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RESUMO

LANDULFO, Gabriel Alves. Estudo do Ciclo Bioldgico de Ornithodoros mimon (Acari:
Argasidae) em condicOes de laboratorio. 2012. 32p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterindria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Ornithodoros mimon Kohls, Clifford & Jones, 1969 € um carrapato argasideo parasito de
Chiroptera, originalmente descrito de larvas coletadas sobre morcegos da Bolivia e Uruguai.
No Brasil a espécie é bastante agressiva aos humanos e aos animais. Ninfas e adultos de O.
mimon foram coletados do teto de uma residéncia em Araraquara, Sdo Paulo, Brasil, cujos
moradores estavam sendo picados pelos carrapatos. Uma vez em laboratdrio, os exemplares
foram alimentados em coelhos da raca Nova Zelandia e mantidos em estufas de B.O.D. a
27°C + 1°C e 90% de umidade. As fémeas, ap0s 0 acasalamento, realizaram posturas que
resultaram em larvas que foram identificadas através da descricdo original (Kohls et al., 1969)
e também pela comparacdo com o0s paratipos (RML 50271-50274) depositados na
Universidade da Georgia, USA. O ciclo bioldgico desta espécie foi obtido através da
aquisicdo de duas geracGes de carrapatos (F1 e F2) em laboratério, utilizando roedores e
coelhos como hospedeiro. Os parametros bioldgicos de larva, ninfa e adulto de ambas as
geracOes foram observados e registrados a partir de infestagdes nos hospedeiros de
laboratério. As larvas apresentaram um perfil de alimentacdo por dias no hospedeiro,
enquanto que as ninfas e adultos por cerca de minutos. Registrou-se mudanga de ninfas de
primeiro instar (N1) para ninfas de segundo instar (N2) sem repasto sanguineo. A espécie foi
colonizada com sucesso e o0 seu ciclo biolégico foi elucidado pela primeira vez. Assim, 0s
achados obtidos no presente estudo contribuiram com informacdes para um melhor
conhecimento da espécie, além de fornecer subsidios para manutencdo de coldnia em
laboratério.

Palavras - chaves: Ornithodoros mimon, Argasidae, ciclo bioldgico.



ABSTRACT

LANDULFO, Gabriel Alves. Estudo do Ciclo Biolégico de Ornithodoros mimon (Acari:
Argasidae) em condicbes de laboratdrio. 2012. 32p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterindrias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Ornithodoros mimon Kohls, Clifford & Jones, 1969 is an argasid tick, originally described
from larvae collected on bats from Bolivia and Uruguay. In Brazil the species is aggressive to
humans and animals. Nymphs and adults of O. mimon were collected from the roof of a
residence in Araraquara, Sao Paulo, Brazil, whose residents were bitten by ticks. Once in the
laboratory, they were fed rabbits and maintained in biological oxygen demand incubator at 27
°C £ 1 °C and 90% = 10% relative humidity. The females, after mating, laid eggs that resulted
in larvae that were identified by the original description and also by the paratypes
examination (RML 50271-50274) deposited at the United State National Tick Collection,
Georgia, GA, USA. The life cycle of this species was obtained through the acquisition of two
generations of ticks (F1 and F2) in the laboratory using rodents and rabbits as hosts. The
biological parameters of larva, nymph and adult stages of both generations were observed and
recorded from infestations in the laboratory hosts. Larvae showed a profile of feeding for days
on the host, while the nymphs and adults for few minutes. It was observed molt from first
nymphal instar (N1) to second nymphal instar (N2) without blood meal. The species was
successfully colonized and its life cycle was elucidated for the first time. Thus, the findings
obtained in this study have contributed with information for better knowledge of the species,
and provides subsidies for maintenance of the colony in the laboratory.

Key words: Ornithodoros mimon, Argasidae, life cycle.
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos sdo artrépodes compreendidos na classe Arachnida, subclasse Acari e
pertencentes a subordem Ixodida, superfamilia Ixodoidea, que é composta por trés familias:
Ixodidae, Argasidae e Nuttalliellidae. As duas primeiras estdo amplamente distribuidas
enquanto que a Gltima esta restrita & Africa e Tanzania (BARROS-BATTESTI et al., 2006).
Membros dessas familias sdo hemat6fagos cujos hospedeiros englobam uma vasta diversidade
de animais vertebrados (anfibios, répteis, aves e mamiferos), incluindo o homem
(HOOGSTRAAL, 1985). Os carrapatos sdo importantes para a saude publica e animal, pois
podem transmitir agentes patogénicos, sendo apontados como 0 segundo grupo em
importancia zoondtica (SONENSHINE, 1991). Além disso, estes acarinos causam injurias aos
hospedeiros durante a hematofagia (BARROS-BATTESTI et al., 2006). Atualmente, sdo
conhecidas aproximadamente 900 espécies para 0 mundo (GUGLIELMONE et al., 2010).

A familia Ixodidae € mais numerosa em espécies e também a mais estudada do ponto
de vista taxondmico, enquanto que a familia Argasidae, embora com muitos representantes na
Regido Neotropical, é pouco conhecida. A maioria das espécies de argasideos foi descrita do
estagio larval, cujas descricdes sdo muito antigas, pobres em detalhes e as ilustracbes nao
representam bem os caracteres morfoldgicos de cada taxon (VENZAL et al., 2006). A familia
Nuttalliellidae € conhecida somente pela descricdo de uma Unica espécie, Nuttalliella
namaqua Bedford, 1931, cujos exemplares foram coletados em roedor (Otomyidae), em um
pequeno carnivoro (Viverridae) e em ninhos de aves (Hirundinidae) (KEIRANS et al., 1976).

Os ixodideos possuem uma posicdo sistematica e filogenética bem estabelecida,
diferentemente da familia Argasidae que apresenta complicacBes taxonémicas, pois as escolas
ocidental e oriental divergem quanto ao consenso da posi¢do genérica dos argasideos.
Segundo Estrada-Pefia et al. (2010), dois importantes fatores contribuem para esta incerteza:
primeiro, a determinagdo de caracteres morfoldgicos estaveis e confiaveis, e segundo, a alta
diversidade de espécies de Argasidae, que tem sido subestimada nas compilacdes das chaves
taxonémicas, principalmente na regido Neotropical (NAVA et al., 2010; DANTAS-TORRES
etal., 2012). Hoogstraal (1985) reconhece cinco géneros validos em Argasidae, Ornithodoros
Koch, Antricola Cooley & Kohls, Argas Latreille, Nothoaspis Keirans & Clifford e Otobius
Banks.

Klompen e Oliver (1993) elevaram o subgénero de Argas, Carios Latreille, em nivel
de género, incluindo neste, os géneros Antricola e Nothoaspis, além de alguns representantes
(carrapatos associados aos morcegos) de Argas e Ornithodoros. Esses autores se basearam em
analises filogenéticas subsidiadas por caracteres morfolgicos e moleculares, resultando em
uma drastica modificacdo e rearranjo na sistematica de Argasidae.

Horak et al. (2002) e Barker e Murrell (2004) adotaram a modificagdo proposta por
Klompen e Oliver (1993), mas Labruna et al. (2008) evidenciaram quatro distintos clados,
cada um representado por Argas, Ornithodoros, Carios e Antricola, sendo este Ultimo
revalidado em nivel de género pela analise filogenética.

Guglielmone et al. (2003, 2010), Venzal et al. (2006, 2008), Nava et al. (2010) e
Estrada-Pefia et al. (2004, 2010) ndo concordam com as modifica¢cbes na sistematica de
Argasidae feitas por Klompen e Oliver (1993), alegando que é preciso realizar mais estudos
que abranjam a morfologia, ciclo biologico, relacdo parasito-hospedeiro e taxonomia
molecular para consolidar a posicao sistematica e filogenética dos argasideos. Desta maneira,
em conhecimento da incerteza da classificacdo dos membros da familia Argasidae, o presente
trabalho adotara a sistematica classica de Hoogstraal (1995), que foi mantida na dltima
revisao elaborada por Guglielmone et al. (2010). Nesta revisdo a fauna mundial de argasideos
compreende 195 especies (GUGLIELMONE et al., 2010; NAVA et al., 2010).



