ASPECTOS BIOLOGICOS DO DESENVOLVIMENTO E DA
TRANSMISSAO DA Babesia canis (PIANA & GALLI-VALERIO,
1895) PELO Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE, 1806)
NO BRASIL

LUCIA HELENA O°’DWYER DE OLIVEIRA

1996



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOLOGIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA -
PARASITOLOGIA VETERINARIA

ASPECTOS BIOLOGICOS DO DESENVOLVIMENTO E DA
TRANSMISSAO DA Babesia canis (PIANA & GALLI-VALERIO,
1895) PELO Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE, 1806)
NO BRASIL

LUCIA HELENA O°’DWYER DE OLIVEIRA

SOB A ORIENTACAO DO PROFESSOR:
Dr. CARLOS LUIZ MASSARD

Tese submetida como requisito
parcial para a obten¢do do grau
de Magister Scientiae em
Medicina Veterinaria —
Parasitologia Veterindria.

SEROPEDICA, RIO DE JANEIRO
FEVEREIRO, 1996



TITULO DA TESE

ASPECTOS BIOLOGICOS DO DESENVOLVIMENTO E DA
TRANSMISSAO DA Babesia canis (PIANA & GALLI-VALERIO,
1895) PELO Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE, 1806)
NO BRASIL

AUTORA

LUCIA HELENA O’DWYER DE OLIVEIRA

APROVADA EM: 27/02/1996

Wi
Dr. CARLOS LUIZ MASSARD \/\s \..._ \

Orientador

Dr. ADVALDO HENRIQUE DA FONSECA \/}%30& K

{'/L' '

Dr. JOAO LUIZ HORACIO FACCINI

LY
el



DEDICATORIA

Aos meus pais,

Herminia e Dilton

Pelo seu amor que significa
tudo para mim.

A0S meus irmaos

Gisele e Mauricio

e familiares,

pelo carinho e incentivo.



AGRADECIMENTOS

Ao professor Dr. CARLOS LUIZ MASSARD, pela confianca, amizade e
orientacao.

Aos professores CARLOS WILSON GOMES LOPES e ERIK
DAEMON, pois suas sugestoes e amizade foram essenciais para a execugao deste
trabalho.

As colegas SIMONI MACHADO DE MEDEIROS, MARIA ELISA
CARNEIRO e LANASSA GUIMARAES, pela amizade e apoio durante todo o
periodo da pesquisa.

Aos funcionarios da Estacdo para Pesquisas Parasitologicas W.O. Neitz,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, em especial aos senhores
ARCHANJO GONCALVES e OSWALDO SILVA, pelo cuidado com os caes.

A todos os colegas de curso, professores e funcionarios do Departamento
de Parasitologia Animal, que tornaram minhas atividades na UFRRJ mais

agradaveis.



Ao Dr. WILSON JACINTO DE SOUZA, por ter me incentivado € me
apresentado a Parasitologia da UFRRJ.

Aos amigos do Instituto Jorge Vaitsman, pelo apoio constante.

A PATRICIA O’DWYER, pela revisao lingiiistica da Tese.

Aos caes utilizados durante esta pesquisa, pela docilidade e enorme
paciéncia, o respeito que eles merecem.

A Universidade Federal de Vigosa, pela base da minha formagao técnica.

A UFRRJ, ao CNPq/CAPES, a coordenagao do CPGMV/PV, pelo apoio
financeiro durante a realizacao deste trabalho.

A todos que de certa forma contribuiram para que este trabalho fosse
executado.

A DEUS.



BIOGRAFIA

LUCIA HELENA O’ DWYER DE OLIVEIRA, filha de Dilton Barreto de
Oliveira e Herminia O’Dwyer de Oliveira, nasceu a 28 de Setembro de 1965 na
cidade de Sao Paulo.

Em 1971 transferiu-se para o Rio de Janeiro, onde concluiu o 1° e o 2°
grau no Colégio Santo Inécio.

No ano de 1983 ingressou no curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa, graduando-se em 1987.

Durante trés anos trabalhou no Instituto Vital Brazil, em Niter6i, ¢ em
1991 ingressou, através de concurso publico, para Médico Veterinario no Instituto
Municipal de Medicina Veterinaria Jorge Vaitsman, Rio de Janeiro, onde

desempenha suas fungdes como parasitologista junto aquele 6rgao municipal.



Em 1994 foi selecionada e ingressou no curso de Po6s-Graduagao em
Medicina Veterinaria-Parasitologia Veterinaria, a nivel de Mestrado, na
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, licenciando-se de suas fungdes junto

ao Municipio do Rio de Janeiro.



INDICE

Pags

INTRODUGCAQ . ...uuuerrrrereresessesesesssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssassssess 1
REVISAO DE LITERATURA ...c.cnviuimiainssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 3
2.1. Ciclo biolégico de Babesia canis no invertebrado ...........ccccoeeveeierieriennnnne 3
2.2. Ciclo bioldgico de parasitos do género Babesia no invertebrado............... 11
2.3. Aspectos da transmissdo da Babesia canis pelo carrapato Rhipicephalus
SANGUINEUS ....vveveertesteeseesiesteeseestesteeseestesbeeseesbesseeeesbesseessesbesseessesseaseensessensens 17
MATERIAL E METODOS ....ooeiueinnsinmscnsmesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 20
3.1. Local do eXperimento ..........ccccceeeveerieeriieeiieeiieesieeeieeeaeeseeeseeeeeeessaeenneas 20
3.2. Estudo da Babesia canis nos hospedeiros vertebrado ¢ invertebrado ....... 20
3.2.1. Obtencdo ¢ manutencao dos aNIMAIS ...........cccceeeeeevvvveeeeeeivveeeeeennnnn. 20

3.2.2. Obten¢ao da amostra de Rhipicephalus sanguineus ....................... 21



3.3.

Pags.

3.2.3. Manutengdo de Rhipicephalus sanguineus em coeclhos e caes:
metodologia de INfeStagao .......cccvveeeeciiiieriiieeiie e 22
3.2.4. Obtencdo de carrapatos Rhipicephalus sanguineus positivos para
Babesia canis, em condigdes laboratoriais ............ccccceeevveeveereeennn. 22

3.2.5. Estudo das fases evolutivas de Babesia canis nas fémeas ingurgitadas

de Rhipicephalus SangUINEUS .........ccccoviiiiiienienie e 24
A. Exame da hemolinfa ... 24
B. Exame dos Orgaos internos ..........ccceeeveereeereeereeeneesseeesveenneenns 25
C. EXamME d€ OVOS...eeutiiiiiiiiieeiieeieee ettt 26

3.2.6. Estudo das fases evolutivas de Babesia canis nas larvas e ninfas
ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus ...........ccccovcvvevrieernnienne. 26
3.2.7. Estudos morfométricos das formas evolutivas de Babesia canis no
carrapato Rhipicephalus sanguineus e no hospedeiro vertebrado .. 27
Transmissao da Babesia canis por Rhipicephalus sanguineus................... 28
3.3.1. Obtencdo de larvas, ninfas ¢ adultos de Rhipicephalus sanguineus,
positivos para Babesia canis ..........cccccceviiiiiiiici e 28

3.3.2. InfestagcOes dOS CACS ....ccuvveevurieeeiieeeiieeeitee ettt e 29



RESULTADOS E DISCUSSAQ.....oceeeeeereessessessessessessssessessessessessessesssnsssssnes 30

4.1. Aspectos morfologicos da Babesia canis no carrapato Rhipicephalus

SANGUINEUS . ..o e et et et et e et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e a e enaans 30
4.2. Transmissdo da Babesia canis por Rhipicephalus sanguineus .............. 42
4.3. Observagdes de hemoparasitos no hospedeiro vertebrado ........................ 43
CONCLUSAOQ .....orinincnenssnssinsensenssnssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssassssssses 49
Referéncias BIBLIOGRAFICAS .....ccureeneunensnensnensenssenssenssesssssssesssesssssssens 50

APENDICES oeeeeeeeeeeeeeeseesesesessesessssesessssssessssssenssesessssssessssesesssssssssssssessasssensasas 59



FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

INDICE DAS FIGURAS

Pags.

Formas evolutivas de Babesia canis no intestino de fémeas do
carrapato Rhipicephalus sanguineus, com até 24 horas de

desprendimento. Giemsa (— = 10 M) .....ccceeeverieeeiieeeeiee e 31

Formas evolutivas de Babesia canis no intestino de fémeas do
carrapato Rhipicephalus sanguineus, a partir do 10° dia do

desprendimento. Giemsa (— = 10 [mM)....ccceevvvevieerieenciieeiee e, 33

A, B, C, D, E, F, G e H. Esporocinetos de Babesia canis na
hemolinfa do carrapato Rhipicephalus sanguineus. Giemsa

(== 10 LN e eeeeeeseseeeee e es e eees e eeeeees 36



FIGURA 4.

FIGURA S.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

Pags.

Formas evolutivas de Babesia canis no ovario e ovos de fémeas do

carrapato Rhipicephalus sanguineus. Giemsa (— = 10 um).......... 37

Formas evolutivas de Babesia canis em macerados de larvas e ninfas

de Rhipicephalus sanguineus. Giemsa (— = 10 um) .........c.cce...... 41

Formas intra-eritrociticas de Babesia canis coradas pelo método de

Giemsa (— = 10 M) .eerieiiieciie e e e 45

A. Formas eritrocitarias de Haemobartonella canis. Giemsa (— =10
um). B. Forma gametocitica, intraleucocitaria de Hepatozoon canis.

Giemsa (— =10 M) covieiieeiieeieeceeee e 46



INDICE DOS APENDICES

Pags.

APENDICE I. Infeccdo multipla por hemoparasitos de cdes: Relato de um

APENDICE 2. Transmissdo biologica de Babesia canis (Piana & Galli-Valerio,

1895) por ninfas e adultos de Rhipicephalus sanguineus

(Latreille, 1806) ......eeeeeeieeeiiieeeiee et 65



RESUMO

Foram realizados estudos referentes ao desenvolvimento de Babesia canis
(Piara & Galli-Valerio, 1895) no carrapato Rhipicephalus sanguineus (Latreille,
1806), mantidos em coelhos por dez geragdes sucessivas. Posteriormente, larvas,
ninfas ¢ adultos foram alimentados em cées positivos para B. canis. Os carrapatos
ingurgitados foram examinados de forma sistematica, avaliando a hemolinfa, o tubo
digestivo e o ovario de fémeas ingurgitadas, ovos, € o corpo de larvas e ninfas através
de macerados dos 6rgaos corados pelo método de Giemsa.

