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Héa tempo para tudo

Para tudo ha uma ocasido certa, ha um tempo certo para cada proposito debaixo do
ceu;

Tempo de nascer e tempo de morrer e tempo de se arrancar o que se plantou;
Tempo de matar e tempo de curar, tempo de derrubar e tempo de rir, tempo de
prantear e tempo de dancar;

Tempo de espalhar pedras e tempo de ajunta-las;

Tempo de abracar e tempo de se conter, tempo de procurar e tempo de jogar
fora,tempo de rasgar e tempo de costurar, tempo de calar e tempo de falar;

Tempo de amar e tempo de odiar, tempo de lutar e tempo de viver em paz;

O que ganha o trabalhador com todo o seu esfor¢o?

Tenho visto o fardo que Deus impds aos homens. Ele fez tudo apropriado ao seu
tempo;

Também p6s no coracdo do homem o anseio pela eternidade; mesmo assim ele nao
consegue compreender inteiramente o que Deus fez;

Descobri que ndo ha nada melhor para 0 homem do que ser feliz e praticar o bem
enquanto vive;

Descobre também que poder comer, beber e ser recompensado pelo seu trabalho é
um presente de Deus;

Sei que tudo o que Deus faz permanecera para sempre; a isso nada se pode
acrescentar e disso nada se pode tirar;

Deus assim faz para que os homens o temam;

Aquilo que é, ja foi, e 0 que serd, ja foi anteriormente; Deus investigara o passado.
Descobri também que debaixo do sol: No lugar da justica havia impiedade, no lugar
de retiddo, ainda mais impiedade.

Fiquei pensando: O justo e o impio, Deus julgara ambos, pois ha um tempo para
todo propdsito,um tempo para tudo o que acontece.

Também pensei: Deus prova 0s homens para que vejam que S&80 como 0s animais.
O destino do homem é o mesmo do animal; 0 mesmo destino os aguarda.Assim
como morre um, também morre o outro.

Todos tém o mesmo folego de vida; o homem ndo tem vantagem alguma sobre o
animal.

Nada faz sentido! Todos vao para 0 mesmo lugar; vieram todos do pd, e ao pd
todos retornardo.

Quem pode dizer se o folego do homem sobe as alturas e se o folego do animal
desce para a terra?

Por isso conclui que ndo ha nada melhor para o homem do que desfrutar do seu
trabalho, porque esta é a sua recompensa. Pois, quem podera fazé-lo ver o que
acontecera depois de morto?

Adaptado de Eclesiastes: 3 (Biblia de estudo Joyce Meyer)
A Deus toda a honra, toda gloria e todo louvor!
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RESUMO

VALIM, Jaqueline Rodrigues de Almeida. Ponteiras plasticas na alimentacio
artificial de fémeas de Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae)
parcialmente ingurgitadas. 2014. 40 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias, Parasitologia Veterinéria). Instituto de Veterinéria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

A alimentacdo artificial de carrapatos vem sendo utilizada para estudar a relagcdo entre
vetores e agentes patogénicos, aspectos bioldgicos, para testar acaricidas e para minimizar
a utilizacdo de animais em estudos cientificos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia do peso inicial, do periodo de alimentacdo e da temperatura ambiente no ganho
de peso e nos pardmetros biologicos da fase ndo parasitéria de fémeas de Rhipicephalus
sanguineus parcialmente ingurgitadas alimentadas artificialmente com um novo dispositivo
de alimentacdo (ponteiras plasticas). Além disso, foram analisados também o ganho de
peso das fémeas e a influéncia da técnica nos aspectos bioldgicos da fase ndo parasitaria
desta espécie, bem como a influéncia de duas temperaturas 27°C e 37°C.O experimento foi
realizado em trés etapas: na primeira, os carrapatos foram divididos em quatros grupos com
diferentes faixas de peso e submetidos a alimentagcdo artificial por 36 horas.
Posteriormente, carrapatos com faixa de peso que obteve melhor resultado na primeira
etapa foram separados em quatro grupos de peso homogéneo e submetidos a diferentes
periodos de alimentacdo: seis, 12, 24 e 36 horas. Na terceira etapa, as fémeas foram
alimentadas em duas temperaturas durante o melhor periodo de tempo encontrado na
segunda fase. Os melhores ganhos de peso foram obtidos com fémeas parcialmente
ingurgitadas pesando entre 36 e 80mg, alimentadas a partir de 24 horas. A utilizacdo da
técnica com o novo dispositivo ndo alterou a oviposicao das fémeas, assim como 0s demais
parametros bioldgicos avaliados. Além disso, observou-se que a alimentagdo dos grupos
nas temperaturas de 27°C e 37°C ndo influenciou no ganho de peso e na biologia das
fémeas de R. sanguineus. Embora as fémeas de R. sanguineus ndo tenham apresentado
ingurgitamento total, a técnica de alimentacdo artificial utilizando o novo dispositivo em
fémeas oriundas de coelhos, ndo apresentou efeitos deletérios sobre o potencial biético do
ixodideo em questdo. Esse novo dispositivo tem grande potencial para o desenvolvimento
de estudos que visem a transmissdo de bioagentes, uma vez que proporciona maior ingestdo
de sangue por carrapatos ixodideos.

Palavras-chave: ingestdo, carrapato marrom do cao, dispositivos.



ABSTRACT

VALIM, Jaqueline Rodrigues de Almeida. Plastic tips on the artificial feeding
female Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae) partially engorged. 2014. 40
p. Dissertation (Master Science in Veterinary Science, Veterinary Parasitology).
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2014.

Artificial feeding of ticks can be used to study the relationship between vectors and
pathogens, biological aspects, to test acaricides and to minimize the use of animals in
scientific studies. The aim of this study was to evaluate the influence of the initial weight,
feeding period and temperature on weight gain and biological parameters of the non-
parasitic phase of partially engorged females of Rhipicephalus sanguineus that were
artificially fed using a new feeding device (plastic tips). Moreover, we also analyzed the
weight gain of the females and the influence of the technique on biological aspects of non-
parasitic phase of this species, as well as the influence of different temperatures 27°C and
37°C.The experiment was conducted in three stages: first, the ticks were divided into four
groups with different weights and were subjected to artificial feeding for 36 hours.
Subsequently, ticks with the same weight range as the ticks with the best results in the first
stage were separated into four groups of homogeneous weight and were subjected to
different feeding periods: 6, 12, 24 and 36 hours. In the third stage, the females were fed at
two temperatures for the best length of time found in the second stage. The best weight
gains were obtained with partially engorged females weighing between 36 and 80 mg, fed
for 24 hours. Using the technique for the new device did not alter the females’ oviposition,
or any other parameters evaluated. Furthermore, it was observed that feeding the groups at
temperatures of 27 °C and 37 °C did not affect the weight gain and biology of R.
sanguineus females. Although the females of R. sanguineus had not been submitted to
complete engorgement, the technique of artificial feeding of females derived from rabbits,
no deleterious effects on the biotic potencial in tick question. This new device has great
potential for development of studies on bioagent transmission, since it provides higher
intake of blood by ixodid ticks.

Key words: intake, brown dog tick, device.
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1 INTRODUCAO

O carrapato marrom do c&o, Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806), pertence a familia
Ixodidae e est4d amplamente distribuido no mundo, tendo boa adaptacdo nas Américas do Norte,
Central e do Sul, nas regides Leste e Oeste da India, China, Australia, Micronésia, Sudeste da Europa,
Madagascar e Africa (SOULSBY, 1966). Este carrapato € originario do continente africano, existindo
aproximadamente 70 espécies do género Rhipicephalus (FREITAS et al., 1978). No Brasil, acredita-se
que a introducdo da espécie R. sanguineus tenha ocorrido por volta do século XVI, quando os
colonizadores europeus e seus animais conquistaram as terras brasileiras (LABRUNA; PEREIRA,
2001).

O carrapato Rhipicephalus sanguineus realiza ciclo de vida, necessitando de trés hospedeiros
para completar seu ciclo biolégico que envolve os seguintes estadios: ovo, larva, ninfa e adultos
macho e fémea, sendo o estagio de fémea o de maior importancia no crescimento da populagao, j& que
€ 0 Unico estagio que poderd dar origem a mais de um individuo (PAZ et al., 2008). Os cées sdo
conhecidos como seus hospedeiros em areas urbanas e rurais sendo comuns reinfestacdes, visto que
caes parecem ndo desenvolver resisténcia aos carrapatos e as infestacbes ocorrem quase que
exclusivamente em cdes domésticos , no entanto, ha relatos de hospedeiros alternativos como coelhos,
felinos, pequenos ruminantes e equinos (LABRUNA et al., 2004). Atualmente, é considerado uma
importante praga urbana e também nas areas rurais, havendo a necessidade de atencdo redobrada dos
organismos de Salde Publica, sendo ainda, motivo de constante preocupacdo entre os profissionais
veterinarios em seus locais de atendimento. Na saude animal, R. sanguineus é considerado um dos
carrapatos de maior importancia médico-veterinaria do mundo uma vez que é vetor natural das
bactérias Ehrlichia canis € Anaplasma platys e dos protozoarios Babesia canis (=Babesia vogeli),
Babesia gibsoni € Hepatozoon canis (SMITH et al., 1976; GOTHE et al.,1989) e existem relatos de
sua participacdo na transmissao de Rickettsia rickettsii para humanos no estado do Rio de Janeiro
(CUNHA et al., 2009).

O estudo da biologia e interacdo deste ixodideo com agentes patogénicos possui custo muito
elevado demandando mao-de-obra e infraestrutura adequadas. A grande preocupacao diz respeito ao
frequente uso de animais em experimentacGes cientificas, com isso o desenvolvimento e o
aprimoramento da técnica de alimentag&o artificial em animais é de extrema importancia, pois podera
contribuir para a andlise de alguns aspectos biol6gicos e diminuir a quantidade de animais em
experimentagdes, como também realizar o estudo de vacinas visto que é uma técnica de fécil execucéao
e baixo custo. Além da utilizacdo destes dispositivos para avaliacdo de parametros bioldgicos apds a
alimentacdo, a técnica é muito usada para a manutencdo de coldnias de carrapatos em laboratorio
como também quantificacdo da dose minima necessaria para infectar um vetor com um agente e este
transmitir para a proxima geragdo (KEMP; INOKUMA, 1997; HOKAMA et al., 1987).

Dentre os dispositivos utilizados na alimentagéo artificial, as membranas naturais e artificiais
para alimentar argasideos tem apresentado grandes avangos, porém esta técnica ndo se adapta aos
carrapatos ixodideos, existindo uma dificuldade, pois a superficie da membrana ndo apresenta
estimulos adequados para a alimentacdo. Tubos capilares demonstraram sua eficiéncia em diversos
estudos com ixodideos, revelando-se promissor para estudos de isolamento de agentes patogénicos
(Rangel et al., 2008; Sakai, 2010). No Brasil, estudos de alimentag&o artificial por meio de tubos
capilares foram realizados com fémeas parcialmente ingurgitadas de Amblyomma cajenense
(Fabricius, 1787), Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887), R. sanguineus € Dermacentor nitens
(Neumann, 1897), a partir dai verificou-se que no final da alimentacdo sobre o hospedeiro ocorre a
fase rapida de ingurgitamento (Abel, 2004; Rangel, 2008; Rangel et al., 2008Sakai, 2010;).

Com objetivo de tornar a técnica eficiente, Rangel (2011) utilizou pela primeira vez ponteiras
plasticas, realizando um estudo com o ixodideo Rhipicephalus microplus através da alimentacdo
artificial, os resultados demonstraram-se promissores. Destacando a aplicagdo pratica da técnica de
alimentacdo artificial por ponteiras plasticas e a importancia do carrapato R. sanguineus como vetor
de agente de doencas, 0 objetivo do presente estudo foi padronizar a técnica de alimentacdo artificial
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utilizando ponteiras plasticas para a espécie R. sanguineus, avaliando a influéncia da técnica sobre os
pardmetros bioldgicos de fémeas do carrapato R. sanguineus parcialmente ingurgitadas em coelhos
bem como verificar a influéncia de duas temperaturas (27°C e 37°C) nos parametros das fémeas
alimentadas deste ixodideo.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O Carrapato Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806)

Rhipicephalus sanguineus € 0 carrapato com maior distribuicdo geogréfica dentre os demais
ixodideos (DANTAS-TORRES, 2008). Popularmente conhecido como “carrapato vermelho do cdo™
ou “carrapato dos canis®, seu hospedeiro natural ¢ o cdo doméstico e as populagdes caninas sdo as
principais fontes de manutencdo e responsaveis por explosGes populacionais destes parasitos no
ambiente (DANTAS-TORRES, 2008; SERRA-FREIRE, 2009). Porém, estes carrapatos podem vir a
parasitar outros hospedeiros além de cdes, inclusive humanos, principalmente ao crescente habito de
associagdo intima desses com cdes (DANTAS-TORRES et al., 2006; LOULY et al., 2006).