O género Ornithodoros inclui a maior parte dos argasideos, possuindo
aproximadamente 113 espécies descritas para 0 mundo, das quais 52 ocorrem na regido
Neotropical e 15 ocorrem no Brasil, Ornithodoros rudis Karsh, 1880, Ornithodoros talaje
(Guérin-Méneville, 1849), Ornithodoros capensis Neumann, 1901, Ornithodoros rostratus
Aragdo, 1911, Ornithodoros brasiliensis Aragdo, 1923, Ornithodoros nattereri Warburton,
1927, Ornithodoros hasei (Schulze, 1935), Ornithodoros jul Schulze, 1940, Ornithodoros
stageri Cooley & Kohls, 1941, Ornithodoros marinkellei Kohls, Clifford & Jones, 19609,
Ornithodoros mimon Kobhls, Clifford & Jones, 1969, Ornithodoros setosus Kohls, Clifford &
Jones, 1969, Ornithdoros rondoniensis (Labruna, Terassini, Camargo, Branddo, Ribeiro &
Estrada-Pefia, 2008), Ornithodoros fonsecai (Labruna & Venzal, 2009) (GUGLIELMONE et
al., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2009) e Ornithodoros cavernicolous Dantas-Torres,
Venzal & Labruna (DANTAS-TORRES et al., 2012). Algumas destas espécies, como O.
talaje e O. capensis, ja foram incriminadas como vetoras de agentes patogénicos. Outras
como O. brasiliensis e O. rostratus, causam lesdes graves e febre em humanos (BRUMPT,
1915; ESTRADA-PENA; JONJEGAN, 1999; MARTINS et al., 2011).

Embora possuam importancia médica e veterinaria, ha poucos estudos sobre o ciclo de
vida destes carrapatos no Brasil. No entanto, o conhecimento biolégico dos argasideos
fornece informagdes importantes sobre as espécies, que auxiliam o desenvolvimento de
medidas de controle nas regides infestadas. Além disso, contribui com a manutencéo e cria¢do
de colbnias de carrapatos em laboratério (SANTOS et al., 2008; MARTINS et al., 2011),
etapa fundamental para diversas atividades de pesquisas envolvendo carrapatos (por exemplo,
investigacdo de transmissdo de agentes patogénicos e cultivo celular de células embrionarias
de carrapatos).

O papel da espécie O. mimon como transmissor de patégenos € ainda desconhecido,
porém se trata de uma espécie agressiva a humanos. Ninfas e adultos de O. mimon foram
obtidos em uma residéncia em Araraquara, SP, cujos moradores apresentavam intensas lesoes
inflamatorias no local da picada, semelhantes aquelas relatadas por Labruna e Venzal (2009)
para a espécie O. fonsecai (BARROS-BATTESTI et al., 2011). Outras espécies proximas a O.
mimon, tais como O. talaje e Ornithodoros puertoricensis Fox, 1947, ja foram associadas a
transmissdao de Febre Recorrente e de Febre Suina Africana na América do Sul,
respectivamente (HOOGSTRAAL, 1985; BARROS-BATTESTI et al., 2011). Desta maneira,
embora O. mimon ndo tenha sido encontrada infectada (BARROS-BATTESTI, comunicacgédo
pessoal), esta possibilidade ndo pode ser totalmente descartada, uma vez que a espécie esta
presente em ambiente domiciliar.

Assim, o conhecimento do ciclo bioldgico de O. mimon vem contribuir com
informacBes sobre a espécie, partindo do pressuposto que ela pode ser criada e mantida em
hospedeiros de laboratérios, como coelhos e roedores, ja que ela foi encontrada no forro da
residéncia onde havia fezes de roedores e marsupiais e guano de morcegos.



1.1 OBJETIVOS
Geral:
Estudar o ciclo biologico de O. mimon por duas geracGes, em condi¢des de laboratorio
utilizando roedores e coelhos como hospedeiros.

Especificos:

e Acompanhar os pardmetros bioldgicos da fase parasitaria de larvas, ninfas e
adultos;

e Observar os periodos médios de muda para cada um dos estdgios bioldgicos,
bem como o nimero de ciclos gonotroficos por fémea.

e Determinar os periodos médios de pré-oviposicdo e oviposicdo de fémeas e
eclosdo das larvas;

e Determinar os indices de producdo de ovos (IPO) e de eficiéncia nutricional
(IEN) em cada ciclo gonotrofico.



2 REVISAO LITERARIA

2.1 Descricéo e distribui¢éo de Ornithodoros mimon

A espécie O. mimon foi originalmente descrita por Kohls et al. (1969) a partir de
larvas coletadas sobre morcegos da espécie Mimon crenulatum (E. Geoffroy, 1810) da Bolivia
e Eptesicus brasiliensis (Desmarest, 1819) do Uruguai. A larva de O. mimon distingue-se das
demais larvas das espécies do género Ornithodoros (subgénero Alectorobius) pelo tamanho e
forma piriforme da placa dorsal, pelo nimero de pares de cerdas dorsais (14 a 15 pares) e
pela formula dentéria 4/4 do hipéstomio (KOHLS et al., 1969). O estégio larval foi por muito
tempo o Unico estagio conhecido da espécie, pois ninfas e adulto, assim como a sua biologia,
eram desconhecidos até recentemente.

Venzal et al. (2003) encontraram O. mimon pela segunda vez no Uruguai, na divisa
com o Brasil, mas em Eptesicus furinalis (d'Orbigny, 1847). Esses autores comentaram que E.
furinalis pode facilmente ser confundida com E. brasiliensis, questionando a area de
distribuicdo da dltima espécie. Venzal et al. (2004) encontraram 13 larvas de O. mimon
parasitando morcegos na Argentina e incluiram Eptesicus diminutus Osgood, 1915 e Histiotus
macrotus (Poeppig, 1835) como novos hospedeiros.

A espécie foi relatada pela primeira vez no Brasil, com base na morfologia da larva,
em morcegos da espécie Diphylla ecaudata Spix,1823 do Distrito Federal, em E. brasilensis
do Parana e em Chiroptera ndo identificados do estado de Sao Paulo (VENZAL et al., 2006;
GRACIOLLI etal., 2008; DANTAS-TORRES et al., 2009).

Barros-Battesti et al. (2011), redescreveram a larva e descreveram o estagio adulto.
Nesse trabalho foi relatado um par de cerdas acessoérias na superficie ventral do idiossoma da
larva, as quais foram denominadas de “suplementares”. As principais caracteristicas
morfolégicas nos adultos (presenca de bochechas, pernas com cuticulas micromamilonadas e
tarsos sem protuberancias dorsais), bem como o sequenciamento génico confirmaram a
proximidade desta espécie com aquelas do subgénero Alectorobius (associadas a morcegos).

2.2 Ciclo Bioldgico da familia Argasidae

O ciclo biolégico de um carrapato argasideo compreende: ovo, larva, varios instares
ninfais e adulto. Poucas espécies podem se reproduzir por partenogénese esporadica
(OLIVER, 1989).

Em geral, os argasideos alimentam-se rapidamente nos estagios ninfal e adultos,
enguanto que a larva leva de 7 a 10 dias. Exce¢des ocorrem para algumas espécies, no estagio
larval, que se alimentam por minutos (HOOGSTRAAL, 1985; SONENSHINE, 1991; VIAL,
2009; BARROS-BATTESTI et al., 2012).

Segundo Hoogstraal (1985) o hospedeiro pode influenciar no tempo de alimentagao
das larvas. O autor sugere que aquelas que parasitam mamiferos terrestres tendem a uma
alimentacdo de alguns minutos, como por exemplo, Ornithodoros turicata (Duges, 1876)
(BECK et al., 1986) e Ornithodoros erraticus (Lucas, 1849) (SHOURA, 1987). Por outro
lado, aquelas que parasitam aves e morcegos (que correspondem a maioria das espécies
conhecidas), como Ornithodoros kelleyi Cooley & Kohls, 1941 (SONENSHINE; ANASTOS,
1960) e Ornithodoros amblus Charmberli, 1920 (KHALIL; HOOGSTRAAL, 1981),
requerem varios dias para realizarem o repasto sanguineo. Algumas espécies do género
Ornithodoros, no estagio larval, ndo se alimentam, como por exemplo, Ornithodoros savignyi
(Audouin, 1826) e O. brasiliensis (KHAN; SRIVASTAVA, 1988; BARROS-BATTESTI et
al., 2012).

Segundo Vial (2009) os instares ninfais de um carrapato argasideo podem variar de 3 a
9, com excegdo de uma espécie do género Otobius, Otobius lagophilus Cooley & Kohls,
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1940, que possui somente um unico instar ninfal (BACHA, 1957). J& Otobius megnini
(Duges, 1883) pode ter mais de 2 instares (NAVA et al., 2009). A espécie Argas neghmei
Kohls & Hoogstraal, 1961 possui 3 instares ninfais, enquanto que O. talaje, O. erraticus e O.
amblus possuem 4, 5 e 6 instares, respectivamente (KHALIL; HOOGSTRAAL, 1981,
SHOURA, 1987; SCHUMAKER; BARROS, 1995; GONZALEZ-ACUNA et al., 2010).
Normalmente, os instares ninfais necessitam de repastos sanguineos antes de cada ecdise, mas
existem espécies do género Ornithodoros (por exemplo, O. amblus) que realizam a muda para
0 segundo instar ninfal (N2) sem alimentagdo (KHAN; SRIVASTAVA, 1988;
SONENSHINE, 1991).