Os estagios evolutivos nos diferentes sistemas do corpo das fémeas, bem
como nos ovos, larvas e ninfas foram caracterizados por comparacao com dados de
outros autores.

A fusdo de gametas ndo foi observada, porém, estagios posteriores
sugerem que ela tenha ocorrido. A transmissao transestadial e a passagem pelo ovario

€ ovos comprovam a existéncia da transmissao vertical.



SUMMARY

The development of Babesia canis (Piana & Galli-Valerio, 1895) in
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1906) was studied. Several samples of the ticks
were collected from naturally infested dogs and maintained on rabbits during ten
successive generations. Afterwards larvae, nymphs and adults were exposed to dogs
infected with B. canis. After engorging, larvae, nymphs and hemolymph, gut, ovary
and eggs from the females were smeared on microscope slides, fixed with methanol
and stained with Giemsa for examination by light microscopy. The developmental
stages of B. canis were characterized by comparison with data of other authors.

Syngamy was not observed, however posterior stages suggested that it had
occurred. The transtadial transmission and the passage through ovary and eggs

confirm the existence of vertical transmission.



1. INTRODUCAO

Os carrapatos sdo os Unicos vetores biologicos de parasitos da familia
Babesiidae, sendo que das 71 espécies conhecidas do género Babesia Starcovici,
1893, 18 causam doenga nos animais domésticos (LEVINE, 1971).

O ciclo biologico desses parasitos no carrapato vem sendo estudado desde
o inicio do século, quando KOCH (1906) demonstrou diversas formas de Babesia
bigemina no carrapato Boophilus annulatus. Os estagios de desenvolvimento de
Babesia spp. vém sendo observados em diversas espécies de carrapatos vetores.
Entretanto, apesar das novas técnicas de microscopia Optica e do auxilio da
microscopia eletronica, ainda existem lacunas e dividas quanto a natureza deste
ciclo, principalmente no que diz respeito aos estagios sexuados no vetor. No Brasil
poucos estudos t€m sido realizados sobre este assunto ¢ a respeito de Babesia canis
(Piana & Galli-Valerio, 1895) no carrapato Rhipicephalus sanguineus (Latreille,

1806), nenhuma informagao foi até entao relatada.



Assim, o objetivo deste trabalho foi observar e identificar a presenga € os
estagios do ciclo biologico de B. canis em diferentes 6rgdos de fémeas ingurgitadas
de R. sanguineus, bem como de larvas ¢ ninfas ingurgitadas, como também
identificar os estagios do carrapato que transmitem a B. canis entre cdes domésticos
no Brasil, tendo em vista que parasitos de ampla distribuicado geografica podem

sofrer variagdes interregionais.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Ciclo biolégico de Babesia canis no invertebrado

Parasitos do género Babesia Starcovici, 1893 foram primeiramente
reconhecidos por Babés em 1888. Nesta época o pesquisador procurava determinar
a causa de uma doenca grave, que estava acometendo os bovinos no delta do rio
Danubio, na Roménia. O autor chegou A. conclusdo que o agente etioldgico que
estava provocando a enfermidade, naquela regido denominada hemoglobinuria
enzodtica, era um pequeno organismo cocodide, intraeritrocitico, por ele chamado de
Haematococcus bovis. Em 1893, STARCOVICI, um dos pesquisadores do grupo de
Babés, reavaliou o parasito, denominando-o Babesia bovis, em homenagem a seu
descobridor.

Ainda em 1893, SMITH & KILBORNE, estudando a etiologia da febre

do Texas, na América do Norte, concluiram que se tratava de um agente semelhante



ao parasito de Babes, denominando-o de Pyrosoma bigeminum e desconsideraram a
denominagdo prévia dada por Starcovici para parasitos do mesmo género. Estes
pesquisadores pela primeira vez estabeleceram a relacdo da transmissdo de um
protozoario patogénico por um artropode, no caso o ixodideo Boophilus annulatus.
Esta descoberta abriu um enorme campo de pesquisa sobre o papel desempenhado
por estes organismos na transmissdo de inimeras doengas.

PIANA & GALLI-VALERIO descreveram a B. canis, em 1895, na Italia. A
doenca provocada nos caes era conhecida como “Malignant jaundice” e “Malignant
malarial fever”. A partir de sua descri¢ao, esta espécie foi diagnosticada em vdrias
regides da Europa, Africa, Asia e Américas (MALHERBE, 1968), sempre acometendo
canideos.

CHRISTOPHERS (1907) estudou o ciclo bioldgico da B. canis nos
carrapatos de caes, elucidando diversos pontos em relacdo 4 transmissao € aos
aspectos morfologicos dessa espécie no seu vetor. O autor descreveu a presenca de
parasitos em forma de clava (vermiculos) no intestino e sua formagao a partir de
formas arredondadas.

O ciclo biolégico da B. canis no vetor foi novamente estudado por
REGENDANZ (1932) e REGENDANZ & REICHENOW (1933). Estes autores
concluiram que os primeiros estagios de desenvolvimento, ap6s a B. canis abandonar

o limen intestinal do carrapato, ocorrem nas células da parede intestinal. Dentro



dessas células, um unico individuo se multiplica por fissdo binaria, produzindo um
numero grande de formas semelhantes, porém, menores. Estes parasitos claviformes
migram do seu lugar de origem nas células intestinais para os outros 0rgaos,
incluindo os ovarios por onde penetram nos ovos.

SHORTT (1936) ao realizar um estudo mais completo dos aspectos
morfoldgicos da B. canis no carrapato R. sanguineus, utilizou cortes histologicos. O
autor caracterizou as formas de B. canis em ninfas ingurgitadas, em adultos
infectados verticalmente e em fémeas ingurgitadas. O autor ndo conseguiu
demonstrar nos cortes histologicos os primeiros estagios de desenvolvimento do
parasito apos a ingestao de sangue infectado. Quatro a cinco dias apds as ninfas terem
se desprendido de um animal infectado, o autor encontrou células parasitadas abaixo
da camada epidermal do carrapato. Nessa etapa, o parasito foi caracterizado como
um corpo globoso pequeno, com uma Unica massa cromatica localizada
centralmente. Com o desenvolvimento desse corpo, a massa de cromatina se expande
¢ inicia uma divisdo continua que originard o que o autor denominou de
“pseudocisto”. Sete dias apos o desprendimento das ninfas, o “pseudocisto”
encontra-se maduro, com a sua forma tendendo a esférica ou oval, contendo um
grande nimero de corpos com tamanhos variaveis, uninucleares e esféricos ou ovais.
Estes corpos aumentam de tamanho e a grande maioria parece ser cortada por unia

linha acromadtica que ao invés de dividir o parasito em dois, o converte em um



parasito com uma regido mais larga, contendo o nucleo, ligada a uma regido mais
atenuada. Este desenvolvimento leva a formagdo dos parasitos em forma de clava,
semelhantes aos descritos por CHRISTOPHERS (1907). Onze dias apds o
desprendimento, foram encontrados pseudocistos repletos de parasitos claviformes
em varios estdgios de desenvolvimento. Os parasitos mais maduros sao mais
compridos e com os perfis uniformes, enquanto os mais jovens tendem a ser mais
largos em uma extremidade e mais afilados na outra. Esses parasitos sdo moveis e
apds abandonarem o “pseudocisto”, ndo tendo sido citado pelo autor se pela ruptura
deste ou ndo, migram para a musculatura do carrapato. Vinte ¢ um dias apos o
desprendimento da ninfa, podendo ja ter ocorrido a ecdise do adulto, praticamente
todas as formas evolutivas de B. canis foram encontradas na musculatura. Neste
estagio o parasito se arredonda, formando grandes corpos subovais, cuja cromatina
nuclear comega a se fragmentar de forma irregular, iniciando o processo de
multiplicacdo que vai originar um certo nimero de parasitos menores. Os parasitos
formados sdo relativamente uniformes e possuem um tnico nucleo. Nao ha infecg¢ao
em outros 6rgaos até que o carrapato adulto inicie a alimentagdo. Trés dias apos a
fixagdo do carrapato adulto, a glandula salivar encontra-se infectada. Prosseguindo
seu trabalho, SHORTT (1936) examinou fémeas de R. sanguineus alimentadas em
caes infectados, dando particular atencao ao estudo da infec¢do do ovario. O autor

encontrou parasitos em forma de clava nos ovos maduros, assim como, formas



irregulares tendendo a ovais, com tamanhos varidveis, presentes tanto nos ovos
quanto nos foliculos ovarianos. Esses parasitos variaram de grandes formas uni ou
binucleares, passando por formas multinucleares, até parasitos pequenos,
uninucleares, representativos do estagio final de desenvolvimento no ovo. Nas larvas
recém eclodidas, foram encontrados parasitos semelhantes aos observados nos ovos.

SHORTT (1973) realizou um estudo bastante apurado a respeito do ciclo da
B. canis nos hospedeiros vertebrado e invertebrado (R. sanguineus e Haemaphysalis
leachi). O autor nao encontrou diferengas morfologicas entre diferentes amostras de B.
canis. Apos a invasao do ovario por estagios claviformes da B. canis, os ovos também
podem ser infectados. Depois da penetracdo, os parasitos continuaram o processo de
divisdo, aumentando seu nimero no interior dos ovos. No exame de macerado de ovos,
os exemplares de B. canis variaram de forma e tamanho, tendendo a serem ovais, embora
algumas formas mais angulares e alongadas também estivessem presentes. Nao houve
variagdo significativa dos parasitos em relagdo a idade dos ovos, ndo sendo observado,
com frequéncia, formas claviformes nesses macerados. Examinando larvas alimentadas
em caes infectados, o autor observou que mesmo quando o carrapato se alimentou de
sangue fortemente parasitado, ocorreu uma massiva destruigdo dos parasitos no limen
intestinal, levando a uma diminui¢do do nimero de Babesia encontradas nos esfregagos.
Nas primeiras 24 horas de desprendimento, o autor encontrou corpos ovais ou

arredondados com citoplasma claro e com um a dois nucleos. Os parasitos variaram de



