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RESUMO

SAKAI, Renata Kazuko. Alimentagédo artificial de fémeas de Rhipicephalus sanguineus
(Acari: Ixodidae) por meio de tubos capilares. 2010. 36p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

A alimentacdo artificial de carrapatos pode ser utilizada para estudar a relacao entre vetores e
agentes patogénicos, aspectos bioldgicos, para testar acaricidas e para minimizar a utilizagdo
de animais em estudos cientificos. Os objetivos deste estudo foram alimentar artificialmente,
por meio de tubos capilares, fémeas parcialmente ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus
sanguineus previamente alimentadas em coelhos e cédes. 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. Fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus foram
obtidas de infestagdo em coelhos e cées, em diferentes faixas de pesos iniciais e alimentadas
artificialmente por 24 horas, para avaliar os melhores ganhos de peso para a proxima etapa.
Fémeas de carrapatos com os melhores ganhos de peso obtidas de infestagdo em coelhos e
caes, foram separadas em cinco grupos de peso homogéneo, pesando entre 35a80 mg e 21 a
50 mg, respectivamente. As fémeas foram fixadas em bandeja de isopor com fita adesiva
dupla face e alimentadas artificialmente por meio de tubos capilares por 6, 12, 24, 36 e 42
horas, com sangue canino citratado. Apds alimentacdo artificial, os carrapatos foram pesados
para avaliar o ganho de peso. Posteriormente, foram fixados em Placas de Petri e mantidos em
estufa a 27+1°C e umidade superior a 80%, para avaliar os aspectos bioldgicos. Os grupos
controles foram obtidos de queda natural de coelhos e cdes e mantidos nas mesmas condicdes
de temperatura e umidade. Para andlise estatistica das varidveis quantitativas foram utilizada
analise de variancia e teste de Tukey e para as variaveis qualitativas foram utilizados o teste
ndo paramétrico Kruskal-Wallis, ambas com nivel de significancia de 5%. A partir de 36
horas de alimentacéo artificial foi observada diferenca estatistica significativa entre os grupos,
em relacdo ao ganho de peso, tanto para fémeas obtidas de coelhos e de cdes. Embora as
fémeas de R. sanguineus ndo tenham apresentado ingurgitamento total, a técnica de
alimentacdo artificial de fémeas oriundas de coelhos e de cées, ndo apresentou efeitos
deletérios sobre os aspectos bioldgicos da fase ndo parasitaria.

Palavras-chave: Rhipicephalus sanguineus, alimentacdo artificial, tubos capilares.



ABSTRACT

SAKAI, Renata Kazuko. Artificial feeding of female Rhipicephalus sanguineus (Acari:
Ixodidae) through capillary tubes. 2010. 36p. Dissertation (Master Science in Veterinary
Science, Veterinary Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

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 objectives of this study were artificially feeding through capillary
tubes, females partially engorged of Rhipicephalus sanguineus previously fed on rabbits and
dogs. In addition, the gain in weight of females and the influence of the technique in the
biological aspects of non-parasitic phase of this species were also analyzed. Partially
engorged females of R. sanguineus were obtained from infestation in rabbits and dogs in
different intervals of initial weights and fed artificially for 24 hours to assess the best weight
gains for the next stage. Female ticks with the best gains in weight were obtained on rabbits
and dogs were separated into five groups of homogeneous weight, between 35 and 80mg and
21 to 50mg, respectively. The females were fixed in polystyrene tray with double-sided tape
and fed artificially through capillary tubes for 6, 12, 24, 36 and 42 hours with citrated canine
blood. After artificial feeding, ticks were again weighed to analyze the weight gain.
Subsequently, they were fixed in Petri dishes and incubated at 27+1°C and humidity above
80%, in order to analyze the biological aspects. Control groups were obtained from natural
fall of rabbits and dogs and the ticks were kept under the same conditions of temperature and
humidity. For the statistical analysis, ANOVA and Tukey test were used for quantitative
variables. In addition, the nonparametric Kruskal-Wallis was applied for qualitative variables,
both with 5% of significance level. After 36 hours of artificial feeding there were difference
statistically significant between groups, in relation to weight gain, for both females obtained
from rabbits and dogs. Although the females of R. sanguineus had not been submitted to
complete engorgement, the technique of artificial feeding of females derived from rabbits and
dogs, no deleterious effects on the biological aspects of non-parasitic stage were observed.

Key words: Rhipicephalus sanguineus, artificial feeding, capillary tubes.
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806), comumente conhecido como “carrapato
dos canis” ou “carrapato marrom dos cdes”, ¢ uma espécie amplamente distribuida nas
Américas, Europa, Africa, Asia e Australia. O cdo doméstico é o hospedeiro natural para
todos os estagios de R. sanguineus, ndo desenvolvendo imunidade efetiva. Felinos, coelhos,
bovinos, equinos, pequenos ruminantes, passaros, animais silvestres e possivelmente humanos
foram relatados como hospedeiros alternativos.

Este carrapato pode transmitir inUmeros patdgenos, tais como Ehrlichia canis e
Babesia canis, além da suspeita de ser um vetor alternativo para a transmissdo de Leishmania
chagasi (=Leishmania infantum) entre cées, demonstrando novas perspectivas na
epidemiologia da leishmaniose visceral canina (COUTINHO et al., 2005). No Brasil, Cunha
et al. (2009) sugerem que h& uma consideravel chance da participacdo ativa de R. sanguineus
na transmissao de Rickettsia ricketsii para humanos.

A necessidade da manutencdo de animais em laboratdrio para o estudo da biologia e
interacdo deste artropode com agentes patogénicos torna-se mais dificil devido ao alto custo,
necessidade de mao de obra e infra-estrutura adequada, além da questdo ética relacionada ao
uso de animais em experimentacOes cientificas. Nesse contexto, a alimentacdo artificial de
carrapatos oferece vantagens em relacdo a alimentacdo em animais, por ser uma técnica
executavel, baixo custo, por possibilitar a analise de alguns aspectos bioldgicos e por reduzir
0 nimero de animais em experimentos.

A utilizacdo de membranas naturais e artificiais na alimentacao artificial de carrapatos
argasideos tem apresentado grandes avangos. No entanto, para carrapatos ixodideos ha certa
dificuldade, porque a superficie da membrana ndo apresenta estimulos adequados para a
alimentacdo. Entretanto, a alimentacdo artificial de ixodideos por meio de tubos capilares é
um metodo eficiente, revelando-se promissor para estudos de isolamento de agentes
patogénicos.

A alimentacdo artificial de carrapatos pode ser utilizada para estudar a relacdo entre
vetores e agentes patogénicos, aspectos bioldgicos e para testar acaricidas. Diferentes
substancias podem ser empregadas na alimentacdo artificial, como sangue total (desfibrinado,
heparinizado, com EDTA e citratado), plasma, soros de animais, e meios de cultura ou sangue
infectado com patdgenos.

No Brasil, estudos de alimentacéo artificial por tubos capilares, foram realizados com
fémeas parcialmente ingurgitadas de Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787),
Rhipicephalus (B.) microplus (Canestrini, 1887), R. sanguineus e Dermacentor nitens
(Neumann, 1897), pois € no final da alimentacdo sobre o hospedeiro que ocorre a fase rapida
de ingurgitamento. Em nenhum desses estudos foram constatados efeitos deletérios da técnica
de alimentacdo artificial, sobre os aspectos biologicos da fase ndo parasitaria destas espécies.

Considerando a praticidade e a importancia da alimentagéo artificial para carrapatos,
no presente estudo, fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus foram alimentadas
artificialmente, por meio de tubos capilares, e seus aspectos biologicos foram avaliados.
Dessa forma, este trabalho teve por objetivos especificos:

1- Verificar a influéncia do peso inicial sobre o ganho de peso de fémeas parcialmente
ingurgitadas em coelhos e cées, quando submetidas a alimentagdo por meio de tubos
capilares;

2- Verificar o ganho de peso de fémeas parcialmente ingurgitadas obtidas de

1



infestacdo experimental em coelhos e natural em cdes, quando submetidas a alimentacéo
artificial nos periodos de 6, 12, 24, 36 e 42 horas;

3- Verificar a influéncia da técnica nos aspectos bioldgicos da fase ndo parasitaria
desta espécie.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alimentacéo Artificial de Carrapatos por Meio de Tubos Capilares

A primeira descri¢do da técnica que utiliza tubos capilares para alimentar carrapatos
foi feita por Chabaud (1950), ao alimentar artificialmente Hyalomma excavatum (Koch,
1844), Hyalomma dromedarii (Koch, 1844), Dermacentor reticulatus (Fabricius, 1794)
(citado como Dermacentor pictus) e R. sanguineus.

Nos Estados Unidos, Burgdorfer (1957) alimentou artificialmente por meio de tubos
capilares machos e fémeas de Dermacentor andersoni (Stiles, 1908) e Amblyomma
maculatum (Koch, 1844) com suspensdo da bactéria Leptospira pomona por 4 a 6 horas. Ap0s
alguns dias esses carrapatos foram alimentados em cobaias, e muitos dos animais testados
tornaram-se infectados com L. pomona. A mesma técnica foi aplicada com sucesso em
estudos com D. andersoni e virus rabico.

Na Africa, Purnell e Joyner (1967) demonstraram que ocorre 0 processo de salivacio
do carrapato durante a alimentacdo artificial por meio de tubos capilares. Os autores
utilizaram fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus appendiculatus (Neumann,
1901) previamente infectadas com Theileria parva, e ap6s a alimentacdo artificial,
verificaram que estes carrapatos foram capazes de contaminar os capilares com sangue livre
de infeccdo.

Ainda ndo houve nenhum relato de ingurgitamento total em relacdo aos ixodideos,
entretanto estudos realizados na Franca por Rau e Hannoun (1968) obtiveram sucesso ao
alimentar adultos e ninfas do argasideo Argas reflexus reflexus (Fabricius, 1794) através de
tubos capilares, com sangue de frango ou pombo heparinizado. Os autores observaram que
houve o ingurgitamento total dessas fémeas as quais fizeram posturas férteis e as ninfas
mudaram para 0s proximos estagios.

Na Australia, Willadsen et al. (1984) ao trabalharem com alimentacdo artificial de
fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus através de tubos capilares com sangue de
bovinos, coelhos, ratos e cobaias, observaram que os carrapatos alimentaram-se com todos 0s
tipos de sangue, mas sO obtiverem sucesso no ingurgitamento e oviposi¢cdo quando
alimentados com sangue do hospedeiro natural.