Esses carrapatos estdo envolvidos no ciclo epidemioldgico de varias doencas animais e de
relevancia para saude publica, atuando como vetores bioldgicos e mecénicos, transmitindo virus,
bactérias, protozoarios, filarioses e outros (DANTAS-TORRES, 2008). Em geral, a presenca macica
deste carrapato esta diretamente ligada ao aumento de cdes soropositivos para Babesia canis €
Ehrlichia canis, doengas com alta prevaléncia (LABRUNA et al., 2006; DANTAS-TORRES, 2008).
Podem ainda atuar como bioagentes, causando as chamadas ixodidoses (SERRA-FREIRE, 2009).
Recentemente 0 R. sanguineus vem sendo descrito como vetor de Rickettisia rickettisii, agente causal
da febre maculosa (Rocky Mountain Spotted Fever), doenca com alta taxa de letalidade (DANTAS-
TORRES, 2008b; EREMEEVA et al., 2011).

Atualmente, diante de mudancas no estilo de vida, o cdo tem um contato cada vez maior com
0 homem, expondo-0 aos agentes comuns entre as duas espécies. Vale ressaltar que R. sanguineus € 0
vetor de Rickettsia conorii para humanos na Europa, agente da febre botonosa e também vetor da
Rickettsia rickettsii, agente da febre maculosa no Brasil (LOULY et al., 2006). R. sanguineus
desenvolve-se bem com altas densidades e tem alta prevaléncia em algumas cidades do Brasil,
podendo causar aumento da incidéncia de outras enfermidades tais como a babesiose e a febre
maculosa que sdo zoonoses emergentes (FERNANDES, 2000). Estudos afirmam que pessoas que
vivem em ambientes com cdes muito parasitados por R. sanguineus podem ser incluidas no grupo de
risco para o parasitismo pelo ixodideo (DANTAS-TORRES et al., 2006).

2.2 Alimentacéao Artificial

De modo geral a alimentagdo artificial além de permitir a manutencdo de coldnias em
laboratério, expdem artrépodes hematdfagos ao agentes patogénicos, sem a utilizacdo de hospedeiros
infectados além de fornecer uma variada fonte de alimentacédo para fins experimentais (DE LA VEJA
et al., 2000; WALKER et al., 1979). O tempo de exposicéo, a fonte de alimentacdo variam de acordo
com os objetivos do estudo e a espécie em questdo. Membranas naturais e artificiais foram utilizadas
em muitos estudos com carrapatos argasideos visto que este dispositivo ndo favorecem a alimentagdo
para os ixodideos que demandam maior tempo de exposi¢do as estruturas (JOYNER; PURNELL,
1968; KEMP et al., 1975; MOURA et al., 1997).

Varias sdo as tentativas de ingurgitamento e avaliacdo dos aspectos bioldgicos em carrapatos
alimentados artificialmente. O grande objetivo é minimizar o nimero de hospedeiros vertebrados
necessarios & manutencdo de colbnias desses artropodes em laboratério. Nesses estudos podem ser
utilizados carrapatos em diferentes estagios de desenvolvimento. Em geral, sdo utilizados carrapatos
adultos em jejum, que logo apds exposicdo aos capilares sdo colocados sobre seus hospedeiros para
completarem sua alimentacdo, ou, entdo, carrapatos adultos previamente alimentados, por algumas
horas, em animais de laboratério. Neste caso, os periodos de exposicdo ao hospedeiro variam de
acordo com a espécie de carrapato e com 0s objetivos do estudo. Kocan et al. (2005) observam-se
diferencas nos estudos de infecgéo de carrapatos, destacando que este sistema de alimentacéo artificial
pode apresentar uso potencial para identificar aspectos de interagfes patdgeno-vetor que ndo sdo
reconhecidas nos carrapatos alimentados naturalmente.



Durante a década de 90 a técnica de alimentacdo artificial por meio de tubos capilares foi
aplicada em estudos sobre as propriedades antigénicas e do conteldo de prostaglandinas E2 da saliva
dos carrapatos (BENAVIDES; WALKER, 1992; INOKUMA et al., 1994), anos mais tarde Almazén
et al. (2005) alimentaram artificialmente o carrapato Ixodes scapularis por meio de tubos capilares
para a detec¢do de antigenos capazes de induzir uma resposta vacinal a varias espécies de carrapatos.
No entanto, uma maior aplicabilidade desta técnica estd associada a estudos envolvendo a transmissdo
in vitro de agentes patogénicos para entdo avaliar interacdo patdgeno-vetor.

Considerando que os vetores amplificam a espiroqueta B. burgdorferi, a alimentagéo artificial
das espécies de carrapatos envolvidas na sua transmissdo, por meio do aperfeicoamento da téchica
utilizando ponteiras plésticas com sangue de pacientes, parece um método bastante promissor para o
isolamento e identificacdo do agente etiologico desta doenca no Brasil (projeto financiado pela
FAPESP, Barros-Battesti, D. M. dados ndo publicados).

2.3.1 Alimentacéo artificial de carrapatos por meio de tubos capilares

A primeira proposta de estudo que empregou a alimentacdo artificial por meio de tubos
capilares em carrapatos ixodideos foi feita por Gregson (1937). Posteriormente Chabaud (1950)
alimentou artificialmente Hyalomma excavatum (Koch, 1844), Hyalomma dromedarii (Koch, 1844),
Dermacentor reticulatus (Fabricius, 1794) (citado como Dermacentor pictus) € R. sanguineus.

Na década de 50 ocorreu o primeiro relato de utilizacdo da técnica de alimentacéo artificial por
meio de tubos capilares em estudos envolvendo a transmissdo de patdgenos. Este estudo foi
desenvolvido nos Estados Unidos por Burgdorfer (1957), que alimentou artificialmente machos e
fémeas de Dermacentor andersoni (Stiles, 1908) e Amblyomma maculatum (Koch, 1844) com uma
suspensdo da bactéria Leptospira pomona por quatro a seis horas. Finalizado o periodo de alimentagédo
in vitro €sses carrapatos foram expostos sobre cobaias, que tornaram-se infectados com L. pomona. No
mesmo estudo, os autores utilizaram metodologia semelhante na tentativa de transmissdo do virus
rabico pelo carrapato D. andersoni, sendo observada a eficiéncia da técnica na transmissdo do referido
patégeno.

Na Africa, Purnell e Joyner (1967) utilizaram a técnica de tubos capilares para demonstrar a
ocorréncia do processo de salivagdo dos carrapatos durante o periodo de alimentagdo in vitro. Os
autores utilizaram fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus appendiculatus (Neumann,
1901) previamente infectadas com Theileria parva (Theiler, 1902), e ap6s a alimentacdo artificial,
verificaram que estes carrapatos foram capazes de contaminar os capilares com sangue livre de
infeccéo.

Até 0 momento ndo ha relatos de ingurgitamento total em relacdo aos carrapatos ixodideos,
entretanto estudos realizados na Franga por Rau e Hannoun (1968) obtiveram sucesso ao alimentar
adultos e ninfas do carrapato argasideo Argas reflexus reflexus (Fabricius, 1794) por meio de tubos
capilares, com sangue de frango ou pombo heparinizado. Os autores observaram que houve 0
ingurgitamento total dessas fémeas as quais fizeram posturas férteis e as ninfas mudaram para 0s
préximos estagios, ndo havendo, portanto interferéncia na biologia do carrapato.

Certos do potencial da técnica, pesquisadores empregaram ainda a alimentacdo artificial com
0s objetivos de avaliar a especificidade de carrapatos ixodideos e a relacdo destes com seus
hospedeiros. Na Australia, Willadsen et al. (1984) alimentaram artificialmente fémeas parcialmente
ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (citado como Boophilus
microplus) por meio de tubos capilares contendo sangue de bovinos, coelhos, ratos e cobaias. Os
autores verificaram que os carrapatos foram capazes de ingerir todos 0s tipos de sangue, mas 0 SUCesso
no ingurgitamento e na oviposi¢cdo ocorreu apenas quando os carrapatos foram alimentados com
sangue do hospedeiro natural, demonstrando assim a alta especificidade deste ixodideo.

Na Suica, Losel et al. (1993) avaliaram o comportamento de fémeas parcialmente ingurgitadas
de R. appendiculatus alimentadas por meio de tubos capilares contendo soro de coelhos previamente
infestados com carrapatos e soro obtido dos mesmos animais antes da infestagdo. Os resultados
revelaram ganho de peso significativamente menor quando as fémeas foram alimentadas com soro de
coelhos infestados. Os autores utilizaram ainda soro de bovinos neste estudo, e ndo observaram
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diferenca significativa no ganho de peso, demonstrando assim a resisténcia adquirida por animais de
laboratério e a diferenca entre o hospedeiro natural.

Na técnica de alimentacdo artificial por meio de tubos capilares o estagio e o grau de
ingurgitamento dos carrapatos podem variar de acordo com o objetivo do estudo. De La Vega et al.
(2000) obtiveram bons resultados ao alimentar artificialmente fémeas de R. microplus recém mudadas,
por meio de tubos capilares por 35 minutos utilizando sangue heparinizado ou desfibrinado de
bovinos. Logo depois, estas fémeas foram expostas novamente ao hospedeiro natural para completar o
ingurgitamento. A alimentacdo artificial ndo prejudicou a biologia dos carrapatos, ou seu
desenvolvimento posterior.

Em estudo proposto por Broadwater et al. (2002) ninfas do carrapato /. scapularis (Fay, 1821)
foram alimentadas artificialmente por meio de tubos capilares repletos com solucdo contendo B.
burgdorferi (Johnson et al., 1984), o agente causador da Doenca de Lyme, sendo observado que as
ninfas infectadas in vitro mudaram para adultos e, que esses adultos quando alimentados em roedores
de laboratorio foram capazes de transmitir o patégeno.

Nos Estados Unidos Kocan et al. (2005) demonstraram 0 uso potencial deste sistema na
identificacdo de aspectos sobre as interacfes entre patdgenos e vetores quando infectaram
artificialmente por meio de tubos capilares Dermacentor variabilis (Say, 1821) com Anaplasma
marginale (Theiler, 1910),. O principal objetivo foi criar um modelo alternativo para estudar esta
interacdo. Primeiramente foi realizada a infecgdo in vitro de D. variabilis pré-alimentados em ovelhas
por trés dias, e, para tanto, foi empregado um sistema de alimentacdo in vitro baseado na metodologia
proposta por Broadwater et al. (2002). O processo de alimentacdo teve duracdo de quatro dias e,
portanto, trocas diarias dos capilares foram necessarias para garantir o acesso dos carrapatos a dietas
frescas. Ao se comparar a infectividade de A. marginale em D. variabilis machos alimentados in vitro
e em bovinos, os autores observaram diferencas. A infecgéo intestinal dos carrapatos alimentados por
meio de tubos capilares foi detectada na PCR quando o sangue utilizado apresentou alta riquétsemia,
além disso notou-se que nenhum dos carrapatos alimentados artificialmente desenvolveram infecgéo
da glandula salivar. Os autores esclareceram que este sistema de alimentacdo artificial pode
representar uso potencial para identificar aspectos de interagdes patdgeno-vetor que ndo sdo
reconhecidos nos carrapatos alimentados naturalmente.

Gonsioroski et al. (2012) testaram o efeito de imunoglobulinas na fisiologia do ixodideo R.
microplus, carrapatos pesando entre 25 e 60mg foram alimentados artificalmente por meio de tubos
capilares. Os resultados revelaram um aumento de peso de 94 a 168% submetidos a um periodo de 24
horas de exposicdo aos dispositivos. Nos parametros de oviposicdo observou-se um decréscimo,
provavelmente induzido pelos anticorpos monoclonais (BrBm2).

No Brasil as pesquisas envolvendo a alimentacgdo artificial de carrapatos ixodideos por meio
de tubos capilares séo recentes e foram desenvolvidas de maneira pioneira no Laboratdrio de Doengas
Parasitarias (LDP) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Entre os estudos
realizados com as quatro principais espécies de carrapatos ixodideos, R. sanguineus se destacou por
apresentar o menor ganho de peso quando submetidos a essa técnica de alimentacéo in vitro, sugerindo
a necessidade de adaptaces metodoldgicas para a execugdo da técnica (Figura 1).
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Figura 1. Ganho médio de peso de Amblyomma cajennense, Dermacentor nitens, Rhipicephalus
microplus € Rhipicephalus sanguineus ap0s seis, 12 e 24 horas de alimentacdo artificial (Dados
compilados de RANGEL et al., 2008, SAKAI, 2010 e RANGEL, 2011).

Iniciando os estudos sobre alimentacdo in vitro por meio de tubos capilares, Amblyomma
cajennense (Fabricius, 1787) foi escolhida como espécie piloto por Abel (2004) no Laboratorio de
Doencas Parasitarias da UFRRJ. Este trabalho foi realizado em duas etapas: na primeira foram
utilizadas fémeas previamente alimentadas em coelhos, que foram removidas antes do término do
ingurgitamento e submetidas a alimentag&o por meio de tubos capilares por periodos de 2, 6 e 12 horas
com sangue citratado bovino. O ganho de médio de peso foi significativo a partir de 2h. Na segunda
etapa, fémeas com 45 dias de jejum foram alimentadas com sangue citratado da espécie bovina
utilizando tubos capilares por diferentes periodos de tempo: 12, 24 e 48 horas, duas horas por dia e
seis horas por dia durante oito dias consecutivos, sendo cada grupo composto por 20 carrapatos, logo
depois os carrapatos foram expostos a coelhos para completar a alimentacdo. Os resultados revelaram
gue os grupos alimentados por 24 horas, por oito dias durante duas horas por dia e o grupo alimentado
por oito dias por seis horas por dia apresentaram maior ganho de peso, ndo havendo diferenca
estatistica entre eles.

