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RESUMO

RANGEL, Charles Passos. Eficiéncia da alimentacao in vitro de fémeas de Rhipicephalus
microplus (Acari: Ixodidae). 2011. 60p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias,
Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

A técnica de alimentacdo artificial constitui uma importante ferramenta por possibilitar a
andlise dos aspectos bioldgicos e a avaliagdo da eficiéncia dos carrapatos como vetores de
bioagentes. Objetivou-se avaliar o efeito da faixa de peso, o intervalo entre a coleta e o inicio
da alimentacdo artificial, bem como a influéncia de diferentes formas de apresentacdo do
sangue bovino, temperaturas e dispositivos adaptados para a alimentacdo artificial de fémeas
parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Inicialmente, as fémeas foram lavadas
em agua destilada, avaliadas quanto a integridade do gnatossoma, pesadas e fixadas em
bandejas com a face ventral voltada para cima. Foram realizados cinco experimentos
adotando-se o delineamento inteiramente casualizado. No primeiro, verificou-se o efeito da
faixa de peso sobre a alimentagéo in vitro das fémeas parcialmente ingurgitadas. No segundo,
foi avaliado o intervalo entre a coleta dos carrapatos e o inicio da alimentacao artificial. No
terceiro experimento, determinou-se o efeito de diferentes formas de apresentacdo de sangue
bovino sobre a eficiéncia da alimentacdo artificial das fémeas. Nos trés primeiros
experimentos, os carrapatos foram alimentados com sangue bovino, por meio de tubos
capilares por 24 horas. Durante este periodo, os capilares foram trocados a cada 60 minutos e
0s grupos mantidos em estufa a temperatura de 27 £ 1°C e umidade de 80 = 5%. No quarto
experimento, foi avaliada a influéncia de diferentes temperaturas sobre a alimentacdo das
fémeas. Os carrapatos foram mantidos sob temperaturas de 32 e 37°C e umidade de 80 + 5%,
sendo avaliado, em cada temperatura, a alimentagdo com sangue bovino, por meio de tubos
capilares por 12 e 24 horas. No quinto e tltimo experimento foi avaliada a utilizacdo de tubos
capilares e ponteiras plasticas, na alimentacdo artificial de fémeas de R. microplus, com
sangue bovino. Os carrapatos foram mantidos, em estufa, a temperatura controlada de 37°C e
umidade de 80 + 5%, sendo alimentados nos periodos de 12 e sete horas por meio de tubos
capilares e ponteiras plasticas, respectivamente. Ao término dos trés ultimos experimentos, 0s
carrapatos foram fixados em placas de Petri e incubados a temperatura de 27+1°C e umidade
de 80+5%, para acompanhamento dos aspectos bioldgicos. Foi constatado que as fémeas com
peso inicial de 40 a 69mg apresentaram maior tendéncia de ganho de peso sendo capazes de
retomar seu processo de alimentacdo, ap6s um intervalo de até 12 horas. Além disso,
verificou-se que independente da forma como o sangue bovino foi apresentado, os carrapatos
alcancaram grau de ingurgitamento equivalente. Quando alimentados sob temperatura de
37°C, ndo foi observada diferenca estatistica entre o peso das fémeas alimentadas por 12 e 24
horas. A utilizagdo de ponteiras plésticas permitiu a ingestdo continua de sangue, sem que
fosse necessario realizar trocas, 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
0s aspectos biologicos da fase ndo-parasitéaria de R. microplus.

Palavras-chave: Ixodideo, carrapato, alimentagéo artificial



ABSTRACT

RANGEL, Charles Passos. Feeding efficiency in vitro of females of Rhipicephalus
microplus (Acari: Ixodidae). 2011. 60p. Thesis (Doctor Science in Veterinary Science,
Veterinary Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