Na Suica, Losel et al. (1993) alimentaram artificialmente fémeas parcialmente
ingurgitadas de R. appendiculatus por meio de tubos capilares, com soro de coelhos que
tinham sido previamente infestados com carrapatos e com soro obtidos dos mesmos animais
antes da infestacdo. Os autores verificaram ganho de peso significativamente menor quando
as fémeas foram alimentadas com soro de coelhos infestados. Ainda nesse estudo 0s
carrapatos foram também alimentados artificialmente com soro de bovinos (que sdo seus
hospedeiros naturais) que tinham sido previamente infestados e com soro de bovinos nédo
expostos a infestacdo. Como resultado, os autores observaram que ndo houve diferenca
significativa no ganho de peso, demonstrando assim a diferenga entre o hospedeiro natural e a
resisténcia adquirida por animais de laboratorio.

Em Cuba, De la Vega et al. (2000) obtiveram sucesso ao alimentar artificialmente
fémeas de R. microplus recém mudadas, por meio de capilares por 35 minutos utilizando
sangue heparinizado ou desfibrinado. Em seguida, estas fémeas foram colocadas novamente
no hospedeiro natural para completar o ingurgitamento. A alimentagéo artificial ndo causou
efeito negativo sobre os carrapatos, ou em seu desenvolvimento posterior.



Broadwater et al. (2002) obtiveram sucesso na infec¢cdo de ninfas de Ixodes scapularis
(Fay, 1821) atraves da alimentacdo artificial por meio de tubos capilares, com solugdo
contendo Borrelia burgdorferi, o0 agente causador da Doenca de Lyme. As ninfas infectadas
mudaram para adultos que foram alimentados em roedores de laboratério que adquiriram o
patdgeno.

Abel (2004) trabalhou com fémeas de A. cajennense previamente alimentadas em
coelhos. As fémeas foram removidas antes de terminarem o ingurgitamento, sendo
submetidas a alimentacdo por meio de tubos capilares por periodos de 2, 6 e 12 horas com
sangue bovino citratado. O ganho médio de peso foi significativo ja a partir de 2h.

Kocan et al. (2005) alimentaram artificialmente por meio de tubos capilares
Dermacentor variabilis (Say, 1821) com Anaplasma marginale, demonstrando 0 uso
potencial deste sistema para identificar os aspectos das interagdes entre patdgenos e vetores.

Rangel (2008) trabalhou com a alimentacdo artificial por meio de tubos capilares de
fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus, alimentadas artificialmente com sangue
bovino citratado por periodos de 6, 12, 24 e 36 horas, observando que as fémeas alimentadas
artificialmente ndo atingiram ingurgitamento total. Em estudos experimentais com fémeas de
D. nitens oriundas de infestacdo natural em equinos, Rangel et al. (2008) avaliaram 0s pesos
iniciais dessas fémeas antes de submeté-las a alimentacéo por tubos capilares. Duas faixas de
pesos, 40 a 60 miligramas e de 61 a 100 miligramas, foram estabelecidas e para cada faixa de
peso foram formados 4 grupos homogéneos. Em seguida as fémeas foram alimentadas
artificialmente por meio de tubos capilares por 6, 12, 24 e 36 horas com sangue bovino
citratado. Os autores verificaram que as fémeas pertencentes ao grupo com maior peso inicial
tiveram maior ganho de peso no final da alimentacdo em relacdo as outras, sugerindo que o
peso inicial influencia no ganho de peso final apds alimentacéo artificial.

2.2 Aspectos Bioldgicos de Fémeas de R. sanguineus Obtidas de Infestacdo Experimental
em Coelhos, Incubacdo dos Ovos e Eclosdo das Larvas (Temperatura de 27t£1°C e
Umidade Igual ou Superior a 80%)

Apenas um trabalho foi realizado em relacdo a alimentacéo artificial por meio de tubos
capilares de fémeas de R. sanguineus avaliando os aspectos biologicos da fase ndo parasitaria.

Cunha et al. (2008) ao trabalharem com a alimentagdo artificial de fémeas
parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus oriundas de coelhos, observaram pesos médios
das fémeas 66,0; 69,10 e 73,60mg apds alimentacdo artificial com sangue canino citratado por
meio de tubos capilares por 6, 12 e 24 horas, respectivamente. As mesmas fémeas alimentadas
artificialmente tiveram um periodo médio de pré-postura e postura de 4,10; 4,0 e 4,10 dias e
6,90; 7,60 e 6,90 dias, respectivamente. Os pesos medios das posturas provenientes das
fémeas alimentadas artificialmente foram de 42,60; 46,90 e 41,60mg, respectivamente. Os
pesos médios das quendginas ndo foram citados. Os indices de Producdo de Ovos (IPOs) e
indices de Eficiéncia Nutricional (IENs) foram de 55,90; 58,20; 51,10% e 86,70; 85,60;
82,30%, respectivamente. Os periodos médios de incubacdo dos ovos das fémeas alimentadas
artificialmente ndo foram citados, os percentuais de eclosdo das larvas foram de 81,10; 93,80
e 68,0%, respectivamente.

Devido a escassez de trabalhos com alimentacéo artificial de R. sanguineus, a revisdo
dos aspectos bioldgicos se referem aos grupos controles alimentados em hospedeiros
experimentais.

No Brasil, Coelho (1993) ao estudar os pardmetros da oviposicdo, obteve fémeas
ingurgitadas com peso variando entre 82,60 a 228,60mg e com peso médio de 166,02mg. As
fémeas alimentadas em coelhos tiveram um periodo médio de pré-postura de 3,85 dias e
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periodo médio de postura de 10,81 dias. Embora o autor ndo tenha mencionado o peso médio
das posturas, as quendginas tiveram um peso médio de 35,33mg. Os IPOs e IENs foram de
64,50% e de 79,92%, respectivamente. O periodo médio de incubacdo dos ovos foi de 15,25
dias e a porcentagem média de ecloséo das larvas de 95,88%.

Bellato e Daemon (1997) ao verificar os aspectos bioldgicos de fémeas ingurgitadas
em coelhos, obteve espécimes com pesos variando de 128,50 a 236,0mg e peso médio de
178,80mg. O periodo de pré-postura variou de 2,0 a 4,0 dias, com média de 3,19 dias, e 0
periodo de postura foi de 9,0 a 18,0 dias com média de 13,71 dias. O autor verificou posturas
com pesos de 67,40 a 156,0mg, e peso médio de 114,27mg, enquanto que as quendginas
pesaram de 25,30 a 52,60 e o peso médio foi de 35,60mg. Os IPOs 63,89%, com variagdo de
50,90 a 67,60% e IENs 79,77%, com variacdo de 66,10 a 83,80%. O periodo médio de
incubacgdo dos ovos foi de 18,24 dias, variando entre 18,0 a 20,0 dias e a porcentagem média
de ecloséo de 84,43%, variando de 7,0 a 99,0%.

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. Para essas mesmas fémeas, os periodos médios de pré-postura e
postura obtidos foram de 4,13; 4,67; 4,80 e 12,0; 11,80; 12,0, respectivamente. Os pesos
médios das posturas e das quendginas foram, respectivamente, de 110,82; 116,29; 117,0 mg e
39,99; 32,73 e 35,98 mg. 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. O periodo médio de
incubacdo dos ovos foi de 22,0; 24,60 e 24,87 dias e as porcentagens médias de eclosdo das
larvas que eclodiram daquelas posturas foram de 94,20; 78,93 e 89,60%, respectivamente.

Amorim (1998) ao avaliar o efeito de diferentes razdes 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. Os periodos de pré-postura variaram de 3,0 a 7,0 dias, com média de 4,32 dias, e
os periodos de posturas foram de 3,0 a 21,0 dias, com média de 15,0 dias. Os pesos médios da
postura e da quendgina foram, respectivamente, de 93,32mg variando de 8,40 a 156,30mg, e
de 30,67mg variando de 5,90 a 109,70mg. O IPO observado foi de 60,40%, variando de 10,66
a 78,03% e o IEN foi 77,70%, variando 13,13 a 99,25%. O periodo médio de incubacdo dos
ovos foi de 22,0 dias, variando entre 17,0 a 28,0 dias e a porcentagem média de eclosdo das
larvas de 85,16%, variando de 1,0 a 100,0%.

Penna (1999) ao estudar a biologia de R. sanguineus quando imersos em &gua
destilada, obteve fémeas com peso médio de 151,40mg. Para estas fémeas foi verificado
periodo médio de pré-postura de 4,30 dias, e periodo médio de postura de 12,10 dias. Embora
0 autor ndo tenha mencionado os pesos médios de postura e da quendgina, registrou IPO de
54,50% e IEN de 66,30%. O periodo médio de incubacdo dos ovos foi de 22,0 dias e a
porcentagem média de eclosdo das larvas de 98,40%.

Pinto (2000) ao estudar a sensibilidade natural do carrapato frente as 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. Essas mesmas fémeas apresentaram periodos médios de pré-postura e
postura de 3,72; 3,77; 3,37 dias e 12,75; 13,73; 14,07 dias, assim como, IPOs e IENs de
63,23; 65,59; 65,21% e de 83,26; 84,34; 88,64%, respectivamente. Os periodos medios de
incubacdo dos ovos foram de 21,55; 21,0 e 21,0 dias e a porcentagem média de eclosdo das
larvas de 89,45; 92,43 e 80,53%, respectivamente.

Szabo et al. (2005) ao estudarem o0s aspectos bioldgicos da espécie, observaram peso
médio das fémeas ingurgitadas de 173,40mg. O periodo médio de pré-postura foi de 2,50 dias,
e embora 0s autores nao tenham citado o periodo de postura, o peso médio da postura foi de
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103,90mg. O IPO observado foi de 59,90% e o IEN ndo foi citado. O periodo médio de
incubacéo dos ovos foi de 19,0 dias.

Melo (2007) obteve fémeas ingurgitadas com peso variando de 79,0 a 244,0mg, e peso
médio de 148,34mg. Os periodos de pré-postura e postura observados foram de 1,0 a 3,0 dias,
com média de 1,80 dias, e de 8,0 a 15,0 dias, com média de 11,40 dias, respectivamente. O
peso médio das posturas foi de 105,60mg, variando entre 95,0 a 114,0mg. O IPO observado
variou de 59,0 a 75,0%, com indice médio de 68,40% e o IEN n&o foi mencionado. O periodo
médio de incubacdo dos ovos foi de 23,80 dias, variando entre 23,0 a 24,0 dias e a
porcentagem de eclosdo das larvas variou de 95,0 a 100,0%.