Ap0s 0 sucesso da utilizacdo de capilares na alimentacdo de A. cajennense, a equipe do LDP
da UFRRJ decidiu aprofundar os estudos nessa linha de pesquisa com a espéecie R. microplus por se
tratar de uma espécie com grande importancia econdmica. Os primeiros estudos resultaram na
dissertacdo de mestrado de Rangel (2008), que utilizou fémeas parcialmente ingurgitadas de R.
microplus alimentadas artificialmente com sangue citratado da espécie bovina por periodos de seis, 12,
24 e 36 horas, observando que as fémeas alimentadas artificialmente ndo atingiram ingurgitamento
total, os valores de ganho de peso foram 12,33mg, 33,41mg, 67,53mg e 79,47mg para 0s quatro
referidos periodos de alimentagdo, observou-se também que a técnica utilizando tubos capilares ndo
causou nenhum efeito deletério sobre parametros como indice de Eficiéncia Nutricional (IEN) e indice
de Eficiéncia Reprodutiva (IER).

Para verificar a influéncia do peso inicial na alimentacdo artificial dos carrapatos, Rangel et al.
(2008) desenvolveram um experimento com fémeas parcialmente ingurgitadas de Dermacentor nitens
(Neumann, 1897) oriundas de infestacdo natural em equinos. Duas faixas de pesos, 40 a 60
miligramas e de 61 a 100 miligramas, foram estabelecidas e para cada faixa de peso foram formados
quatro grupos homogéneos. Em seguida as fémeas foram alimentadas artificialmente por meio de
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tubos capilares por seis, 12, 24 e 36 horas com sangue citratado bovino. Os autores verificaram que as
fémeas pertencentes ao grupo com maior peso inicial tiveram maior ganho de peso no final da
alimentacdo em relacdo ao outro grupo, sugerindo gue o peso inicial influencia no ganho de peso final
apos alimentacdo artificial. Neste estudo, os carrapatos alimentados artificialmente nas duas faixas de
peso por periodos mais prolongados apresentaram parametros da fase ndo-parasitaria proximos aos
observados em condig¢des de laboratério para essa espécie.

Em 2010, foram realizadas duas tentativas de alimentagdo por meio de tubos capilares do
carrapato R. sanguineus. Cunha et al. (2010) avaliaram o ganho de peso de fémeas parcialmente
ingurgitadas de R. sanguineus separando 0s carrapatos em quatro grupos homogéneos compostos por
10 fémeas cada. Os grupos foram submetidos a diferentes tempos de alimentacéo: duas, seis, 12 e 24
horas, sendo observado que o peso dos grupos alimentados in vitro foi maior & medida que o tempo de
exposicdo ao tubo capilar aumentou. Quanto aos pardmetros bioldgicos foi observada diferenca
significativa neste estudo entre 0s grupos experimentais alimentados por duas e 24 horas, no que se
refere aos pardmetros biolégicos ndo houve influéncia negativa sobre a fase ndo-parasitaria do
ixodideo avaliado.

Sakai (2010) utilizou a técnica de tubos capilares para alimentar fémeas parcialmente
ingurgitadas de R. sanguineus previamente alimentadas em coelhos e cdes. O objetivo principal foi
avaliar o ganho de peso dos carrapatos e a influéncia da técnica nos aspectos bioldgicos da fase ndo
parasitaria desta espécie. Diversos experimentos foram realizados objetivando determinar as faixas de
peso com melhor ganho de peso ap6s 24 horas de exposicdo aos capilares. Posteriormente, avaliou-se
0 comportamento alimentar dos carrapatos nos periodos de seis, 12, 24, 36 e 42 horas. Na aplicacdo da
técnica as fémeas de R. sanguineus foram fixadas com a face ventral voltada para cima em bandejas de
poliestireno com auxilio de fita adesiva dupla face. Os dispositivos contendo sangue citratado de cédo
foram posicionados sobre o aparelho bucal dos carrapatos. Logo depois, as bandejas com os carrapatos
dispostos foram mantidas a temperatura de 27+1°C e umidade relativa do ar superior a 80%. Apds
alimentac&o artificial, os carrapatos foram pesados para avaliacdo do ganho de peso, fixados em placas
de Petri e mantidos sob as mesmas condi¢cdes controladas de temperatura e umidade citadas
anteriormente, para acompanhamento dos aspectos biol6gicos. Ndo foi observada diferenca estatistica
na ingestdo de sangue nas diferentes faixas de peso dos carrapatos previamente alimentados em
coelhos. E importante destacar que nos carrapatos expostos aos capilares por periodos mais
prolongados verificou-se maior ingestdo de sangue. Apesar das fémeas de R. sanguineus ndo terem
apresentado ingurgitamento total, a técnica de alimentacdo em tubos capilares ndo desencadeou
efeitos deletérios sobre os aspectos bioldgicos da fase ndo parasitaria dessa espécie, visto que
pardmetros como percentual de eclosdo e peso da postura apresentaram valores em torno de 51% e
34,88mg, 65% e 38,81, 62% e 37,68mg, 75% e 44,43mg e 57% e 49,74mg, nos periodos de seis, 12,
24, 36 e 42 horas, respectivamente.

Os resultados encontrados para o ganho de peso das fémeas de R. sanguineus alimentadas por
meio de tubos capilares nos estudos realizados por Cunha et al., (2010) e Sakai (2010) diferiram
porgue os autores partiram de pesos iniciais diferentes, isto demonstrou a necessidade de se avaliar
outros fatores que podem influenciar na ingestdo de sangue in vitro e na reducdo do tempo de
exposicdo dos carrapatos aos capilares, bem como a busca por adaptacdes na metodologia e uso de
dispositivos de alimentagdo buscando a maior eficiéncia da técnica (Figura 2).
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Figura 2. Ganho médio de peso de Rhipicephalus sanguineus ap0s 6, 12 e 24 horas de alimentagdo
artificial. (Dados compilados de SAKAI, 2010 e CUNHA et al., 2010).

2.3.2 Alimentacao artificial de carrapatos por meio de ponteiras plasticas

Rangel (2011) realizou pela primeira vez a técnica de alimentacdo artificial utilizando
ponteiras plasticas, que teve como principal objetivo o aprimoramento da técnica fazendo com que o
tempo de alimentacdo fosse reduzido e as fémeas parcialmente ingurgitadas ingerissem maior
guantidade de sangue. O dispositivo demonstrou-se eficiente, uma vez que ndo ocorreu 0
ressecamento do sangue no interior das ponteiras, possibilitando a alimentacdo dos carrapatos de
forma continua sem a necessidade de substituicdo do contetdo dos dispositivos. Durante a realiza¢do
do estudo foram avaliados os efeitos das faixas de peso inicial dos carrapatos, o intervalo entre a coleta
e o inicio da alimentacdo artificial, bem como a influéncia de diferentes formas de apresentagdo do
sangue bovino, temperaturas e dispositivos adaptados para a alimentacdo artificial de fémeas
parcialmente ingurgitadas de R. microplus. Neste estudo o autor constatou que as fémeas com peso
inicial de 40 a 69mg apresentaram maior tendéncia de ganho de peso sendo capazes de retomar seu
processo de alimentagdo, mesmo apds um intervalo de até 12 horas entre a coleta dos carrapatos e o
inicio da alimentacgdo in vitro. Além disso, verificou-se que independente da forma como o sangue
bovino foi apresentado, os carrapatos alcangaram grau de ingurgitamento equivalente.  Quando
alimentados sob a temperatura de 37°C, ndo foi observada diferenca estatistica entre o peso das fémeas
alimentadas por 12 e 24 horas. A utilizacdo de ponteiras plésticas permitiu a ingestdo continua de
sangue, sem que fosse necessaria a realizacdo de trocas sucessivas das ponteiras plasticas, de forma
que fémeas com peso médio inicial de 48,9mg apresentaram peso médio final de 200,17mg. A técnica
ndo apresentou efeito deletério sobre os aspectos biologicos da fase ndo-parasitaria de R. microplus.
Os resultados na comparacgdo entre 0s grupos experimentais, 0 menor peso da postura foi observado
em fémeas alimentadas sob temperatura de 32°C por 12 horas, que apresentaram média de 36,65mg.
Na avaliagdo da influéncia da temperatura na realizac&o da técnica foi realizada a comparacéo entre a
alimentacdo por meio de tubos capilares e ponteiras plasticas. No grupo exposto a tubos capilares em
ambiente controlado a temperatura de 32°C por 24 horas, o0 peso médio foi de 64,90mg, considerado
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estatisticamente igual aos pesos médios de 68,20mg e 75,12mg obtidos para a postura nos grupos de
carrapatos alimentados por meio de tubos capilares em ambiente de 37°C por 12 e 24 horas,
respectivamente. Foi observado peso médio da postura superior, 100,94mg, no grupo de carrapatos
alimentados por meio de ponteiras plasticas em estufa a 37°C por sete horas, que diferiu
estatisticamente dos demais grupos alimentados in vitro. Este estudo contribuiu para a amplificacdo
das pesquisas envolvendo a transmissdo de bioagentes, uma vez que proporcionou o aperfeicoamento
da técnica.

2.2.1 Aspectos do ciclo biolégico de Rhipicephalus sanguineus

Em geral o ciclo vital de R. sanguineus bem como os demais membros da familia Ixodidae
apresenta quatro estagios de desenvolvimento, sendo que trés destes sdo ativos e dependem do repasto
sanguineo para desempenho pleno de suas funcdes bioldgicas (FACCINI; BARROS-BATTESTI,
2006). Os estagios comuns aos ixodideos sdo ovo embrionado, larva, ninfa e adultos (SONENSHINE,
1991; SERRA-FREIRE, 2009).

Durante seu ciclo de vida os carrapatos apresentam duas fases distintas, a de vida livre e a
parasitaria (SERRA-FREIRE, 2009). Ambas as fases sdo importantes no desenvolvimento do parasito
e se complementam. A fase parasitaria ocorre sobre o hospedeiro, a larvar eclode realiza o repasto
sanguineo se desprendendo ao ambiente, faz a ecdise, atingindo o estagio de ninfa, alcanca novo
hospedeiro, realiza novo repasto sanguineo, se desprende, faz ecdise e atinge o estagio de adulto, este
por sua vez, faz repasto num novo hospedeiro (SONENSHINE, 1991; SERRA-FREIRE, 2009). R.
sanguineus € uma espécie de carrapato trioxeno, ou seja, em cada estagio ativo de desenvolvimento
(larva, ninfa e adulto) se alimenta apenas uma vez e a muda (ecdise) ocorre no ambiente em que vive e
mantém relagdo com seu hospedeiro (GUGLIELMONE et al., 2006; BARROS-BATTESTI, 2006;
DANTAS-TORRES, 2008).

As teledginas de R. sanguineus podem chegar a pesar até 250mg e chegam a ovipor cerca de
4.000 ovos durante uma postura ininterrupta. A quantidade de ovos que uma fémea de carrapato
ovipOe esta relacionada ao seu peso corporal (GUGLIELMONE et al., 2006; DANTAS-TORRES,
2008; DANTAS-TORRES, 2010). Apds seu desprendimento, a teledgina realiza a postura, para isso
ela busca abrigos onde passa pelo periodo de pré-oviposi¢do. Estes abrigos sdo tidos como estratégias
gue estes artrépodes utilizam para fugir de possiveis predadores e depositar seus ovos 0 mais perto
possivel de provaveis hospedeiros (DANTAS-TORRES, 2010).

O periodo de pré-oviposicdo pode variar entre trés a 14 dias e a oviposi¢do pode durar até 21
dias. As larvas e as ninfas quando fixadas em seus hospedeiros alimentam-se de trés a cinco dias e de
cinco a sete dias, respectivamente. Uma vez fora de seus hospedeiros as metalarvas e metaninfas
fazem a ecdise em um periodo aproximado de oito a 11 dias e de 11 a 23 dias, respectivamente, sob
condi¢oes ideais (GUGLIELMONE et al., 2006; DANTAS-TORRES, 2008; SERRA-FREIRE, 2009).
As fémeas adultas podem se alimentar por periodos de cinco a 21 dias (KOSHY et al., 1983;
PEGRAM et al., 1987; PETROVA-PIONTKOVSKAYA, 1947) e o ingurgitamento pode modificar a
compreensdo de alguns caracteres. Em R. sanguineus, 0S espinhos da coxa |, que normalmente
alcangam a coxa Il nas fémeas ndo ingurgitadas podem n&o fazé-lo nos espécimes ingurgitados. Isto
porque a cuticula entre as coxas | e Il se expande durante o ingurgitamento, separando-as (BARROS-
BATTESTI, 2006; JITTAPALAPONG et al., 2000; KOCH, 1982; PEGRAM et al., 1987;
SWEATMAN, 1967).