Machos e fémeas de argasideos normalmente se assemelham as ninfas, diferindo
destas apenas pela presenca da abertura genital (SONENSHINE, 1991). Os carrapatos machos
sdo o0s primeiros a emergirem, pois as fémeas requerem mais instares ninfais para atingir a
maturidade sexual (SCHUMAKER; BARROS, 1995). Os carrapatos adultos alimentam-se
multiplas vezes no hospedeiro, e a fémea realiza diversas posturas (ciclos gonotroficos),
geralmente precedidas de alimentacdo e novos acasalamentos (HOOGSTRAAL, 1985; VIAL,
2009). As espécies dos géneros Otobius e Antricola ndo se alimentam no estigio adulto
(OLIVER, 1989).

Segundo Oliver (1989) e Faccini e Barros-Battesti (2006) o acasalamento dos
argasideos ocorrem fora do hospedeiro e a quantidade de ovos colocados em cada ciclo é
inferior ao nimero de ovos relatos para os ixodideos. Guimaraes et al. (2001) e Vial (2009)
citaram que uma fémea de argasideo ovipde entre 400 a 500 ovos em cada postura. Porém,
nos estudos de ciclo biolégico de espécies do género Ornithodoros em condi¢des de
laboratdrio, a quantidade obtida de ovos em cada ciclo gonotrofico é inferior a 300 ovos
(HOOGSTRAAL et al, 1970; BECK et al, 1986; SHOURA, 1987; KHALIL;
HOOGSTRAAL, 1981; SCHUMAKER; BARROS, 1995).

As fémeas fertilizadas levam um determinado periodo, denominado de periodo de pré-
oviposicdo ou de pré-postura, para colocarem os primeiros ovos. Apds iniciar a postura, as
fémeas passam dias colocando ovos e esse periodo compreendido entre o primeiro até o
ultimo ovo é conhecido como periodo de oviposi¢cdo ou postura (SCHUMAKER; BARROS,
1995).

O periodo de pré-postura no primeiro ciclo gonotrofico é geralmente superior aos dos
ciclos posteriores, mas a quantidade de ovos € menor. Segundo Khalil e Hoogstraal (1981)
uma explicagdo para o fato é porque a fémea jovem ainda esta madurecendo e desenvolvendo
o aparelho reprodutivo (genitalia), consumindo e desviando parte do sangue ingerido no
primeiro repasto sanguineo para isto. Nos ciclos gonotroficos posteriores o repasto sanguineo
é direcionado para a producdo dos ovos. Os ovos férteis colocados em cada ciclo gonotréfico
passam por um periodo de incubagdo que posteriormente originard o primeiro estagio ativo, a
larva (HOOGSTRAAL, 1985; FACCINI; BARROS-BATTESTI, 2006; VIAL, 2009).

2.3 Hospedeiros e estilo de vida nidicola

Os carrapatos da familia Argasidae possuem uma grande amplitude de hospedeiros
vertebrados, podendo infestar anfibios, répteis, aves e mamiferos (GALUN; STERNBERG,
1978; VENZAL; ESTRADA-PENA, 2006; SANTOS et al. 2008).



As espécies que vivem dentro das habitacdes dos hospedeiros sdo denominadas de
endofilas nidicolas, ou seja, compartilham o mesmo micro-habitat dos abrigos dos
hospedeiros, enquanto que outras preferem se refugiar em locais relativamente proximos as
habitagBes dos vertebrados, sendo denominadas de geotfilas nidicolas (SONENSHINE, 1993;
VIAL, 2009). Portanto, o habitat dos parasitos estd intimamente associado com o do
hospedeiro, pois os argasideos habitam e vivem a maior parte ou toda a sua vida perto ou
dentro de ninhos, tocas, buracos, cavernas ou qualquer outro abrigo (teto ou frestas de
residéncias de humanos) utilizado pelos vertebrados (SONENSHINE, 1993; FACCINI,
BARROS-BATTEST]I, 2006).

Segundo Hoogstraal e Aeschlimann (1982) os carrapatos argasideos tém um padrao de
vida que envolve multiplos hospedeiros, ja que cada instar ninfal parasita um hospedeiro
diferente, geralmente da mesma espéecie. Além disso, as fémeas realizam diversos ciclos
gonotroficos geralmente precedidos de alimentacdo. No entanto, ha exce¢fes como o caso de
O. megnini, que € um carrapato de um Unico hospedeiro, e Ornithodoros lahorensis Neuman,
1908 que possui dois hospedeiros no seu ciclo de vida (HOOGSTRAAL, 1985, OLIVER,
1989, SONENSHINE, 1991, NAVA et al. 2009).

2.4 Importancia médica e veterinaria da familia Argasidae

Conforme Hoogstraal (1985), os carrapatos transmitem uma variedade maior de
organismos patogénicos que qualquer outro artrépode hematdéfago, possuindo assim uma
grande importancia médica e veterinaria, j& que muitos desses organismos causam zoOnoses.
Além da capacidade vetorial, os carrapatos também podem causar inimeras condicdes toxicas
ao hospedeiro, como paralisia, irritacdo, alergia e injurias ou lesdes decorrentes da picada
(ESTRADA-PENA; JONGEJAN, 1999).

Segundo Jongejan e Uilenberg (2004) os argasideos de importancia meédica e
veterinaria pertencem aos géneros, Argas, Otobius e Ornithodoros. Em Argas, Argas reflexus
(Fabricius, 1794), Argas vespertilionis (Latreille, 1796), Argas monolakensis Schwan, Corwin
& Brown, 1992 e Argas miniatus Koch, 1844 sdo bastante agressivas aos humanos e aos
animais de criagdo, sendo a Gltima, transmissora da Borrelia anserina (ESTRADA-PENA;
JONGEJAN, 1999; LISBOA et al., 2009). No género Otobius, O. megnini é a espécie de
maior importancia, pois a larva e as ninfas parasitam uma grande variedade de mamiferos
domésticos, como gado, ovelha, caprino, cdo e cavalo, além de humanos (EADS; CAMPOS,
1984; ESTRADA-PENA; JONGEJAN, 1999; NAVA et al., 2009).

O género Ornithodoros possui diversas espécies envolvidas na transmissdo de
microrganismos patogénicos (principalmente organismos bacterianos do género Borrelia
Swellengrebel, 1907) e no parasitismo em humanos, pois segundo Estrada-Pefia e Jongejan
(1999), 22 espécies j& foram citadas parasitando humanos, e destas 12 sdo frequentemente
encontradas, como Ornithodoros moubata (Murray, 1877), Ornithodoros parkeri Cooley,
1936, O. hermsi, O. capensis, O. kelleyi e O. erraticus (HOOGSTRAAL et al., 1976;
VARGAS, 1984; ESTRADA-PENA; JONGEJAN, 1999).

Recentemente, Martins et al. (2011) e Barros-Battesti et al. (2011) relataram o
parasitismo de O. brasiliensis e O. mimon, respectivamente, em humanos, aumentando assim
0 numero de espécies de argasideos que parasitam o homem.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local da realiza¢éo do experimento

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan
(LPIB), Sao Paulo, SP, Brasil, e no Laboratério de Ixodologia da Estacdo Experimental para
Pesquisas Parasitologicas W.O. NEITZ (EEPPWON) do Departamento de Parasitologia
Animal, Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),
localizado no municipio de Seropédica, RJ.

3.2 Origem dos Carrapatos

Os carrapatos utilizados no experimento sao provenientes da coldnia de argasideos do
laboratdrio de Parasitologia do Instituto Butantan. A coldnia de O. mimon teve inicio com a
coleta de exemplares (ninfas e adultos) em 2008 do teto de uma residéncia no municipio de
Araraquara, SP (21°47°S, 48°10"W). Uma vez no Laboratério de Parasitologia do Instituto
Butantan, estes carrapatos foram alimentados em coelhos da raca Nova Zelandia. Apds
alimentacdo, os espécimes foram mantidos em estufa tipo B.O.D. (estufa Bioldgica com
Demanda de Oxigénio), a 27°C + 1°C e 90% + 10% umidade.

