DESENVOLVIMENTO DE BABESIA CANIS
(PIANA & GALLI-VALERIO, 1895) NO INTESTINO E HEMOLINFA DE
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(LATREILLE, 1806) (ACARI: IXODIDAE).
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SUMARIO: Com o objetivo de verificar o desenvoivimento de Babesia canis no carrapato Rhipicephalus
sanguineus, foram colhidas amostras de hemolinfa e intestino de fémeas ingurgitadas em caes pasitivos
paraB. canis, a partir do 1° até o 15° dia apés o desprendimento. Foram observadas formas arredondadas
do protozoario no intestino 24 horas apés o desprendimento, bem como parasitos arredondados e em
forma de clava, entre 0 10° e 11°dia. Na hemolinfa, os esporocinetos foram encontrados somente a partir

do 10 dia de incubagao dos carrapatos.
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INTRODUCAO

Creiclo biologico de parasitos do género Babesia Slarcoviei,
IR9I3 vem sendo estudado desde o icie do século quando
KOCH (1906) fo1 o primeiro a demonstrar diversas formas de
B. higeming no carrapato Boophilus ammidatus, Apesar de
diferentes autores terem abordado o ciclo de Babesia sp. nos
seus respectivos vetores (CHRISTOPHERS, 1907: DENNIS,
1932 ZAPE & SHEIN. 1994), no Brasil poucos estudos (ém
sido renlizados sobre o assunto (BARREIRA . 1988 MAFRA
el afil. 1992). Emrelacio 4 B, caniy no carrapato Rbipicephealus
supguinens, nenhuma informacggo o1 at¢ entdo relatada no
nosso pais. Por outre lado, cepas diferentes de uma mesma
esplcte de Bahiesia podem apresentar comportamento dilerente
em relagdo a determinada espécic de carrapato vetor
(FRIEDHOFE 1988), bem como ocorrent variagdes morfologicas
entre diferentes populagdes de R, sanguineus no Brasil
(RIBLETRO. 1995), 0 que justifica o estudo dessa espéeie de
protozodrio aas condigdes brasileiras. Assim, o objetivo do
presente estudo foi observar os estagios de ciclo biolagico
de B canis no intestino ¢ hemolinta de [émeas de R
sahgiiineus ingurgitadas em clies positivos para 8. canis, em
diterentes dias apds ¢ desprendimento do hospedeiro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos laberatorios da Estagio
para Pesquisas Parasitologicas W.Q. Neitz (EPPWON). do
Departamento de Parasitologia Animal. Instituto de Biologia
da Universidade Federal Rurai do Ria de Janeiro,

Foram utilizados cinco cies jovens, com idade variando
de se1s meses a dois
para B, canis. Cada cdo for mlestado com carrapatos, segundo
adaplacio da téenica de NEITZ e ofii (197 1), recchendo 239

anos, machos e fémeas, positivos

machos ¢ 25 femeas de R saaguinens. Todos os carrapatos
estavan comprovadamente negativos para B, cunis. (endo
sido oblidos de uma colonia mantida por 10 geracdes
sucessivas em coclhos. Um dos ciies que manteve parasitemia
elevada pura B. canis, for remlestado com R, sanguineus.
recebendo desta vez, 35 machos ¢ 35 fémeas.

(s cies infestados foram examinades diariamente, com
avaliacdo da temperatura retal & confecgio de estregacos
sanglineos para verificagdo da  parasitemia. O
desenvelvimento dos carrapatos também foi acompanhado
diariamente, com exames individuais dos cies inlestados ¢
obscrvagio dos carrapatos tixados.

As fémeas que se desprendiam foram  acondicionadas
individualmente em placas de Petri e mantidas em estufa
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incubadora para B.O.D & temperatura de 27 + 1°C, ummidade
relativa superior a 80% ¢ escotofase. A partir do 1° diaaté o
157 dia apos o desprendimento, amostras de hemolinfa e
fragmentos de intestino Toram exaninados microscopcaimente
para veriticacido da infecgdo por B, canis.

Qs estregacos de hemolinfa foram preparados a partir da
secgdo da parte distal de uma ou mais patas das fémeas, com
o auxitio de wna tesoura de ponta fina. Todas as amostras
formu depositadas em lamina de vidro para microscopia, secas
ao s fixadas em metanol por trés minutos e coradas com
corante Giemsa a 10% por 40 minutos.