tamanho. Quarenta e oito horas depois do desprendimento, foram encontradas formas
angulares com citoplasma azul claro e nticleo bem visivel. Alguns parasitos apresentavam
um pequeno vacuolo no citoplasma. Depois de 72 horas, continuaram predominando
formas arredondadas do protozoario, algumas em processo de divisdo. Formas alongadas
¢ uninucleares também foram observadas. O autor encontrou o que ele denominou de
“pseudocisto”, quatro a seis dias apds o desprendimento. No estudo de ninfas
ingurgitadas, foram encontrados — nos primeiros dois a quatro dias apds a replecdo —
corpos Unicos, em sua maioria ovais, porém, com a presenca de algumas formas
alongadas. No segundo ou terceiro dia, as formas evolutivas de B. canis penetraram em
células que nao foram identificadas pelo autor. As primeiras formas invasoras foram
globulares e uninucleadas com aproximadamente 5 pm de didmetro. O nucleo
demonstrou aumento de tamanho, indicativo de inicio de divisdo. A expansdo da
cromatina levou a fragmentacdo da mesma. Cinco dias apds o desprendimento, o
citoplasma do “pseudocisto” comegou a se condensar ao redor da cromatina, formando
varios corpos uninucleares. No 7° ou 8° dia, o “pseudocisto” continha parasitos
claviformes. Apds o 10° dia, essas formas claviformes se liberaram do “pseudocisto”, e
como eram moveis, invadiram a hemolinfa e posteriormente atingiram a musculatura. No
adulto ndo alimentado, esses parasitos se arredondaram e iniciaram um processo de
divisdo binaria, produzindo um grande niumero de parasitos filhos. Esses permaneceram

latentes até que o carrapato iniciou o repasto sanguineo. A alimentacdo estimulou os



parasitos latentes e esses iniciaram migragao em dire¢ao A. glandula salivar. Trés a quatro
dias apos o inicio da alimentacdo, a glandula salivar encontrava-se infectada. Os
protozoarios iniciaram uma nova série de divisdes, dando origem aos esporozoitas
infectantes. No entanto, os eventos ocorridos, quando um carrapato livre de B. canis
iniciou o repasto em um cao infectado, foram bastante diferentes. No intestino foram
encontrados parasitos uninucleares, com formas variaveis. Alguns possuiam processos
alongados, podendo ser mais ou menos afilados e correspondendo aos corpos raiados
descritos por KOCH (1906). Outras formas encontradas eram claviformes e foram estas
que provavelmente possuiam capacidade de atravessar o epitélio intestinal e atingir os
outros orgdos do carrapato. As formas de B. canis mais comumente encontradas no
intestino foram formas triangulares com uma projecao no angulo mais agudo, formas
quadrangulares com varias projecoes, formas alongadas com extremidades coOnicas e
projecoes em uma ou ambas as extremidades. Formas ovais com o nucleo em diversas
posicdes também foram citadas. O autor especulou que se existe alguma diferenciagao
sexual que possa levar a unido de gametas, essa deve ocorrer nesta fase inicial do ciclo.
Um fato que sugere a diferenciacao sexual, segundo o autor, € que alguns parasitos se
coram mais fracamente, podendo representar gametas masculinos, semelhantes aos da
malaria. O autor também encontrou parasitos com coloragao diferenciada e justapostos,
podendo sugerir unia unido de gametas. Estas questdes, entretanto, ndo puderam ser

confirmadas pelo pesquisador .
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SHEIN et alii (1979) estudaram a formacao de esporozoitas de B. canis na
glandula salivar de fémeas adultas de Dermacentor reticulatus, a partir do segundo
dia de fixagdo até uni dia apos o desprendimento. O processo se iniciou com cinetos
que penetraram na glandula salivar antes ou durante o periodo de estudo. Apos
repetidas divisdes binarias, os parasitos adquiriram cada vez mais a forma piriforme
dos esporozoitas infectantes. O processo de formacao necessita de dois a trés dias de
alimentagao do carrapato, para que possa haver transmissao ao cao, sendo o repasto
o estimulo necessario a esse desenvolvimento.

MEHLHORN et alii (1980) estudaram os estagios de B. canis no intestino do
carrapato D. reticulatus. Os autores observaram que trés dias apds a ingestdo de sangue
infectado, a maioria dos parasitos intraeritrociticos piriformes sdo lisados. Apenas os
estagios ovais continuam seu desenvolvimento, iniciado no final do periodo de fixacao ou
imediatamente ap6s o desprendimento do carrapato. No interior do limen intestinal,
numerosos eritrocitos mantém sua forma e contém no seu interior parasitos ovoides com
4 a Sum de didmetro. Alguns desses parasitos ovais desenvolvem até seis projecoes em
forma de espinho. Durante a digestao do eritrocito, os parasitos ovais € 0s com projecoes
sdo liberados no lumen intestinal, e esses sdo todos encontrados no citoplasma das células
intestinais aproximadamente dois dias depois. A partir disso, ocorre uma grande variedade
de estagios geralmente muito proximos uns dos outros € sem uma sequéncia cronologica,

que sao: estagios uninucleares esféricos de 6 a 7 um de didmetro, com um pequeno
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“espinho”, mas sem protrusodes; estagios uninucleares polimorficos com duas a oito
protrusdes € um pequeno espinho, semelhante ao descrito no estagio anterior; estagios em
forma de fuso contendo até oito nicleos com quatro a 10 protrusdes em um polo € uma
projecao mais grossa no outro; estagios polimorficos e multinucleares com 10 projecoes
¢ um pequeno espinho; estagios delgados com um tnico nuicleo e de 4 a 8 projegdoes em
um polo; e por Ultimo, estagios ovais com um nucleo relativamente grande e periférico.
Iniciando-se trés dias apds o desprendimento, os estagios “raiados” se tomam raros ou
degeneram, e ao contrario desses, os estagios ovais se desenvolvem formando cinetos. Os
autores sugerem que 0s estagios ovais intraeritrociticos possam ser gamontes; aqueles
com protrusdes seriam os microgamontes € 0s sem projegdes, 0s macrogamontes. A
diferenciagdo dos gamontes no intestino da fémea ingurgitada levaria a singamia com

formacao de cinetos moveis; singamia esta que nao foi ainda observada.

2.2. Ciclo biolégico de parasitos do género Babesia no invertebrado

Apesar do presente estudo ter como objeto de interesse — o ciclo da B. canis
no carrapato R. sanguineus — alguns trabalhos considerados importantes para o
entendimento do ciclo geral da Babesia no seu vetor serao citados:

KOCH (1906) foi o primeiro a estudar o desenvolvimento de uma espécie de

Babesia nos carrapatos, demonstrando a presenga de diversas formas de B. bigemina no
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intestino, ovos ¢ hemolinfa do B. annulatus. Esse autor descreveu o que chamou de
“strahlenkdrper” (ou corpos raiados), encontrados no intestino das fémeas ingurgitadas,
citando-os como os estagios iniciais de desenvolvimento daquele parasito.

Em 1932, DENNIS pesquisou o ciclo da B. bigemina no vetor B. annulatus e
identificou um ciclo assexuado, por divisao binaria, que ocorre no hospedeiro vertebrado
e um ciclo sexuado que ocorre no invertebrado, observando a fusdo de “isogametas” na
luz intestinal, com a formagao de oocinetos, alongados e em forma de clava. Segundo este
autor, os vermiculos atravessam a parede intestinal, distribuindo-se pelos varios 6rgaos
do carrapato, incluindo ovario e glandula salivar. Nos diferentes orgdos, o parasito se
arredonda e inicia um processo de divisdo assexuada, formando o esporoblasto que por
sua vez contém os esporocinetos moveis. As formas infectantes sao formadas na glandula
salivar e sdo denominadas de esporozoitos, nome também sugerido por
CHRISTOPHERS (1907).

RIEK (1964), estudando o ciclo biologico da B. bigemina em B. microplus
alimentados em bovinos experimentalmente infectados, observou que durante as
primeiras 24 horas apds a replecao, pode-se encontrar parasitos dentro de hemaécias
intactas no conteudo intestinal do carrapato. O autor notou que varias formas eritrociticas
ingeridas eram destruidas e somente as formas arredondadas ou ovais sobreviviam no
intestino do vetor. Vinte e quatro horas apds a replecao, foram encontradas estruturas

fusiformes, com a massa de cromatina localizada centralmente, dentro das células
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epiteliais do intestino. Entre 48 a 60 horas, ocorreu a multiplicagao por fissao binaria, que
originou um grande nimero de corpos em forma de clava, na luz intestinal. Estes corpos
em dava migram através da parede intestinal atingindo a hemolinfa, a partir da qual, apos
atingirem a maturidade, invadem varios o6rgaos da cavidade geral. Nos hemocitos, uma
segunda multiplicagao por fissao multipla origina novos vermiculos, iguais aos formados
nas células epiteliais. Foi também assinalada a invasdo do ovério e a consequente
transmissao vertical para as larvas. Nas larvas a B. bigemina também se multiplica a nivel
de células intestinais. O final do ciclo evolutivo no vetor ocorre na glandula salivar com
a formacao das formas infectantes ao vertebrado.

FRIEDHOFF & BUSCHER (1976) examinaram amostras de contetudo
intestinal de fémeas de B. microplus infectadas por B. bigemina. Foram observados um
grande nimero de parasitos com aspecto raiados (“Strahlenkorper”) e com grande
variacao de morfologia e de tamanho, durante o periodo de sete a 19 horas de incubacgao.
Apesar das evidéncias da existéncia de reprodugdo sexuada, os autores ndo conseguiram
comprovar sua existéncia.

RUDZINSKA et alii (1979) evidenciaram que B. microti possui dois tipos
morfologicos distintos durante o estdgio intraeritrocitico. Em um, os trofozoitos
diferenciam-se e reproduzem-se, formando merozoitos. No outro, ndo ocorre nem
diferenciagdo nem reproducao e os parasitos adquirem formas nao usuais. Esses ultimos

sdo considerados como possiveis gametdcitos. No intestino do vetor, os parasitos, que
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emergem dos eritrocitos lisados, sdo semelhantes aos gametdcitos intraeritrociticos. Fora
dos eritrocitos, ocorre metamorfose com formagao de projecdes no citoplasma. Em um
unico gametocito até trés projegdes podem ser encontradas, cada uma representando um
suposto gameta. Apesar dos resultados dos experimentos sugerirem fusao de gametas, os
autores nao descartam a idéia de terem observado somente um processo de divisao,
concluindo serem necessarias outras investigagdes para comprovar a existéncia de
reproducdo sexuada.