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 18,0 dias. O
IPO foi de 66,0%, variando entre 33,20 a 88,20% e o IEN nédo foi mencionado pelos autores.
A porcentagem média de ecloséo das larvas foi de 72,10%, variando entre 1,0 a 99,0%.

2.3 Aspectos Bioldgicos de Fémeas de R. sanguineus Obtidas de Infestacdo Natural e
Experimental em Cées, Incubacdo dos Ovos e Eclosdo das Larvas (Temperatura de
27+1° C e Umidade Igual ou Superior a 80%)

Ainda ndo foi realizado nenhum trabalho com a alimentacdo artificial de fémeas
parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus oriundas de infestacdo natural em cées. Devido a
esta escassez de trabalhos com alimentacdo artificial, a revisdo dos aspectos bioldgicos se
referem aos poucos trabalhos que foram realizados no Brasil evidenciando os aspectos
biologicos de fémeas alimentadas naturalmente e experimentalmente em cées, assim como
para os periodos de incubacao dos ovos e porcentagens de ecloséo.

Coelho (1993) observou pesos médios das fémeas ingurgitadas de 110,75mg e
133,53mg, variando de 27,20 a 176,50mg, obtidas respectivamente de cdes naturalmente
infestados e de cdes infestados experimentalmente. Essas mesmas fémeas apresentaram
periodo médio de pré- postura e postura de 5,43 e 5,73 dias e de 15,24 e 11,77 dias,
respectivamente. Os pesos médios das quendginas foram de 20,94 e 37,07mg,
respectivamente. Os IPO de 61,68 e 52,16% e IEN de 76,31 e 73,76%, respectivamente. Os
periodos médios de incubacgdo dos ovos e porcentagens de eclosdo das larvas provenientes de
fémeas obtidas de infestacdo natural e experimental em cdes foram de 14,95 e 16,80 dias, e de
94,50 e 78,84%, respectivamente.

Bechara et al. (1995) ao estudarem os aspectos biologicos em infestacGes
experimentais em cdes, observaram peso meédio das fémeas ingurgitadas de 126,0mg
(temperatura (T) de 29+2°C e umidade (U) de 80+5%). O periodo médio de pré-postura
observado foi de 4,20 dias e 0 peso médio da postura de 76,0mg. Os autores verificaram ainda
que o periodo médio de incubacdo dos ovos foi de 22,90 dias (T 29+2°C e U 80+5%) e
porcentagem média de ecloséo de 90,20% em infestacdo experimental.

Szabd et al. (2005) ao estudarem os aspectos bioldgicos em infestacdes experimentais,
obtiveram peso médio das fémeas ingurgitadas de 154,77mg; periodo médio de pré-postura de
4,09 dias; peso médio da postura de 87,59mg e IPO de 58,29%. O periodo médio de
incubacdo dos ovos observado por esses autores foi de 18,52 dias e a porcentagem média de
eclosdo das larvas foi de 94,45%.

2.4 Alimentacdo Artificial de Carrapatos: Perspectiva para o Isolamento do Agente
Etioldgico da Doenca de Lyme-Simile

Um primer foi recentemente desenhado com 850 pares de bases para o gene 16S
rRNA a partir de um gancho do flagelo da B. burgdorferi, agente etioldgico da Doenca de
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Lyme no Hemisfério Norte. Este primer foi obtido no Laboratério de Investigagdo em
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP — LIM-17
(MANTOVANI, E. Tese de doutorado, em andamento). Com isto, a PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase) foi realizada com iniciadores para amplificar genes capazes de identificar a
bactéria. Dessa forma, foi possivel observar, pela primeira vez, positividade para 12 pacientes
com Sindrome Baggio-Yoshinari (SBY), nome atual da doenca de Lyme-simile que ocorre no
Brasil, que apresenta quadro clinico compativel a doenca de Lyme (BONOLDI, 2010).

A SBY ¢é uma doenca recorrente diagnosticada no Brasil, cujo agente etiologico tem
morfologia atipica (forma L). Esta forma € comum as bactérias espiroquetas que perdem o
flagelo ou a parede celular que lhes confere o aspecto helicoidal, ou por pressédo do meio pela
acao de antibioticos (MIKLOSSY et al.,, 2008) ou ainda por terem grande capacidade
adaptativa. No ambiente intracelular a bactéria na forma L pode sobreviver por longos
periodos no hospedeiro, e este pode ser 0 motivo porque a SBY é uma doenga recorrente.

Segundo Bonoldi (2010), os carrapatos envolvidos no ciclo de transmissdo da SBY
sdo A. cajennense, R. microplus e Ixodes loricatus (Neumann, 1899). Mais recentemente foi
encontrado positividade pela PCR para a espécie R. sanguineus (BONOLDI, V. N,
comunicacdo pessoal, estudos em andamento). Até o momento ndo foi possivel isolamento do
agente etiolégico da SBY que tem morfologia atipica e se parece com outras bactérias
desprovidas de parede celular. Esses microrganismos invadem células endoteliais e crescem
temporariamente em meio de cultivo SP4 cuja formulacdo pode ser encontrada em Yunker et
al. (1987), no qual crescem também bactérias do género Spiroplasma.

Desta forma surgiu a necessidade de se cultivar células embrionérias de carrapatos
brasileiros para o isolamento do agente etioldgico a partir de sangue de pacientes e/ou 6rgédos
de carrapatos (projeto financiado pela FAPESP, Barros-Battesti, D. M. em andamento).

Considerando que os vetores amplificam a borrélia, a alimentacdo artificial das
espécies de carrapatos envolvidas na transmissdo da SBY, por meio de capilares com sangue
de pacientes, parece um método bastante promissor para o isolamento e identificacdo do
agente etioldgico desta doenca no Brasil.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Experimento

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

O estudo foi realizado em duas etapas:
Etapa 1 - na primeira etapa foram obtidas larvas oriundas de fémeas provenientes de
infestacdo natural em cées, sendo que estas larvas foram alimentadas em coelhos até o estagio
adulto. As fémeas deste grupo foram removidas parcialmente ingurgitadas para serem
submetidas a alimentacdo artificial. Este grupo, portanto, foi obtido de infestacdo
experimental em coelhos.
Etapa 2 - Na segunda etapa as fémeas foram obtidas de infestacao natural em caes.

As fémeas parcialmente ingurgitadas obtidas nas duas etapas foram alimentadas
artificialmente por meio de tubos capilares.

3.2 Procedéncia e Manutencéo da Coldnia de R. sanguineus em Coelhos (Etapa 1)

Os carrapatos utilizados na primeira etapa foram obtidos de infestacdo natural em cées
pertencentes ao canil do Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia
Veterinaria (LQEPV), do Departamento de Parasitologia Animal da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), municipio de Seropédica, RJ.

Ap0s a coleta, os carrapatos foram levados ao Laboratério de Doencas Parasitarias,
lavados em agua destilada, secos em papel filtro e a identificacdo foi confirmada com base na
chave para géneros proposta por Onofrio et al. (2006).

Para a manutencdo da col6nia, as fémeas de R. sanguineus foram acondicionadas em
Placas de Petri e mantidas em estufa com Demanda Bioldgica de Oxigénio “Biological
Oxigen Demand” (B.O.D.) a temperatura de 27+1°C e umidade acima de 80%. No 18° dia
apos o inicio da postura, os ovos foram recolhidos, pesados em balanca analitica (Bioprecisa
FA2104N), separados em aliquotas de 250 mg e colocados em seringas plasticas com uma das
extremidades cortada e vedada com algoddo hidrofilo. Posteriormente, as seringas foram
mantidas em estufa B.O.D. sob as mesmas condi¢des de temperatura e umidade ja citadas.

Foram realizadas observac@es diarias para avaliar o dia de inicio da eclosdo larval e
desta maneira estabelecer a idade de infestacdo das larvas. Para a realizacdo das infestacdes
experimentais foram utilizados coelhos mesticos (Orictolagus cuniculus), Nova Zelandia x
Califérnia cedidos pelo setor de Cunicultura, Instituto de Zootecnia da UFRRJ, com idade de
60 a 90 dias, de ambos os sexos, pesando entre 1,5 a 3,0 kg e sem contato prévio com
carrapatos ou produtos acaricidas. Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais no
biotério do LDP, recebendo racdo comercial e dgua ad libitum.

As larvas com 15 a 20 dias de idade, foram alimentadas em coelhos com toucas de
algod&o aderidas a base das orelhas, de acordo com Neitz et al. (1971). Ninfas e adultos com
15 a 20 dias de idade foram alimentadas em coelhos com toucas de algodao aderidas ao dorso
do animal (Figura 1). No sétimo dia de alimentacédo, fémeas parcialmente ingurgitadas foram
recolhidas cuidadosamente por tor¢cdo manual sobre o proprio eixo.



Figura 1. Coelho infestado experimentalmente com adultos de R. sanguineus.

3.3 Procedéncia de Fémeas Parcialmente Ingurgitadas de R. sanguineus Oriundas de
Infestacdo Natural em Caes (Etapa 2)

Na segunda etapa, as fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus provenientes
de infestagGes naturais foram obtidas de dois cédes fémeas, sem raca definida (SRD), pesando
entre 13 a 18 kg, e sabidamente ndo tratadas recentemente com produtos acaricidas (Figura 2).
Os cdes foram mantidos no canil do LQEPV, onde receberam diariamente ragdo comercial e
agua. As fémeas de R. sanguineus foram removidas dos hospedeiros por torcdo sobre o
préprio eixo e posteriormente levadas ao LDP para serem alimentadas artificialmente.

3.4 Avaliacdo do Peso Inicial de Fémeas de R. sanguineus Parcialmente Ingurgitadas
Sobre 0 Ganho de Peso Apds Alimentacdo Artificial por Meio de Tubos Capilares

Fémeas parcialmente ingurgitadas em coelhos foram coletadas em diferentes faixas de
peso inicial, assim como aquelas alimentadas em cées.

Os pesos iniciais estabelecidos foram estipulados de acordo com aqueles propostos por
Rangel et al. (2008) para a espécie D. nitens, com modificagdes: >20 a 35; >35 a 50; >50 a
65; >65 a 80mg.