Apos a eclosdo dos ovos surgem as larvas, que sdo extremamente pequenas, medindo 0,54mm
de comprimento e 0,39mm de largura, possuem apenas trés pares de pernas e, quando ndo alimentadas
podem sobreviver por até 8 meses (GODDARD, 1987). As ninfas possuem quatro pares de pernas e se
assemelham aos adultos, exceto por serem menores e ndo possuir abertura genital, medindo de
1,14mm a 1,3mm de comprimento e 0,57mm a 0,66mm de largura, podendo pesar 0,29mg apds
periodo de quatro dias de alimentacdo (SARTOR, 1994). Geralmente, o0 tempo estimado para que as
ninfas se tornem adultas é de até 47 dias (PEGRAM et al., 1987; PETROVA-PIONTKOVSKAYA,
1947).



O numero de geragdes anuais de R. sanguineus é incerto, pois, em periodos frios pode haver
prolongamento nos tempos requeridos para muda, oviposi¢do e incubacdo (BARROS-BATTESTI,
2006). As condicdes climaticas e a latitude sdo os principais fatores reguladores do ciclo biol6gico dos
carrapatos. A temperatura exerce um papel dominante, regulando a duracdo de cada fase de
desenvolvimento passada fora do hospedeiro (oviposigdo e incubagdo dos ovos), incluindo os periodos
de ingurgitamento e ecdise. Aparentemente existe uma forte relagéo entre a temperatura e o tamanho
da populacdo de R. sanguineus, tendo em vista que estes ixodideos sdo mais abundantes em nimero de
espécies em locais mais Umidos, sendo que algumas espécies podem sobreviver em jejum por pouco
mais de um ano (BARROS-BATTEST]I, 2006; DANTAS-TORRES et al., 2012).

Durante a busca por hospedeiros os carrapatos utilizam varias estratégias como
comportamentos de busca ativa e de emboscada. Independente de qual seja a estratégia principal
adotada pelo carrapato ele se utiliza de situag¢6es inerentes ao metabolismo de seus hospedeiros, como
substancias eliminadas ou até mesmo mecanismos de regulacdo térmica (SERRA-FREIRE, 2009).
Quanto a busca por hospedeiros Rhipicephalus sanguineus € um carrapato que preferencialmente
adota a estratégia de busca ativa por seus hospedeiros, usando como estimulos 0 CO, (SONENSHINE,
1993; LOULY, 2003). Esses padrGes comportamentais foram adquiridos de acordo com a evolugéo
das duas espécies envolvidas na relacdo parasito-hospedeiro (DANTAS-TORRES, 2010).

No processo de alimentacdo primeiramente 0s carrapatos caminham sobre a pele do
hospedeiro, tocando-a com a extremidade dos palpos maxilares, onde localizam-se estruturas
sensoriais. Assim que é encontrado o ponto adequado, prendem-se firmemente e forcam o hipostémio,
que possui fileiras de dentes quitinosos dirigidos para tras contra a pele do hospedeiro, penetrando-a
lentamente e funcionando como um 6rgéo de fixagdo ao animal durante todo o repasto sanguineo. As
queliceras também penetram na pele e com movimentos cortantes dilaceram-na (REY, 1973).

Em relagéo ao tamanho, machos e fémeas sdo semelhantes, sendo que as fémeas medem de
2,4 a 2,7mm de comprimento; de 1,44 a 1,68mm de largura; e os machos medem em média de 2,28 a
3,18mm de comprimento; de 1,11 a 1,1,68mm de largura. Ambos tém formas alongadas e cor marrom-
avermelhados com pequenas pontuacdes espalhadas ao longo do escudo dorsal, exceto quando as
fémeas estdo ingurgitadas, quando aumentam a porc¢do do corpo tornando-se mais largas, de cor
esverdeada e podendo atingir o peso de 115mg apoés sete dias de repasto sanguineo (COOLEY, 1946;
DANTAS-TORRES, 2008; SARTOR, 1994).

2.2.4 Aspectos Bioldgicos da fase ndo parasitaria de Fémeas Rhipicephalus sanguineus
Obtidas de Infestacdo Experimental em Coelhos (Temperatura de 27°C e Umidade
relativa do ar Igual ou Superior a 80%o).

2.3 Peso da fémea ingurgitada é compreendido como o peso das fémeas ap0s a alimentagdo artificial
e oriundas de queda natural.

Cunha et al. ( 2010) ao alimentar artificialmente por meio de tubos capilares fémeas de R.
sanguineus oriundas de coelhos, observaram pesos médios das fémeas 66,0; 60,10 e 73,60 mg ap6s
alimentacgdo artificial com sangue citratado canino utilizando de tubos capilares por 6,12,24 horas,
respectivamente. Ao estudar os parametros de oviposi¢do no Brasil, Coelho (1993), obteve fémeas
ingurgitadas com peso variando entre 82,60 a 228,60mg e com peso de 166,02mg. Verificando os
aspectos biolégicos de fémeas ingurgitadas em coelhos, Bellato e Daemon (1997), obtiveram
espécimes com pesos variando de 128,50 a 236,0mg e peso médio de 178,80mg. Bastos (1997) ao
analisar o poder infestante de fémeas com diferentes idades obteve pesos médios de 173,39; 171,59 e
181,66mg ao utilizar fémeas com idades de 15,30 e 45 dias, respectivamente. O efeito de diferentes
raz0es sexuais sobre a fase parasitaria e ndo parasitaria, obteve fémeas com peso variando entre 22,70
a 225,30mg e peso médio de 148,63mg foi avaliado por Amorim (1998), Penna (1999) ao estudar a
biologia de R. sanguineus quando imersos em agua destilada, obteve fémeas com peso médio de
151,40mg.
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Pinto (2000) ao estudar a sensibilidade natural do carrapato frente a diferentes racas de
coelhos observou fémeas com pesos médios de 142,83; 151,07 e 121,13mg, obtidas de coelhos das
racas California, Nova Zelandia e Mesticos (Nova Zelandia x Califérnia), respectivamente.

Szab et al. (2005) ao estudarem os aspectos biolégicos da espécie, observaram peso médio
das fémeas ingurgitadas de 173,40mg. Melo (2007) obteve fémeas ingurgitadas com peso variando de
79,0 a 244,0mg, e peso médio de 148,34mg. Sakai (2010) obteve fémeas ingurgitadas com peso
variando de 61,32 a 90,33.

2.3.1 Periodo de Pré-postura tido como o periodo em dias entre o término da alimentacao
das fémeas até o primeiro dia da postura.

Em relacdo ao periodo médio de pré-postura Cunha et al. (2010) obteve valores de 4,10; 4,0 e
4,10 dias e 6,90. Coelho (1993) observou que as fémeas alimentadas em coelhos tiveram um periodo
de pré-postura de 3,85 dias. No estudo conduzido por Bellato e Daemon (1997) o periodo de pré-
postura variou de 2,0 a 4,0 dias, com média de 3,19 dias. Bastos (1997) verificou periodos médios de
pré-postura de 4,13; 4,67 e 4,80. Amorim (1998) observou que os periodos de pré-postura variaram de
3,0 a 21,0 dias,com média de 15,0dias,Penna (1999) verificou periodo médio de pré-postura de 4,30
dias. Pinto (2000) obteve periodos médios de pré-postura de 3,72; 3,77; 3,37 dias. Szabd et al. (2005)
obteve periodo médio de pré-postura de 2,50 dias. Os periodos de pré-postura no experimento
conduzido por Mello (2007) foram de 1,0 a 3,0 dias, com média de 1,80 dias. Os periodos de pré-
postura no estudo realizado por Sakai (2010) foram de 3,80 a 3,20 dias.

2.3.2 Periodo de Postura avaliado como o primeiro e o Gltimo dia de postura de cada
fémea, sendo que a partir da separacdo e pesagem diaria da postura de cada fémea foi
verificado o ritmo de postura diario.

O Periodo de Postura observado por Cunha et al.(2010) foi de 6,90; 7,60 e 6,90 dias, Coelho
(1993) verificou que o periodo médio de postura foi de 10,81 dias. De acordo com Bellato e Daemon
(1997) o periodo de postura foi de 9,0 a 18,0 dias com média de 13,71 dias. periodo médio de postura
de 12,10 dias. Pinto (2000) obteve periodos de postura de 12,75; 13,73; 14,07 dias. Mello (2007)
obteve periodo de postura de 8,0 a 15,0 dias, com média de 11,40 dias, Piranda et al. (2008) ao
estudarem o efeito da temperatura sobre a viabilidade das fémeas verificaram periodo médio de
postura de 14,70 dias, variando de 9,0 a 18, dias, ja no estudo conduzido por Sakai (2010) obteve
periodo de postura de 12,70 a 14,70 dias.

2.3.3 Peso da Postura foi calculado com base no peso total das posturas diarias de cada
fémea.

Os pesos médios das posturas foram de 42,60; 46,90 e 41,60mg, respectivamente, para 0
estudo realizado por Cunha et al (2010). Bellato e Daemon (1997) obteve posturas com pesos de 67,40
a 156,0mg, e peso médio de 114,27mg. Os pesos médios das posturas no estudo de Bastos (1997)
foram de 110,82; 116,29; 117,0mg e 39,99. Os pesos médios da postura no estudo de Amorim (1998)
foi de 93,32mg variando de 8,40 a 156,30mg. Para Szab0 et al. (2005) o peso médio da postura foi de
103,90mg. O peso médio das posturas foi de 105,60mg, variando entre 95,0 a 114,0mg, no estudo
realizado por Mello (2007). O peso médio das posturas ficou entre 34,88 a 49,74mg no estudo
realizado por Sakai (2010).

2.3.4  Indice de Producéo de ovos e indice de Eficiéncia Nutricional foram calculados de
acordo com a expressdo proposta por (BENNETT, 1974)

Os indices de Producdo dos ovos das fémeas alimentadas artificialmente ndo foram citados no
trabalho realizado por Cunha et al. (2010). Coelho (1993) observou que os IPOs e IENs foram de
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64,50% e de 79,92%, respectivamente. Bellato e Daemon (1997) observaram que os IPOs 63,89%,
variaram de 50,90 a 67,60% e IENs 79,77%", com variacdo de 66,10% a 83,80%. Bastos (1997)
observou que os IPOs e IENs foram de 63,91; 67,68; 64,40% e de 82,93; 83,45; 80,21%,
respectivamente, segundo as diferentes idades das fémeas. Amorim (1998) obteve IPOs de 60,40%,
variando de 10,66 a 78,03% e o IEN foi de 77,70%, variando 13,13 a 99,25%. Penna (1999) registrou
IPO de 54,50% e IEN de 66,30%. Pinto (2000) obteve IPOs e IENs de 63,23; 65,59; 65,21% e de
83,26; 84,34; 88,64%, respectivamente.

Mello (2007) observou que o IPO variou de 59,0 a 75,0% com indice médio de 68,40% e o
IEN nédo foi mencionado. Piranda (2008) verificou que o IPO foi de 66,0%, variando entre 33,20 a
88,20% e o IEN né&o foi mencionado pelos autores. O IPO observado por Sakai (2010) variou de 55,68
a54,42% e o IEN foi de 83,90 a 79,71mg.

2.3.5 Percentual de Eclosao definido com o percentual de eclodibilidade das larvas.

Os percentuais de eclosdo das larvas no estudo conduzido por Cunha et al. (2010) foram de
73.0%, 75.0% e 68.0% para os grupos alimentados por 6, 12 e 24 horas respectivamente. Coelho
(1993) obteve porcentagem média de eclosdo das larvas de 95,88%. A porcentagem média de eclosdo
de 84,43%, variou de 7,0 a 99,0%, nos achados de Bellato e Daemon (1997). Porcentagens médias de
eclosdo das larvas no estudo de Bastos (1997) foram de 94,20; 78,93 e 89,60%, respectivamente.
Amorim (1998) verificou que a porcentagem média de eclosdo das larvas de 85,16%, variou de 1,0 a
100%. A porcentagem média de eclosdo das larvas no estudo de Pinto (2000) foi de 89,45; 92,43 e
80,53%, respectivamente. Szab6 et al. (2005) verificou que 59,90% das larvas eclodiram. Mello
(2007) observou que 95% a 100% das larvas eclodiram. Piranda (2008) analisando a porcentagem de
eclosdo larval observou uma média de 72,10%, variando entre 1,0 a 99,0%. A porcentagem de
eclosdo das larvas variou de 51,0 a 57,0%, no trabalho conduzido por Sakai (2010).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Experimento

O trabalho foi conduzido nas dependéncias do Laboratério de Doengas Parasitarias (LDP),
pertencente ao Departamento de Epidemiologia e Salde Publica do Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizada no municipio de Seropédica, RJ.

3.2 Procedéncia e Manutencdo da Col6nia de Rhipicephalus sanguineus em Coelhos
(Etapa 1)

Os carrapatos utilizados foram obtidos de infestacdo natural de cdes errantes da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), municipio de Seropédica, RJ. Para este procedimento 0s
cdes foram contidos de forma adequada de forma que ndo houvesse nenhum tipo de estresse para estes
animais. Apo6s a coleta, os carrapatos foram levados ao Laboratério de Doencas Parasitarias, lavados
em &gua destilada, secos em papel filtro e a identificacdo foi confirmada com base na chave para
géneros proposta por BARROS-BATTESTI et al.,(2006).