RUDZINSKA et alii (1983) comprovaram a reprodugao sexuada da B. microti
demonstrando pela primeira vez que esta acontece em um piroplasma. Segundo os
autores, a fertilizacdo de B. microti ndo ¢ facil de ser observada, pois os parasitos sdo
muito pequenos para serem acompanhados pela microscopia Optica e, também, por eles
nao serem diferenciados em macro e microgametdcitos. Desse modo, os estudos da
fertilizagdo sO6 puderam ser realizados através da microscopia eletronica. Outra
dificuldade foi diferenciar a fusdo de gametas da divisdo do parasito. Este problema
também foi encontrado por MEHLHORN et alii (1981) nos seus estudos ultraestruturais
de supostos gametas e singamia de B. canis ““in vitro”. Para resolverem estes problemas,
os autores procuraram observar a fusao entre dois parasitos que estivessem emergindo de
eritrocitos vizinhos Os autores descreveram e ilustraram a fusao de pares de organismos
que se originaram de eritrécitos diferentes, provando que os dois organismos

representavam gametas e que ocorreu singamia com formagao de zigoto.
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HIGUCHI et alii (1990) estudaram o desenvolvimento da B. gibsoni no
epitélio intestinal do carrapato H. longicornis. Formas arredondadas de B. gibsoni foram
encontradas nas células epiteliais do intestino do carrapato, oito dias apds replecao. Os
parasitos mediram entre 7,0 - 9,0 um de didmetro, com nucleo na regido periférica e
citoplasma corado de azul claro pelo Giemsa. Com o crescimento dessas formas nas
células intestinais, o citoplasma e a cromatina se dividem em corpos vacuolares de forma
irregular. Durante este periodo foram observadas formas invaginantes com vacuolos,
formas “retort-shaped “ e parasitos claviformes (cinetos) com uma regido arredondada e
outra afilada. Continuando suas observagoes, HIGUCHI et alii (1991) acompanharam o
desenvolvimento da B. gibsoni na hemolinfa do vetor H. longicornis. Dez dias apds o
ingurgitamento, grandes parasitos claviformes semelhantes a cinetos apareceram na
hemolinfa dos carrapatos adultos. Estes parasitos mediam de 13,21 - 16,25 x 1,7 - 2,62
um e apresentavam uma regiao anterior arredondada e a posterior afilada; possuiam “cap”
na extremidade arredondada e ntcleo irregular localizado centralmente ou niao. Foram
classificados dois tipos de cinetos, um com o citoplasma rico em vacuolos e outro sem
vacuolos. O niimero de cinetos na hemolinfa aumentou com o tempo, atingindo 0 méaximo
no 12° dia ap6s o ingurgitamento, € decrescendo até o 30° dia, quando ndo foi encontrado
nenhum parasito. De acordo com os autores, tanto o tamanho dos cinetos de B. gibsoni
quanto seu tempo de aparecimento na hemolinfa sdo similares aos de B. canis.

ZAPF & SCHEIN (1994a) pesquisaram o desenvolvimento da B. equi, no



16

intestino e na hemolinfa de trés espécies diferentes de Hyalomma. Os resultados foram
idénticos nas trés espécies. Durante os trés primeiros dias ap6s infestagao de ninfas, foram
encontradas formas em anel intra ¢ extra-eritrociticas, de B. equi no contetido intestinal
dos carrapatos. Essas formas em anel apresentam citoplasma avermelhado com um
nacleo compacto esférico, situado na posicado marginal. Entre 48 ¢ 72 horas apds a
infestacdo, a maioria das formas livres aumentam rapidamente de tamanho, se
transformando em corpos multinucleados, com dois ou mais nucleos indistintos e
dispersos. Todos estes estagios foram identificados como microgamontes. No terceiro e
quarto dias ap0s infestagao, a maioria dos corpos multinucleados se partiram, comegando
da periferia e formando massas de estagios alongados com diferentes formas e tamanhos
e com projegdes do citoplasma (corpos raiados). Estes corpos desaparecem em horas, e
somente parasitos fusiformes, uninucleados, similares a macrogametas podem ser
observados. Simultaneamente, algumas formas arredondas com um nucleo central
permanecem inalteradas e foram consideradas como macrogametas. Apesar da fusao de
gametas nao ter sido demonstrada, algumas das formas em anel pareciam ser binucleadas.
Nem gamontes ¢ nem gametas foram observados a partir do quarto dia apds infestagao.
Do quarto dia até o sexto dia, formas arredondadas com uma pequena projecdao em forma
de espinho no citoplasma foram encontradas no interior de células intestinais das ninfas e
foram consideradas como macrogametas fertilizados. Entre os dias quatro e sete, essas

formas arredondadas aumentaram consideravelmente de tamanho, perdendo a projecao e
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se desenvolvendo em um zigoto esférico tipico. Zigotos imaturos apresentam um
citoplasma homogéneo e material nuclear distinto, geralmente condensado em um polo.
Zigotos maduros possuem o citoplasma disperso com um ntcleo indistinto, situado na
periferia. A diferencia¢do do zigoto progride com a formagao de um cineto, a partir da
invaginacao do citoplasma celular em um dos lados do parasito. Cinetos indiferenciados
sdo inicialmente observados cinco dias apos a infestacdo, e sdo caracterizados por um
citoplasma homogéneo e um nucleo redondo situado no polo anterior; enquanto cinetos
diferenciados apresentam um “cap” polar na extremidade anterior, citoplasma
vacuolizado e nucleo frequentemente situado numa posi¢ao mais central. Do quinto ao
sétimo dia apos a infestacdo, isto €, um dia antes do ingurgitamento até a replecao das
ninfas, cinetos diferenciados podem ser vistos na hemolinfa das ninfas. Uma primeira fase
de esporogonia de B. equi, acontece na glandula salivar de ninfas de Hyalomma, antes dos

carrapatos mudarem para adultos (ZAPF & SCHEIN, 1994b).

2.3. Aspectos da transmissao da Babesia canis pelo carrapato Rhipicephalus

sanguineus

LOUNSBURY (1901, 1904), citado por WENYON (1926), foi o primeiro
a demonstrar experimentalmente, na Africa do Sul, que a B. canis é transmitida por

carrapatos, no caso o H. leachi. Esse autor demonstrou que carrapatos adultos
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alimentados em caes infectados tiveram sua geragao subsequente infectada. As larvas
¢ ninfas nao foram capazes de transmitir a infec¢ao, porém, os adultos sim.

CHRISTOPHERS (1907) também observou a ocorréncia de transmissao
transovariana de B. canis no R. sanguineus. No seu trabalho tanto ninfas quanto
adultos foram capazes de transmitir este protozoario ao cao.

SHORTT (1936) conseguiu a transmissdo de B. canis tanto por larvas
quanto por ninfas e adultos de R. sanguineus. O autor confirmou a existéncia de
transmissao estagio a estagio, isto €, o carrapato que se infecta como larva, transmite
a infec¢cdo como ninfa e quando infectado como ninfa, transmite o protozoario como
adulto.

REICHENOW (1935) observou que todos os trés estagios de R.
sanguineus podem transmitir B. canis, porém, os adultos tanto machos quanto
fémeas, seriam transmissores mais eficientes, enquanto as larvas sé transmitiriam
quando usadas em grande numero.

A ocorréncia de infecgdo vertical (transovariana) foi confirmada por
BRUMPT (1937) que conseguiu manter a infec¢ao de R. sanguineus, mesmo quando
alimentados por cinco geragdes em hospedeiros nao susceptiveis A. B. canis.

SHORTT (1973) obteve sucesso na transmissao de B. canis pelos trés
estagios do carrapato (larvas, ninfas e adultos) tanto de R. sanguineus quanto de H.

leachi. O autor ressaltou, entretanto, que a temperatura de manutengao das fases ndo
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parasitarias dos carrapatos pode influenciar negativamente a transmissao de B. canis,
considerando a temperatura de 28 °C como sendo muito eclevada para o
desenvolvimento deste protozodario nos carrapatos.

FRIEDHOFF & SMITH (1981) consideram que como ainda ndo foram
utilizadas cepas de carrapatos comprovadamente negativas para B. canis, ainda nao
se sabe quais os estagios que adquirem a infec¢do. Entretanto, sugerem que a fémea
seria o unico estagio susceptivel, a exemplo do que ocorre para outras espécies de

carrapatos e de Babesia spp.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local do experimento

O experimento foi realizado nos laboratorios da Estagdo para Pesquisas

Parasitologicas W.O. Neitz (EPPWON), do Departamento de Parasitologia Animal,

Instituto de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Municipio de

Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

3.2. Estudo da Babesia canis nos hospedeiros vertebrado e invertebrado

3.2.1. Obtencao e manuten¢io dos animais

Foram utilizados cinco caes (Canis familiaris L.) sem raga definida, sendo

trés fémeas e dois machos com idades variando de 6 meses a 2 anos no momento da
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exposicao aos carrapatos. Todos os animais procederam de locais adjacentes a
UFRRJ, com paternidade ignorada, porém, criados desde jovens sob condigdes
controladas em laboratorio. Trés dentre os animais citados foram esplenectomizados
antes do inicio do experimento.

Os animais foram mantidos em boxes individuais. Todos foram
vermifugados e vacinados contra cinomose, parvovirose, leptospirose, hepatite,
parainfluenza canina e raiva, recebendo alimentacdo a base de ragdao balanceada e
agua a vontade. O c@o doador foi identificado na area rural do Municipio de
Seropédica, sendo caracterizado como naturalmente infectado por B. canis através

de esfregacos sangiiineos corados pelo método de Giemsa.

3.2.2. Obtenc¢ao da amostra de Rhipicephalus sanguineus

Foram utilizados inicialmente, carrapatos adultos identificados como R.
sanguineus por RIBEIRO (1995), provenientes de uma coldnia de carrapatos mantida sob
rigido controle biologico em coelhos brancos por dez geragdes sucessivas . Essa colonia
pertence ao laboratorio de Ixodologia situado na EPPWON da UFRRIJ. Vinte e sete
fémeas ingurgitadas tiveram suas hemolinfas examinadas no 10° dia apds o
desprendimento das orelhas dos coelhos infestados para comprovacao da negatividade de

B. canis nestas fémeas. S6 entdo sua progénie foi usada neste experimento.
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3.2.3. Manutencio de Rhipicephalus sanguineus em coelhos e caes: metodologia

de infestacao

Durante todo o periodo experimental, a colonia de R. sanguineus foi
mantida em coelhos. A técnica utilizada para infestagao dos coelhos foi a preconizada
por NEITZ et alii (1971). Para a infestagdo dos caes, fez-se uma pequena adaptacio

do modelo utilizado em bovinos (SARTOR, 1994).