Posteriormente, as fémeas selecionadas foram levadas ao LDP, lavadas em agua
destilada, secas em papel filtro, e examinadas em microscopio estereoscopico (Wild
Heerbrugg) para verificacdo da integridade do aparelho bucal. Em seguida, essas fémeas
foram fixadas em bandejas de isopor, com auxilio de fita adesiva dupla face.



Figura 2. Cées sem raca definida infestados naturalmente com R. sanguineus, pertencentes
ao LQEPV.

O sangue utilizado na alimentacéo artificial foi coletado com Vaccuntainer, acoplado
ao tubo contendo anticoagulante citrato de sédio, diretamente da veia jugular ou da veia radial
de dois cées sadios, ndo tratados recentemente com acaricidas. Os tubos de sangue foram
armazenados sob refrigeracéo a 4°C por no maximo 24 horas.

Para preenchimento dos capilares, os tubos contendo sangue foram retirados da
geladeira e mantidos a temperatura ambiente momentos antes do inicio da alimentac&o.

Os tubos capilares preenchidos com sangue canino citratado foram dispostos sobre o
aparelho bucal dos carrapatos previamente colados nas bandejas de isopor (Figura 3).

Durante o periodo de alimentacdo os carrapatos foram mantidos no interior de uma
estufa B.O.D. (temperatura de 27+1° C e umidade acima de 80%) por 24 horas. A cada 3
horas os tubos capilares foram substituidos e de hora em hora foram desobstruidos com
auxilio de uma agulha.

Ao final do periodo de alimentacéo os tubos capilares foram retirados, e os carrapatos
descolados da fita adesiva foram lavados para remover restos de sangue. A seguir foram secos
em papel filtro e pesados em balanga analitica com as especifica¢des anteriormente citadas,
para avaliacdo do ganho de peso ap0s a alimentacao artificial.

Os intervalos de pesos iniciais (>20 a 35; >35 a 50; >50 a 65; >65 a 80mg) que
compreenderam fémeas com maior ganho médio de peso ap6s alimentacdo artificial por 24h
foram os escolhidos para verificagdo dos outros periodos (6, 12, 24, 36 e 42 horas).
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Figura 3. Alimentacdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus por
meio de tubos capilares com sangue canino citratado.

3.5 Alimentacdo Artificial de Fémeas Parcialmente Ingurgitadas de R. sanguineus
(Infestacdo Experimental em Coelhos e Natural em Cées), por 6, 12, 24, 36 e 42 Horas

Cinquenta fémeas de R. sanguineus parcialmente ingurgitadas em coelhos obtidas a
partir do sétimo dia de alimentacdo, pesando entre 35 a 80mg, e outras sessenta fémeas
obtidas de infestacdo natural em cées, pesando entre 20 a 50mg, foram selecionadas. A seguir
foram levadas ao LDP, lavadas em agua destilada e secas em papel filtro. Apos a verificacdo
da integridade do aparelho bucal elas foram pesadas, separadas em cinco grupos de pesos
homogéneos, sendo selecionadas dez fémeas pré-alimentadas em coelhos e doze pre-
alimentadas em cées, por grupo. As fémeas foram fixadas em bandejas de isopor com auxilio
de fita adesiva dupla face e alimentadas artificialmente por meio de tubos capilares
observando os seguintes periodos de tempo: 6, 12, 24, 36 e 42 horas.

As etapas seguintes do processo de alimentacdo artificial, jA& foram descritas
anteriormente.

Apbs 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 condic¢des acima citadas para posterior avaliagdo dos parametros bioldgicos
da fase nao parasitaria.

3.6 Obtencdo do Grupo Controle de R. sanguineus de Infestacdo Experimental em
Coelhos e de Infestacéo Natural em Caes

Os grupos controles foram obtidos a partir de infestagdo experimental em coelhos e de
infestacdo natural em cées. Os carrapatos foram coletados aleatoriamente, apds queda natural.
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Ambos os grupos foram lavados, secos em papel filtro, pesados, fixados em Placas de
Petri e levados para estufa BOD nas condigdes ja citadas, para acompanhamento dos
parametros bioldgicos da fase ndo parasitaria.

3.7 Aspectos Biologicos da Fase Nao Parasitaria de Fémeas de R. sanguineus

Além da observagdo do ganho de peso antes e apds a alimentacdo artificial nos
periodos de 6, 12, 24, 36 e 42 horas, foram feitas observacdes didrias para acompanhar 0s
seguintes aspectos relativos a fase ndo parasitéria:

Pesos das fémeas alimentadas - Pesos das fémeas apos a alimentagdo artificial e pesos das
fémeas do grupo controle.

Pesos das quenoginas - Pesos obtidos trés dias apds o término das posturas de cada fémea.
Pesos das posturas - Pesos totais das posturas de cada fémea.
indice de produc&o de ovos (IPO) - indice calculado segundo Bennet (1974).

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

indice de eficiéncia nutricional (IEN) - indice calculado segundo Bennet (1974).

IEN= peso da postura (mg) x 100
peso inicial fémea- quendgina (mg)

Periodo de pré-postura - Numero de dias decorridos entre o final da alimentagdo e o
primeiro dia de postura.

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

Periodo de incubacéo - Periodo entre a postura do primeiro ovo e a eclosdo da primeira larva
de cada fémea.

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

Ritmo de postura diaria — Pesos diarios das posturas de cada fémea.

3.8 Andlise Estatistica

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

4.1 Avaliacdo do Peso Inicial de Fémeas de R. sanguineus Parcialmente Ingurgitadas
Sobre 0 Ganho de Peso de Fémeas Alimentadas Artificialmente por Meio de Tubos
Capilares

Na Tabela 1 encontram-se os valores médios, desvios padrdo e limites minimos e
maximos de pesos das fémeas de R. sanguineus (n=15) obtidas de infestacdo experimental em
coelhos antes e depois da alimentacéo artificial. O ganho de peso nas diferentes faixas, apos
alimentacéo artificial por 24 horas foi de 13,93; 17,08; 20,43 e 17,99mg nas faixas de peso 1,
2, 3 e 4, respectivamente. Apesar de ndo haver diferenga estatistica significativa entre as
diferentes faixas de peso observadas, as fémeas das faixas 2, 3 e 4 apresentaram tendéncia de
melhores ganhos de peso. Estas trés faixas de peso foram utilizadas para formar grupos
homogéneos e as fémeas foram entdo alimentadas por 6, 12, 24, 36 e 42 horas.

Tabela 1. Pesos (mg) das fémeas de R. sanguineus obtidas de infestacdo experimental em
coelhos, antes e depois da alimentacédo artificial, e 0 ganho médio de peso das fémeas nas
diferentes faixas, apds alimentacéo artificial por 24 horas em tubos capilares.

Peso das fémeas

Faixas de peso Média £ desvio padrédo

(Limite minimo-Limite maximo)

iniciais (mg)
) Ganho médio de
Antes (n=15) Depois
peso
29,1443,77 43,07+11,93 13,93+9,62°
1 >20a35
(22,0-34,10) (26,70-65,80) (1,60-32,90)
41,47+4,34 58,55+12,18 17,08+11,03
2 >35a50
(35,30-48,60)  (40,10-82,90) (2,80-39,20)
57,32+4,12 77,75%£19,01 20,43+16,45°%
3 >50 a 65
(51,40-64,70)  (47,10-111,40)  (-4,30-52,60)
70,73+4,38 88,73+12,48 17,99+10,19
4 >65 a 80

(65,80-79,30)  (70,40-111,10)  (-1,40-34,20)

Nas colunas, médias com pelo menos uma letra minGscula comum sdo equivalentes (p<0,05). Ndo houve
diferenca significativa.

Na Tabela 2 encontram-se os valores médios, desvios padrdo e limites minimos e
maximos, de pesos das fémeas de R. sanguineus (n=12) obtidas de infestacdo natural em cdes
antes e depois da alimentagdo artificial. O ganho de peso (em mg) nas diferentes faixas, apos
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alimentacéo artificial por 24 horas, foi de 20,64; 23,65; 9,67; 3,79 nas faixas de peso 1, 2, 3 e
4, respectivamente. A partir da faixa de peso 3, foi observada diferenca estatistica
significativa entre os grupos. As faixas 1 e 2 foram as que apresentaram melhores ganhos de
peso, sendo estas posteriormente escolhidas para formarem os grupos homogéneos. As fémeas
foram entdo alimentadas por 6, 12, 24, 36 e 42 horas.

Tabela 2. Pesos (mg) das fémeas de R. sanguineus obtidas de infestacdo natural em cées antes
e depois da alimentac&o artificial, e 0 ganho médio de peso das fémeas nas diferentes faixas,
apos alimentacdo artificial por 24 horas em tubos capilares.

Peso das fémeas

. Média + desvio padréo
Faixas de peso

(Limite minimo-Limite maximo)

iniciais (mg)
) Ganho médio
Antes (n=12) Depois
de peso
30,48+2,40 51,13+15,45 20,64+14,472 "
1 >20a 35
(25,30-33,60)  (22,40-77,40) (-2,90-46,30)
41,74+2,62 65,39+12,31 23,65+13,30°
2 >35a50
(38,40-45,50)  (49,90-88,60) (10,10-49,20)
57,13+4,17 66,79+6,28 9,67+7,36>°
3 >50 a 65
(50,90-64,40) (57,60-79,80) (0,30-28,90)
72,15+4,90 75,94+7 .47 3,79+6,04°
4 >65a 80

(65,50-79,80)  (65,0-89,30) (-2,60-19,60)

Nas colunas, médias com pelo menos uma letra mintscula comum séo equivalentes (p<0,05).

Na Figura 4, ao analisar o ganho de peso de fémeas de R. sanguineus alimentadas
artificialmente por 24 horas em coelhos, foi observado ganho crescente de peso a partir da
faixa 1 com melhor ganho para as fémeas da faixa 3. As fémeas da faixa 4 apresentaram
ganho de peso menor que as fémeas da faixa 3, porém, ainda assim, o ganho foi maior do que
aquele registrado nas faixas 1 e 2.

Na Figura 5, ao analisar o ganho de peso médio de fémeas de R. sanguineus
alimentadas artificialmente por 24 horas oriundas de cées, foi observado que a partir da faixa
1 até a 2 o ganho de peso foi crescente, decrescendo nas faixas 3 e 4.

14



Ganho de peso médio de R. sanguineus (coelhos) em diferentes
faixas de peso

25
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10 H Meédia
Desvio padrao
5 - I
0]
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Faixas de peso {mg)

Ganho de peso (mg)

Figura 4. Ganho de peso médio de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus (em
diferentes faixas de peso) obtidas de infestacdo experimental em coelhos (Faixa 1 > 20-35;
faixa 2 > 35-50; faixa 3 >50-65; faixa 4 >65-80mg).