The technique of artificial feeding is an important tool for enabling the analysis of biological
and evaluating the efficiency of ticks as vectors of bio-agents. The objective was to evaluate
the effect of weight range, the interval between collection and beginning of artificial feeding,
as well as the influence of different forms of presentation of bovine blood, temperatures and
adapted devices for artificial feeding of partially engorged females of Rhipicephalus
microplus. Preliminarily, the females were washed in distilled water and evaluated for
integrity gnatossoma, weighed and fixed in trays with the ventral surface facing up. Five
experiments were carried out by adopting a completely randomized design. At the first was
verified the effect of the weight range on the in vitro feeding of partially engorged females. In
the second, we measured the interval between the collection of ticks and the beginning of
artificial feeding. The third was to determine the effect of different forms of presentation of
bovine blood on the effectiveness of artificial feeding of females. In the first three
experiments, ticks were fed with bovine blood through capillary tubes for 24 hours. During
this period, the capillaries were changed every 60 minutes and the groups kept in greenhouse
at 27 £ 1°C and humidity of 80 + 5%. In the fourth experiment, we evaluated the influence of
different temperatures on the feeding of females. Ticks were kept at temperatures between 32
and 37°C and humidity 80 + 5%, being evaluated, in each temperature, the feeding with
bovine blood through capillary tubes for 12 and 24 hours. In the fifth and last experiment was
evaluated the use of capillary tubes and plastic pipette tips, in the artificial feeding of female
R. microplus with bovine blood. Ticks were kept in a greenhouse at a controlled temperature
of 37°C and humidity of 80 = 5% and fed in periods of 12 and seven hours through capillary
tubes and plastic pipette tips, respectively. At the end of the last three experiments, ticks were
fixed in Petri dishes and incubated at a temperature of 27 £ 1°C and humidity of 80 + 5% for
biological monitoring. It was found that females with an initial weight of 40 to 69mg were
more likely to gain weight being able to resume their feeding process, after an interval of 12
hours. In addition, was found that regardless of how the bovine blood was presented, the
degree of tick engorgement achieved was equivalent. When fed at a temperature of 37°C,
there was no statistical difference between the weight of females fed for 12 and 24 hours. The
use of plastic pipet allowed the continuous intake of blood, without the need of exchange, so
the females with average initial weight of 48.9 mg had an average weight of 200.17 mg. The
technique didn’t showed deleterious effects on the biological aspects of non-parasitic phase of
R. microplus.

Key-words: Ixodid, tick, artificial feeding
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887) é uma espécie de carrapato que apresenta
como hospedeiro natural os bovinos das regifes tropicais e subtropicais localizadas entre 0s
paralelos 32°N e 32°S. Devido a sua importancia econdmico-sanitéria, tem recebido grande
atencdo principalmente com relacdo a sua biologia, epidemiologia e controle. No Brasil, 0s
prejuizos causados por este ixodideo foram estimados em dois bilhGes de ddlares ao ano
(GRISI et al., 2002).

A manutencao de coldnias de R. microplus em laboratdrio apresenta custo elevado em
decorréncia da necessidade de infra-estrutura, mao-de-obra especializada, aquisicdo e
manutencdo de bovinos. A utilizagdo de hospedeiros alternativos é ineficiente, uma vez que a
recuperacdo e o peso das fémeas ingurgitadas sao geralmente inferiores aos relatados para
espécimes ingurgitados em bovinos (LOOMIS, 1971).

A crescente preocupacdo com questdes relacionadas a ética tem estimulado cada vez
mais a substituicdo do uso de animais na experimentacdo cientifica por métodos alternativos.
Desta forma, a alimentacdo artificial surge como uma importante ferramenta por possibilitar a
andlise dos aspectos bioldgicos e a avaliagdo da eficiéncia de R. microplus como vetor, além
de tornar possivel a reducdo do numero de animais de laboratorio necessarios em pesquisas
que envolvam a transmissao de bioagentes.

A manutencdo de carrapatos através da alimentacdo artificial tem sido 0til em
pesquisas envolvendo a sensibilidade e a resisténcia aos acaricidas sisttémicos, reduzindo
gastos econdmicos, e na determinacdo da concentracdo minima de um patdégeno necessaria
para infecta-los. O estudo dos componentes da saliva possibilitou a elucidacdo de estruturas
biologicamente ativas secretadas que podem levar ao desenvolvimento de novas drogas.
Ensaios in vitro também sdo utilizados para realizacdo de estudos sobre a dindmica da
transmissao de patdgenos, na auséncia das interagdes parasito-hospedeiro, e para investigacao
e determinacdo de substancias fago-estimulantes e das exigéncias nutricionais dos carrapatos
(KROBER; GUERIN, 2007).

Muitas tentativas de alimentacdo e infeccdo artificial de carrapatos ixodideos e
argasideos com bioagentes vém sendo conduzidas utilizando tubos capilares, membranas
naturais e artificiais (WALADDE et al., 1996; KOCAN et al., 2005). No Brasil, estudos
referentes & alimentacdo artificial de carrapatos obtiveram éxito com o uso de membranas
artificiais e tubos capilares (MOURA et al., 1997; FONSECA et al., 1999; ABEL, 2004;
RANGEL, 2008; RANGEL et al., 2008).

As dificuldades inerentes ao estabelecimento de protocolos alternativos para a
manutencdo de carrapatos em laboratdrio utilizando membranas dependem essencialmente da
adequacdo da textura e espessura das membranas, da temperatura e umidade relativa do ar nos
sistemas de alimentacgéo, das dietas utilizadas, do controle de bactérias e fungos e dos fago-
estimulantes. Entretanto, ainda ndo foram descritos os fatores responsaveis pelo sucesso da
técnica de alimentacéo artificial por meio de tubos capilares.