Para extracae dos fragmentoes intestinais, as fémeas foram
deposiludas em decabito ventral em placa de Petri contendo
no seu interior wma conada de 1,5 em de parafina solida. A
imobilizagio dos carrapatos to1 feita com alfinete entomolagico
transfixuando a regido entre o escudo ¢ a base do gnatosoma.
Com a tesoura de ponta fina {ez-s¢ uma incisdo ao nivel do
sulco marginal. contornando o idiosoma. O tegumento dorsal
toi rebaudo. expondo a cavidade gerai, que foi banhada com
solucdo salina Ira com ¢ intuito de aumentar a consisténeia
dos oredos. Os fragmentos mtestingis loram retirados, lavados
em soluciio salina para remogao de parte do contelido intestinal,
¢ em sevnida, depositados em laminas de vidro onde
conteccionon-se os eslregacos. Estes [oram secos ao ar,
lixados emmetanol e corados pelo Giemsa. Todas as laminas
assim obtidas [oram examinadas em microscopio Optico,

utilizando objetiva de 100x ¢ ocular de 10x, com dleo de imersdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De uni total de 160 {émeas de R sanguincws, foram
recuperadas somente 46 {&meas ingurgitadas vivas., Varias
fémeas foram encontradas desprendidas, completamente
ingurgitadus, porém, mortas, Alguns dos carrapatos mortos
apresentavam  coloragdo  avermethada, sugerindo
extravazamento do conteddo mtestinal. Qutros ndo
demonstravam nenhuma alteracio aparente, A primeira
hipatese para a morte dessas fémeas ¢ a reagdo do hospedeiro
vertebrado ao carrapato. A segunda ¢ mais provivel, € a agdo
patogénica de B canis ao carrapato. fate este que ja foi relatado
para alpumas espécies de Bahesia (RIEK, 1964, BARREIRA,
1985, necessitando, porém, de maiores estudos em relagao a
B.canis e R, sanguineus. Um fato que reforga esta hipotese,
foi a presenga de estdgios iniciais de 8. canis, no intestino de
algumas das {€meas mortas.

Nas primieiras 24 horas apos o desprendimento das fémeas
ingureitadas, [oram observadas, no intestino do carrapato,
formas intracritrociticas de B. canis, tanto pirtformes quanto
arredondadas, semelhantes as encontradas no sanguce

O'DWYER ef ali

perilérico dos ciies. Segundo MELHORN ef «fii (1980), o
estigios piriformes siio lisados e somente 0s estigios ovals
do parasite continuardo o seu desenvolvimento no velor
Pequenas formas em anel com citoplasma avermelhado e nucleo
marginal foram observadas no contedde intestinal (Fig, 1A).
Essas formas sio semelhantes as formas encontradas no
interior dos eritrocitos dos cdes e de acordo com MELHORN
el alii (19%0), representam gametdcitos de 8. conis. Foram
encontrados lambém parasitos maiores, cujo tamaitho atingiu
enme 5,6 - 6.2 até 7.0 micrometros {Fig. 1B), que nuciaram divisio
nuclear e parasitos com dois, quatro (Fig. 1C) oumais nicleos
(Fig. 1DY. ZAPE & STIEIN { 1994) considerarau, en relagda a
equi. que iedos estes estigios multinucleados sao
microgamontes anleriores i lonmagdo dos microgametas, Ainda
neste periodo de 24 horas apds o ingurgiiamento, foram
observadas formas pirformes contendo dots nueleos ¢ medindo
6,3 x 8.7 micrometros, possivelimente um zigoto em formagao.

Cntre o 10 ¢ 0 11" dia apds o desprendimento das [énieas
ingurgitadas, ainda foram observados eritrocitos nio
parasitados intactos, dentro do centendo mtestinal. Foram
obscrvados parasitos arredondados com o citoplasma azuiado,
contendo o uleleo na maioria das vezes ent posi¢io central
podendo, porém, estar deslocado para & margem do parasito
(Fig. IE). Esses estagios encontravame-sc lreqientemente em
grupos & s20 semelhantes aos que MEHLHORN 7 /77 {1980)
e ZAPE & SHEIN (1994) descreveram como macrogamelis.
Os estagios raiados - considerados conmw microgamontes.
descritos pela primeira vez por KOCH { 1906) para K. hivenina
¢ posleriormente obscervados por outros autores para
diferentes espécies. incluindo B, caniy (SITORTT. 1973
MELHORN e alii, 1980} - ndo foram observados no presente
estudo. Latretanto, foram encontrados estagios semelhantes
aos considerados por ZAPF & SHIEIN (1994) como grupos de
macregametas  fertilizados, Tusde de gamctas nao ol
identi(ieada: contudo, a partir do 10" dia de incubagho, 71gotos
(oocinetos) mdvels foram observados no contetdo intestinal,
sende os estagios imaturos menores com o nocleo arredondacdo
localizado centralmente e o citoplasma azulado e unitorme (Fig,
[F). Cinclos wdénticos aos encontrados na hemolinta dos
carrapatos lambém foram abservados no contetdo intestinal.
Provavelmente estes atravessaram a parede intestinal ¢
atingiram a hemolinfa (SHORTT. 1973 MEHLHORN ¢/ /i,
[O80). Alguns cocinetos majores ¢ cont ¢ ¢itoplasma bastanie
vacuolizudo foram encontrados, talvez representando
estigio tinal do parasito. miciando um processo de
degeneragao.