Para a manutencdo da colonia, as fémeas de R. sanguineus foram acondicionadas em Placas de
Petri e mantidas em camara climatizada com Demanda Biologica de Oxigénio “Biological Oxigen
Demand” (B.0.D) a temperatura de 27°C+1°C e umidade acima de 80%. No 18° dia apds o inicio da
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postura, os ovos foram recolhidos, pesados em balanga analitica (Bioprecisa FA2104N), separados em
aliquotas de 100mg e colocados em seringas plasticas com uma das extremidades cortada e vedada
com algodéao hidrofilo. Posteriormente, as seringas foram mantidas em camara climatizada( B.0.D)
sob as mesmas condic¢des de temperatura e umidade ja citadas.

Foram realizadas observacdes diarias para avaliar o dia de inicio da eclosdo larval e desta
maneira estabelecer a idade de infestacdo das larvas e ninfas, estas foram submetidas a jejum minimo
de 15 dias e apos a ecdise das ninfas para adultos, os adultos foram submetidos a jejum de 20 dias para
posteriormente serem infestados nos coelhos. Para a realizacdo das infestagGes experimentais foram
utilizadas larvas, ninfas e adultos em coelhos mesti¢os (Orictolagus cuniculus), Nova Zelandia X
Califdrnia cedidos pelo setor de Cunicultura, Instituto de Zootecnia da UFRRJ, com idade de 60 a 90
dias, machos e fémeas, pesando entre um quilo e meio e trés quilos de peso corporal e sem contato
prévio com carrapatos ou produtos acaricidas. Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais no
biotério do LDP, alimentados com racdo comercial e agua ad libitum. As larvas, ninfas e adultos com
15 a 20 dias de idade, foram alimentadas em coelhos com toucas de algoddo aderidas ao dorso de
acordo com Neitz et al. (1971) . As larvas e ninfas ingurgitadas foram recuperadas a partir do 5° dia de
infestacdo para realizagdo da ecdise. No sétimo dia de alimentacéo, fémeas parcialmente ingurgitadas
foram recolhidas cuidadosamente por torgdo manual sobre o proprio eixo.

O estudo foi conduzido de acordo com o protocolo ético proposto pela Sociedade Brasileira de
Laboratério de Ciéncia Animal (SBCAL) e foi previamente aprovado pela comissado ética da UFRRJ,
sendo assim o protocolo experimental aprovado pertence ao nimero: 007330.

3.3 Delineamento Experimental

O estudo foi dividido em trés experimentos:

3.3.1 Experimento 1 — Padronizagdo das faixas de peso inicial de fémeas de Rhipicephalus
sanguineus parcialmente ingurgitadas submetidas a alimentacgéo artificial por meio de ponteiras
plasticas.

A partir do sétimo dia de infestacdo em coelhos, as fémeas parcialmente ingurgitadas foram
coletadas em diferentes faixas de peso inicial com o objetivo de determinar a melhor faixa de peso
para alimentacdo artificial por meio de ponteiras plasticas. Os pesos iniciais estabelecidos foram
estipulados de acordo com aqueles propostos por Cunha et al. (2010) para a mesma espécie de
ixodideo, com modificagdes : >20 a 35;>35 a 50;>50 a 65;>65 a 80mg.

Posteriormente, as fémeas selecionadas foram levadas ao LDP, lavadas em &gua destilada,
secas em papel filtro, e examinadas em microscépio estereoscopico (Wild Heerbrugg) para verificacdo
da integridade do aparelho bucal, formando os 4 grupos de faixas de peso diferentes com 13 fémeas
cada. Em seguida, essas fémeas foram fixadas em bandejas de isopor, com auxilio de fita adesiva
dupla face e as ponteiras plasticas foram posicionadas sobre o aparelho bucal do carrapato (figura 4).
A angulacdo para que o dispositivo fosse acoplado ao aparelho bucal das fémeas parcialmente
ingurgitadas precisou sofrer um ajuste em relagdo a angulagdo proposta por Rangel et al. (2011), sendo
a nova angulacéo ajustada para aproximadamente 25° (figura 3), para isto houve a necessidade de se
realizar cortes com o auxilio de uma tesoura nas bordas das bandejas de poliestireno de modo que o
dispositivo pudesse ser posicionado sobre o recipiente, ainda assim bolinhas feitas de massa de
modelar foram colocadas na direcdo dos cortes na bandeja para dar suporte as ponteiras para que estas
ndo saissem do aparelho bucal das fémeas parcialmente ingurgitadas.
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Figura 3. Material utilizado e adaptacfes metodoldgicas para a disposigdo das fémeas parcialmente
ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus com angulagdo adaptada para 25°.

O sangue utilizado na alimentag&o artificial foi coletado com Vaccuntainer, acoplado ao tubo
contendo anticoagulante citratato de sddio, diretamente da veia cefalica de trés cées sadios, ndo
tratados recentemente com acaricidas . Os tubos de sangue foram armazenados sob refrigeragdo a 4°C
por no maximo 24 horas. Para preenchimento das ponteiras pléasticas, os tubos contendo sangue foram
retirados da geladeira e mantidos a temperatura ambiente momentos antes do inicio da alimentacé&o.
Os dispositivos de alimentacdo citados acima foram preenchidos com 250 microlitros de sangue
citratado de c&o e dispostos sobre o aparelho bucal dos carrapatos previamente fixados nas bandejas de
poliestireno (figura 3).

Durante o periodo de alimentacdo os carrapatos foram mantidos no interior de camara
climatizada do tipo B.O.D (temperatura de 37°C e umidade acima de 80%) por 36 horas, nesta etapa
ocorreu a determinacéo da melhor faixa de peso. A cada 1 hora e meia, as ponteiras foram substituidas
e/ou desobstruidas com auxilio de uma agulha. Ao final do periodo de alimentacdo as ponteiras
plasticas foram retiradas, e os carrapatos descolados da fita adesiva foram pesados em balanca
analitica, para avaliacdo do ganho de peso ap6s a alimentagéo artificial. Apds avaliacdo do ganho de
peso dos grupos alimentados por diferentes periodos, as fémeas alimentadas artificialmente foram
fixadas em Placas de Petri e acondicionadas em camara climatizada do tipo (B.0.D) a 27°C e 80% de
umidade relativa para posterior avaliacdo dos parametros bioldgicos relativos a fase ndo parasitaria.

3.3.2 Experimento 2 — Avaliacdo do periodo de alimentacéo artificial de fémeas parcialmente
ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus.

De acordo com os resultados obtidos no experimento 1, fémeas de R. sanguineus parcialmente
ingurgitadas em coelhos obtidas a partir do sétimo dia de alimentacdo, pesando entre 36 a 80mg foram
selecionadas para a realizagdo da segunda etapa do estudo.

Apos verificacdo da integridade do aparelho bucal os carrapatos foram pesados, separados em
quatro grupos de pesos homogéneos com 12 fémeas cada. As fémeas foram fixadas em bandejas de
poliestireno com auxilio de fita dupla face e alimentadas artificialmente por meio de ponteiras
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plésticas em camara climatizada do tipo BOD com 37°C e Umidade relativa de 80%, nos seguintes
periodos de tempo: 6, 12, 24, 36 horas.

Procedeu-se a realizacdo do processo de alimentacdo artificial, como descrito anteriormente.
Apobs avaliacdo do ganho de peso dos grupos alimentados por diferentes periodos, as fémeas
alimentadas artificialmente foram fixadas em Placas de Petri e acondicionadas em cAmara climatizada
do tipo B.O.D nas condi¢fes acima citadas para posterior avaliacdo dos pardmetros bioldgicos da fase
ndo parasitaria.

3.3.3 Experimento 3 — Avaliagdo da influéncia da temperatura na alimentacdo artificial de
fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus por meio de ponteiras plasticas.

Apos a padronizacdo da melhor faixa de peso (experimento 1) e do melhor periodo de
alimentagdo (experimento 2), foram formados dois grupos para avaliacdo da influéncia da temperatura
na realizacdo da técnica. Dois grupos com 13 carrapatos parcialmente ingurgitados pesando entre 36 e
80 mg foram submetidos a alimentagdo artificial por 24 horas em estufa tipo BOD com temperaturas
controladas de 27°C e 37°C, ambas com umidade relativa de 80%.

Com a mesma metodologia de alimentacdo por meio de ponteiras plasticas descrita acima,
realizou-se realizou-se a alimentacdo artificial. Apds avaliacdo do ganho de peso dos grupos
alimentados por diferentes periodos, as fémeas alimentadas artificialmente foram fixadas em Placas de
Petri e acondicionadas em estufa B.O.D nas condi¢Bes acima citadas para posterior avaliacdo dos
pardmetros biol6gicos da fase ndo parasitaria.

3.4 Obtencdo do grupo controle de Rhipicephalus sanguineus de infestacdo experimental em
coelhos.

Os carrapatos foram coletados aleatoriamente, apds queda natural. Para cada experimento, 12
carrapatos foram lavados, secos em papel filtro, pesados, fixados em Placas de Petri e levados para
camara climatizada (BOD) nas condigdes ja citadas, para acompanhamento dos parametros bioldgicos
da fase ndo parasitaria.Os grupos controle formados nos trés experimentos foram mantidos a
temperatura de 27°C.
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3.5 Parametros bioldgicos da fase ndo parasitaria de fémeas de Rhipicephalus sanguineus.

Além da observacdo do ganho de peso antes e ap0s a alimentacdo artificial nos trés experimentos
foram realizadas observacdes diarias para acompanhar os seguintes aspectos relativos a fase ndo

parasitaria:

Parametros Avaliados

Descricdo

Peso das fémeas alimentadas

Pesos das fémeas ap6s a alimentacdo artificial e pesos das
fémeas do grupo controle.

Peso das quendginas

Peso obtido trés dias apds o término das posturas de cada
fémea.

Peso da massa de ovos

Peso total da postura de cada fémea.

indice de eficiéncia nutricional
(IEN)
Calculado segundo Bennet (1974)

IEN = pesodaposturailmg)  x 100
Peso Inicial da fémea - quendgina

indice de producio de ovos (IPO)
Calculado segunda Bennet (1974)

IPO = peso da postura (mg)  x 100
peso da fémea alimentada

Periodo de pré-postura

Numero de dias decorridos entre o final da alimentacéo e o
primeiro dia de postura.

Periodo de postura

Periodo entre o primeiro e o ultimo dia de postura de cada
fémea.

Percentual de eclosdo

Estimativa visual da quantidade de larvas eclodidas em
relacdo a postura total de cada fémea.

Ritmo de postura

Pesos diarios das posturas de cada fémea.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica das variaveis quantitativas foram utilizadas andlise de variancia e teste
de Tukey, com significancia de 5%. Para as varidveis qualitativas foi utilizado o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis, com significancia de 5%. Ambas as andlises foram baseadas em Sampaio (2002).
Todos os testes foram realizados utilizando-se o programa computacional GraphPad Instat version

3.05 (2000).
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4 RESULTADOS

4.1. Experimento 1 : Avaliacdo da Influéncia da Determinacéo do Peso Inicial de Fémeas de
R.sanguineus Parcialmente Ingurgitadas sobre o Peso Final ap6s Alimentacdo Artificial por meio
de Ponteiras Plasticas.

O ganho de peso das fémeas foi crescente a medida em que aumentou a faixa de peso inicial
(figura 4). O ganho médio de peso nas diferentes faixas, apds alimentacao por 36 horas foi de 40,3mg,
65,7mg, 53,4mg, 52,5mg nas faixas de peso >20 a 35, >36 a 50, >51 a 65 e >66 a 80mg,
respectivamente.

130 +
120 A
110 A
100 -
90 A
80 A
70 A
60 -
50 A
40 -
30 T T T T 1
20-35mg 36-50mg 51-65mg 66-80mg

Peso Final (ing)

Faixas depeso (mg)

Figura 4. Peso final (mg) nas quatro faixas de peso.
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Na tabela 1 encontram-se os valores médios, desvios padréo e limites minimos e méaximos de
pesos das fémeas de R. sanguineus (nN=13) obtidas de infestacdo experimental em coelhos antes e
depois da alimentacdo artificial. . Apesar de ndo haver diferenca estatistica significativa entre as
diferentes faixas de peso, as fémeas das trés ultimas faixas apresentaram tendéncia de melhores
ganhos de peso (tabela 1), ou seja, partindo-se de um peso inicial compreendido entre 36 e 80mg foi
possivel melhores resultados em relacdo a ingestdo de sangue. Estes resultados foram utilizados como
referéncia para a formagdo dos grupos no experimento onde se procurou avaliar o periodo ideal de

tempo para a alimentacdo dos carrapatos por meio de ponteiras plasticas.

Tabela 1. Peso médio de fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus antes e
depois da alimentagdo artificial por meio de ponteiras plasticas, bem como seus ganhos médios de
peso, apos um periodo de alimentacdo de 36 horas.

Faixas de Peso

Fémeas de Rhipicephalus sanguineus alimentadas

artificialmente por 36 horas

Peso Antes Peso Depois Ganho de peso
médiaxdp médiaxdp média+dp (min
(min - méx) (min - max) - Max)
287+392  69,0°% 22,51 40,3+ 20,6
Crupol-20-35mg (517 341) (287-1144)  (28-823)
400+38  1057°+39,1 65,72+ 38,7
Crupo2-36-50mg (354 466) (463-1631) (53 124.2)
583+52  111,8°+338 53,4+ 35,3
Crupo3-5165mg 511 g58) (583-1807)  (4.1-127.1)
725+45  12508°+385  52,5°+39,8
Grupo4-66-80mg g0 9 "800y  (727-1787)  (4.6- 109,8)
177,33°+ 21,67

Controle

(142,6 - 211,5)

Nas colunas, médias com pelo menos uma letra mindscula comum sdo equivalentes (p <

0,05)

18



Avaliando os dados referentes ao peso das fémeas alimentadas artificialmente, houve
diferenca significativa entre os grupos, sendo que a partir da faixa de peso compreendida entre 36-
80mg obteve-se melhores resultados (figura 5).