3.2.4. Obtencao de carrapatos Rhipicephalus sanguineus positivos para Babesia

canis, em condicoes laboratoriais

Inicialmente, dois cdes esplenectomizados (cdes n° 1 e n° 2) foram
inoculados via intravenosa com 2 ml de sangue comprovadamente positivo para B.
canis. No inicio da parasitemia, cada um deles foi infestado com 20 machos, 20
fémeas, 200 ninfas e aproximadamente 5000 larvas de R. sanguineus.
Concomitantemente, um terceiro animal (cdo n° 3) também esplenectomizado foi
infestado com o mesmo numero de carrapatos. Este cdo foi acompanhado
diariamente por dois meses apds a cirurgia para investigagdo da ocorréncia de B.
canis, sendo incluido no experimento como controle negativo. Os demais animais do

experimento foram examinados diariamente a partir da inoculagdo de B. canis.
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Um quarto animal (cdo n° 4) nao esplenectomizado recebeu sangue
positivo para B. canis proveniente dos cdes n° 1 e n® 2. Apos apresentar parasitemia,
esse animal foi infestado com 25 machos ¢ 25 fémeas de R. sanguineus, além da
mesma quantidade de larvas e ninfas utilizadas nas infestacdes anteriores.

Aproximadamente dois meses depois da primeira infestagdao, o cao n° 2,
que ainda apresentava B. canis circulante, foi reinfestado, desta vez com 70 machos
e 70 fémeas de R. sanguineus.

Em uma quarta etapa, o cdo n° 1 (controle negativo no inicio do trabalho)
e outro cao (n° 5) ndo esplenectomizado, foram inoculados com sangue de animais
portadores de B. canis. Os dois animais inoculados apresentaram parasitemia e foram
infestados com 25 machos e 25 fémeas de R. sanguineus livres da infecgao.

Todos os animais assim infestados foram examinados, diariamente, com
avaliagdao da temperatura retal e confeccdo de esfregacos sangiiineos para pesquisa
de hemoparasitos. Os esfregacos sangiiineos foram preparados utilizando-se sempre
a primeira gota de sangue obtida apds a puncgdo de pequenos vasos do pavilhdao
auricular. Todos os esfregagos foram secos ao ar, fixados em metanol por trés a cinco
minutos e posteriormente corados pelo corante de Giemsa, com solugdo a 10% por
40 minutos. Apds a coloragao, os esfregagos foram lavados em 4gua corrente secos
ao ar e examinados em microscopio optico com objetiva de 100x, ocular de 10x, com

auxilio de oleo de imersao.
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Ap6s as infestagdes com R. sanguineus foram feitas observagoes diarias.
As fémeas que se desprenderam foram pesadas, acondicionadas individualmente em
placas de Petri e mantidas em estufa incubadora para B.O.D. a temperatura de 27 +
1° C, umidade relativa superior a 80% e escotofase. As larvas que se desprenderam
foram separadas em grupos de 100 e acondicionadas em seringas plasticas
especialmente preparadas para conter os carrapatos. As ninfas ingurgitadas foram
contadas e separadas em grupos de 20 e, também, colocadas em seringas plasticas.

Tanto larvas quanto ninfas foram mantidas sob as mesmas constantes que as fémeas.

3.2.5. Estudo das fases evolutivas de Babesia canis nas fémeas ingurgitadas de

Rhipicephalus sanguineus

A partir do 1° dia até 15° dia apds o desprendimento, a hemolinfa e os

diferentes orgdos das fémeas de R. sanguineus foram examinados

microscopicamente para verificagdo da infec¢do por B. canis.

A. Exame da hemolinfa

Todas as fémeas de R. sanguineus tiveram suas hemolinfas examinadas

para pesquisa de esporocinetos de B. canis. Os esfregacos de hemolinfa foram
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preparados a partir da sec¢do da regido distal de uma ou mais patas das fémeas, com
o auxilio de uma tesoura de ponta fina. Todas as amostras foram depositadas em
laminas de vidro para microscopia, secas ao ar , fixadas em metanol e coradas pelo
método de Giemsa. Apos coloracdo, as laminas foram examinadas em microscopio

optico, utilizando objetivas de 10x, 40x ¢ 100x e ocular de 10x.

B. Exame dos 0rgaos internos

Para extracdo dos 6rgdos internos foram utilizados tesoura de ponta fina,
alfinetes e pingas entomologicos , sob microscopio estereoscopico.

As fémeas vivas foram depositadas em decubito ventral em uma placa de
Petri (100 x 200 mm), contendo no seu interior uma camada de 1,5 cm de parafina
solida. Em seguida foram imobilizadas com o auxilio de alfinete entomologico,
transfixando a regido entre o escudo e a base do gnatosoma. Com a tesoura foi feita
uma incisdo no sulco marginal, contornando totalmente o idiosoma. O tegumento
dorsal foi rebatido, expondo a cavidade geral. Essa foi banhada com solugao salina
fria (= 6° C) para aumentar a consisténcia dos drgaos a serem coletados.

Foram coletadas amostras de intestino e ovario. Os fragmentos dos 6rgaos
foram coletados separadamente, lavados em solugdo salina para remogao de parte do

contetdo intestinal e limpeza dos fragmentos; e depositados em laminas de vidro
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previamente identificadas, onde imediatamente apos, confeccionou-se os esfregacos.

Estes foram secos ao ar, fixados com metanol e corados pelo método de Giemsa.

C. Exame de ovos

Amostras de ovos provenientes das fémeas de R. sanguineus mantidas em
B.O.D. foram coletadas e mantidas em camara climatizada nas mesmas condi¢des
dos adultos. A coleta e processamento das amostras foram realizadas durante o
periodo de incubagdo, a intervalos de 24 horas.

Seis a dez ovos foram separados e alinhados em uma lamina de vidro
apropriada. Utilizando outra lamina igual a descrita anteriormente, pressionou-se 0s
ovos, esmagando-os e deslizando-se uma lamina sobre a outra. Um ligeiro
movimento de distensao foi assim realizado , obtendo de uma sé vez, duas laminas
com esfregacos dos ovos. Estas laminas foram processadas da mesma forma que as

laminas contendo os esfregagos de orgaos.

3.2.6. Estudo das fases evolutivas de Babesia canis nas larvas e ninfas ingurgitadas

de Rhipicephalus sanguineus

Cerca de quinze larvas foram separadas diariamente e alinhadas de cinco em
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cinco sobre uma lamina de vidro. Utilizando uma outra 1amina, pressionou-se e esmagou-
se os carrapatos, obtendo assim duas ldminas com macerados de larvas ingurgitadas.
Quanto as ninfas, cinco delas eram separadas diariamente e postas individualmente sobre
uma lamina para confec¢ao dos macerados. O mesmo procedimento foi realizado por sete
dias tanto para larvas quanto para ninfas.

Todos os macerados, apos secarem ao ar, foram fixados em metanol e corados

pelo Giemsa.

3.2.7. Estudos morfométricos das formas evolutivas de Babesia canis no carrapato

Rhipicephalus sanguineus e no hospedeiro vertebrado

Para os estudos morfométricos no hospedeiro vertebrado, foram
confeccionados esfregacos de sangue periférico, processados pelo método de Giemsa
conforme descrito anteriormente.

A partir do hospedeiro invertebrado foram confeccionados esfregacos de
hemolinfa, macerados de intestino e ovario das fémeas e, também, amostras de ovos,
todos com diferentes dias de incubagdo. Todo o material foi fixado em metanol e corado
pelo Giemsa.

Os aspectos morfométricos das formas de B. canis foram estudados em

microscopio optico, utilizando objetiva de imersdo. As medidas foram tomadas com
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ocular micrométrica (aus JENA - produzido na RFA).
As fotomicrografias foram realizadas com microscopio optico (Leitz Dialuz
20 EB), acoplado a camara fotografica (Wild photoautomat MPS 55). O tempo de

exposicao foi medido com fotometro automatico.

3.3. Transmissao da Babesia canis por Rhipicephalus sanguineus

3.3.1. Obtencao de larvas, ninfas e adultos de Rhipicephalus sanguineus, positivos

para Babesia canis

Os caes n° 1, n° 2 e n° 4, que foram utilizados no experimento de biologia da
B. canis concomitantemente a infestagdo com adultos, receberam aproximadamente 5000
larvas e 200 ninfas de R. sanguineus, obtidas da colonia de carrapatos mantida em
coelhos. Apds o desprendimento dos trés instares, alguns exemplares foram separados,
mantidos em B.O.D., a temperatura de 27 + 1° C, umidade relativa superior a 80% e
escotofase.

Ap0s ecdise, ninfas e adultos foram utilizados para os ensaios de transmissao.
Do mesmo modo, alguns ovos provenientes de fémeas comprovadamente positivas para
B. canis foram mantidos nas mesmas condi¢des dos demais instares, para completarem
seu desenvolvimento. Apos eclosdao das larvas, essas também foram utilizadas para

tentativa de transmissao do protozoario ao seu hospedeiro vertebrado.
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3.3.2. Infestaciao dos caes

Nesta fase do experimento foram utilizados quatro caes jovens, entre 60 ¢
90 dias, sem raca definida, procedentes de Seropédica que apds inimeros exames
ndo apresentaram Babesia nos esfregacos sanguineos. Estes animais nao estavam
infestados com carrapatos no momento da sua aquisi¢cao. Desses animais, dois foram
infestados com aproximadamente 5000 larvas de R. sanguineus, cada um. O terceiro
animal recebeu 200 ninfas e o quarto, 50 machos e 50 fémeas.

As técnicas de infestagdo desses cdes com carrapatos e a de avaliacdo da

infec¢do nos animais estudados foram as mesmas anteriormente citadas.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Aspectos morfolégicos da Babesia canis no carrapato Rhipicephalus

sanguineus

Nas primeiras 24 horas apos o desprendimento das fémeas ingurgitadas de
R. sanguineus, foram observadas no intestino do carrapato, formas intraeritrociticas
de B. canis tanto piriformes quanto arredondadas, semelhantes as encontradas no
sangue periférico dos caes (Figura 1A). Segundo MELHORN et alii (1980), os
estagios piriformes sdo lisados e somente os estdgios ovais do parasito continuardo
o seu desenvolvimento no vetor. Pequenas formas em anel com citoplasma
avermelhado e niicleo marginal foram observadas no contetido intestinal (Figura 1B).
Essas formas sdo semelhantes as formas encontradas no interior dos eritrocitos dos
cdes e de acordo com MELHORN et alii (1980), representam gametocitos de B.

canis. Estes parasitos aumentaram de tamanho atingindo entre



FIGURA 1. Formas evolutivas de Babesia canis no intestino de fémeas do carrapato Rhipicephalus
sanguineus, com até 24 horas de desprendimento. Giemsa ( — = 10 um). A. Forma
intraeritrocitica na luz intestinal. B. Forma gametocitica na luz intestinal. C, D, E, F.
Gamontes na luz intestinal. G. Oocineto em formacao.
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5,6 - 6,2 um até¢ 7,6 um (Figura 1C), ao mesmo tempo em que iniciaram divisao
nuclear. Foram encontrados parasitos com dois, quatro ou mais ntcleos (Figura 1D,
E, F). ZAPF & SHEIN (1994a) consideraram , em relagdao a B. equi, todos estes
estagios multinucleados como sendo microgamontes anteriores a formacao dos
microgametas. Ainda neste periodo de 24 horas apds o ingurgitamento, foram
observadas formas piriformes contendo dois nucleos € medindo 6,3 x 8,7 um,
possivelmente um zigoto em formacao (Figura 1G).