Na literatura s&o encontrados registros de alimentagdo artificial por meio de tubos
capilares de estagios imaturos e adultos jovens do carrapato R. microplus (PIERCE; PIERCE,
1956; KEMP, 1975; WALKER et al., 1979; DE LA VEGA et al., 2000), porém, ainda nao
foram obtidos espécimes completamente ingurgitados. Recentemente, Rangel (2008) propos a
adaptacao da técnica de tubos capilares, para a alimentacdo artificial de fémeas parcialmente
ingurgitadas de R. microplus. Este resultado contribuiu para o aperfeicoamento e maior
eficiéncia da técnica de alimentacéo in vitro de carrapatos.



Desta forma, o presente estudo teve como objetivos avaliar o efeito da faixa de peso
inicial, o intervalo entre a coleta e o inicio da alimentagdo in vitro, bem como a influéncia de
diferentes dietas, temperaturas e dispositivos adaptados para a alimentacdo artificial de
fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O Carrapato Rhipicephalus microplus

A partir de andlises morfolégicas e moleculares, o carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, anteriormente denominado como Boophilus microplus, foi
reclassificado como pertencente ao género Rhipicephalus, subgénero Boophilus (MURRELL,;
BARKER, 2003). Sendo assim, ao longo deste estudo, optou-se pela utilizacdo da
nomenclatura Rhipicephalus microplus para esse carrapato.

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887) é um carrapato homoxeno, isto e,
necessita de apenas um hospedeiro para completar seu ciclo biolégico, durante o qual ingere
linfa, substratos teciduais e sangue. Seu ciclo de vida divide-se em fase de vida parasitaria e
de vida livre ou ndo parasitaria (LAHILLE, 1905).

Em termos econdmicos, R. microplus é considerado o carrapato mais importante para
a industria bovina mundial (PRUETT et al., 2008). No Brasil, 0s prejuizos causados por este
ixodideo foram estimados em dois bilhGes de ddlares ao ano (GRISI et al., 2002). Tais
prejuizos podem comprometer a producdo de carne, leite e a qualidade da pele do animal e
sdo determinados principalmente pela ingestdo de sangue do hospedeiro, inoculacdo de
toxinas e transmissdo de agentes patogénicos, principalmente Anaplasma sp. e Babesia spp.
(JONGEJAN; UILENBERG, 2004).

2.1.1 Fase parasitaria

A fase parasitaria tem inicio com a fixacdo das larvas no hospedeiro susceptivel e
termina quando os adultos, incluindo as fémeas fecundadas e ingurgitadas se desprendem
desse hospedeiro (PEREIRA et al., 2008). No Brasil, Gonzales et al. (1974) ao estudarem a
duracdo da fase parasitaria de R. microplus, ap6s a infestacdo experimental de larvas em
bovinos estabulados verificaram que a muda larval teve inicio no quarto e término no sétimo
dia decorrido da infestacéo, respectivamente. Enquanto, a muda ninfal ocorreu do nono ao 17°
dias, quando foi detectada a predominancia de formas adultas jovens. Os autores observaram,
ainda, que a queda das fémeas ocorreu entre o 18° e o 35° dias ap6s a infestacdo, sendo em
média no 21° dia.

Nesta fase, o carrapato € pouco afetado pelas condi¢des climéaticas ambientais (RIEK,
1965). No corpo do hospedeiro apresentam preferéncia por regides da pele onde a temperatura
varia de 31 a 38°C (DOUBE; KEMP, 1979).

A nutricdo dos estagios evolutivos de carrapatos ixodideos € um processo gradual até
0 ultimo dia, em que o ingurgitamento é muito mais acentuado (LAHILLE, 1905; RIEK,
1965; TATCHEL et al., 1972; LONDT; ARTHUR, 1975; DE LA VEGA et al., 2003). As
larvas se alimentam preferencialmente de plasma, enquanto, nos estagios finais que precedem
o0 rapido ingurgitamento das ninfas e das fémeas, 0 sangue se torna o principal constituinte
alimentar (TATCHEL et al., 1972).

Balashov (1972) e Sonenshine (1991) caracterizaram o repasto sanguineo de fémeas
de carrapatos ixodideos em trés fases. A primeira fase, chamada de fase preparatéria,
representa as primeiras 24-36 horas de fixacdo dos carrapatos nos hospedeiros vertebrados.
Nesta fase ocorre pequena ou nenhuma ingestdo de sangue, uma vez que as atividades
predominantes sdo a inser¢cdo do aparelho bucal do carrapato na pele do hospedeiro, a
secrecdo de cemento e a formacdo da lesdo de alimentacdo. Tatchell et al. (1972) afirmaram
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que fémeas de R. microplus durante os primeiros seis dias de fixacdo ingerem apenas 3,8uL
de sangue.