Apbs acasalamento, as fémeas fizeram posturas que resultaram em larvas, as quais
foram identificadas como O. mimon, com base na descricdo original de Kohls et al. (1969).
Posteriormente, parte das larvas foi preparada para microscopia éptica (MO, Zeiss, MC80DX,
Butantan) e eletronica de varredura (MEV, Zeiss, LEO 440, Museu de Zoologia da USP)
(Figuras 1-5) e comparada aos paratipos depositados na colecdo de carrapatos da
Universidade da Georgia, Estados Unidos (USNTC, United States National Tick Collection),
cujos numeros sdo RML 50271-50274.

O sequenciamento génico de O. mimon foi realizado e a sequéncia depositada no
GenBank sob 0 nimero de acesso GU198362 (BARROS-BATTESTI et al., 2011).

O ciclo biolégico de O. mimon em condicdes de laboratério foi acompanhado por duas
geracOes (larva a larva), utilizando como hospedeiros roedores e coelhos.

3.3 Infestacao dos carrapatos

Foram utilizados no total, seis roedores da espécie Meriones unguiculatus Milne-
Edwards, 1867 e dez coelhos da raca Nova Zelandia como hospedeiros experimentais. Os
animais foram cedidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan e pelo Instituto de
Zootecnia da UFRRJ.

O uso dos animais de laboratério como hospedeiros foi autorizado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan e pela Comissdo de Etica na Pesquisa da
UFRRJ/ COMEP-UFRRJ, protocolo 739/10 e 140/2011, respectivamente.

3.4 Hospedeiro - roedor

Roedores de ambos 0s sexos com idade entre 30 a 120 dias serviram de hospedeiros
para alimentar o estagio larval (Figura 1-5) e o primeiro instar ninfal de O. mimon. Os
hospedeiros ndo tiveram contato prévio com carrapatos e produtos carrapaticidas, antes das
infestacdes. Para minimizar o numero de hospedeiros na infestacdo do estagio larval, trés
roedores foram utilizados, um animal para a geragéo F1 e dois para a geracao F2.

Os roedores foram acondicionados em caixas de polipropileno com separadores para
bebedouro e compartimento para alimento, e mantidos em condigdes ambientais. Espécimes
de segundo e terceiro instar ninfal foram alimentados em coelhos.



Figura 1. Microscopia eletronica de varredura da larva de Ornithodoros mimon: Idiossoma dorsal;
Figura 2. Idiossoma ventral; 2a. Opistosoma ventral, seta indicando a cerda suplementar; Figura 3.
Gnatossoma ou capitulo, vista dorsal; Figura 4. Gnatossoma ou capitulo, vista ventral, seta indicando
0 4pice do hipostdmio; Figura 5. Tarso I, Orgdo de Haller, abertura lateralmente (seta). Escalas das
barras: 1—190 pm; 2—180 pum; 2a—90 pm; 3—30 pm; 4—60 pm; 5—40 um.

Na alimentacdo das larvas tanto da primeira como da segunda geracdo, os roedores
foram anestesiados com um anestésico injetavel intramuscular, cloridrato de Ketamina -
Vetanarcol®, na dosagem de 0,07 mL para cada roedor (Figura 6). Depois de anestesiados 0s
roedores foram infestados com larvas colocadas diretamente no pelo e introduzidos em tubo
de PVC (didmetro 4 cm e comprimento 11 cm) fechado nas extremidades com tela de arame.
Os tubos foram necessarios para limitar os movimentos dos roedores nas primeiras 18 horas
de infestacdo, a fim de possibilitar melhor fixacdo das larvas (Figura 6). Apds um periodo de
18 horas os animais foram retirados dos tubos e colocados em caixas de polipropileno (Figura
6). Fita dupla face foi colocada na borda das caixas para evitar a fuga dos carrapatos. Estas
foram, também, forradas com maravalha para a colheita das larvas ingurgitadas apds o
desprendimento. Aquelas que ndo se fixaram ao hospedeiro, no periodo de 18 horas, foram
descartadas. Um roedor recebeu 100 larvas da geracdo F1 e os outros dois receberam cada um
170 larvas da geracdo F2. As larvas selecionadas para a infestagcdo tinham entre 30-40 dias de
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idade. Diariamente as caixas foram vistoriadas a procura de larvas ingurgitadas. As larvas
recuperadas foram individualizadas em frascos identificados por letras do alfabeto e nimeros,
sendo mantidas na estufa B.O.D. a 27°C £ 1°C e 90% + 10% umidade. Os carrapatos foram
observados individualmente e diariamente para a obtencdo do periodo de muda (intervalo de
tempo desde a recuperacdo do espécime ingurgitado até a muda para 0 estagio ou instar
seguinte).

Trés novos roedores foram utilizados como hospedeiros para ninfas de primeiro instar
(N1) da primeira geracdo. Para tanto, os animais foram também anestesiados com
Vetarnacol®, na mesma dosagem descrita para alimentacéo das larvas, e em seguida tiveram a
pelagem do dorso parcialmente removida. Posteriormente os hospedeiros foram infestados
com grupos de 8 a 9 ninfas por animal, totalizando no final 26 N1. Os parametros bioldgicos
da fase parasitaria, bem como os tempos de pré-alimentagdo (tempo que o carrapato leva para
fixar-se ao hospedeiro) e alimentacdo (tempo entre a fixacdo e o desprendimento natural do
hospedeiro) das ninfas foram observados e registrados. Apds a alimentacdo, as N1 também
foram acondicionadas em estufa B.O.D. nas mesmas condi¢cdes ja citadas acima para
observacdo dos parametros da fase ndo parasitaria.

3.5 Hospedeiro - Coelho

Dez coelhos da raca Nova Zelandia com idade entre 60 a 120 dias e peso entre 1,5 a
2,5 kg, de ambos os sexos, serviram de hospedeiros para todos os estagios bioldgicos (larva,
ninfas e adulto) de O. mimon. Durante os experimentos, os coelhos foram mantidos em
gaiolas individuais, em condi¢Ges ambientais, recebendo racdo e agua a vontade (Figura 7).
Os animais foram usados para alimentar 270 larvas da geracdo F1, 201 ninfas de todos
instares e 28 adultos de ambas as geragoes.

Para alimentar as larvas, uma camara de contencdo foi fixada com cola ndo-toxica no
dorso do coelho, que foi previamente tricotomizado (Figura 7). A finalidade dessa camara é
impedir a fuga dos carrapatos durante a alimentacdo, além de facilitar as observacfes para a
obtencdo dos parametros bioldgicos. Adicionalmente, um colar de plastico foi colocado no
pesco¢co do animal para limitar 0 seu movimento e para evitar a remo¢do da camara de
contencdo pelo mesmo. Apds a montagem da cdmara, um hospedeiro foi infestado com 270
larvas pertencentes a geracdo F1 de O. mimon. Em seguida, a camara foi lacrada com fita
adesiva e o coelho alojado em gaiola como acima descrito. Observagdes diarias foram
realizadas para recolher larvas ingurgitadas que se desprenderam naturalmente do hospedeiro.
O periodo de alimentacdo (desde o inicio da infestacdo até o desprendimento da larva) foi
anotado. As larvas recuperadas foram individualizadas em frascos de vidros identificados e
fechados com algod&o hidrdfilo, e acondicionados em estufa B.O.D. nas mesmas condi¢es ja
descritas.

Os instares ninfais foram alimentados em novos coelhos 20 a 40 dias ap6s a muda.
Para tanto, os coelhos foram tricotomizados, contidos manualmente e infestados com grupos
de 5 a 15 ninfas (Figura 7). Neste caso os espécimes foram alimentados sem o auxilio da
camara de contencdo, porque os instares ninfais alimentam-se em questdo de minutos.
Igualmente os tempos de pré-alimentacdo e alimentagdo das ninfas foram observados. Na
alimentacdo das ninfas foi estipulado um periodo de 60 minutos para o tempo de pre-
alimentacdo. Os espécimes que ndo fixaram nesse tempo foram removidos dos hospedeiros e
acondicionados na B.O.D. nas mesmas condi¢Oes previamente citadas. Algumas ninfas de
primeiro e segundo instares ndo foram alimentadas para a obtencédo de registros de muda sem
repasto sanguineo. Apds o ingurgitamento, as ninfas de todos instares foram acondicionadas
em estufa B.O.D. e diariamente vistoriadas a fim de se obter os parametros biologicos da fase
ndo parasitaria (periodo de muda).