Ganho de peso médio de R. sanguineus (caes) em diferentes faixas
de peso

25
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10 - | Média
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Ganho de peso (mg)

Figura 5. Ganho de peso médio de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus (em
diferentes faixas de peso) obtidas de infestacdo natural em cdes (Faixa 1 > 20-35; faixa 2 >
35-50; faixa 3 >50-65; faixa 4 >65-80mg).
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4.2 Alimentacdo Artificial de Fémeas Parcialmente Ingurgitadas de R. sanguineus
Obtidas de Infestacdo Experimental em Coelhos e de Infestacdo Natural em Caes, nos
Periodos de 6, 12, 24, 36 e 42 Horas

Na Tabela 3 encontram-se os valores médios, desvios padrdo e limites minimos e
maximos de pesos das fémeas de R. sanguineus obtidas de infestacdo experimental em
coelhos antes e depois da alimentacdo artificial, bem como o ganho de peso das fémeas nos
periodos de 6, 12, 24, 36 e 42 horas.

N&o houve diferencas significativas no ganho médio de peso das fémeas dos grupos
alimentados por 36 e 42 horas. No entanto, 0 ganho médio de peso das fémeas do grupo de 36
horas diferiu significativamente do grupo de 6 horas, enquanto que as fémeas do grupo de 42
horas diferiram significativamente no ganho médio de peso das fémeas dos grupos de 6, 12 e
24 horas. Os grupos alimentados artificialmente por 36 e 42 h ndo diferiram
significativamente entre si, mas foram os que apresentaram melhores ganhos de peso.

Para as fémeas do grupo alimentado por 42 horas, foi observado que 0 peso médio
inicial (em mg) das fémeas antes da alimentacgdo foi de 55,21 e apds alimentagdo artificial foi
de 90,33. Estas fémeas apresentaram maior peso médio final e alcancaram 63,29% do peso
médio do grupo controle, sendo as que mais se aproximaram deste grupo.

Tabela 3. Pesos (mg) das fémeas de R. sanguineus obtidas de infestagdo experimental em
coelhos antes e depois da alimentacdo artificial, ganho médio de peso apds alimentacdo
artificial por 6, 12, 24, 36 e 42 horas e porcentagem de ganho de peso.

Peso das fémeas

Tempos de Média + desvio padréo Porcentagem de
Antes (n=10) Depois Ganho médio
de peso

55,05 +13,18 61,32+15,93 6,27+7,13?

6 horas 42 96
(35,90-80,0) (34,60-81,30) (-1,30-18,50)
55,14+13,03 69,73 +15,14 14,5949 93%¢

12 horas 48,85
(36,70-79,0) (50,70-91,90) (0,70-32,50)
55,19+12,84 70,80+19,66 15,61+12,16*¢

24 horas 49,60
(36,70-78,20) (44,90-95,0) (-2,20-35,20)
55,07+12,82 81,88+12,45 26,81+14 54°¢

36 horas 57,37
(37,10-76,40) (62,10-99,10) (10,20-50,70)
55,21+12,28 90,33 +20,06 35,12+22,70°

42 horas 63,29

(36,90-72,20)

(61,90-125,20)

(10,0-73,30)

Nas colunas, médias com pelo menos uma letra minGscula comum sdo equivalentes (p<0,05).

* Grupo Controle igual a 100%

Na Tabela 4 encontram-se os valores médios, desvios padrdo e limites minimos e
méaximos de pesos das fémeas de R. sanguineus obtidas de infestacdo natural em cées antes e
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depois da alimentacéo artificial, bem como o ganho de peso dessas fémeas nos periodos de 6,
12, 24, 36 e 42 horas.

N&o houve diferencas significativas no ganho medio de peso das fémeas dos grupos
alimentados por 36 e 42 horas quando comparados entre si, mas estas fémeas foram as que
tiveram o maior ganho médio final de peso. Aquelas do grupo de 36 horas tiveram um ganho
médio de peso significativamente superior quando comparadas as do grupo de 6 horas e 12
horas, enquanto que as fémeas do grupo de 42 horas diferiram significativamente das fémeas
dos grupos de 6, 12 e 24 horas no ganho médio de peso.

O grupo de fémeas alimentadas por 42 horas obtidas de infestacdo em cées tiveram
peso médio inicial (em mg) antes da alimentacdo de 33,87, e apds a alimentacdo artificial foi
de 69,17. O peso médio destas fémeas foi o que mais se aproximou do grupo controle,
alcancando 65,66% do peso médio deste grupo.

Tabela 4. Pesos (mg) das fémeas de R. sanguineus obtidas de infestacdo natural em caes,
antes e depois da alimentacdo artificial, ganho médio de peso apds alimentacéo artificial por
6, 12, 24, 36 e 42 horas e porcentagem de ganho de peso.

Peso das fémeas

Tempos de Média + desvio padréo Porcentagem de
Antes (n=12) Depois Gagho medio
e peso
33,81+7,95 44.26+9,98 10,45+8,912
6 horas 4201
(21,30-48,50) (22,70-59,30) (-1,70-23,0)
33,93+8,11 45,81+10,04 11,88+10,80%
12 horas 43,48
(23,70-49,40) (23,90-59,70) (0,20-27,60)
33,9148,11 52,32+12,28 18,41+12,04*¢
24 horas 49,66
(22,50-46,20) (31,80-76,80) (-2,0-39,30)
33,82+8,40 59,16+10,88 25,34+10,16"¢
36 horas 56,15
(21,30-48,90) (39,50-75,10) (2,90-41,90)
33,8748,07 69,17+17,41  35,30+14,96°
42 horas 65,66
(21,0-47,40) (42,10-99,60) (10,90-61,40)

Nas colunas, médias com pelo menos uma letra mindscula comum sdo equivalentes (p<0,05).

* Grupo Controle igual a 100%.

Comparando os ganhos médios (em mg) de pesos das fémeas previamente
selecionadas, pré-alimentadas experimentalmente em coelhos e naturalmente em cées, apds
alimentacéo artificial por 6 horas (6,27 e 10,45, respectivamente) e por 42 horas (35,12 e
35,30, respectivamente), observou-se que houve um ganho de peso médio crescente (Figura
6). Apesar das diferencas dos pesos médios iniciais das fémeas pré-alimentadas em ambos 0s
hospedeiros (as alimentadas em cées tiveram peso médio inicial menor do que as alimentadas
em coelhos), houve uma progressdao semelhante em relagcdo aos pesos médios finais das
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fémeas alimentadas em tubos capilares por 6, 12, 24, 36 e 42 horas, oriundas de coelhos e
caes.

Ganho de peso médio de R. sanguineus alimentados por
diferentes periodos

40
35
30

25 —
20 — H Fémeas obtidas de coelhos
15 —
10 I I "~ m Fémeas obtidas de cies
5 A |
N
6 12 24 36 42

Tempos de alimentacao artificial (horas)

Ganho de peso (mg)

Figura 6. Ganho de peso médio de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus
obtidas de infestacdo experimental em coelhos e natural em cées, alimentadas por 6, 12, 24,
36 e 42 horas.

4.3 Aspectos Biologicos da Fase Ndo Parasitaria de R. sanguineus Obtidas de Infestacao
Experimental em Coelhos e Alimentadas Artificialmente

Na Tabela 5 encontram-se os aspectos bioldgicos da fase ndo parasitéaria das fémeas de
R. sanguineus obtidas de infestacdo experimental em coelhos e alimentadas artificialmente
por meio de tubos capilares por 6, 12, 24, 36 e 42 horas e das fémeas do grupo controle.

Os pesos medios utilizados na alimentacao artificial nos periodos de 6, 12, 24, 36 e 42
horas foram baseados nos resultados de ganho de peso entre as diferentes faixas (Tabela 1).
Desta forma, foi possivel trabalhar com grupos homogéneos de fémeas que apresentaram 0s
melhores ganhos de pesos.

4.3.1 Pesos (em mg) das fémeas ingurgitadas, periodos médios de pré-postura e postura
dos ovos, pesos médios das posturas e das quendginas, e indices Médios de Producéo de
Ovos (IPO) e de Eficiéncia Nutricional (IEN)

Os pesos medios das fémeas (em mg) obtidas de infestacdo experimental em coelhos e
alimentadas artificialmente foram de 61,32; 69,73; 70,80; 81,88; 90,33 quando alimentadas
por 6, 12, 24, 36 e 42 horas, respectivamente. O peso médio das fémeas do grupo controle foi
de 142,73. Os resultados encontrados para os grupos de fémeas alimentadas artificialmente,
quando comparados ao grupo controle, apresentaram diferenca estatistica significativa o que
ja era esperado.

Os periodos médios de pré-posturas das fémeas alimentadas artificialmente foram de
3,80; 4,0; 4,10; 3,20; 3,20 dias quando alimentadas por 6, 12, 24, 36 e 42 horas,
respectivamente. O periodo médio de pré-postura do grupo controle foi de 4,30 dias e
apresentou diferenca estatistica significativa entre os grupos alimentados por 36 e 42 horas.
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Tabela 5. Aspectos bioldgicos referentes a postura de ovos e eclosdo de larvas a partir de fémeas de R. sanguineus parcialmente ingurgitadas
(n=10), obtidas de infestacdo experimental em coelhos e alimentadas artificialmente por 6, 12, 24, 36, 42 horas e de fémeas do grupo controle,
mantidas a 27+1°C, umidade superior a 80%.

