi realizado com
auxilio de fotomicroscopio Carl Zeiss e objetivasde 10, 40 e
100X e oculares de 10X. O grau de infeccdo das fémeas
ingurgitadas foi calculado utilizando a magnitude de 1000x,
obedecendo o seguinte critério: Grau 1 — 1 a5 esporocinetos;
Grau 2 -6 a50 esporocinetos; Grau 3—51 a100 esporocinetos;
Grau 4 — >100 esporocinetos por campo microscépico
(FRIEDHOFF; SMITH, 1981). A taxa de infecgdo foi obtida
através do percentual de fémeas infectadas observadas no
total das amostras.

As amostras do contelido intestinal foram obtidas de 60
fémeas ingurgitadas, com 48 horas de incubacdo, colhidas
eqitativamente dos bovinos BH1 e BH2. Estas amostras fo-
ram fixadas e coradas usando a mesma metodol ogia adotada
paraaslaminas contendo hemolinfa(BARREIRA, 1988).

O periodo de oviposicéo e peso da massa de ovos das
fémeas ingurgitadas em hospedeiros infectados com amos-
tras de B. bovis modificadae ndo modificada(BH1 eBH2) eo
grupo controle (BH3) foram avaliados segundo Davey et al.
(1980) eDavey (1981).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Nos exames das amostras de sangue periférico colhidas
dos hospedeirosBH1, BH2 e BH3, foram observadas no inte-
rior dos eritrdcitos e livres no plasma sangtiineo, estruturas
de aspecto arredondada, oval, piriforme simples e pareada,
identificados como B. bovis. Estruturas semelhantes também
foram observadas nas amostras de conteddo intestinal de fé-
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meas de B. microplus com 24 horas de incubacdo colhidas
dos hospedeiros BH1 e BH2. Nas amostras de sangue perifé-
rico e de contelido intestinal colhidas das fémeas que
ingurgitaram no bezerro controle (BH3) ndo foram observadas
formas evolutivas de B. bovis. No periodo da obtencdo das
amostras de sangue periférico e das fémeas ingurgitadas, o
grau de parasitemiacal culado para o animal BH1 eBH2foi de
0,8 e 1,2 %, respectivamente. Observacfes sobre os aspectos
morfol 6gicos realizadas neste experimento, também foram fei-
tospor Riek (1964, 1966) eBarreira (1988, 2001).

Do total de fémeas de B. microplus coletadas do bezerro
BH1, 100 % apresentaram-se negativas para B. bovis. Nas
amostras de hemolinfa ndo foram observadas alteragBes na
sua coloragdo. A presenca de estruturas arredondadas,
piriforme simples e pareadas e corposraiados naluz intestinal
e a auséncia de esporocinetos de B. bovis nas amostras de
hemolinfa de B. microplus colhidas do hospedeiro BH1, esta
relacionado a reducdo da sua patogenicidade, bem como a
menor capacidade de infecgdo, devido a passagens sucessi-
vas das amostras em bezerros esplenectomizados e ao pro-
cesso de criopreservacdo. Apesar dos resultados apresenta-
dospor Mafraet a. (1994) mostrarem a capacidade infectante
de amostra de B. bovis atenuadas ap6s 26 passagens em bovi-
nos esplenectomizados parao carrapato B. microplus, resulta-
dos semelhantes aos deste estudo foram observados por
Dalglieshetd. (1981), Mehlhorn e Shein (1984), Stewartetdl.
(1986) e Barreira (1988), reforcando nossas observagdes. As
diferencas observadas na capacidade de infeccdo entre as
amostras atenuadas de B. bovis para o carrapato B. microplus
podem estar relacionadas as diferencas na sensibilidade das
populagdes de B. microplus, patogenicidade da espécie B.
bovis, forma e grau de infeccéo do hospedeiro. Neste grupo
de fémeas o periodo de postura e peso da massa de ovos
estabelecido foi de 12,05 dias e 123, 84 mg, respectivamente
(Fig.1-A). Estes valores mostraram-se semelhantes quando
comparados ao do grupo controle, cujo periodo de postura
registrado foi de 12,2 diase 0 peso damassade ovosde 121,25
mg. A semelhanga entre os valores encontrados no grupo de
fémeas infectadas com amostra de B. bovis modificada e o
grupo controle é sustentado pelo resultado apresentado por
Barreira(2001).