Figura 6. Infestacdo de larvas de Ornithodoros mimon no hospedeiro roedor. 6a. Roedor da espécie
Meriones unguiculatus; 6b. Roedor sendo anestesiado para a infestacdo das larvas; 6c¢. Inser¢do do
roedor no tudo de PVC; 6d. Tubos de PVC contendo roedores no periodo de 18 horas; 6e. Liberagdo
do roedor do tubo e acondicionamento do mesmo na caixa de polipropileno previamente preparada.
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Os carrapatos adultos obtidos foram alimentados nos mesmos procedimentos e
condigdes utilizados na alimentacgdo das ninfas.

Figura 7. Infestacdo de larvas e ninfas de Ornithodoros mimon nos coelhos da raga Nova Zelandia.
7a. Coelho preparado para a infestacdo do estagio larval, em destaque o circulo preto para mostrar a
camara de contencdo. 7bh. Alojamento do coelho em gaiola; 7¢c. Coelho tricomotizado para infestacéo;
7d. Infestacdo de ninfas de O. mimon no dorso do coelho.

Os adultos alimentados foram separados em casais e acondicionados em placas de
Petri para registro de acasalamento. Cada uma das fémeas, apds a cOpula, foi isolada para a
visualizagdo e registro de posturas férteis, em cada ciclo gonotrofico. O segundo repasto
sanguineo para a obtencdo de um novo ciclo gonotrofico foi oferecido apds um periodo de 30
dias depois da finalizagdo do primeiro ciclo. Os pardmetros bioldgicos das fémeas fertilizadas
como periodo de pré-postura e postura, nimero de ovos por postura e o periodo de incubacéo
dos ovos foram obtidos a partir de observagdes diarias sobre as mesmas.

Os pesos das fémeas antes e depois do repasto sanguineo, das quendginas, assim como
as massas de ovos, foram obtidos utilizando-se uma balanca eletrénica com precisdo de
0,0001g. Os indices de eficiéncia na producdo de ovos e eficiéncia nutricional, IPO e IEN,
respectivamente, foram calculados de acordo com Bennett (1974):

IPO = (peso dos ovos/ peso da fémea ingurgitada) x 100

IEN = (peso dos ovos/ peso da fémea ingurgitada — peso residual da fémea) x 100
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3.6 Andlise Estatistica

Os parédmetros bioldgicos possiveis de comparacdo foram analisados estatisticamente
conforme a normalidade dos dados, ou seja, para os dados que seguem uma distribuicdo
normal, foram empregados testes paramétricos, como test-t. Testes ndo-paramétricos, como
Mann-Whitiney, foram implicados na analise para aqueles dados que possuem distribuicdo
n&o normal ou livre.

4 RESULTADOS

4.1 Larva

Das 100 larvas da geracdo F1 que infestaram o roedor e das 270 que infestaram o
coelho, foram recuperadas 60 (60%) e 102 (37,77%) larvas ingurgitadas, respectivamente. No
hospedeiro roedor, o periodo de alimentacdo das larvas foi de 5 a 8 dias (média = 5,4 + 0,7
dias), conforme mostrado na Tabela 1. No 5° dia pds-infestacdo foi registrado o maior numero
de larvas ingurgitadas que se desprenderam do roedor, equivalendo a 73,3% dos carrapatos
ingurgitados (Figura 8). As larvas alimentadas no coelho desprenderam-se entre 5 a 9 dias
(média =5,2 0,7 dias) (Tabela 1). Igualmente, cerca de 80% das larvas ingurgitadas cairam
no 5° dia (Figura 8). O periodo médio de muda das larvas ingurgitadas no roedor foi de 6,7
0,6 dias, enquanto que as larvas alimentadas no coelho tiveram um periodo médio de muda de
6,8 + 0,5 dias (Tabela 1). A maioria das larvas (acima de 90%), alimentadas em ambos
hospedeiros, mudou para o primeiro estagio ninfal (N1). No sétimo dia de muda registrou-se o
maior nimero de ecdises (Figura 9). Ndo houve diferencas significativas entre os parametros
bioldgicos das larvas da geracdo F1 alimentadas em ambos hospedeiros (Tabela 1).

As larvas da geracdo F2 foram infestadas somente em roedor, e tiveram um periodo de
alimentacdo que variou entre 4 a 8 dias (média = 4,8 £ 0,9 dias), com um percentual de
recuperacdo de 45,6% (155/340) (Tabela 1). O 4° dia de alimentacédo foi o0 que contemplou o
maior nimero de larvas ingurgitadas, N=72 (Figura 10). O periodo de muda das larvas
ingurgitadas foi de 4 a 7 dias (média = 6,25 * 0,8 dias), ocorrendo 0 maior numero de ecdises
no 7° dia (Figura 11). Das 155 larvas ingurgitadas, 148 (95,5%) realizaram ecdise e tornaram-
se ninfas de primeiro instar (N1), enquanto que 7 larvas iniciaram, mas ndo terminaram a
muda. Comparando as duas geracfes, 0s parametros bioldgicos das larvas da geracdo F1
alimentadas no hospedeiro roedor foram numericamente maiores aos parametros das larvas da
F2 (p<0,05) (Tabela 1).

4.2 Ninfa (N1, N2 e N3)

As ninfas de primeiro instar (N1) da geracdo F1 foram alimentadas em ambos 0s
hospedeiros. Das 56 ninfas provenientes de larvas alimentadas no roedor, 26 N1 alimentaram-
se em um novo roedor e tiveram os periodos de pré-alimentacdo e alimentacdo variando entre
4 a 25 minutos (tempo médio = 11,2 + 6,6 minutos) e 20 a 42 minutos (tempo médio = 27,1 +
5,6 minutos), respectivamente (Tabela 2).

Cinquenta das 95 N1 geracdo F1, que emergiram de larvas alimentadas no coelho,
foram selecionadas aleatoriamente para infestarem um novo coelho. Estas tiveram um tempo
de pré-alimentacdo de 2 a 23 minutos (média = 10,84 £+ 5,3 minutos) e um tempo de
alimentacdo variando entre 10 a 60 minutos (média = 27,38 + 10,4 minutos) (Tabela 2). Todas
as N1 alimentadas em ambos hospedeiros realizaram ecdise e tornaram-se ninfas de segundo
instar (N2).
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Tabela 1. Parametros biologicos do estagio larval de Ornithodoros mimon das geragdes F1 e F2 alimentadas nos hospedeiros de laboratorio.

Geracdo F1 F2
Hospedeiro (n) Roedor (1) Coelho (1) Roedor (2)
Larvas infestadas 100 270 340

Taxa de recuperagao (n) 60 % (60) 37,7% (102) 45,6% (155)
Periodo médio de alimentagéo (dias) 5,42 + 0,7 (5-8) 5,22+ 0,7 (5-9) 48" +0,9 (4-8)
Periodo médio de muda (dias) 6,7%%+ 0,6 (5-7) 6,8 +0,5 (5-8) 6,25" + 0,8 (4-7)
Percentagem de muda (n) 93,33% (56) 93,13% (95) 95,5% (148)

Os Valores presentes na tabela sdo: média + desvio padrdo (amplitude e/ou nimero de espécimes)
a: Valores nas linhas, seguidos de letras mindsculas (comparacdo entre roedor e coelho) iguais ndo diferem entre si pelo teste Mann-Whithey: p>0,05
A: valores nas linhas, seguidos de letras mailsculas (comparacéao entre F1 e F2 em roedores) iguais ndo diferem entre si pelo teste Mann-Whithey: p>0,05
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Tabela 2. Parametros biologicos dos estagios ninfas (N1, N2 e N3) de Ornithodoros mimon das geracdes F1 e F2.

Geracgéo
Parametros F1 F2 F1 F2 F1 F2
Bioldgicos
Hospedeiro Roedor Coelho Coelho Coelho
Estagio Ninfal N1 N2 N3
Ninfas infestadas 26 50 54 17 34 12 8
Percentual de ninfas 100% (26) 100% (50) 100% (54) 100% (17) 100% (34) 100% (12) 100% (8)
ingurgitadas (n)
Tempo médio de 11,2°46,6 10,84 #4533 28,4°+18,1 15,05"+7,4 25,6°+17,8 25,17+ 11,6 17,25"°+17,8
pré-alimentagdo (4-26,8) (2-23) (4-60) (5-27) (2-60) (10-45) (5-57)
(min.)
Tempo médio de 27,1°+5,6 27,384+ 10,4 33,8°%+8,05 26,1°+8,3 31,4%+ 9,6 37,6°+ 7 31,6°+8,7
alimentag&o (min.) (20-42) (10-60) (15-55) (13-42) (15-50) (27-48) (23-44)
Periodo médio de 13,4 43,1 11,57"+1,6 12,3%+1,4 (10- 11,7%42.1 15,5°42,3 15,25 £ 2,6 19,5745
muda (dias) (9-19) (9-14) 14) (10-19) (12-18) (11-20) (16-30)
Percentagem de 100% (26) 100% (50) 100% (54) 100% (17) 100% (34) 100% (12) 87,5% (7)
ecdise (n)
Maturidade Sexual - - - 33€2Q 143 € 129 33€99 79

Os Valores presentes na tabela sdo: média + desvio padrdo (amplitude e/ou nimero de espécimes)

a*: valores nas linhas, seguidos de letras mintsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste Mann-Whitney: p>0,05
a: valores nas linhas, seguidos de letras mindsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste Test-t: p>0,05

A: valores nas linhas, seguidos de letras maidsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste Test-t: p>0,05
A*: valores nas linhas, seguidos de letras maitsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste Mann-Whitney: p>0,05
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Observou-se que 4 N1, pertencentes ao grupo de ninfas sem alimentacgéo,
realizaram muda sem repasto sanguineo. Estas levaram de 14 a 28 dias para mudarem
de instar ninfal.