Aspectos bioldgicos

Alimentacao artificial por meio de tubos capilares e grupo controle mantidos em coelhos

6 horas 12 horas 24 horas 36 horas 42 horas Controle
Peso das femeas (mg) 61,32+15,93% 69,73 +15,14*®  70,80+19,66*" 81,88+12,45*° 90,33 +20,06" 142,73+36,80°
9 (34,60-81,30) (50,70-91,90) (44,90-95,0) (62,10-99,10) (61,90-125,20)  (83,50-206,70)
Periodo de pré-postura (dias) 3,80+0,42%° 4,0+0° 4,10+0,32° 3,20+0,42° 3,20+0,42° 4,30+0,48°
prep (3,0-4,0) (4.0) (4,0-5,0) (3,0-4,0) (3,0-4,0) (4,0-5,0)
Periodo de postura (dias) 12,70+1,34° 14,0+2,58*° 12,80+1,62° 14,90+1,85%° 14,70+2,0*° 16,50+2,22"
P (11,0-15,0) (10,0-19,0) (12,0-17,0) (11,0-17,0) (13,0-19,0) (13,0-20,0)
Peso da postura (mg) 34,88+12,32° 38,81+10,16° 37,68+12,52° 44,43+10,30° 49,74+14,83° 99,96+30,22°
P 9 (13,80-56,0) (24,60-52,80) (21,30-56,80) (31,60-57,90) (29,70-71,10) (51,80-146,90)
Peso da quentgina (mg) 20,14+4,27% 21,64+3 83%¢ 23,58+6,44%°¢ 26,49+5 82 *P¢ 28,15+6,04°¢ 30,16+7,74°
quenog 9 (12,40-26,70) (15,10-27,40) (14,0-36,20) (20,30-35,20) (20,90-39,30) (17,50-42,80)
fndice de produco de ovos (%) 55,68+7,84° 55,17+3,83% 52,55+4,51% 53,83+5,85° 54,42+7 27° 69,31+6,17°
produ¢ (39,88-68,88) (47,40-60,68) (47,35-59,79) (42,27-62,02) (44,86-64,68) (62,04-85,0)
indice de eficiéncia nutricional (%) 83,90+9,23% 80,45+3,69° 79,39+6,15° 79,80+8,11° 79,7146,23° 87,99+8,40°
(62,16-97,27) (74,16-85,60) (68,93-85,29) (60,49-90,33) (69,95-88,02) (78,81-109,72)
periodo de incubacdo (dias) 22,33+2 55° 21,2242 28° 22,1142 32% 21,60+1,96° 22,4442 19° 21,20+0,63?
¢ (20,0-26,0) (20,0-27,0) (20,0-26,0) (20,0-27,0) (21,0-26,0) (20,0-22,0)
percentual de eclosio (%) 51,0+41,75° 65,0+40,35° 62,0+39,38° 75,0+31,71% 57,0+42,70° 81,0+25,14°
(0-90,0) (0-90,0) (0-90,0) (10,0-90,0) (0-90,0) (10,0-90,0)

Nas linhas, médias com pelo menos uma letra mindscula comum séo equivalentes (p < 0,05)
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As fémeas alimentadas artificialmente tiveram periodos médios de posturas de 12,70; 14,0;
12,80; 14,90; 14,70 dias quando alimentadas por 6, 12, 24, 36 e 42 horas, respectivamente. O
periodo médio de postura das fémeas do grupo controle foi de 16,50 dias, diferindo
significativamente daquele observado para as fémeas alimentadas por 6 e 24 horas.

Na Figura 7 encontram-se os ritmos de posturas diarias das fémeas de R. sanguineus
obtidas de infestacdo experimental em coelhos e alimentadas artificialmente, bem como, os
ritmos de posturas das fémeas do grupo controle.

Os maiores picos de postura foram observados no segundo e terceiro dias de
oviposicao.

Os pesos médios das posturas (em mg) das fémeas alimentadas artificialmente por 6,
12, 24, 36 e 42 horas foram de 34,88; 38,81; 37,68; 44,43; 49,74, respectivamente. As fémeas
do grupo controle apresentaram peso médio da postura de 99,96, evidenciando diferenca
estatistica significativa quando comparado aos pesos das posturas daquelas alimentadas
artificialmente. Todas as fémeas alimentadas artificialmente por diferentes periodos de
tempos e as do grupo controle realizaram posturas. Em relacdo a viabilidade dos ovos, uma
fémea de cada grupo (6, 12, 24 e 42 horas) apresentou postura inviavel.

Os pesos médios das quendginas (em mg) alimentadas artificialmente por 6, 12, 24, 36
e 42 horas foram, respectivamente, de 20,14; 21,64; 23,58; 26,49; 28,15. O peso médio da
guenogina do grupo controle foi de 30,16 diferindo significativamente dos pesos médios
daquelas alimentadas artificialmente por 6 e 12 horas.

Os IPOs foram de 55,68; 55,17; 52,55; 53,83; 54,42% quando as fémeas foram
alimentadas por 6, 12, 24, 36 e 42 horas, respectivamente. O grupo controle apresentou IPO
de 69,31%, evidenciando diferenca estatistica significativa em relacdo a todos os grupos
alimentados artificialmente.

As fémeas alimentadas por 6, 12, 24, 36 e 42 horas tiveram IENs de 83,90; 80,45;
79,39; 79,80; 79,71%, respectivamente. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos alimentados artificialmente e o grupo controle, cujo IEN foi de 87,99%.

4.3.2 Periodos de incubacéo dos ovos e porcentagens de eclosao

Os periodos médios de incubacdo dos ovos obtidos das posturas das fémeas
alimentadas artificialmente por 6, 12, 24, 36 e 42 horas foram de 22,33; 21,22; 22,11; 21,60;
22,44 dias, respectivamente. O grupo controle apresentou periodo médio de incubacdo de
21,20 dias. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos alimentados
artificialmente e o grupo controle.

As porcentagens médias de eclosdo das larvas obtidas das fémeas alimentadas
artificialmente por 6, 12, 24, 36 e 42 horas foram, respectivamente, de 51,0; 65,0; 62,0; 75,0;
57,0%. Estes valores ndo diferiram significativamente da porcentagem média de eclosdo das
larvas provenientes das fémeas do grupo controle que foi de 81,0%.

4.4 Aspectos Biologicos da Fase Néo Parasitaria de R. sanguineus Obtidas de Infestacao
Natural em Cées e Alimentadas Artificialmente

Na Tabela 6 encontram-se 0s aspectos bioldgicos da fase ndo parasitaria das fémeas de
R. sanguineus obtidas de infestacdo natural em cées e alimentadas artificialmente por meio de
tubos capilares por 6, 12, 24, 36 e 42 horas, bem como das fémeas do grupo controle.
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Ritmo de postura diaria (obtidas de coelhos)
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Figura 7. Ritmo médio de postura diaria de fémeas de R. sanguineus alimentadas artificialmente por meio de tubos capilares por 6, 12, 24, 36 e
42 horas e de fémeas do grupo controle provenientes de infestagdo experimental em coelhos.
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Tabela 6. Aspectos bioldgicos referentes a postura de ovos e eclosdo de larvas a partir de fémeas de R. sanguineus parcialmente ingurgitadas
(n=12), obtidas de infestacdo natural em cées e alimentadas artificialmente por 6, 12, 24, 36, 42 horas, e das fémeas do grupo controle, mantidas

a 27+1°C, umidade superior a 80%.

Aspectos bioldgicos

Alimentacdo artificial por meio de tubos capilares e grupo controle mantidos em cées
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Nas linhas, médias com pelo menos uma letra mindscula comum sdo equivalentes (p < 0,05)



4.4.1 Pesos (em mg) das fémeas ingurgitadas, periodos médios de pré-postura e postura
dos ovos, pesos médios das posturas e das quenoginas, e Indices Médios de Produc&o de
Ovos (IPO) e de Eficiéncia Nutricional (IEN)

As fémeas obtidas de infestacdo natural em cées e alimentadas artificialmente por 6,
12, 24, 36 e 42 horas tiveram pesos medios (em mg) de 44,26; 45,81; 52,32; 59,16; 69,17,
respectivamente. O peso medio das fémeas do grupo controle foi de 105,35. Os resultados
obtidos dos grupos alimentados artificialmente quando comparados ao grupo controle
apresentaram diferenca estatistica significativa.

Os periodos médios de pré-postura das fémeas alimentadas artificialmente por 6, 12,
24, 36 e 42 horas foram, respectivamente, de 5,17; 5,25; 4,50; 4,82; 3,75 dias. O periodo
médio de pré-postura das fémeas do grupo controle foi de 4,75 dias, e ndo apresentou
diferenga estatistica significativa em relacdo aos periodos observados para as fémeas
alimentadas artificialmente; porém houve tendéncia de diminui¢do no periodo de pré-postura
a medida que o tempo de alimentacao artificial foi aumentado.

As fémeas alimentadas artificialmente por 6, 12, 24, 36 e 42 horas tiveram periodos
médios de postura de 11,92; 11,25; 13,58; 13,0; 15,42 dias, respectivamente. O periodo médio
de postura das fémeas do grupo controle foi de 17,25 dias, ndo diferindo estatisticamente
daqueles observados para as fémeas do grupo alimentado por 42 horas, mas houve diferenga
estatistica significativa em relacdo aos periodos médios de postura das fémeas alimentadas
por 6, 12, 24 e 36 horas.

Na Figura 8 encontram-se os ritmos de posturas diarias das fémeas de R. sanguineus
obtidas de infestacdo natural em cées e alimentadas artificialmente, bem como das fémeas do
grupo controle.

Os grupos alimentados artificialmente por 6, 12, 24 e 36 apresentaram maiores picos
de postura no segundo e terceiro dias de oviposicdo. As fémeas do grupo alimentado por 42
horas, bem como aquelas do grupo controle apresentaram maiores picos de postura no terceiro
e quarto dias de oviposigéo.

As fémeas alimentadas artificialmente por 6, 12, 24, 36 e 42 horas tiveram pesos
médios (em mg) de posturas, respectivamente, de 21,93; 21,58; 27,58; 28,73; 36,63. O peso
médio de postura observado para as fémeas do grupo controle foi de 69,74, evidenciando
diferenca estatistica significativa em relacdo a todos os grupos alimentados artificialmente.
Todas as fémeas alimentadas artificialmente por diferentes periodos de tempos e as do grupo
controle realizaram posturas viaveis, exceto uma fémea do grupo de 36 horas (que morreu
antes da oviposicao).

Os pesos médios (em mg) das quendginas alimentadas artificialmente por 6, 12, 24, 36
e 42 horas foram de 15,05; 16,38; 17,69; 20,69; 22,30, respectivamente. O grupo controle
apresentou peso médio da quendgina de 22,04. Nao houve diferenca estatistica significativa
entre o controle e os grupos alimentados artificialmente.

As fémeas alimentadas artificialmente por 6, 12, 24, 36 e 42 horas apresentaram,
respectivamente, IPOs de 48,79; 46,48; 52,15; 48,74; 51,72%. O IPO observado para as
fémeas do grupo controle foi de 65,87%, diferindo estatisticamente daqueles obtidos dos
grupos alimentados artificialmente.