Entre o 10° e o0 11° dia ap6s o desprendimento das fémeas ingurgitadas,
ainda foram observados eritrocitos nao parasitados intactos, dentro do conteudo
intestinal. Foram observados parasitos arredondados com o citoplasma azulado,
contendo o nucleo na maioria das vezes em posicao central e podendo, porém, estar
deslocado para a margem do parasito (Figura 2A). Esses estagios encontravam-se
freqiientemente em grupos (Figura 2B) e sdo semelhantes aos que MEHLHORN et
alii (1980) e ZAPF & SHEIN (1994a) descreveram como macrogametas. Os estagios
raiados — considerados como microgamontes, descritos pela primeira vez por
KOCH (1906) para B. bigemina e posteriormente observado por outros autores para
diferentes espécies, incluindo B. canis (SHORTT, 1973; MELHORN et alii, 1980)
— nao foram observados no presente estudo. Entretanto, foram descritos estagios
semelhantes aos considerados por ZAPF & SHEIN (1994a) como grupos de

macrogametas fertilizados (Figura 2C, D). Fusdo de gametas nao foi identificada,
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FIGURA 2. Formas evolutivas de Babesia canis no intestino de fémeas do carrapato Rhipicephalus
sanguineus, a partir do 10° dia do desprendimento. Giemsa ( — = 10 um). A e B.
Macrogametas na luz intestinal. C e D. Macrogametas fertilizados na luz intestinal. E e
F. Formas imaturas de oocineto. G ¢ H. Forma matura de oocineto.
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contudo, a partir do 10° dia de incubacdo, zigotos (oocinetos) moéveis foram
observados no conteudo intestinal, sendo os estagios imaturos menores com o nucleo
arredondado localizado centralmente e o citoplasma azulado e uniforme (Figura 2E,
F). Cinetos idénticos aos encontrados na hemolinfa dos carrapatos também foram
observados no contetudo intestinal (Figura 2G). Provavelmente estes atravessam a
parede intestinal ¢ atingem a hemolinfa (SHORTT, 1973; MEHLHORN et alii,
1980). Alguns oocinetos maiores € com o citoplasma bastante vacuolizado foram
encontrados e talvez representem um estagio final do parasito, iniciando um processo
de degeneracao (Figura 2H).

Na hemolinfa, os primeiros esporocinetos foram observados somente a
partir do 10° dia de incubagdo das fémeas ingurgitadas. Este periodo foi bastante
superior ao descrito por BARREIRA (1988) para B. bigemina e B. bovis, cujo tempo
de aparecimento dos esporocinetos na hemolinfa foi de trés dias. SHOUT (1973)
encontrou o tempo de incubagdo de seis dias para a primeira deteccao de cinetos de
B. canis na hemolinfa de R. sanguineus, enquanto HIGUCHI et alit (1991)
observaram um periodo de dez dias para B. gibsoni no carrapato H. leachi. As
variagdoes de tempo observadas em relacdo ao aparecimento dos esporocinetos na
hemolinfa, estio muito provavelmente relacionadas com as diferencas entre as
amostras de B. canis e de R. sanguineus utilizadas.

Os cinetos imaturos apresentavam-se com forma vermicular, possuindo
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nucleo arredondado, corado fortemente de vermelho e localizado principalmente na
regido mediana do parasito, podendo, entretanto, ser encontrado nas regioes anterior
e posterior. O citoplasma nestes estdgios imaturos € denso e uniforme, corando-se de
azul em toda sua extensdo (Figura 3A, B, E, F). Alguns parasitos apresentavam uma
massa de cromatina corada de vermelho na extremidade anterior do parasito ("cape")
(Figura 3C, D); esse, entretanto, ndo foi um achado constante. Com o envelhecimento
dos cintos, o citoplasma comega a apresentar vacuolos que vao aumentando de
numero ¢ tamanho, assim como uma reducao da massa de cromatina até o seu
completo desaparecimento (Figuras 3G, H). Essa evolugdo se assemelha ao que foi
descrito por RIEK (1964, 1966) ¢ BARREIRA (1988) para B. bigemina e B. bovis.
Os cintos na hemolinfa variaram de 1,8-3,7 um no seu didmetro menor ¢ 9,0-16,4
um no seu didmetro maior, com uma média de 2,9 um (desvio padrao (a) = 3,88) x
13,6 um (a=1,87). Estas mensuragdes sao semelhantes as encontradas por SHORTT
(1973) para B. canis e por HIGUCHI et alii (1991) para B. gibsoni.

Infecgao ovariana foi observada a partir do 10° dia de desprendimento das
fémeas ingurgitadas de R. sanguineus. Neste periodo foram observados parasitos
arredondados, com citoplasma azulado e nucleo vermelho, de um modo geral,
localizado na margem do parasito (Figura 4A). Algumas vezes o ntcleo pode estar
em processo de expansdo e o citoplasma pode estar vacuolizado. Formas

arredondadas grandes com varios fragmentos nucleares também foram observadas e
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FIGURA 3. A,B,C,D,E,F,G eH. Esporocinetos de Babesia canis na hemolinfa do carrapato
Rhipicephalus sanguineus. Giemsa (— = 10 um).
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FIGURA 4. Formas evolutivas de Babesia canis no ovario ¢ ovos de fémeas do carrapato
Rhipicephalus sanguineus. Giemsa (— = 10 um). A. Esporocineto oval no ovario. B.
Esporocineto com nucleo em divisdo no ovario. C e D. Esporocinetos em formagao
no ovério E. Esporocineto maduro no ovario. F. Esporocineto em divisdo nos ovos G.

Esporocinetos arredondados nos ovos.
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representam divisdo nuclear para posterior formacao de novos parasitos (Figura 4B).
Neste periodo ja podem ser observados parasitos claviformes em formagao, com
nucleo vermelho central e citoplasma azulado (Figura 4C, D). As formas ovaladas
variaram muito de tamanho, com os parasitos menores medindo 2,88 um x 3,24 um,
os maiores chegando a 6,48 um x 7,20 um, e uma média de 4,82 um (o = 1,25) x
6,05 um (6 = 1,45). Apesar de predominarem as formas ovaladas alguns parasitos
apresentavam formas bizarras, possivelmente representando a formacdo de um
cineto. A partir do 11° ao 15° dia de incubacdo, predominaram as formas
vermiculares do parasito com nucleo central, regido anterior abaulada e posterior
mais afilada (Figura 4E). Estes cinetos também variaram de tamanho, com o
diametro menor variando de 2,34 - 4,58 um, o didmetro maior variando de 8,37 -
15,66 pm e com uma média de 3,87 um (¢ =0,91) x 12,23 um (o = 2,16). RIEK
(1964) ¢ BARREIRA (1988) encontraram B. bigemina e B. bovis parasitando o
ovario de B. microplus a partir do 4° dia de incubagdo. Porém, para esta espécie
predominaram as formas vermiculares. SHORTT (1936) observou formas de B.
canis no ovario de R. sanguineus, encontrando parasitos ovais de tamanhos variaveis
e medindo cerca de 1,4 - 2,0 um até 5,0 - 6,0 um, sendo, portanto, menores do que
as formas encontradas no presente estudo. Contudo, as formas vermiculares
encontradas por esse autor atingiram até 13 um de comprimento, sendo semelhantes

as nossas.
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O exame de macerados de ovos provenientes de fémeas de R. sanguineus
alimentadas em cées infectados demonstrou B. canis a partir do nono até o 22° dia
apds a postura. Foram observadas formas arredondadas do parasito, semelhantes
aquelas do ovario, com nucleo vermelho, marginal na maioria das vezes e citoplasma
azulado. Alguns individuos estavam em processo de divisdo binaria, apresentando
duas massas de cromatina distintas (Figura 4F). Seu tamanho variou de 2,25 - 6,21
um x 2,61 - 7,20 um com média de 3,55 um (¢ = 0,86) x 4,18 um (¢ = 0,93),
portanto, menores do que os estagios ovais encontrados no ovario. Estes parasito
arredondados algumas vezes estavam isolados, mas na maioria das vezes
encontravam-se em grupos (Figura 4G). A ocorréncia de estagios de B. canis nos
ovos de R. sanguineus também foi descrita por SHORTT (1936, 1973). Entretanto,
em 1973, este autor encontrou ovos infectados a partir de 24 horas até 18 dias apos
a postura. Essa grande diferengca entre o tempo de aparecimento da infecgao
observada no nosso experimento ¢ o que foi descrito por SHORTT (1973) pode ser
devido a baixa infectividade da amostra de ovos, fazendo com que o pequeno nimero
de parasitos levasse mais tempo até que atingisse uma quantidade suficientemente
capaz de ser detectada nos esfregagos. Um outro fator que reforga essa hipotese da
baixa infectividade da B. canis é o pequeno niimero de ovos positivos. SHORTT
(1973) citou a predominancia de formas ovaladas de B. canis nos ovos de R.

sanguineus, porém, o autor encontrou alguns parasitos alongados. As formas
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claviformes descritas por CHRISTOPHERS (1907) e SHORTT (1936) nao foram
freqiientemente encontradas por SHORTT (1973), assim como nao foram observadas
neste experimento. E interessante notar que para B. bigemina e B. bovis as formas
predominantes nos ovos sdo as claviformes, demonstrando uma diferenca marcante
em relacdo a B. canis (RIEK, 1964,1966; BARREIRA, 1988).

O exame de larvas ingurgitadas em cdes infectados com B. canis,
demonstrou positividade a partir do 4° dia ap6s o desprendimento. A parasitemia nas
larvas ingurgitadas foi bastante baixa, o que estd de acordo com os achados de
SHORTT (1973) que citou a baixa parasitemia devido a massiva destruicao dos
parasitos no trato intestinal dos carrapatos. No presente trabalho foram encontradas
formas arredondadas, com citoplasma azul claro e nucleo arredondado na periferia
(Figura 5A). Esse achado corresponde ao citado por SHORTT (1973) para o mesmo
periodo, sendo que o autor encontrou larvas infectadas a partir do primeiro dia apds
o desprendimento; encontrando, também, além dos parasitos ovais, algumas formas
vermiculares e formas com o nicleo em divisao.