140

120
[T
é 100
g
o~
S% 80
S 60 - ® Peso Final
= B Peso Inicial
s 40 -
z
=¥

20 -

0 .
20-35mg 36-50mg 51-65mg 66-80mg
Faixas depeso (mg)

Figura 5. Peso inicial em funcdo do peso final (mg) de fémeas parcialmente ingurgitadas de
Rhipicephalus sanguineus nas quatro faixas de peso.

O periodo de pré-postura apresentou diferenga significativa entre os grupos com valores
superiores ao do grupo controle. O periodo de postura ndo apresentou diferenca significativa com
valores proximos do grupo controle, no entanto o grupo 4 (na faixa de peso entre 66 e
80mg)apresentou valor superior ao grupo controle. Quanto ao peso da massa de ovos, houve diferenca
significativa onde todos os grupos diferiram significativamente do grupo controle. Nos parametros
referentes ao indice de eficiéncia reprodutiva e ao indice de eficiéncia nutricional houve diferenca
significativa entre os grupos, principalmente em relacdo ao indice de eficiéncia nutricional que
apresentou valores bem préximos do demonstrado pelo grupo controle, revelando que a técnica de
alimentac&o artificial ndo interfere na biologia do ixodideo em questéo.
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Por fim, avaliando os parametros biolégicos referentes ao experimento 1 do estudo, observa-
se que o percentual de eclosdo dos grupos alimentados por 36 horas ndo apresentou diferenca
significativa (tabela 2).

Tabela 2. Parametros bioldgicos de fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus

submetidos a alimentagdo artificial por meio de ponteiras plasticas nas quatro faixas de peso no
periodo de 36 horas.

Pesos iniciais das fémeas semi-ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus alimentadas
Parametros artificialmente por 36 horas (mg)
bioldgicos

20-35 36-50 51-65 66-80 Controle

Peso das fémeas 69,0 £2251* 105,7+39,1° 111,8+33,8° 12508+38,5° 177,33+21,67°
alimentadas (mg) (28,7 -1144) (46,3-163,1) (58,3-180,7) (72,7-178,7) (142,6-211,5)

Periodo de pré- 5,18 + 0,6% 5,45+ 0,68? 4,78 + 0,67%® 4,67 +0,5° 3,6+0,51°
postura (dias) (4 -6) (4 -6) (4 -6) (4-5) 3-4)
Periodo de postura 13,64+ 1,75 1454+ 3,11* 14,22+396* 16,78+ 2,172 14,6 + 2,642
(dias) (10 - 16) (11 - 20) (11-21) (12-19) (10-19)
Peso damassade 38,67 +10,48% 49,99 +26,66° 57,18 +22,88° 64,73 +23,417 112,94 +17,41°
ovos (mg) (26 —57,4) (9,7-89,2) (20,6 —95,2)  (33,3-108,2) (86,5 - 145)

indice de eficiéncia  84,18+7,3* 74,17+13,13* 77,88+12,17° 83,39+9,15*° 83,53 + 345"
nutricional (%) (69,59 -94,61) (44,51 -89,36) (63,34 —95,66) (65,39 94,69) (78,56 — 88,71)
45,38 + 8,58

indice de producéo (527 3000£2028" 4523+596 4023+1692° 6038+ 6,4
de ovos (%) 5515) (0-54,11)  (34,98-531) (0-5823) (43,25 68,78)
Percentual de 78,45+ 13,24° 78,45+39,24° 92,44+6,27° 80,33+31,22% 94,87 + 6,61
Eclosio (%) (60,0-99,00  (0-99,0)  (850-99,0) (0 -99,0) (75,0 — 99,0)

Nas colunas, médias com pelo menos uma letra mindscula comum sdo equivalentes (p < 0,05)
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4.2. Experimento 2 : Alimentacdo Artificial de Fémeas Parcialmente Ingurgitadas de
Rhipicephalus sanguineus nos periodos de 6, 12, 24 e 36 horas.

Na Tabela 3 encontram-se 0s pesos médios, desvios padrdo e limites minimos e méaximos de
fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus, antes e depois da alimentac&o artificial, bem como
seus ganhos de peso médios das fémeas alimentadas nos periodos de 6, 12, 24 e 36 horas. O peso dos
carrapatos foi maior a medida em que se aumentou o tempo de exposi¢do ao dispositivo. As fémeas
alimentadas por 6, 12, 24 e 36 horas apresentaram ganho de peso médio de 11,2mg, 34,0mg, 40,8mg e
70,25mg, respectivamente.

Na avaliacdo do melhor tempo para alimentacdo artificial, o grupo alimentado por 36 horas
(tabela 3) apresentou as melhores médias de ganho de peso e peso médio final, porém nédo diferiu
estatisticamente do grupo alimentado por 24 horas.

Tabela 3. Pesos médio das fémeas de Rhipicephalus sanguineus € 0 ganho médio de peso das fémeas
na faixa de 36-80mg, apos alimentacéo artificial por 6,12,24 e 36 horas utilizando ponteiras plasticas.

Periodo de Peso Antes Peso Depois Ganho de peso
Alimentacio médiatdp médiatdp médiatdp
¢ (min - méx) (min - méx) (min - méx)
Grupo 1 - 6 horas 49,3*+85 605°+13,9 (41,7 11,2°+78
P (38,0 - 63,4) ~82,3) (1,0- 23,4)
48,68+ 9,2 82,6+ 27,6 34,00+ 29,1

Grupo2-12horas 50 “705)  (57.4-1376)  (2.8-919)

51,3+ 12,3 92,12v+343  40,8*°+27,3
(356-78,4)  (485-1666)  (2,8—88,2)

50,3+ 11,7 120,6°+40,2  70,25°+ 40,4
(36,6-73,2)  (58,6-180,7)  (18,0—127,1)

171,16°+ 33,31
(125,9 -218,57)

Nas colunas, médias com pelo menos uma letra minascula comum s&o equivalentes (p < 0,05)

Grupo 3 - 24 horas

Grupo 4 - 36 horas

Controle

A Tabela 3 e a Figura 6 demonstram que a média em que se aumenta o tempo de exposicao
ao novo dispositivo (ponteiras plasticas) ocorre aumento do ganho de peso, além disso todos 0s grupos
diferiram significativamente do grupo controle. A partir de 24 horas de alimentacdo s&o obtidos 0s
melhores resultados de ingestdo de sangue o que pode ser explicado pela adaptagdo do angulo para a
disposicao dos carrapatos sobre as bandejas para a execucao da técnica para R.sanguineus.
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Figura 6. Ganho médio de peso(mg) de fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus N0S quatro periodos de alimentacéo.



Na avaliacdo dos pardmetros biologicos das fémeas alimentadas artificialmente nos
diferentes periodos de alimentacdo, o peso das fémeas apresentou diferenca significativa a partir de 24
horas e foi crescente a medida em que se aumentou o tempo de exposicdo ao dispositivo. O periodo
de pré-postura entre os grupos ndo apresentou diferenca significativa, diferindo apenas do grupo
controle, apresentando valores superiores aos deste grupo. O periodo de postura apresentou diferenca
significativa a partir de 24 horas fato ndo observado entre os grupos 24 e 36 horas e grupo controle. O
peso da massa de ovos apresentou diferenca significativa a partir de 12 horas, além disso todos 0s
grupos diferiram do grupo controle, assim como demonstrado pelo ritmo de postura diaria, onde o

grupo controle

obteve valores de postura maiores e por maior tempo (figura 7).

Ritmo de Postura Diario

20,0
18,0
\E’ 16,0 \ //\\
= 140 \V, \
g 120 \ 6 horas
_.; 10,0 A\ \ =——12horas
HETIEY.
£ 0. N\ 24 horas
E 4,0 - T \\\ 36horas
E 2.0 &" Controle

0.0 = T——

1 2 3 4 5 6 7 & 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Dias de Postura
Figura 7. Ritmo de Postura Diario das fémeas de Rhipicephalus sanguineus alimentadas

artificialmente nos quatro diferentes periodos.

23



O Indice de eficiéncia nutricional e percentual de eclosdo ndo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos testados e grupo controle revelando que a técnica ndo influencia na
capacidade do carrapato ingerir sangue e no seu potencial bi6tico. Por fim, no indice de producéo de
0Vvo0s, 0s grupos testados nao diferiram entre si, porém apresentaram diferenca significativa em relacdo
ao grupo controle (tabela 4).

Tabela 4. Parametros bioldgicos de fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus
submetidos a alimentacdo artificial por meio de ponteiras plasticas nos quatro periodos de alimentacéo
na faixa de peso compreendida entre 36 a 80mg.

Periodos de alimentacao artificial de fémeas de Rhipicephalus sanguineus pesando entre

Parametros 36 e 80 mg
bioldgicos
6 horas 12 horas 24 horas 36 horas Controle
Peso das fémeas 60,5 + 13,92 82,6 + 27,62 92,1+34,3® 120,6 £ 40,2° 171,16 + 33,31°¢
alimentadas (mg)  (41,7-82,3)  (57,4—137,6) (485-166,6) (58,6-180,7) (1259 -218,57)
Periodo de pré- 5,2+0,422 5,2+0,632 5,00 £ 0,02 5,0+ 0,828 ,4,00 £ 00P
postura (dias) (5-6) 5-7) (5-5) (5-5) 4-4
Periodo de postura 12,6 + 2,802 12,3 + 2,002 145+2,07® 1528 +4,39® 17,07 +2,69°
(dias) (8-17) (7 - 14) (12 - 18) (11 - 22) (10 - 20)
Peso da massa de 27,37 +9,33%2  41,61+22,31%> 4878+22,17% 5897 +33,37" 114,21 +2552¢
ovos (mg) (14,4 — 44.0) (8,1-85,1) (17,3-86,1) (9,7-108,2)  (74.5-147.8)
indice de eficiéncia 72,09 + 7,982 73,47 +19,95¢ 78,98 +13,35% 68,93 +19,282 84,22 + 5,922
nutricional (%) (62.06 - 81.03)  (23,97-91,02) (53,23-91,14) (28,28 -87,54) (68,41 —89,75)
indice de produgdo 43,39 + 3,722 49,18 + 9,522 47,8 + 8,622 42,66 £11,772 63,73 + 4,4°
de ovos (%) (38,08 -48,12) (34,80-59,80) (35.02-58.53) (19,93-52,16) (51,87 -68,83)
Percentual de 96,3 + 4,352 97,4 + 2,072 97,54 + 2,022 93,28 + 6,602 98,08 + 1,752
Eclosédo (%) (90,0 -99,0) (95,0 - 99,0) (95,0 -99,0) (80,0 - 99,0) (95,0 -99,0)

Nas colunas, médias com pelo menos uma letra mindscula comum s&o equivalentes (p < 0,05)

24



4.3. Experimento 3 : Avaliagdo da Influéncia da Temperatura na Alimentacao Artificial
de Fémeas Parcialmente Ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus

Na Tabela 5 estdo expostos os valores de ganho médio de peso das fémeas parcialmente
ingurgitadas de R. sanguineus alimentadas nas faixas de peso 36-80mg durante o periodo de 24 horas,
em temperaturas controladas de 27°C e 37°C e umidade relativa de 80%. A faixa de peso e o0 periodo
de tempo utilizados nessa etapa foram definidos nas etapas anteriores do estudo, a partir da execucao
desta etapa (experimento 3) constatou-se que nao houve diferenca significativa entre os ganhos de
pesos médios e os pesos finais das fémeas submetidas as temperaturas de 27°C e 37°C. Os valores de
ganho de peso e parametros bioldgicos desta etapa estdo expressos nas Tabelas 5 e 6, ndo havendo
qualquer influéncia nos parametros bioldgicos da espécie estudada.

Tabela 5. Pesos médio de fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus (36-80mg),
antes e depois da alimentacdo artificial por 24 horas em duas diferentes temperaturas.

Peso Antes Peso Depois Ganho de peso
Temperaturas média+dp médiaxdp médiatdp
(min - max) (min - max) (min - max)
27°C 48,1°+9,6 78,12+18,6 29,9%+18,1
(38,0+72,2) (43,7+£103,8) (5,7-61,6)
37°C 51,3%+12,3 92,1%+34,3 40,8%+27,3
(35,6+78,4) (48,5+166,6) (2,8-88,2)
b
Controle 167,38°+£17,90

(128,9 - 190,7)
Nas colunas, médias com pelo menos uma letra mindscula comum s&o equivalentes (p < 0,05)

Tabela 6. Parametros biol6gicos de fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus
submetidos & alimentagdo artificial por meio de ponteiras plasticas nas quatro faixas de peso no
periodo de 24 horas em duas diferentes temperaturas.