Embora os tempos médios de pré-alimentacao e alimentacdo das N1 da geracéo
F1 alimentadas no roedor tenham sido menores que os tempos médios daquelas
alimentadas no coelho, estatisticamente (p>0,05) ndo houve diferenca significativa.
Porém, o pardmetro periodo de muda teve diferenca significativa, sendo este maior nas
ninfas que tiveram o roedor como hospedeiro. A maioria das N1 alimentadas no roedor
realizou ecdise no décimo quarto dia de muda, enquanto que aquelas alimentadas no
coelho no décimo dia de muda (Figura 12).

Considerando que o coelho foi melhor hospedeiro para ninfas que o roedor, as
ninfas de segundo e terceiro (N3) instar da geracdo F1, assim como as ninfas da geracao
F2, foram alimentadas somente no coelho. Das 50 N2 que emergiram de N1
alimentadas no coelho, 17 ingurgitaram e os tempos de pré-alimentacdo e alimentacédo
variaram entre 5 a 27 minutos (média = 15,05 + 7,4 minutos) e 13 a 42 minutos (média
= 26,1 + 8,3), respectivamente (Tabela 2). As N2 ingurgitadas levaram em média 11,7 +
2,1 dias para realizarem muda, que resultou em 3 machos, 2 fémeas e 12 ninfas de
terceiro instar (N3). A maioria das N2 ingurgitadas (41%) realizou muda no 10° dia
(Figura 13). A proporgdo sexual de adultos emergindo de N2 foi de 1,53 19. As 12 N3
foram alimentadas e tiveram um tempo de pré-alimentacdo de 10 a 45 minutos (tempo
médio = 25,1 + 11,6 minutos) e um tempo de alimentacdo de 27 a 48 minutos (tempo
médio = 37,6 £ 7 minutos). Todas as N3 realizaram ecdise em um intervalo de 11 a 19
dias (periodo médio =15,25 + 2,6 dias). No décimo quarto dia ocorreu 0 maior numero
de mudas (Figura 13). Destas ecdises foram obtidos 12 adultos, 9 fémeas (75%) e 3
machos (25%). A proporcdo sexual de adultos que emergiram de N3 foi de 39:1J
(Tabela 2).

Das 148 N1 obtidas da geracdo F2, 54 foram selecionadas e ingurgitaram no
hospedeiro coelho. Estas tiveram os tempos de pré-alimentacdo e alimentacéo variando
entre 4 a 60 minutos (tempo médio = 28,4 + 18,14 minutos) e 15 a 55 minutos (tempo
médio = 33,8 + 8,05 minutos), respectivamente (Tabela 2). Apo6s o repasto sanguineo,
as N1 levaram entre 10 a 14 dias (média = 12,3 + 1,4 dias) para realizarem muda e
tornarem-se ninfas de segundo instar (N2). No décimo quarto dia de muda, 27% das N1
ingurgitadas que realizaram ecdise (Figura 14). Nao houve registro de ecdise N1 para
N2, sem repasto sanguineo. Das 54 N2 obtidas, 34 ninfas foram alimentadas. O tempo
de pré-alimentacdo destas variou entre 2 a 60 minutos (média = 25,6 + 17, 8 minutos) e
o tempo de alimentacgdo entre 15 a 50 minutos (média = 31,4 + 9,6 minutos) (Tabela 2).
O periodo de muda das N2 alimentadas variou entre 12 a 18 dias (periodo médio = 15,6
+ 2 dias), ocorrendo o maior niamero de mudas no décimo oitavo dia (Figura 14). Destas
ecdises foram obtidos 14 machos, 12 fémeas e 8 ninfas de terceiro instar (N3) (Tabela
2). A proporcdo sexual dos adultos que emergiram a partir N2 foi de 1,16:1 (143:129).
As 8 N3 da geracdo F2 foram alimentadas e os tempos medios de pré-alimentacdo e
alimentacdo foram 17,25 + 17,8 minutos e 31,6 + 8,7 minutos, respectivamente (Tabela
2). O periodo médio de muda foi 19,6 + 5 dias, mas das 8 N3 alimentadas, 7 realizaram
ecdise, enquanto que 1 ndo terminou o processo de muda (Figura 14). Todas as N3 que
realizaram ecdise tornaram-se fémeas (Tabela 2). Observou-se a liberacdo de liquido
coxal durante o processo de alimentacdo de todos os instares ninfais de O. mimon de
ambas geragoes.
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Comparando os parametros biolégicos das N1 da geracdo F1 e F2, observaram-
se diferencas significativas (p<0,05) entre eles, sendo 0s parametros numericamente
menores nas N1 da primeira geracdo. As ninfas de segundo instar da geracdo F2
apresentaram parametros biolégicos numericamente maiores que os das N2 da geracdo
F1 (p<0,05), conforme mostrado na Tabela 2. As N3 de ambas as geracdes se
assemelharam nos aspectos biologicos (p>0,05).

4.3 Adultos

Os parametros biolégicos do estagio adulto de O. mimon (Figura 15) foram
obtidos a partir da infestacdo de 8 fémeas e 6 machos da geracdo F1 e 14 casais da
geracdo F2. As fémeas da primeira geracdo tiveram um tempo de pré-alimentacao que
variou entre 5 a 20 minutos (média = 11,9 + 4,9 minutos) e um tempo de alimentacao
entre 17 a 40 minutos (tempo médio = 28,4 + 8,4 minutos). Enguanto que 0os machos
levaram em média 16,7 £ 13,8 minutos para se fixarem no hospedeiro e permaneceram
no mesmo por um tempo medio 26,2 + 9 minutos (Tabela 3).

Os parametros da fase parasitaria dos adultos da primeira geracdo ndo se
diferenciaram estatisticamente (p>0,05), conforme pode ser observado na Tabela 3.

Os tempos de pré-alimentacado e alimentacdo das fémeas da geracdo F2 variaram
entre 5 a 60 minutos (tempo médio= 20,1 + 16,8 minutos) e 21 a 38 minutos (tempo
médio = 27,6 + 5,3 minutos) respectivamente (Tabela 3). Os machos tiveram um tempo
médio de pré-alimentagdo de 23,5 +14,8 minutos e um tempo médio de alimentacdo de
16,9 + 4,1 minutos.

Na segunda geracao ja foi possivel obter diferenca significativa (p<0,05) quanto
ao tempo de alimentacdo, sendo este parametro maior nas fémeas, ou seja, as fémeas
permanecem no hospedeiro por um tempo maior que 0s machos.

Assim como nas ninfas, registrou-se a liberacdo de liquido coxal durante o
processo de ingurgitamento.
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Figura 15. Estagio adulto de Ornithodoros mimon, fertilizacdo e oviposicdo. 15a. Macho a
esquerda e fémea a direita; 15b. Fémea, ap6s copula, com o espermatdforo sobre a abertura
genital; 15c. Fémea colocando os ovos.
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Tabela 3. Parametros bioldgicos da fase parasitaria do estagio adulto de Ornithodoros mimon
de ambas geraces.

Geracdo
Parametros Biolégicos F1 F2
Sexo a Q 3 Q
Tempo médio de pré- 16,7°+13.8 11,9°%+4.9 23,5°+14,8 20,1%+16,8
alimentacdo (min.) (3-36) (5-20) (5-50) (5-60)
Tempo médio de 26,2%+9 28,4%+8,4 16,9%+4,1 27,6°45,3
alimentacdo (min.) (15-40) (17-40) (10-23) (21-38)

Os Valores presentes na tabela sdo: média + desvio padrao (amplitude)
a: valores nas linhas, seguidos de letras mindsculas iguais nao diferem entre si pelo teste Test-t: p>0,05

O peso das fémeas ingurgitadas de ambas as geracdes foi cerca de 3 a 4 vezes
maior que o peso inicial antes do repasto sanguineo (Tabela 4).