Na hemolinta, os primeiros esporocinetos foram observados
somente a partiv do 109 dia de rncubacdo das (@meas
ingurgitadas (Fig, 10, Fste perfodo foi bastante superior ao
descrito por BARRITRA (1988) paraB. bigeniing e B bavis,cup
tempo de aparecimento dos esporocinetos na hemolinfa foi de
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Fig. 1 - Aspectos morfolégicos de Babesia canis no carrapato Riipicephalus sanguineus: A, B, C e D. formas arredondadas no intesting, 24 hs

apos o desprendimento; E. formas arredondadas no intestino, entre o 10°
partir do 11° dia de desprendimento; G. esporocineto imaturc na hemalinf

trés dias. SHORTT (1973) encontrou o tempo de meubagio de
seis dias para u primeira detecgiio de cinetos de B. canis na
hemelinfade R. sanguineus, enquanto HIGUCH] er ali {1991
observaram um periodo de dez dias para B. gihsoni no carrapato
Haemaphysalis leachi. As variaces de tempo observadas
em relagdo wo aparecinento dos esporocinetos na hemolinfa,
estdo provavelmente relacionadas com as diferencas entre as

e 11° dia apds o desprendimento; F. necineto no conteddo intestinal a
a; H. esporocinelos maduros na hemoiinfa. Giemsa (__ =10 um).

amostras de B, canis ¢ de R. sanguineus utilizadas. Esta
hipétese € corroborada por FRIEDHOFT (1988),que afirma haver
diferengas bioldgicas entre cepas de Bahesia e de seus vetores.

Os esporocinetos imaturos apresentavam-se com forma
vermicular, possuindo nicleo arredondado, corado fortemente
de vermelho e localizado principalmente na regido mediana do
parasizo, podendo, entretanto, ser encontrade nas regites
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antenor ¢ posterior. O citoplasima nestes cslagios imaturos
mostrou-se denso ¢ unitorme, corando-se de azul em toda sua
extensdo. Alguns parasitos apresentavam uma massa de
cromatina corada de vermelho na extremidade anterior do
parasito (Ccape’); esse, entretanto, ndo foi um achado
constante. Com o amadurecimento dos cinetos, o citoplasma
comegou a apresentar vactolos que foram aumentando em
nimero ¢ lamanho, assim como uma reducdo da massa de
cromatina até o seu completo desaparecimento (Fig. [H). Essa
evolucao se assemelha ao que foi deserito por RIEK (1964,
1966 ¢ BARRFEIRA (1988) para B, higemina e B. bavis.

Qs ciuetos na hemoiimfa vanaram de 1,8-3.7 micrémetros
no seu didgmetro menor ¢ 9.0-16.4 micréomelros no seu
diametro mator, com uma médiade 29+ 0,39 x 13,6+ 1,87
mrcrometros. Estas mensuracdes sdo semelhantes as
encontradas por SHORTT (1973) para A. canis e por
HIGUCHL er afis (199 1) para B, gibsoni.

Agsim, ficou evidenciado que a cepa de B canis
estudada no presente trabalho, provavelmente foi
responsavel pela alta mortalidade do vetor, bem como
mostrou comportamento difereate daquele citado na
[iteratura no que tanje ao tempo de migragio dos cinetos
para a hemolinta de R. sanguinens,

SUMMARY

Haemolymph and gut of engorged female ticks
Rhipicephalus sanguineus were colected from days | to
15 alter the detachment to verify the development of
Babesia canis. Round forms of the parasite were noticed
24 hours after detachment and both round lorms and
kinetes of the parasites were seen on the 10th and 11th
days. Kinetes were observed in the hemolymph after 10
days of engorgement.

KEY WORDS: Babesia canis, Rhipicephalus sanguineus,
tick. dog.
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