Temperaturas de alimentac&o artificial por meio
de ponteiras plasticas por 24 horas na faixa entre

Parametros 36-80mg e controle
Biolbgicos
27°C 37°C Controle
167,3+17,9°
. 78,1+18,6° 92,1+34,3? ’ ’
Peso das fémeas(mg) (437-1038) (48,5 166,6) (128,9 —
190,7)
Periodo de preé- 4,31+0,63? 5,0+ 0,0° 4,54+0,78%
postura (dias) (4,0-6,0) (5,0-5,0) (3,0-6,0)
Periodo de postura 13,2+1,02 14,5+ 2,07 15,23+2,0°
(dias) (12- 15) (12 - 18) (9,0 - 17,0
Peso de massa de 44,4+133* 48,78 +22,17*  108,2+14,9°
ovos (mg) (22,3-65,4) (17,3-86,1) (85,3-130,7)

indice de eficiéncia 83,7+6,12 78,98 + 13,352 76,1a+3,52
nutricional (%) (74,0-91,0) (53,23-91,14) (71,3-81,9)

indice de produco 54,2+5,92 47,8 + 8,622 62,7+3,5°

de ovos (%) (42,5-64,6) (3502-5853) (56,2 68,0)
Percentual de 96,5+2,0° 97,3%2,0° 97,1£2,0°
eclosdo(%) (95,0-99,0)  (950-99,0)  (95,0-99,0)

Nas colunas, médias com pelo menos uma letra mindscula comum sdo equivalentes (p < 0,05)
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Analisando os dados referentes ao indice de producdo de ovos, nota-se que o
desempenho dos grupos nas duas temperaturas (27°C e 37°C), ndo foi considerado ruim o que
reforca a hipotese de que uma alteracdo no pardmetro de temperatura ndo prejudica a capacidade da
fémea em converter o sangue ingerido em ovos viaveis. Os valores médios dos IPOs oscilaram entre
54,2, 47,8, respectivamente.

Os pesos médios das fémeas alimentadas nos grupos submetidos a 27°C e 37°C foram 78,1mg
e 92,1mg, respectivamente. O peso final apos a alimentagdo diferiu significativamente entre os grupos
testados e o grupo controle. Apenas no peso de massa de ovos e no Indice de eficiéncia reprodutiva
houveram diferencas significativas entre 0s grupos testados e o grupo controle, uma vez que esses dois
sdo influenciados pelo peso final das fémeas, e consequentemente afetou o ritmo de postura.

Ganho de peso (ng)

27 37

Temperatura

Figura 8. Ganho médio de peso das fémeas de Rhipicephalus sanguineus alimentadas na temperatura
de 27°Ce 37°C

A Figura 8, a média do ganho de peso dos grupos alimentados a 27°C e 37°C, isso
demonstra que um leve aumento da temperatura (37°C) faz com que as fémeas venham ingerir mais
sangue que se estivessem a uma temperatura de 27°C.
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Figura 9. Ritmo de postura das fémeas de Rhipicephalus sanguineus alimentadas artificialmente nas
temperaturas de 27°C e 37°C

5 DISCUSSAO

Ao utilizar a técnica de alimentagdo artificial em estudos experimentais Burgdorfer (1957)
observou que a alimentagdo dos carrapatos ocorreu rapidamente quando foram oferecidas suspensées
frescas. No presente estudo, as ponteiras plasticas foram trocadas com intervalos de 1 a 2 horas
durante a alimentacdo, a partir dai os carrapatos receberam sangue fresco frequentemente. Durante o
periodo de alimentacdo artificial dos carrapatos foi observado um pequeno ressecamento do sangue na
parte final do novo dispositivo em contato com o aparelho bucal do espécime, o que foi solucionado
com um dispositivo apropriado (fio de aco) para a desobstrucdo das ponteiras. De acordo com Purnell
e Joyner (1967) isto ocorre devido ao ressecamento do sangue na extremidade das ponteiras,isto
contribuiu para a entupimento do dispositivo o que dificultou a ingestdo de sangue, que foi
solucionado com um fio de ago apropriado para desobstrucéo.

Rangel (2011) na alimentag&o artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas do carrapato R.
microplus, propds a utilizagdo das ponteiras plasticas em substituicdo dos tubos capilares e observou
gue esse novo dispositivo garantiu o ingurgitamento dos espécimes em sete horas. Neste estudo a
utilizacdo das ponteiras plasticas, embora ndo tenha permitido o ingurgitamento dos grupos,
possibilitou uma maior ingestdo de sangue pelos carrapatos. O tempo de alimentacdo foi reduzido de
36 para 24 horas, sendo que o peso médio dos carrapatos alimentados por 24 horas foi superior ao
peso médio de carrapatos R. sanguineus Submetidos a alimentacdo artificial por meio de tubos
capilares, no mesmo periodo de tempo, em estudo realizado por Sakai (2010), isto pode ser explicado
pelas adaptacfes metodoldgicas adotadas para a espécie no presente estudo que apesar de terem sido
utilizadas as mesmas faixas de peso houve a necessidade de uma angulagdo de 25° nas bandejas para
que o dispositivo fosse adequadamente inserido no aparelho bucal dos carrapatos para favorecer o
fluxo de sangue. As ponteiras plasticas também permitiram maior contetdo de sangue (250 ut) o que
proporciona maior ingestao pelo ixodideo, além disso, ocorre a separacéo de fases no interior do novo
dispositivo, fato ndo ocorrido quando se utiliza tubos capilares, uma vez que estes suportam
quantidade menor de sangue e ocorre rapida obstrugdo da extremidade tendo necessidade de trocas dos
dispositivos em intervalo de tempo menor. No presente estudo, além da observacdo da reducdo do
contetido das ponteiras, a separacdo das fases do sangue no interior da ponteira ocorreu e a excrecao
de guanina, um indicativo marcante da ingestdo de sangue, conforme observado por Purnell e Joyner
(1967), Abel (2004) e Rangel (2008).

Alguns autores acreditam que o posicionamento do aparelho bucal dos carrapatos nos
dispositivos de alimentagdo artificial bem como o tamanho extremamente curto dos palpos de
R.sanguineus podem exercer certa influéncia na ingestdo de sangue ( BILLETER et al., 2012). No
presente estudo os palpos de fémeas R. sanguineus foram inseridos nas ponteiras plésticas durante a
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alimentacgdo artificial, este encaixe foi favorecido pela adaptacdo do angulo de disposi¢cdo do novo
dispositivo (ponteiras plasticas), sendo necessario um angulo de 25° diferente do angulo de 45°
proposto por Rangel (2011) para a alimentacdo de R. microplus. Entretanto, isto ndo impediu a
ingestdo de volume significativo de sangue, corroborando as achados de Purnell e Joyner (1967) para a
espécie R. appendiculatus, que inseriram todo o capitulo dos carrapatos dentro do tubo e a alimentacéo
ocorreu de maneira normal. Ha relatos de que outros géneros parecem reagir de maneira diferente.
Broadwater et al. (2002) observaram que ninfas de 1. scapularis ao serem alimentadas artificialmente,
ingeriram pequenas quantidades do meio de cultura, provavelmente devido a artificialidade do método
e a insercdo dos palpos no interior dos capilares. De acordo com estes autores 0 volume ingerido do
meio de cultura pode ter sido prejudicado porque, em condigdes naturais de alimentacdo, os palpos
desta espécie permanecem fora do hospedeiro.

5.1 Avaliacdo do Peso Inicial de Fémeas Parcialmente Ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus Sobre o Ganho Médio de Peso quando Submetidas a Alimentacéo Artificial
por meio de Ponteiras Plasticas.

Até 0 momento, a maneira mais apropriada para avaliar a ingestdo de sangue das fémeas
alimentadas é a pesagem destas antes e ap6s a alimentacdo artificial, uma vez que esta metodologia
demonstrou baixo custo, simplicidade e facilidade de execugéo na avaliacdo deste pardmetro. De La
Vega et al. (2000), Abel (2004), Rangel (2008), Rangel et al. (2008), Sakai (2010) e Rangel (2011)
empregaram a pesagem dos carrapatos antes e apds como método confirmatorio da ingestdo de sangue
pelos carrapatos alimentados artificialmente. No entanto, outras metodologias também demonstraram
éxito na avaliagdo do ganho de peso dos carrapatos submetidos a alimentagdo in vitro. Um estudo
realizado por Purnell e Joyner (1967) utilizou tubos capilares com uma especificagdo padrdo para que
o volume ingerido pelo carrapato pudesse ser avaliado através da medicdo do comprimento da coluna
no tubo. Anos mais tarde, Kocan et al. (2005) trabalhou com microesferas fluorescentes para observar
a ingestdo de sangue, neste estudo os autores objetivaram desenvolver o sistema de alimentagdo
artificial utilizando tubos capilares para infectar os carrapatos com A. marginale, assim as
microesferas foram implementadas para confirmar a infeccéo nos esfregacos de tecidos dos ixodideos.

No estudo realizado por Cunha et al. (2010) o ganho médio de peso de fémeas parcialmente
ingurgitadas de R. sanguineus alimentadas artificialmente foi inferior aos encontrados no presente
estudo. Essa diferenca pode ter ocorrido porque no trabalho de Cunha et al. (2010) nédo foi definida a
faixa de peso inicial das fémeas, além de utilizarem espécimes com grandes varia¢Oes de peso inicial.

Na execucdo da técnica de alimentacdo artificial € extremamente importante determinarmos o
peso médio inicial das fémeas, pois somente desta maneira podemos avaliar em qual faixa de peso dos
carrapatos sera possivel alcancar os objetivos do estudo que se pretende desenvolver. Rangel et al.
(2008) utilizaram duas faixas de peso inicial do carrapato D. nitens, €sses autores notaram que 0s
grupos de carrapatos com peso de 61 a 100mg, apresentaram maior ganho médio de peso em relagdo
aos grupos que pesavam inicialmente entre 40 a 60mg, quando alimentados artificialmente. Neste
estudo, 0s autores observaram que as quatro faixas de peso (20-35mg, 36-50mg, 51-65mg, 66-80mg)
de fémeas de R.sanguineus oriundas de infestacdo em coelhos ao serem analisadas, mostraram que nao
houve diferenca significativa em relacdo ao ganho de peso ap6s a alimentacdo artificial por 36 horas,
porém foram constatados os melhores ganhos de peso a partir da faixa 2 (36-50mg), isto demonstra
que o peso inicial exerce forte influéncia sobre o ganho de peso.
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5.2 Avaliacdo da influéncia da Alimentacdo Artificial de Fémeas Parcialmente
Ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus Obtidas de Infestacdo Experimental em
Coelhos nos periodos de 6, 12, 24 e 36 horas.

Analisando os diferentes periodos de alimentacdo foi observado ganho médio de peso
crescente a medida que se aumentou o tempo de alimentacdo artificial, estes dados estdo de acordo
com os registrados por Cunha et al. (2010) e Sakai (2010). O peso médio final das fémeas apds
alimentacdo artificial encontrado por Cunha et al. (2010) foram 66,0mg, 69,9mg e 73,6mg quando
alimentados por 6,12 e 24 horas, respectivamente, estes valores foram muito semelhantes aos
encontrados por Sakai (2010) com peso médio final de 61,32mg, 69,73mg e 70,80mg nos periodos
citados acima e utilizando o mesmo dispositivo, tubos capilares, porém no presente estudo com a
adaptacdo do novo dispositivo (ponteiras plasticas) os valores foram discretamente superiores. A partir
de 24 horas de alimentacdo artificial por meio de ponteiras plasticas ndo foi observada diferenca
significativa entre 0 ganho médio de peso dos grupos. Ha que se ressaltar que a ingestao significativa
de sangue pode variar conforme a espécie de carrapato. Rangel (2008) e Rangel et al. (2008) ao
trabalharem com alimentacéo artificial de R. microplus e D. nitens, respectivamente, observaram
ingestdo significativa de sangue a partir de 24 horas.

A técnica de alimentacdo artificial por meio de ponteiras pléasticas ndo permitiu o
ingurgitamento total de R. sanguineus em nenhum dos periodos de alimentagdo, no entanto, esse
resultado era esperado por ser tratar de uma situacdo artificial. Além disso, mesmo ndo havendo
ingurgitamento total, houve sucesso na técnica, uma vez que as fémeas parcialmente ingurgitadas
ingeriram quantidade significativa de sangue, suficiente para realizarem postura. Quanto ao parametro
de postura, o fato de os grupos experimentais ndo atingirem o ingurgitamento total demonstra que
ocorre influéncia, havendo uma leve diminuigdo em relagdo ao grupo controle, porém essa diferenca
ndo afetaria a manutencdo da coldnia ou estudos de transmissdo de patdgenos utilizando as larvas ja
gue a biologia do carrapato em questdo ndo sofre prejuizo, demonstrando ser uma técnica viavel e
segura.

Poucos séo os trabalhos sobre a alimentacdo artificial de R. sanguineus que avaliaram a
influéncia da técnica sobre a biologia da fase ndo parasitaria desta espécie de carrapatos. Na literatura
foram encontrados detalhes sobre os aspectos bioldgicos de R. sanguineus alimentados artificialmente
apenas nos estudos realizados por Cunha et al. (2010) e Sakai (2010). Portanto, parte das referéncias
utilizadas na discussdo a seguir foi baseada nos grupos controles de artigos que descreveram o0s
aspectos biologicos de R. sanguineus alimentados sobre hospedeiros experimentais.