Apds a alimentacdo, os carrapatos adultos foram postos para copularem em
placas de Petri. Alguns machos da 12 geracdo copularam com mais de uma fémea, pois
0 numero de machos era inferior ao de fémeas. O acasalamento ocorreu em um curto
tempo e procedeu-se por meio da movimentacdo do macho sobre a fémea, até o alcance
da face ventral. Ao atingir o ventre da fémea, 0 macho deposita o espermatéforo na sua
abertura genital, e esta absorve o contetdo tornando-se fertilizada (Figura 15).
Registrou-se também copula sobre hospedeiro, quando dois machos livres ao localizar
as fémeas em processo de ingurgitamento projetaram-se até a regido ventral das mesmas
e acasalaram. Além disso, observou-se acasalamento entre fémeas ingurgitadas e
machos néo ingurgitados em placas de Petri.

As oito fémeas fertilizadas da geracdo F1 levaram em média 12,2 + 2,4 dias para
iniciarem a postura dos primeiros ovos (periodo de pré-oviposicao) e 17,2 + 5 dias para
colocarem todos os ovos (periodo de oviposicao). Estes dados séo referentes ao 1° ciclo
gonotréfico das fémeas (Tabela 4). A oviposicdo de algumas fémeas ndo foi continua,
pois frequentemente a postura de ovos foi interrompida por 1 a 3 dias, e depois
retornavam a oviposicdo. No segundo ciclo gonotrofico, somente seis fémeas foram
analisadas, pois duas fémeas morreram apds o segundo repasto sanguineo.

O periodo médio de pré-oviposi¢do no 2° ciclo gonotréfico foi de 10,3 + 6,4 dias
e 0 periodo médio de oviposicdo foi de 16,8 + 7,3 dias (Tabela 4). A quantidade de ovos
entre os dois ciclos variou, sendo maior no segundo ciclo gonotréfico, mas ndao houve
diferenca significativa (p>0,05). Os indices médios de producdo de ovos (IPO) e
eficiéncia nutricional (IEN) do 1° ciclo gonotrofico foram numericamente menores que
os indices do 2° ciclo, mas néo se registrou diferencas significativas (p>0,05). Os ovos
férteis tiveram um periodo médio de incubacdo de 13,4 + 2,6 dias no 1° ciclo e um
periodo médio de 12 + 1,4 dias no 2° ciclo. A percentagem média de eclosdo nos dois
ciclos foi acima de 70%.

Na segunda geracdo, as 14 fémeas fertilizadas tiveram no 1° ciclo gonotrofico
um periodo médio de pré-postura de 19,6 + 8,4 dias e um periodo médio de postura de
13,3 + 6,2 dias.

No 2° ciclo gonotrofico, o periodo médio de pré-postura (12,5 + 4,8 dias) foi
significamente menor (p<0,05) que o do 1° ciclo, enquanto que o periodo médio de
postura foi semelhante, conforme mostrado na Tabela 4. As fémeas colocaram em
média 89,4 + 42,6 ovos no primeiro ciclo e 103,6 = 35,13 ovos no segundo ciclo
gonotrofico (Figura 16). Os periodos médios de incubacdo dos ovos do 1° e 2° ciclo
foram de 11,9 £ 1,6 dias e 13,09 + 1,4 dias, respectivamente.

21



Tabela 4. Parametros biol6gicos da fase ndo parasitaria de fémeas de Ornithodoros mimon de ambas geracdes.

Geracao F1
Parametros Biolégicos — Ciclo gonotréfico 1° 2° 1° 2°
N° de fémeas 8 6 14 11

Peso médio antes do repasto sanguineo (mg)
Peso médio depois do repasto sanguineo (mg)
Tempo médio de pré-postura (dias)

Tempo médio de postura (dias)

Quantidade média de ovos

Peso médio da massa de ovos (mg)
Porcentagem de ecloséo

IPO (%)

IEN (%)

Tempo médio de incubacdo dos ovos (dias)

8%+3,5 (3-14)
22,8%+6,5(17-37)
12,2%+2,4 (8-15)
17,2%45 (10-22)
1374450 (84-226)
6,517 (4,3-8,7)
77% 11,4 (60-92)
29,6%+8,4 (21-42)
47,8°+12,6(36-74)
13,4%+2,6 (9-18)

7,542 (4,7-10,6)
21,6%+3,3 (16-25)
10,3%46,4 (3-22)
16,8%+7,3 (11-30)
141% 22,5 (114-175)
7,314 (5,2-9,1)
76%+14 (60,4-88,6)
33,6°+2 (31,5-36,2)
53,2%+2 (50-55)
12°+1,4 (10-14)

4,2°+1,2 (3-6,2)
19°+5,8 (9,7-28)
19,6°+8,4 (11-39)
13,3%6,2 (3-30)
89,4%+43 (30-185)
4,6°+2 (1,6-8,9)
83,4%+10,2 (62,5-100)
23,8%+7,4 (12,8-34)
36,9%15,4 (16-76)
11,9%+1,6 (9-14)

5,8°+1,2 (3,8-7,8)
18,1°+4,5 (12,8-25,8)
12,5%4,8 (8-25)
13,63 (9-19)
103,6%+35 (59-168)
6,1°+2 (3,6-8,6)
81,4%10,5 (59,6-100)
34,4°+ 9,8 (18,6-50,8)
53,2°+15,6 (26,3-85)
13,09°+1,4 (10-15)

Os Valores presentes nas tabelas sdo: média + desvio padrao (amplitude)
a: valores nas linhas, seguidos de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Test-t: p>0,05
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Figura 16. Numero médio de ovos das fémeas de ambas as geragdes (F1 e F2) por ciclo
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A porcentagem de larvas obtidas da ecloséo foi acima de 80%. Os indices IPO e
IEN registrados para a geragdo F2 foram significamente (p<0,05) maiores no 2° ciclo
gonotrofico (Tabela 4). Assim como na primeira geracdo, trés fémeas também
morreram no segundo repasto sanguineo, resultando na observacdo de 11 fémeas no 2°

ciclo gonotrofico.

O ciclo bioldgico (Figura 17) desde larva da geracdo F1 a ecloséo de larva da
geracdo F2 contemplou-se em 167 dias com o estdgio adulto emergindo de ninfas de
segundo instar e em 175 dias com machos e fémeas emergindo de N3. O ciclo completo
(larva-larva) da geracdo F2 foi contemplado em aproximadamente146 dias.

Figura 17. Ciclo bioldgico de Ornithodoros mimon em condi¢des de laboratdrio, utilizando

Larva N1
Ovo N2

Adulto

(C€2) fn

roedores e coelhos como hospedeiros.
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5 DISCUSSAO

O ciclo biolégico da espécie O. mimon foi elucidado em duas geracGes (F1 e F2)
em condigdes de laboratdrio, indicando que a espécie teve sucesso para ser colonizada.

Na primeira geragdo, as larvas alimentadas nos dois diferentes hospedeiros de
laboratdrio tiveram resultados diversos quanto ao sucesso de ingurgitamento. Aquelas
alimentadas em roedor tiveram sucesso de ingurgitamento duas vezes maior que aquelas
alimentadas em coelho.

Na segunda geragdo o sucesso de ingurgitamento obtido de larvas alimentadas
em roedor foi menor em comparacdo a primeira geracdo. Porém, considerando este
hospedeiro, os sucessos de recuperagéo das larvas ingurgitadas de ambas as geragoes foi
quatro vezes maior quando comparado aos obtidos por Schumaker e Barros (1995) para
a espécie O. talaje.

Hoogstraal (1985) e Sonenshine (1991) afirmaram que nas espécies de
Ornithodoros que parasitam morcegos e aves, a larva permanece fixada por varios dias
no hospedeiro, possuindo assim uma alimentacdo semelhante aos ixodideos. O perfil de
alimentacdo da larva de O. mimon, que é um parasito de Chiroptera, corroborou com 0s
dados da literatura.

Sonenshine e Anastos (1960), Hoogstraal et al. (1970), Khalil e Hoogstraal
(1981) e Schumaker e Barros (1995) estudando a biologia de espécies de carrapatos
ectoparasitas de morcegos e aves, como O. kelleyi, Ornithodoros muesebecki
Hoosgtraal, 1969, O. amblus e O. talaje, respectivamente, também observaram que o
estagio larval destas espécies apresenta uma alimentacéo lenta (por dias) no hospedeiro.
Além disso, o repasto sanguineo foi imprescindivel para a realizacdo da ecdise larval, ja
que nenhuma larva mudou de estagio sem alimentacé&o.