Os IENs foram de 74,38; 71,02; 79,23; 74,46; 76,58% para as fémeas alimentadas por
6, 12, 24, 36 e 42 horas, respectivamente. O IEN do grupo controle foi de 83,39% e
apresentou diferenca estatistica significativa quando comparado aos observados para as
fémeas do grupo alimentado artificialmente por 12 horas.
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Ritmo de Postura diaria (obtidas de caes)
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Figura 8. Ritmo médio de postura diaria de fémeas de R. sanguineus provenientes de infestacdo natural em cées e alimentadas artificialmente por

meio de tubos capilares por 6, 12, 24, 36 e 42 horas, e de fémeas do grupo controle.
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4.4.2 Periodos de incubacéo dos ovos e porcentagens de ecloséo

As fémeas alimentadas artificialmente por 6, 12, 24, 36 e 42 horas apresentaram
periodos médios de incubacdo dos ovos de 21,25; 21,33; 20,92; 21,55; 21,58 dias,
respectivamente, enquanto que para as fémeas do grupo controle o periodo médio foi de 21,17
dias, ndo diferindo significativamente daqueles observados para as fémeas dos grupos
alimentados artificialmente.

As porcentagens médias de eclosdo das larvas obtidas de fémeas alimentadas
artificialmente foram de 85,0; 82,50; 90,0; 82,73; 76,67% quando alimentadas por 6, 12, 24,
36 e 42 horas, respectivamente. O grupo controle apresentou porcentagem média de eclosédo
das larvas de 83,33%. Nao houve diferenca estatistica significativa entre 0s grupos
alimentados artificialmente e o grupo controle.
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5 DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo do Peso Inicial de Fémeas Parcialmente Ingurgitadas Sobre o Ganho de
Peso de R. sanguineus Alimentadas Artificialmente por Meio de Tubos Capilares

A pesagem das fémeas antes e ap0s a alimentagdo artificial mostrou ser um método
simples e facil para avaliar a ingestdo de sangue. Este método ja havia sido previamente
testado por De la Vega et al. (2000); Abel (2004), Rangel (2008) e Rangel et al. (2008).
Outras metodologias podem também ser empregadas para avaliar o ganho de peso. Purnell e
Joyner (1967) utilizaram tubos capilares com uma especificacdo padréo para que o volume
ingerido pelo carrapato pudesse ser avaliado através da medi¢do do comprimento da coluna
no tubo. Kocan et al. (2005) trabalharam com microesferas fluorescentes para observar a
ingestdo de sangue.

Em estudos experimentais, Burgdorfer (1957) observou que a alimentacdo artificial de
carrapatos ocorreu rapidamente quando foram oferecidas suspensdes frescas. Levando isto em
consideracdo, no presente estudo, os tubos capilares foram trocados constantemente durante a
alimentacdo artificial, assim os carrapatos receberam sangue fresco freqiientemente. Também
se observou o ressecamento na parte final do tubo em contato com o aparelho bucal do
espécime. Segundo Purnell e Joyner (1967) este fato se deve ao cemento produzido pelo
carrapato.

Ao trabalhar com a alimentacdo artificial de carrapatos € importante determinar o
ganho de peso em relacdo ao peso inicial das fémeas. Somente assim foi possivel avaliar quais
pesos iniciais alcancaram melhores resultados quando as fémeas foram alimentadas
artificialmente. Rangel et al. (2008) utilizaram duas faixas de peso de D. nitens. Esses autores
observaram que 0s grupos de carrapatos com peso de 61 a 100mg, apresentaram maior ganho
de peso em relacdo aos grupos que pesavam entre 40 a 60 mg, quando alimentados
artificialmente. No presente estudo, as diferentes faixas de peso de fémeas oriundas de
infestacdo em coelhos ao serem analisadas, mostraram que ndo houve diferenca estatistica
significativa em relacdo ao ganho de peso apds a alimentacdo artificial por 24 horas, mas
foram constatados os melhores ganhos de peso a partir da faixa 2. Por outro lado, as fémeas
oriundas de cdes, apds a alimentacdo artificial por 24 horas, tiveram os melhores ganhos de
peso nas faixas 1 e 2.

5.2 Alimentacdo Artificial de Fémeas Parcialmente Ingurgitadas de R. sanguineus
Obtidas de Infestacdo Experimental em Coelhos e de Infestacdo Natural em Caes, nos
Periodos de 6, 12, 24, 36 e 42 Horas

Ao verificar os diferentes periodos de alimentacdo foi observado ganho de peso
crescente a medida que se aumentou o tempo de alimentacdo artificial tanto para fémeas
oriundas de coelhos e de cdes, corroborando os dados apresentados por Cunha et al. (2008),
Rangel (2008) e Rangel (2008) et al. Contrariamente, Abel (2004) observou ganho de peso
médio maior nos grupos alimentados por 2 e 6 horas e menor ganho de peso no grupo
alimentado por 12 horas para fémeas parcialmente ingurgitadas de A. cajennense.

Os ganhos médios de pesos observados por Cunha et al. (2008) ao alimentarem
artificialmente R. sanguineus, foram inferiores aqueles obtidos no presente estudo,
possivelmente porque esses autores ndo definiram uma faixa adequada de peso inicial das
fémeas, além de utilizarem espécimes com grandes variacdes de peso.
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A partir de 36 horas de alimentacao artificial de R. sanguineus foi observada diferenca
significativa entre os grupos, em relagdo ao ganho de peso, tanto para as fémeas oriundas de
coelhos quanto de caes. No entanto, a ingestéo significativa de sangue pode variar conforme a
espécie de carrapato. Rangel (2008) e Rangel et al. (2008) ao trabalharem com alimentagéo
artificial de R. microplus e D. nitens, respectivamente, observaram ingestdo significativa de
sangue a partir de 24 horas. Porém, Abel (2004) observou que o periodo de alimentacdo
necessario para uma ingestdo significativa de sangue foi bem menor para a espécie A.
cajennense que necessitou apenas 2 horas de alimentagéo artificial.

No presente estudo foi observado que ocorre insercdo dos palpos de R. sanguineus nos
tubos capilares durante a alimentagédo artificial. Entretanto, isto ndo impediu a ingestdo de
volume significativo de sangue, corroborando as verificacGes de Purnell e Joyner (1967) para
a espécie R. appendiculatus. Esses autores ao alimentarem artificialmente as fémeas por meio
de tubos capilares, inseriram o capitulo inteiro dentro do tubo e a alimentagcdo ocorreu de
maneira normal. Por outro lado, espécies de outros géneros parecem reagir de maneira
diferente. Broadwater et al. (2002) observaram que ninfas de I. scapularis ao serem
alimentadas artificialmente, ingeriram pequenas quantidades do meio de cultura,
provavelmente devido a artificialidade do método e a inser¢do dos palpos no interior dos
capilares. Segundo esses autores o volume ingerido do meio de cultura pode ter sido
prejudicado porque, em condicdes naturais de alimentacdo, os palpos desta espécie
permanecem fora do hospedeiro.

Foi verificado que a técnica de alimentacdo por meio de tubos capilares ndo causou o
ingurgitamento total de R. sanguineus, no entanto, isso ja era esperado por ser uma situacdo
artificial. Mesmo ndo tendo completado o ingurgitamento total, houve sucesso da técnica da
alimentacdo artificial. Isto pode ser constatado pela reducdo dos conteldos dos tubos
capilares, assim como a excrecao de guanina, sendo provavelmente indicativos da ingestao de
sangue, conforme observado também por Purnell e Joyner (1967); Abel (2004) e Rangel
(2008). Portanto, a alimentacdo artificial por meio de tubos capilares para R. sanguineus
provou ser uma técnica viavel e importante para o estudo da interacdo entre patdgenos e
vetores.

5.3 Aspectos Biologicos da Fase N&@o Parasitaria de R. sanguineus Obtidas de Infestacdo
Experimental em Coelhos

Devido a escassez de trabalhos com alimentacdo artificial de R. sanguineus e 0s
aspectos bioldgicos das fémeas, somente um trabalho serviu de referéncia (CUNHA et
al.,2008). As demais contribuicdes sdo referentes aos aspectos bioldgicos de carrapatos
alimentados nos hospedeiros experimentais e a discussdo a seguir estd baseada nos grupos
controles desses artigos.

Os pesos médios das fémeas alimentadas artificialmente por diferentes periodos de
tempo foram menores do que aqueles obtidos para o grupo controle, e também menores aos
observados por Coelho (1993), Bellato e Daemon (1997), Bastos (1997), Amorim (1998),
Penna (1999), Pinto (2000), Szabé et al. (2005) e Melo (2007), pois ainda ndo houve nenhum
relato de ingurgitamento total de ixodideos. O peso médio final da fémea apos alimentagdo
artificial encontrado por Cunha et al. (2008) foram proximos aqueles obtidos no presente
estudo.

Os valores do periodo de pre-postura foram menores para 0s grupos alimentados
artificialmente quando comparados ao grupo controle e aos observados por Amorim (1998) e
Penna (1999). Szabd et al. (2005) e Melo (2007) observaram valores médios menores em
relagdo aos obtidos no presente estudo. Por outro lado, Coelho (1993) e Pinto (2000)
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observaram periodo médio de pré-postura semelhante ao das fémeas do grupo alimentado
artificialmente por 6 horas no presente estudo. Bastos (1997) verificou um periodo médio de
4,13 dias que esta proximo daquele observado para os grupos alimentados por 12 e 24 horas.
Os periodos médios de pré-postura verificados para os grupos alimentados por 36 e 42 horas
estdo de acordo com aqueles obtidos por Bellato e Daemon (1997). Os grupos alimentados
artificialmente foram proximos aos observados por Cunha et al. (2008). N&o houve, portanto,
grandes influéncias da alimentacdo artificial neste aspecto.

Em relacdo ao periodo de postura, os grupos alimentados artificialmente apresentaram
valores inferiores ao grupo controle. Coelho (1993), Bastos (1997), Penna (1999) e Melo
(2007) apresentaram valores inferiores aos grupos alimentados artificialmente. Pinto (2000)
verificou periodo medio de postura de 12,75 dias para fémeas obtidas de coelhos da raca
California, estando proximo aos valores registrados para 0s grupos alimentados
artificialmente por 6 e 24 horas. O grupo alimentado por 12 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. Amorim (1998) e Piranda et al. (2008)
verificaram resultados proximos aqueles observados para os grupos alimentados por 36 e 42
horas. Cunha et al. (2008) observaram valores inferiores em relacdo aos obtidos no presente
estudo. A alimentacdo artificial ndo causou grandes influéncias no periodo médio de
oviposicao.