Nas amostras de fémeas ingurgitadas, obtidas do hospe-
deiro BH2 infectado com amostrade B. bovis ndo modificada,
observou-se umataxadeinfecgo destes carrapatos de 100%.

Valores semel hantes foram observados por Gray (1982);
Barreira(1988); DeVoéset d. (1989); Meendez e Forlano (1995)
e Guglielmone et al. (1997) cujos percentuais encontrados de
fémeasinfectadasforam superioresa96 %. Dototal defémeas
infectadas com amostra ndo modificada, 70 ndo realizaram a
oviposturae somente 30 o fizeram parcialmente (Fig. 1-B). No
ultimo grupo de fémess, o periodo de posturafoi de sete dias.
A taxa de mortalidade de 82% das fémeas de B. microplus
obtidas do hospedeiro BH2,foi registrada no sétimo dia de
incubacdo, onde 70 fémeas pertenciam ao grupo que n&o
ovipositou e 12 com oviposi¢do reduzida. Para as demais fé-
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Figura 1. (A) Fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus infectadas
com amostra de Babesia bovis modificada (com 10 dias de incuba-
¢ao). (B) Fémeas ingurgitadas de B. microplus infectadas com amos-
tra de B. bovis ndo-modificada (com 10 dias de incubagéo). (C)
Esporocineto de B. bovis em amostras de hemolinfa coletadas de
fémeas ingurgitadas de B. microplus infectadas com cepas néo
modificadas. Giemsa. 1000x.

meas (18 fémeas), o periodo de sobrevidafoi de 12 dias. Com
relacdo ataxade mortalidade, observacdes semel hantesforam
feitaspor Riek (1966); Gray (1982); Guglielmoneet d. (1985);
Barreira(1988) eDeVoset al. (1989), cujosresultadosforam
de 90; 93,3; 90; 94 e 98%, respectivamente. Entretanto, ao
contrario do que foi observado neste experimento, Ouhelll et
al.(1987) e Guglielmone et al. (1989), registraram em popul a-
¢cOesdefémeasingurgitadas de B. microplus einfectadas com
B. bovis, taxasde mortalidade de 47 e 23,2%, respectivamente.
Os diferentes resultados encontrados na literatura relaciona-
dosataxade mortalidade dasfémeasde B. microplus, indicam
variacdo na patogenicidade das amostras de B. bovis, sensibi-
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lidade do carrapato vetor e diferentes graus de infec¢do do
hospedeiro vertebrado.

No grupo de fémeas obtidas do hospedeiro BH2 que mor-
reram naprimeirasemana, verificou-se amostrade hemolinfa
com coloracdo vermelha, indicando a presenca de
hemoglobina do contetdo intestinal na cavidade gera do
carrapato vetor, resultados estes encontrados por Riek
(1964); Dagliesh et al. (1981) e Barreira(1988). Nasamostras
de hemolinfa colhidas das 82 fémeas de B. microplus que
ingurgitaram no bezerro BH2, verificou-se o grau de infec-
¢do 3 (51 a 100 esporocinetos por campo) no sexto dia de
incubacdo (Fig.1-C). Nas amostras de hemolinfa de fémeas
com sobrevidade 12 diasregistrou-se um grau de infecgéo 4
(' mais de 100 esporocinetos por campo). De acordo com os
resultados, o grau de infeccdo, esta relacionado a
infectividade de B. bovis e o periodo deincubagdo dasféme-
as infectadas, concordando com aqueles ja observados por
Akinboade e Dipeolu (1981); Guglielmoneet a. (1985); Gaiado
e Guglielmone (1995) e Guglielmoneet a. (1997). Neste mes-
mo grupo de fémeas, o periodo de oviposicéo foi de 7,86 dias
e 0 peso da massa de ovos foi de 9,72 mg. Estes valores
foram inferiores aos obtidos para as fémeas que constitui-
ram o grupo controle (BH3) e paraasfémeasinfectadas com
amostras de B. bovis modificadas (BH1). Entretanto, foram
semel hantes aos obtidos por Davey et al. (1981); Gray (1982);
Davey et a. (1980) e Ouhélli et al. (1987) quando, em condi-
¢Oes experimentais similares avaliaram o efeito de amostras
de B. bovis ndo modificadas sobre os parametros biol 6gicos
de fémeas ingurgitadas de B. microplus. Estes resultados
reforgam os encontrados neste experimento, permitindo con-
cluir que, amostrade B. bovis ndo modificada é patogénicae
interfere na biologia do carrapato vetor B. microplus.
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