Os pesos médios das fémeas alimentadas artificialmente por diferentes periodos de tempo
diferiram estatisticamente do peso médio dos carrapatos do grupo controle. Esses resultados foram
semelhantes aos observados por Coelho (1993), Bellato e Daemon (1997), Bastos (1997), Amorim
(1998), Penna (1999), Pinto (2000), Szahd et al. (2005) e Melo (2007). O ingurgitamento total talvez
ndo pdde ser atingido porque ao adquirir um certo grau de ingurgitamento através da alimentacdo
artificial, observa-se que ndo ocorre o favorecimento do encaixe do dispositivo no aparelho bucal do
carrapato, o que inviabiliza a continuidade da ingestdo de sangue.

Os valores do periodo médio de pré-postura foram maiores para 0s grupos alimentados
artificialmente quando comparados ao grupo controle e aos observados por Amorim (1998). Penna
(1999), Szabho et al. (2005) e Melo (2007). Nos estudos conduzidos por Coelho (1993) e Pinto (2000)
foi observado que o periodo médio de pré-postura também foi menor que o das fémeas do grupo
alimentado artificialmente por 6 horas. Bastos (1997) verificou um periodo médio de 4,13 dias, menor
do que aquele verificado para os grupos alimentados nos quatro periodos. Os grupos alimentados
artificialmente foram superiores aos observados por Cunha et al. (2010), a partir dai ressalta-se que
ndo houve grandes influéncias da alimentacdo artificial neste parametro bioldgico, ou seja , o potencial
bidtico da espécie ndo ¢ afetado, porém é importante destacar que 0s parametros relativos a postura
véo sofrer uma certa alteragdo devido ao ndo ingurgitamento total dos carrapatos.

No que se refere ao periodo médio de postura, os grupos alimentados artificialmente
apresentaram valores menores aos do grupo controle, assim quando comparado com Coelho (1993),
Bastos (1997), Penna (1999) e Melo (2007). No experimento conduzido por Pinto (2000) o periodo
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médio de postura foi de 12,75 dias para fémeas obtidas de coelhos da raca California, estando proximo
aos valores registrados para os grupos alimentados artificialmente por 6 e 12 horas. O grupo
alimentado por 24 horas apresentou resultados semelhantes aos encontrados por Pinto (2000) que
observou periodo médio de postura de 14,07 dias para fémeas obtidas de coelhos mesticos.

Em relacdo aos parametros referentes aos IPOss e IENS, estes ndo sofreram nenhum processo
gue pudesse prejudicar o desenvolvimento normal, demonstrando que o novo dispositivo é adequado
para alimentar artificialmente os carrapatos ndo afetando o potencial bi6tico da espécie em questdo
quando submetida a alimentagdo artificial. Os IPOs e IENs para os quatro grupos alimentados em 6,
12, 24 e 36 horas apresentaram média de 43,39 e 72,09%. Estes resultados reforcam a hip6tese de que
a técnica nao exerce influencia alguma sobre o0s aspectos biologicos que ndo estdo ligados diretamente
a postura. Isso ressalta que a influéncia sobre os aspectos bioldgicos esta ligada ao grau de
ingurgitamento dos carrapatos e ndo a técnica de alimentacdo artificial.

O percentual médio de eclosdo se aproximou do valor obtido para o grupo controle, se
aproximando também dos valores observados por Coelho (1993), Bellato e Daemon (1997), Bastos
(1997), Amorim (1998), Penna (1999), Pinto (2000) e Mello (2007). Portanto, percentual médio de
eclosdo das larvas ndo sofreu influéncia da técnica utilizando ponteiras plasticas para a execucdo da
alimentacdo artificial ndo causando dessa maneira interferéncia no potencial bidtico da espécie.

5.3 Avaliacdo das Temperaturas de 27° C e 37° C sobre a Alimentagdo Artificial e os
Parametros Bioldgicos de Fémeas Parcialmente Ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus

Segundo Chabaud (1950), o sucesso da alimentacéo artificial depende da padronizacdo de uma
temperatura adequada para a ingestdo das dietas oferecidas. O ideal é que seja uma temperatura
proxima a encontrada pelos vetores no hospedeiro natural. Véarias alternativas sdo utilizadas para
simular as condicOes ideais e que favorecam o desenvolvimento da técnica. Nos experimentos
realizados por Chabaud (1950) e Purnell e Joyner (1967), a temperatura do sistema de alimentagéo
artificial foi mantida com auxilio de uma luminaria. Enquanto, Inokuma et al. (1994) utilizaram uma
placa aquecedora na tentativa de manter constante a temperatura da dieta oferecida por meio de tubos
capilares.

No presente estudo, os grupos formados foram submetidos as temperaturas de 27°e 37°C, e
observou-se que ndo houve diferenga significativa entre os grupos, apesar de melhores resultados
serem no ganho de peso ser observado no grupo alimentado na temperatura de 37°C.

As temperaturas estabelecidas para a experimentacdo nos diferentes trabalhos variaram muito,
de acordo com a espécie de carrapato, desde 27°C a 37°C (ABEL, 2004; WILLADSEN et al., 1984). A
alimentacgdo artificial de D. nitens e A. cajennense em estufa em temperatura de 27°C foi suficiente
para garantir que os carrapatos completassem seu ingurgitamento in vitro fato ocorrido no estudo
conduzido por RANGEL et al. (2008). No entanto, quando utilizada esta mesma temperatura para
alimentar fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus, 0S carrapatos nao ingeriram a
quantidade de sangue necessaria para completar seu ingurgitamento (CUNHA et al., 2010; SAKAI,
2010).

No estudo realizado por Rangel (2011) para avaliar a influéncia da temperatura na execugdo
da técnica em R. microplus, dois grupos foram alimentados artificialmente nas temperaturas de 27°C
e 37°C, os resultados revalaram que houve diferenca significativa, sendo que o grupo submetido a
37°C obteve uma maior ingestdo de sangue. No entanto, foi possivel observar carrapatos que ndo
foram capazes de ingerir sangue, em ambas as faixas de temperatura, fato ndo observado no presente
estudo.

A utilizacdo de estufas com temperatura e umidade controladas proporcionou o0
desenvolvimento do trabalho, visto que todas as atividades inerentes ao processo de alimentagdo foram
realizadas dentro da estufa. Esses valores de temperatura foram ideais para a realizacdo do
experimento, uma vez que os carrapatos foram capazes de se alimentar e pareciam em condi¢fes
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normais de motilidade ap6s serem retirados das bandejas. Nos carrapatos alimentados em estufa a
37°C, houve um ressecamento minimo na extremidade da ponteira, as desobstrucdes do dispositivo foi
realizada em intervalos maiores.

Moura (1994) comprovou a importancia do controle da temperatura do sangue como estimulo
alimentar do ixodideo A. cajennense alimentados pelo sistema de membrana de silicone, fato
observado também por Galun (1967); Pipkin e Connor (1968); Galun et al. (1969) e Langley (1976).
Os resultados encontrados por estes autores consideraram que a temperatura de de 37 + 1°C foi a mais
propicia para alimentar os carrapatos e também estdo de acordo com estudos envolvendo alimentacéo
artificial de artrépodes hematdfagos empregando membranas, como os de Macdonald e Scott (1952),
que trabalharam com &caros causadores de sarna em roedores; Carvalho (1961) com triatomineos;
Davis et al. (1983) com ceratopogonideos e argasideos, como Galun e Kindler (1965) e (1968);
Tawfik e Guirgis (1969); Mango e Galun (1977); Butler et al. (1984) e Hokama et al. (1987); ou com
carrapatos ixodideos como Winkhardt (1979); Stone et al. (1983) e Waladde et al. (1991). No estudo
desenvolvido por Kemp et al. (1975) diferentes temperaturas foram usadas sendo que a mais
apropriada foi a de 35°C de um meio de cultura parcialmente definido para alimentar larvas de R.
microplus, através de pele de bovinos.

Os pesos médios das fémeas alimentadas nos grupos submetidos a 27°C e 37°C foram
78,1mg, 92,1mg.O grupo controle apresentou peso de 167,3mg,respectivamente, havendo diferenca
significativa entre os grupos alimentados artificialmente e o grupo controle, no entanto, o peso do
grupo alimentado sob temperatura de 37°C foi 0 que mais se aproximou do grupo controle .

Estes achados sdo importantes para verificar que em condi¢cbes em que a estufas de
temperaturas controladas esteja impossibilitada de ser utilizada ndo ocorrerd o impedimento da
execucdo da técnica com o novo dispositivo, podendo até ser realizada em temperatura ambiente.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O aprimoramento dessa técnica permitira maior praticidade na sua reproducdo, melhor
ingestdo de sangue e reducdo do tempo de exposi¢do dos carrapatos as ponteiras para que se atinja um
ingurgitamento satisfatério, como observado por Rangel (2011) para a espécie R. microplus. Além
disso, a técnica de alimentagdo de R. sanguineus por meio de ponteiras plasticas podera ser Gtil nos
estudos sobre a transmissdo de hemoparasitas que tem como vetores carrapatos ixodideos, neste caso
de acordo com os resultados encontrados no presente estudo as faixas de peso necessarias para a
formacdo dos grupos poderdo estar em um intervalo menor para a execugao da técnica, podendo serem
utilizadas as faixas de peso referentes aos grupos 1 e 2 que pesaram entre 20-35 a 36-50mg de peso
inicial, isto numa situagdo de transmissao experimental de agentes.

Em relacdo a necessidade de tornar a técnica mais fécil, rapida e reducdo na mao-de-obra
quanto a execucdo, existe a possibilidade da reducao do tempo de exposi¢do ao novo dispositivo, com
base nos achados deste estudo, ao invés de se utilizar o tempo de 24 horas pode-se levar em
consideracdo a utilizacdo do tempo de 12 horas para estudos que visem a transmissdo de
hemoparasitas, uma vez que os resultados referentes ao IPO(indice de Producio de Ovos) nestes dois
grupos(12 e 24 horas) foram muito semelhantes o que demonstra a viabilidade da técnica para
pesquisas envolvendo transmissdo de patdégenos.

Outra possibilidade do uso da alimentagdo artificial de carrapatos que merece destaque € o
avanco no emprego dessa metodologia nos estudos de anticorpos monoclonais como o realizado com o
ixodideo R. microplus, onde o objetivo principal foi empregar estes anticorpos monoclonais para
identificar e caracterizar antigenos que podem ser usados como imundgenos vacinais, bem como
observar o efeito das imunoglobulinas na fisiologia destes artrépodes (GONSIOROSKI et al., 2012).
Ainda dentro dos beneficios em relagcdo ao avango nos estudos envolvendo o sistema de alimentacédo
artificial com o novo dispositivo (ponteiras plasticas), sera possivel avaliar a competéncia vetorial dos
ixodideos aos diferentes patdgenos, desvendar mais aspectos da interagdo entre vetor-patégeno,
identificar e desenvolver novas vacinas (TAJERI e RAZMI, 2011).

Os testes com acaricidas sistémicos e vacinas poderdo ser aperfeicoados com a utilizagéo do
novo dispositivo, aspectos relacionados & fisiologia da alimentacdo e componentes da saliva de
carrapatos poderdo ser investigados (DE LA VEJA et al.,, 2000; KROBER; GUERIN, 2007). O
estabelecimento de col6nias de carrapatos em laboratério enfrenta dificuldades no que diz respeito a
adaptacédo do carrapato aos hospedeiros alternativos e a manutencdo de animais para a sua alimentacao
(RANGEL et al., 2008). Atualmente vem sendo muito questionada a utilizacdo de animais em
experimentacdo cientifica, ha que se ressaltar que o aperfeicoamento da técnica de alimentacdo
artificial contribui em demasia para a ndo utilizacao de animais de companhia para obtencdo de fémeas
parcialmente ingurgitadas. Com o aperfeicoamento da técnica existe a possibilidade da sua utilizagdo
na transmissdo de patdégenos/hemoparasitas como Ehrlichia canis € Babesia canis bem como agentes
da Febre maculosa, visto que 0s carrapatos ingeriram mais sangue nas mesmas faixas de peso quando
se utilizou tubo capilar.
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7 CONCLUSAO

- A alimentacdo artificial utilizando ponteiras plasticas com sangue citratado de cdo demonstrou ser
adequada para alimentar fémeas parcialmente ingurgitadas de R.sanguineus oriundas de coelhos;

- Os melhores ganhos de pesos das fémeas parcialmente ingurgitadas de R.sanguineus estdo dentro da
faixa de peso de 36 a 80mg oriundas de coelhos, sendo assim num estudo envolvendo a transmissao de
bioagentes podem ser utilizadas as faixas de peso do grupo 1 e 2 (20-35mg e 36-50mg,
respectivamente), visto que a produgéo de ovos ndo foi comprometida;

- O tempo de exposicao aos dispositivos (ponteiras plasticas) referente a 24 horas foi suficiente para
que os grupos ingerissem quantidade significativa de sangue;

- A utilizacéo da técnica com o novo dispositivo ndo prejudicou a biologia dos carrapatos alimentados
artificialmente;

- A avaliagdo de duas temperaturas (27°C e 37°C) ndo influenciou nos pardmetros biologicos dos

carrapatos, isto permitird a realizacdo da técnica mesmo quando ndo houver camara climatizada em
condicOes ideais de temperatura e umidade;
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