Em relagdo as ninfas, essas encontraram-se positivas a partir do 5° dia
apos o ingurgitamento. Nessas, além de formas ovais com citoplasma azulado e
ntcleo vermelho localizado na margem do parasito (Figura 5B), foram encontrados
parasitos arredondados e grandes, contendo varios nucleos (Figura 5C, D). Outro

estagio observado foi em forma de clava, com citoplasma azulado e diversos
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FIGURA 5. Formas evolutivas de Babesia canis em macerados de larva e ninfa de Rhipicephalus
sanguineus. Giemsa (— = 10 um).
A. Esporocineto no corpo da larva.
B. Esporocineto no corpo da ninfa.
C. Forma com o nucleo em expansdo no corpo da ninfa.
D. Forma com diversos nticleos no corpo da ninfa.
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fragmentos nucleares na regido mais abaulada do seu corpo. Essas forras multinucleadas
provavelmente correspondem ao que SHORTT (1936, 1973) denominou de pseudocisto.
O autor também observou formas ovais que apos crescimento celular e divisao nuclear,
originaram os pseudocistos. Estes deram origem a diversos estagios claviformes que,

entretanto, nao foram observados neste experimento.

4.2. Transmissiao da Babesia canis por Rhipicephalus sanguineus

Os dois caes infestados com aproximadamente 5000 larvas de R. sanguineus
provenientes de fémeas infectadas permaneceram negativos para B. canis apos 30 dias de
exames diarios de seus esfregacos sanguineos. Considerou-se, entdo, que as larvas nao
transmitiram B. canis.

O animal que foi infestado com 200 ninfas, apresentou B. canis na circulagdo
nove dias apos a infestagdo com os carrapatos. O cao infestado com 50 machos e 50
fémeas mostrou-se positivo seis dias apos os carrapatos terem sido colocados.

A ndo transmissdo da B. canis por larvas de R. sanguineus pode ter ocorrido
devido ao nimero de larvas, j& que, segundo REICHENOW (1935), as larvas s
transmitem a infec¢ao quando estdo em grande nimero. Um outro fator que pode ter
prejudicado a transmissao ¢ a temperatura de manutencao (27 + 1 °C) que foi considerada

elevada por SHORTT (1973) para o completo desenvolvimento da B. canis no carrapato.
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Entretanto, deve-se levar em conta também a viruléncia da cepa de B. canis para a colonia
de carrapatos utilizada, pois como foi observado por SMITH et alii (1978) para B. bovis
no B. microplus, a taxa de infeccao das larvas é proporcional a taxa de infecgdo das
fémeas. Assim sendo, o niimero de larvas infectadas pode ter sido insuficiente para
transmitir a infec¢ao para os caes.

O periodo de incubagdo entre a infestacdo com ninfas até o aparecimento de
B. canis nos esfregacos foi superior ao observado por PARAENSE (1949) que encontrou
um periodo de incubagdo de seis dias e ao encontrado por SHORTT (1973) que foi de
cinco dias. Todavia, em relagdo ao periodo de incubagdo quando o cao foi infestado com
adultos de R. sanguineus, este foi idéntico ao de PARAENSE (1949) e bastante inferior
ao de SHORTT (1973) que, para H. leachi, foi de dez dias e, para adultos de R.
sanguineus, foi de 21 dias. Essa diferenga no periodo de incubagao pode ocorrer devido a

viruléncia da amostra de B. canis ou a taxa de infec¢do dos carrapatos utilizados.

4.3. Observacoes de hemoparasitos no hospedeiro vertebrado

Esfregagos sanguineos dos caes inoculados com B. canis foram realizados
diariamente a partir do dia da inoculagdo. O tempo decorrido entre a inoculagao e o
aparecimento de B. canis variou de dois a quatro dias. Estes resultados sdo similares

aos encontrados por PARAENSE (1949), EWING (1965) e SHORTT (1973).
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Os trofozoitos de B. canis mostraram-se bastante pleomorficos, com a
presenga de formas anelares (Figura 6A), piriformes (Figura 6B), ameboides e
formas bizarras (Figura 6C). Segundo RUDZINSKA et alii (1979) e MELHORN et alii
(1980), os parasitos arredondados podem ser gametocitos, que no carrapato
continuardo o ciclo. A luz da microscopia dptica ndo é possivel definir a natureza
dos corpos arredondados. Raramente foram observadas hemacias com oito ou mais
trofozoitas (Figura 6D), ao contrario do que foi citado por EWING (1965),
provavelmente em funcao de termos trabalhado com cdes mesticos, € portanto, com
maior resisténcia imunologica. Também foram encontrados com frequéncia parasitos
livres no plasma, assim como fagocitados no interior de macrofagos, demonstrando
acentuada atividade de defesa.

As mensuragdes das formas piriformes pareadas variaram de 1,80 pm a
2,61 um de largura por 2,52 um a 5,22 um de comprimento, com uma média de 2,40
um (o = 0,38) x 3,90 um (a = 0,65). Estes valores sao semelhantes aos encontrados
por PURNELL (1981) que citou as formas piriformes variando de 2,5-3,0 um x 5,0
pm.

Apoés inoculagdo de sangue infectado, o cdo n° 3 além de B. canis
apresentou-se positivo para Haemobartonella canis (Figura 7A). Foram observadas
principalmente formas cocoides, cujo diametro variou de 0,3 a 0,7 um, com média

de 0,4 um (o =0,13), e formas em anel que variaram de 0,5 a 0,8 um, com média de
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FIGURA 6. Formas intra-eritrociticas de Babesia canis coradas pelo método de Giemsa (— =10
pm).
A. Forma anelar.
B. Forma bigeminada.
C. Forma alongada em faixa.
D. Forma trofozoitica em multiplicagao.
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0,6 um (o = 0,1). As formas cocdides frequentemente se agruparam formando cadeias
na superficie dos eritrocitos. A morfologia das formas sangiiineas de Haemobartonella
canis foi semelhante a descrita por NEITZ (1939) e WRIGHT (1971), sendo que este
ultimo citou as formas cocoides como medindo de 0,2-0,5 um de didmetro e as formas
em anel medindo de 0,4-0,8 um de diametro. SOMODA et alii (1978) encontraram H.

canis medindo de 0,2 a 0,6 um de didmetro.

FIGURA 7. A. Formas eritrocitarias de Haemobartonella canis. Giemsa (— = 10 um).

B. Forma gametocitica, intraleucocitaria de Hepatozoon canis. Giemsa (— = 10 um).
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Esse mesmo animal, antes da inoculagdo de B. canis, era portador de
Hepatozoon canis, cujos gametocitos apareciam na circulagdo esporadicamente
(Figura 7B). O Hepatozoon canis voltou a aparecer na circulagdo onze dias apos a
inoculacdo, tornando-se periddico a partir desta data. Os gametocitos encontrados
mediram de 4,32 a 5,85 pym (X=5,11; 6 = 0,57) x 8,82 a 11,52 um ( X = 9,56;
o = 1,13 ), valores estes superiores aos encontrados por GONDIM et alii (1994),
cujos gametocitos variaram de 6,83 x 4,0 um a 7,5 x 4,5 um, porém, semelhantes aos
encontrados por MASSARD (1979), cujos gametdcitos variaram de 8,4 - 12,0 um x
4,8 - 8,4 pm.

NEITZ (1939) relatou o aparecimento de Haemobartonella canis em um
cdo ndo esplenectomizado, positivo para Ehrlichia canis, B. canis e Hepatozoon
canis. WRIGHT (1971) observou a existéncia de Haemobartonella canis associada
a B. canis em um céao esplenectomizado.

O animal apresentou Hepatozoon canis pela primeira vez apds a
esplenectomia e, s6 apds a inoculacdo de B. canis, é que foi identificada a
Haemobartonella canis; tornando-se, portanto, portador das trés hemoparasitoses
simultaneamente. A origem do parasitismo por Haemobartonella canis nao foi
identificada, ja que o animal doador do sangue nao mostrou essa rickettsia nos
esfregagcos sangiiineos. Assim, o cdo n° 3 ja poderia ser portador da

Haemobartonella canis, como ja o era para Hepatozoon canis; e, com a queda da
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resisténcia devido aos outros hemoparasitos, esta foi reativada; ou, entdo, o animal
doador poderia ser portador assintomatico, infectando o cdao n° 3 apds a

inoculacao.



5. CONCLUSAO

A amostra de Babesia canis estudada demonstrou ter um comportamento
biologico similar as outras amostras estudadas nos carrapatos (Rhipicephalus
sanguineus, Dermacentor reticulatus e Haemaphysalis leachi), em diferentes regides
do mundo. Entretanto, ndo foram observadas as formas designadas de
“strahlenkorper”. Foi verificada ainda, uma acentuada tendéncia de formacao de
estagios evolutivos arredondados no organismo do carrapato vetor.

No que se refere a transmissibilidade, nao foi observada transmissao de B.

canis para o cdo por larvas de R. sanguineus.
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7. APENDICES



APENDICE 1.

INFECGAO MULTIPLA POR HEMOPARASITOS DE CAES:

RELATO DE UM CASO!'

O'DWYER, L.H., GUIMARAES, L. & MASSARD, C.L.