Em algumas espécies do género Ornithodoros, como O. savignyi e O.
brasiliensis, a larva ndo se alimenta antes de realizar a muda para o primeiro instar
ninfal (KHAN; SRIVASTAVA, 1988; BARROS-BATTESTI et al., 2012).

O estagio ninfal de O. mimon passa por trés instares, N1, N2 e N3. Este fato é
inédito e difere dos achados conhecidos em outras espécies do género Ornithodoros, as
quais apresentam cerca de 4 a 6 instares ninfais, como O. kelleyi (SONENSHINE;
ANASTOS, 1960), O. amblus (KHALIL; HOOGSTRAAL, 1981), O. muesebecki
(HOOGSTRAAL et al., 1970), O. erraticus (SHOURA, 1987), O. turricata (BECK et
al., 1986), O. savignyi (KHAN; SRIVASTAVA 1988) e O. talaje (SCHUMAKER;
BARROS, 1995). Reducdo no nimero de instar ninfal é somente conhecido para o
género Otobius, mais especificamente O. lagophilus (BACHA, 1957).

Conforme Hoogstraal (1985) as ninfas podem alimentar-se mais de uma vez
antes do processo de ecdise, pois 0 primeiro repasto pode ter sido interrompido ou
insuficiente para a realizacdo da muda. Este comportamento ndo foi observado no
presente estudo, pois todas as ninfas de ambas as geracOes realizaram ecdise com
apenas um repasto sanguineo. Além disso, destaca-se que a maioria (>70%) das ninfas
alimentadas em ambos hospedeiros efetuou ecdise, 0 que indica que tanto o coelho
como o roedor sdo hospedeiros adequados para as ninfas de O. mimon.

Embora existam informacGes na literatura sobre espécies de Ornithodoros que
sofrem muda de N1 para N2 sem alimentagdo (FACCINI; BARROS-BATTESTI,
2006), esta € a primeira vez que se observa este fato (mesmo que esporadico) para O.
mimon, apesar de ser um comportamento que foi verificado somente para alguns
espéecimes da geracéo F1. Este fendmeno foi bem elucidado por Hoogstraal et al. (1970)
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para O. muesebecki, pois as N1 realizaram muda (entre 2 a 4 dias) para N2 sem repasto
sanguineo, sendo portanto um comportamento caracteristico dessa espécie.

A maturidade sexual de O. mimon, em ambas geracdes, foi obtida a partir de N2,
demonstrando assim uma diferenga “especifica” quando comparada a outras espécies
de Ornithodoros que atingem a maturidade sexual somente a partir do 3° e 4° instar
ninfal (HOOGSTRAAL et al., 1970; KHALIL; HOOGSTRAAL, 1981; BECK et al,
1986; KHAN; SRIVASTAVA, 1988; SCHUMAKER; BARROS, 1995). Além disso, 0s
machos de O. mimon tiveram uma maior prevaléncia emergindo de N2, enquanto que a
maior parte das fémeas emergiu de N3. Nas espécies de Ornithodoros, o estagio adulto
macho normalmente é o primeiro a atingir a maturidade sexual (SCHUMAKER,;
BARROS, 1995).

No presente estudo, os carrapatos adultos tiveram tempos de alimentagédo
diferentes, tendo os machos se alimentado mais rapidamente que as fémeas. Porém,
ambos permaneceram no intervalo de alimentacdo rapida, entre 30 a 40 minutos, que
caracteriza os carrapatos argasideos no estagio ninfal e adulto (HOOGSTRAAL,1985;
GUIMARAES et al., 2001; VIAL, 2009).

A copula observada e registrada para O. mimon se assemelhou ao acasalamento
descrito por Brumpt (1915) e Beck et al. (1986) para as espécies O. rostratus e O.
turicata, respectivamente. Uma substancia viscosa transparente (espermatéforo) foi
observada ao redor da abertura genital da fémea de O. mimon, sendo em seguida
rapidamente absorvida (entre 4 a 5 minutos).

Diferente do que € encontrado na literatura (HOOGSTRAAL, 1985; OLIVER,
1989; FACCINI; BARROS-BATESTTI, 2006), o presente trabalho registrou cépula
ocorrendo sobre o hospedeiro, quando dois machos sem alimentacdo acasalaram com
duas fémeas que estavam ingurgitando. Porém, o maior nimero de copulas foi
observado fora do hospedeiro, em placas de Petri, inclusive entre machos néo
alimentados e com fémeas ingurgitadas, indicando assim que o repasto sanguineo ndo é
condigdo obrigatdria para 0 macho acasalar. Esta observacéo corrobora com os achados
de Shoura (1987) para a espécie O. erraticus, que possui 0 mesmo comportamento.

Independente da fertilizagdo em placa de Petri ou no hospedeiro, as fémeas
colocaram ovos férteis nos dois ciclos gonotréficos. Em ambas as geracdes, 0 periodo
de pré-postura do primeiro ciclo gonotrético foi superior ao do 2° ciclo, mas a
quantidade de ovos foi inferior. Este resultado esta de acordo com os achados de Khalil
e Hoogstraal (1981) para O. amblus, de Shoura (1987) para O. erraticus e de
Schumaker e Barros (1995) para O. talaje, os quais relatam que isto ocorre porque a
fémea no 1° ciclo ainda ndo amadureceu por completo, consumindo e desviando parte
do sangue ingerido no primeiro repasto sanguineo para 0 seu desenvolvimento. A
observacao de interrupcdo na oviposicdo de algumas fémeas de O. mimon, corrobora
com os relatos de Khalil e Hoogstraal (1981) para a espécie O. amblus.

O periodo de incubacdo dos ovos de O. mimon foi semelhante em comparacéo
ao periodo obtido por Schumaker e Barros (1995) para O. talaje, mas mais curto quando
comparado com aos resultados de Hoogstraal et al. (1970) para O. musebecki. A alta
porcentagem de larvas eclodidas (>70%) demonstra que os hospedeiros utilizados séo
adequados para a espeécie, indicando um sucesso de colonizacao.

Os indices de IPOs e IENs obtidos no presente estudo s&o indicadores
recentemente empregados para 0s carrapatos argasideos (SANTOS et al., 2011), embora
no presente estudo se refiram a poucas fémeas de ambas as geragdes. A importancia
desses indices esta no fato de indicar qual é o ciclo gonotréfico mais eficiente e o de
maior producdo de ovos, que neste caso foi 0 segundo.
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O ciclo bioldgico foi completado em um periodo (146 a 175 dias) que possibilita
obter duas a trés geracGes de carrapatos por ano em condicdes de laboratorio.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento da biologia da espécie em estudo e o estabelecimento da
colénia em laboratorio permitiram o planejamento da linha de pesquisa que sera
desenvolvida durante o doutorado. Sabendo-se que O. mimon alimenta-se rapidamente
em seus instares ninfais e no estagio adulto, e que carrapatos secretam substancias
anticoagulantes e antimicrobianas, pelas glandulas salivares e pelo 6rgdo de Gené,
respectivamente, é possivel que essas substancias em argasideos sejam produzidas em
maior quantidade ou com maior poténcia do que aquelas de carrapatos ixodideos. Dessa
forma, um projeto oriundo do conhecimento da biologia da espécie O. mimon foi
recentemente financiado pelo CNPq “Construcdo de biblioteca de cDNA de
Ornithodoros mimon (Acari: Argasidae)” com a finalidade de se conhecer essas
substancias e se elas sdo de interesse para a industria.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que:

A espécie O. mimon é de facil manuseio e colonizacdo para criacdo e
manutencdo de coldnia em laboratério.

O ciclo biologico da espécie, elucidado pela primeira vez, pode ser obtido em
146 dias (20 semanas) no minimo e em 176 dias (25 semanas) no maximo, utilizando
roedores e coelhos como hospedeiros.

A larva apresenta um perfil de alimentacédo lento no hospedeiro (4 a 8 dias).

Os instares ninfais e o estdgio adulto alimentam-se rapidamente (10 a 30
minutos).

O 1°. instar ninfal pode eventualmente mudar para o 2° sem alimentacéo.

O estégio ninfal possui 3 instares (N1, N2 e N3).

Adultos comecam a emergir a partir do 2°. instar ninfal com predominancia de
machos.

A partir do 3°. instar ninfal ha predominancia de emergéncia de fémeas.

O acasalamento ocorre fora e sobre hospedeiro.

O 2° ciclo gonotrofico € mais eficiente na nutricdo e na producao de ovos que 0
1° ciclo.
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