Com relagdo ao ritmo de oviposicdo, os maiores indices de postura foram obtidos no
segundo e terceiro dias, corroborando os valores encontrados por Coelho (1993). Resultados
similares foram observados por Penna (1999) e Pinto (2000) ao analisaram o ritmo de postura
de fémeas de R. sanguineus a cada trés dias, com 0s maiores indices de posturas nos trés
primeiros dias ap6s o inicio da oviposigdo. Assim, € possivel inferir que o ritmo de oviposicéo
desta espécie ndo sofreu influéncia do processo de alimentacao artificial por capilar.

O peso médio da postura de todos os grupos alimentados artificialmente foram
menores que o0 grupo controle e aos observados por Bellato e Daemon (1997), Bastos (1997),
Amorim (1998), Szabo et al. (2005) e Melo (2007), provavelmente devido ao fato das fémeas
ndo terem completado o ingurgitamento total. Cunha et al. (2008) obtiveram valores
superiores de peso da postura, em relacdo aos verificados no presente estudo, no entanto, estes
autores utilizaram fémeas com grande peso inicial.

O peso medio da quendgina foi crescente a medida que houve aumento do tempo de
alimentacéo artificial. Todas as fémeas dos grupos alimentados artificialmente apresentaram
pesos médios menores em relacdo ao grupo controle e aos observados por Coelho (1993),
Bellato e Daemon (1997), Bastos (1997) e Amorim (1998), provavelmente por ndo terem
atingido o ingurgitamento total.

Com relacdo aos valores médios de IPOs dos grupos alimentados por 6 e 12 horas,
estes foram superiores aos encontrados por Penna (1999). Todos os grupos alimentados
artificialmente apresentaram valores médios inferiores de IPOs quando comparados ao grupo
controle e aos observados por Coelho (1993), Bellato e Daemon (1997), Bastos (1997),
Amorim (1998), Pinto (2000), Szabé et al. (2005), Melo (2007) e Piranda et al. (2008), o que
ja era esperado. Os valores encontrados por Cunha et al. (2008) foram proximos aos
observados neste estudo.

Os IENs dos grupos alimentados artificialmente por 12, 24, 36 e 42 horas
apresentaram valores proximos aos encontrados por Coelho (1993), Bellato e Daemon (1997)
e Bastos (1997), este Gltimo autor utilizou fémeas com idade de 45 dias. Ja para as fémeas do
grupo alimentado artificialmente por 6 horas, os IENs foram semelhantes aos observados por
Bastos (1997) que utilizaram fémeas com idade de 30 dias e Pinto (2000). Amorim (1998) e
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Penna (1999) apresentaram valores inferiores aos grupos alimentados artificialmente,
enquanto que o grupo controle apresentou resultados superiores. Cunha et al. (2008)
observaram valores superiores aos do presente estudo. Os IENs dos grupos alimentados
artificialmente ndo sofreram influéncias da alimentacéo artificial.

O periodo médio de incubacdo dos ovos obtidos de fémeas alimentadas artificialmente
e do grupo controle mostrou-se superior aos encontrados por Coelho (1993), Bellato e
Daemon (1997) e Szabd et al. (2005), e foram proximos aos obtidos por Amorim (1998),
Penna (1999) e Pinto (2000). Entretanto, Bastos (1997) ao utilizar fémeas com idade de 30 e
45 dias e Melo (2007) observaram valores superiores de periodos médios de incubacdo em
relagdo aos grupos alimentados artificialmente e o grupo controle. Apesar disso, o periodo de
incubacdo dos ovos ndo foi prejudicado pela alimentacéo artificial.

A porcentagem média de eclosdo das larvas obtidas de fémeas alimentadas
artificialmente, no presente estudo, foi inferior ao grupo controle e aos observados por Coelho
(1993), Bellato e Daemon (1997), Bastos (1997), Amorim (1998), Penna (1999), Pinto (2000)
e Melo (2007). Por outro lado, o grupo alimentado artificialmente por 36 horas apresentou
porcentagem média de eclosao das larvas superior aquele relatado por Piranda et al. (2008). O
percentual de eclosdo das larvas também ndo sofreu influéncias da alimentacéo artificial.

5.4 Aspectos Biologicos da Fase Néo Parasitaria de R. sanguineus Obtidas de Infestacao
Natural em Cées

Ainda ndo foi realizado nenhum trabalho com a alimentacdo artificial de fémeas
parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus oriundas de infestagdo natural em cées, devido a
esta escassez de trabalhos com alimentacéo artificial, a discussao dos aspectos bioldgicos se
referem aos poucos trabalhos que foram realizados no Brasil evidenciando os aspectos
biolégicos de fémeas alimentadas naturalmente e experimentalmente em cées, assim como
para os periodos de incubacdo dos ovos e porcentagens de ecloséo.

O peso médio das fémeas alimentadas artificialmente foi inferior ao do grupo controle
e aos observados por Coelho (1993), Bechara et al. (1995) e Szabd et al. (2005), o que ja era
esperado, pois ainda ndo houve nenhum relato de ingurgitamento total de ixodideos.

O periodo médio de pré-postura dos grupos alimentados artificialmente e do grupo
controle foram inferiores ao observado por Coelho (1993). Os grupos alimentados
artificialmente por 6, 12, 24 e 36 horas e o controle apresentaram periodos médios de pré-
postura superiores aos observados por Bechara et al. (1995) e Szab0 et al. (2005).

Com relacdo ao periodo médio de postura dos grupos alimentados artificialmente, este
foi préximo ao observado por Coelho (1993); o grupo controle apresentou periodo médio de
postura superior aos grupos alimentados artificialmente. Constatou-se que a alimentacéao
artificial ndo causou grandes influéncias no periodo médio de oviposicéo.

As fémeas dos grupos alimentados artificialmente por 6, 12, 24 e 36 horas
apresentaram maiores picos de postura no segundo e terceiro dias de oviposicéo,
corroborando Coelho (1993) ao trabalhar com cées infestados experimentalmente. Porém, as
fémeas do grupo alimentado por 42 horas e as do grupo controle, apresentaram maiores picos
de postura no terceiro e quarto dias de oviposi¢do, também estando de acordo com as
observacdes desse mesmo autor, ao trabalhar com cées naturalmente infestados.

O peso médio da postura de todos os grupos alimentados artificialmente foram
inferiores ao grupo controle e aos observados por Bechara et al. (1995) e Szabo et al. (2005).
Os baixos pesos verificados para a postura dos grupos alimentados artificialmente, séo
provavelmente devido ao fato das fémeas ndo terem alcangado o ingurgitamento total.
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O peso medio da quendgina foi crescente a medida que houve aumento do tempo de
alimentacdo artificial. No grupo alimentado artificialmente por 36 horas o peso médio da
quenogina foi proximo ao obtido por Coelho (1993) quando as fémeas foram provenientes de
infestacdo natural em cées. Todos os grupos alimentados artificialmente assim como, o grupo
controle apresentaram pesos medios das quendginas inferiores ao observado por este autor
quando as fémeas foram obtidas de infestacdo experimental em caes.

Os IPOs observados para os grupos alimentados artificialmente por 6, 12, 36 e 42
horas foram inferiores aos obtidos por Coelho (1993). O grupo alimentado por 24 horas
apresentou resultado préximo aos encontrados por este autor. O grupo controle e Szabo et al.
(2005) apresentaram valores superiores de IPO quando comparados aos grupos alimentados
artificialmente, o que ja era esperado.

Os IENs observados para os grupos alimentados artificialmente por 6, 36 e 42 horas
foram préximos aos obtidos por Coelho (1993). O grupo alimentado por 12 horas apresentou
resultados inferiores, e o grupo alimentado por 24 horas, assim como o grupo controle tiveram
valores superiores aos encontrados por este autor. Nao houve grandes diferencas dos IENs dos
grupos alimentados artificialmente em relacdo ao grupo controle.

O periodo médio de incubacdo dos ovos provenientes das fémeas alimentadas
artificialmente e do grupo controle foram superiores ao observado por Coelho (1993) e Szabd
et al. (2005), mas inferiores ao verificado por Bechara et al. (1995), indicando que o periodo
médio de incubacéo nédo sofreu influéncias da alimentac&o artificial.

As porcentagens médias de eclosdo das larvas provenientes dos grupos alimentados
artificialmente por 6, 12, 24 e 36 horas, bem como aquelas do grupo controle apresentaram
resultados superiores aos observados por Coelho (1993) quando obtidas de infestacdo
experimental em cées, enquanto que o grupo de 42 horas apresentou resultados préximos. O
grupo alimentado por 24 horas mostrou-se semelhante ao observado por Bechara et al. (1995).
Porém, os resultados no presente estudo foram inferiores quando comparados aos observados
por Coelho (1993) quando obtidas de infestacdo natural em cdes e Szabd et al. (2005). No
entanto, o percentual de eclosdo das larvas ndo sofreu grandes influéncias da alimentagédo
artificial.

30



6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

1) A alimentacdo artificial através de tubos capilares com sangue canino citratado foi
adequada para alimentar fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus oriundas de
coelhos e de cées

2) Fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus com peso inicial de 35 a 80 mg
oriundas de coelhos e de 20 a 50 mg oriundas de cées, apresentaram tendéncia de melhores
ganhos de peso quando alimentadas artificialmente

3) A partir de 36 horas de alimentacdo foi observada diferenca significativa entre 0s
grupos alimentados artificialmente, em relacdo ao ganho de peso tanto para as fémeas
oriundas de coelhos quanto de caes

4) A alimentagdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus
oriundas de coelhos e de cdes ndo apresentou efeitos deletérios sobre os aspectos bioldgicos
da fase ndo parasitéria

5) Ao comparar 0s aspectos biolégicos de fémeas oriundas de infestacdo em coelhos e
cdes e alimentadas artificialmente, ndo houve grandes diferencas
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Consideracoes finais

O presente estudo abriu perspectivas para obtencdo de isolamento de microrganismos
que causam doencas emergentes. Neste sentido, os trabalhos de alimentacdo artificial de
carrapatos por meio de tubos capilares contendo sangue de pacientes com SBY j& se
encontram em andamento. Atualmente a espécie A. cajennense estd sendo testada, mas
posteriormente as especies R. sanguineus, R. microplus e 1. loricatus serdo igualmente
estudadas como assunto da tese de doutorado.
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