INTRODUGCAO

Sao varios os agentes patogénicos que sao transmitidos ao cao pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806), podendo estes estarem associados,
parasitando o mesmo animal. Dentre estes agentes, Babesia canis (Piana & Galli-Valerio,
1895) é a mais prevalente, causando muitas vezes doencga grave e morte. Babesia canis é
um protozoario intra-eritrocitico, classificado como uma grande Babesia. Apresenta formas
variadas, sendo que a forma caracteristica é a piriforme pareada (PURNELL, 1981). Sao
comuns as infecgdes multiplas dos eritrocitos, com até 16 merozoitos preenchendo a célula
(EWING, 1965). Outro hemoparasito de cdo que pode ser encontrado na circulagdo é o
Hepatozoon canis (James, 1905). Este protozoario possui um ciclo de vida complexo no
hospedeiro vertebrado, com esquizogonias ocorrendo nos tecidos e presenca de
isogametdécitos parasitando neutréfilos na circulagdo. Ao contrario de outros agentes, é
transmitido pela ingestdo dos carrapatos infectados, e ndo pela inoculagéo de sua saliva

(HOSKINS, 1991). Na maioria das vezes, somente os animais que possuem infeccoes

' DPA-IB/UFRRJ; Antiga Rodovia Rio-S3o Paulo, Km 47, Seropédica, RJ. 23851-970.
Trabalho apresentado no IX Seminario Brasileiro de Parasitologia Veterinaria, 11 a 15 de setembro de 1995,
Campo Grande - MS.
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concorrentes ou imunossupressao, desenvolvem sinais clinicos (HOSKINS, 1991). No
Brasil o Hepatozoon canis ja foi diagnosticado no Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito
Santo e Rio Grande do Sul, principalmente em areas rurais (MASSARD, 1979). A
Haemobartonella canis (Kikuth, 1928) € um organismo rickettsial com localizagao
epieritrocitica. Foi primeiramente descrito por KIKUTH em 1928, em caes
esplenectomizados. Raramente causa doenca em caes sadios, porém infeccoes
latentes sao ativadas por esplenectomia e infecgdes associadas (HOSKINS, 1991). O
uso de drogas imunossupressoras, como por exemplo corticosteréides, também pode
provocar o aparecimento de sintomas clinicos (HANDCOCK, 1989). Haemobartonella
canis € um organismo pleomoérfico, aparecendo como formas cocdides, isoladas ou em
cadeia, em forma de arco, anel e bengala. As formas arredondadas medem de 0,2 a
0,5 um (GOYANNES, 1936). Na América do Sul esta rickettsia ja foi assinalada em
caes no Peru (WEISS & MUZZO, 1936), na Venezuela (VOGELSANG & ESPIN, 1951)
e Chile (RUDOLF et al., 1989). No Brasil foi citada por MASSARD et al. (1978) e
BIONDINI et al. (1983).
No presente trabalho observou-se a infecgdo multipla por B. canis, Hepatozoon

canis e Haemobartonella canis em um cao esplenectomizado.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos laboratérios do Departamento de Parasitologia

Animal, Estacdo para Pesquisas Parasitoldégicas W.O. Neitz, Instituto de Biologia, UFRRJ,

Seropédica, Rio de Janeiro.
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Um céo fémea, sem racga definida, esplenectomizado e com infecgao natural
por Hepatozoon canis, foi inoculado com sangue de um animal portador de B. canis. Os
animais procediam das adjacéncias da UFRRJ, Seropédica, Rio de Janeiro. Foram feitas
medigdes diarias de temperatura corporal e confecgao de esfregagos sanguineos, feitos
a partir da puncéao de vasos de pequeno calibre da regido auricular. Os esfregagos foram
secos ao ar, fixados em metanol por trés minutos e corados com Giemsa solug¢ao a 10%
por 45 minutos. Os esfregagos foram examinados em microscoépio 6tico, ocular de 10X e

objetiva de 100X.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No quarto dia apés a inoculagéo, foi diagnosticado em esfregagos sanguineos
a presenca de B. canis, assim como formas cocdides, anulares e em cadeia de
Haemobartonella canis. KIKUTH (1928) e WRIGHT (1971), ja haviam descrito a
ocorréncia dessas duas parasitoses em caes esplenectomizados. A rickettsia persistiu na
circulagao por quatro dias consecutivos, ao fim dos quais desapareceu e so voltou a ser
encontrada cinco dias depois. A partir de entdo, o encontro de Haemobartonella canis nos
esfregacos ocorreu de forma esporadica, o que confirma os achados de KIKUTH (1928)
e GOYANES (1936). A infecgdo por B. canis foi persistente, com grau variado de
parasitemia. Nove dias apos a primeira observacdo das hemoparasitoses citadas,
também foram encontrados neutréfilos parasitados com Hepatozoon canis. Este
protozoario foi diagnosticado pela primeira vez apos a esplenectomia do cdo, tendo sido

observado desde entdo de forma esporadica e irregular. Durante todo o periodo de
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acompanhamento, o cao se alimentou normalmente, ndo demonstrando apatia, apesar
de clinicamente apresentar variagao de temperatura corpoérea (38,5°C a 41,3°C) e sinais
de anemia, como palidez de mucosas e alteragdes morfologicas eritrocitarias, tais como
poiquilocitose, anisocitose, hipocromia, corpusculos de Howell-Jolly e presenga de
hemacias nucleadas. Este quadro se acentuou com o decorrer do tempo.

A ocorréncia da associacdo de hemoparasitos de caes vem sendo relatada desde
o inicio do século, sendo que a presencga dos trés parasitos em questao, foi citada por NEITZ
(1939). Entretanto, é a primeira vez que a infecgdo simultdnea de um cdo com B. canis,

Hepatozoon canis e Haemobartonella canis é relatada no Brasil.
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APENDICE 2.

TRANSMISSAO BIOLOGICA DE Babesia canis (PIANA &
GALLI-VALERIO, 1895) POR NINFAS E ADULTOS DE

Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE, 1806)2

O'DWYER, L.H., GUIMARAES, L. & MASSARD, C.L.

INTRODUGAO

Aspectos biolégicos da transmissdo das varias espécies de Babesia pelos seus
diferentes vetores, vém sendo estudados por inUmeros autores. Em algumas espécies, o
modo de transmissdo estd bem esclarecido. Babesia bigemina é transmitida pelos estagios
de ninfa e adultos de Boophilus microplus, inclusive machos, sendo que as fémeas sao as
Unicas capazes de adquirir a infeccao (DALGLIESH et al., 1978; FRIEDHOFF & SMITH,
1981). Ao contrario, somente as larvas de B. microplus sdo capazes de transmitir B. bovis,
perdendo a infeccdo apds a transmissdao (MAHONEY & MIRRE, 1979). Deste modo, os
estagios subsequientes de ninfas e adultos ndo estdo infectados. Para esta espécie de
Babesia ocorre somente a transmissao transovariana e novamente, a fémea € o unico estagio
que adquire o protozoario (FRIEDHOFF & SMITH, 1981). A transmissao de Babesia por via
oral € uma outra possibilidade, como foi demonstrado por MALAGON & TAPIA (1994) para B.

microti.

2 DPA-IB/UFRRJ; Antiga Rodovia Rio-Sao Paulo, Km 47, Seropédica, RJ. 23851-970.
1 Trabalho apresentado no IX Seminario Brasileiro de Parasitologia Veterinaria, 11 a 15 de setembro de 1995,
Campo Grande - MS.
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Em relagdo a B. canis, algumas duvidas ainda persistem quanto aos estagios de
Rhipicephalus sanguineus que adquirem e transmitem a infeccdo. SHORTT (1973) conseguiu
transmitir B. canis com larvas, ninfas e adultos de R. sanguineus. Os adultos, tanto machos
quanto fémeas, sdo os transmissores mais eficientes, enquanto as larvas sé transmitem
quando grande numero € utilizado (REICHENOW, 1935). Outro fator limitante para a
transmissao de B. canis por larvas de R. sanguineus é a temperatura de manutencao dos

carrapatos, que deve ser inferior a 28°C (SHORTT, 1973).

MATERIAL E METODOS

1. Local do Experimento

O experimento foi realizado nos laboratérios do Departamento de Parasitologia
Animal, Estacao para Pesquisas Parasitolégicas W.O. Neitz (EPPWON), Instituto de Biologia,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro.

2. Obtencao de carrapatos livres de Babesia canis

Foi utilizada uma colénia de carrapatos de R. sanguineus mantida em laboratério
e alimentada em coelhos por sete geragdes, no Laboratério de Ixodologia na EPPWON.
Fémeas ingurgitadas desta col6nia tiveram suas hemolinfas examinadas no 10° dia apés o
desprendimento natural, para verificagao da presenca de B. canis, sendo todas negativas. S6
entdo as progénies dessas fémeas foram usadas no experimento. Todos os instares de

carrapatos foram mantidos em estufa biolégica BOD, a 27°C (£ 1°C), umidade relativa superior
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a 80% e escotofase.

Para confirmar a negatividade dos carrapatos, um cao esplenectomizado,
negativo para B. canis e portanto sensivel a mesma, foi infestado segundo adaptacao da
técnica de NEITZ et a/. (1971). Esse cao foi acompanhado diariamente através de esfregacos
sanguineos fixados pelo metanol e corados pelo Giemsa, para verificacdo de possivel
transmissdo de Babesia pelos carrapatos. O animal permaneceu negativo. As fémeas
ingurgitadas assim obtidas tiveram suas hemolinfas examinadas e ndo se mostraram
infectadas, demonstrando que os carrapatos utilizados no experimento estavam realmente

livres do protozoario.

3. Infestagao de caes positivos

Dois caes positivos e com parasitemia para B. canis receberam aproximadamente
5000 larvas e 200 ninfas de R. sanguineus, segundo técnica de NEITZ et al. (1971). Apds o
ingurgitamento e desprendimento dos dois instares, os carrapatos foram mantidos em BOD,
a 27 * 1°C, umidade relativa superior a 80% e escotofase. Apds ecdise, as ninfas e adultos

foram utilizados na transmissao.

4. Infestacao de caes negativos para Babesia

Foram utilizados dois caes jovens, negativos para Babesia e mantidos livres de
carrapatos. O primeiro cao foi infestado com 200 ninfas e o segundo, com 50 machos e 50
fémeas de R. sanguineus, obtidos conforme descrito no item 3. Os animais foram monitorados

diariamente com medigdes de temperatura retal e esfregacos sangtiineos confeccionados a
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partir da puncao de vasos de pequeno calibre da regido auricular. Os esfregacos foram secos
ao ar, fixados em metanol por trés minutos e corados com Giemsa solugao a 10% por 45
minutos. Os esfregagos foram examinados em microscopio optico, ocular de 10x e objetiva

de 100x.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O cao 1 apresentou esfregacos sangulineos positivos para B. canis nove dias apds
a infestacdo com ninfas, antes mesmo de apresentar elevacado de temperatura corporal. O
cao 2, infestado com adultos, apresentou elevagdo de temperatura cinco dias apds a
colocagdo dos carrapatos, e esfregagos de sangue positivo, seis dias apds. Fémeas
ingurgitadas neste animal, tiveram suas hemolinfas examinadas e muitas estavam positivas.

O experimento realizado demonstrou a transmissdo de B. canis por ninfas e
adultos de R. sanguineus, confirmando os dados de SHORTT (1973) e FRIEDHOFF & SMITH
(1981), que afirmaram que todos os instares deste carrapato podem transmitir o protozoario
em questao. Os adultos mostraram-se melhores transmissores, devido ao menor periodo pré-
patente, o que esta de acordo com FRIEDHOFF & SMITH (1981). Nossos resultados indicam
que tanto larvas quanto ninfas foram capazes de adquirir a infec¢ao, discordando dos autores
citados que dizem que somente as fémeas podem adquirir o protozoario, transmitindo as
geracbes seguintes via transovariana. Outros estudos estdo sendo conduzidos a fim de

caracterizar as infecgdes transovarianas e intraestadiais.
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