Nas fases seguintes, 0s carrapatos iniciam o processo continuo de ingestdo de sangue e
outros fluidos (BALASHOV, 1972; SONENSHINE, 1991). Estes autores relataram que a
diferenca entre as fases finais do processo de alimentacéo esta relacionada a velocidade com
que os carrapatos se alimentam.

A segunda fase, conhecida como fase lenta, apresenta duracdo de sete a nove dias,
periodo no qual a fémea acasalada cresce cerca de dez vezes o seu peso corporal em jejum,
atingindo o chamado “peso critico” (HARRIS; KAUFMAN, 1984).

Na terceira fase, chamada de fase réapida dura de 12-36 horas e a fémea pode aumentar
dez vezes o peso corporal obtido na fase lenta. O sinal para o inicio da ingestdo rapida de
sangue ocorre pela liberagdo do espermatdforo no trato reprodutivo. Segundo Legg (1930),
Oliver Jr. (1974), Balashov (1972) e Diehl et al. (1982), somente apos a fertilizacdo, que
ocorre a partir do 17-° dia ap6s a infestacdo (LONDT; ARTHUR, 1975), a fémea atinge o grau
méaximo de ingurgitamento. Se as fémeas ndo forem fecundadas, geralmente permanecem
fixadas no hospedeiro, porém nao completam o ingurgitamento (ANDERSON, 1974). Caso
consigam completar o ingurgitamento, o processo alimentar torna-se mais prolongado e o
peso médio das fémeas significativamente menores quando comparado com fémeas
fecundadas (RIEK, 1959; STONE, 1963; OLIVER Jr, 1974).

No estudo sobre a dindmica da alimentagcdo de R. microplus, observou-se que nos
primeiros trés dias as fémeas ndo apresentaram ganho de peso constante, o que s6 foi
verificado a partir do quarto dia de alimentacdo. Do sétimo para o oitavo dia, 0s carrapatos
apresentaram significativo ganho de peso (DE LA VEGA et al., 2003).

O ingurgitamento e a queda de fémeas de R. microplus sdo bastante rapidos, como
demonstrados por Wharton e Utech (1970) ao verificarem que fémeas ingurgitadas com
tamanho de quatro a seis milimetros (10-30mg) podem atingir um rapido ingurgitamento
final, chegando de oito a onze milimetros (150-250mg). Segundo Tatchell et al. (1972), a
fémea de R. microplus nas horas finais que precedem a queda podem chegar a ingerir 300-
500uL de sangue. Essa grande ingestdo de sangue € necessaria para promover 0
funcionamento de érgdos e vias metabdlicas responsaveis por converter 0s nutrientes em ovos
(BENNETT, 1974).

O peso dos carrapatos ao final do ingurgitamento pode variar de acordo com a espécie
de carrapato e o tipo de hospedeiro. Da primeira a Gltima fase do repasto sanguineo, as fémeas
tém um aumento total de cerca de 100 vezes (SONENSHINE, 1991; FRIESEN; KAUFMAN,
2009), ou até mesmo 200 vezes o seu peso corporal (KEMP et al., 1982).

2.1.2 Fase ndo-parasitaria de Rhipicephalus microplus

A fase de vida ndo parasitaria do carrapato R. microplus tem inicio quando a fémea
completamente ingurgitada desprende-se do hospedeiro e cai no solo (LAHILLE, 1905).

As condicGes de temperatura e umidade relativa do ar, nas quais fémeas de R.
microplus apresentaram melhor desempenho na fase ndo-parasitaria, foram determinadas por
Hitchcock (1955) e Bennett (1974) como sendo 27-30°C e 80-90%, respectivamente.

Na Australia, Hitchcock (1955) e Sutherst et al. (1978), ao estudarem os aspectos
bioldgicos do carrapato R. microplus encontraram fémeas ingurgitadas com peso médio
variando de 213 a 246mg. Em estudos sobre a oviposicdo e sazonalidade de R. microplus,
Costa (1982) observou um peso médio de 223,3mg.



Benavides (1984) recuperou fémeas ingurgitadas com peso médio de 245,5mg ao
infestar experimentalmente bovinos na Colémbia. Bittencourt (1990) recuperou fémeas
ingurgitadas com peso medio de 258,2mg, semelhante ao peso médio de 256,4mg encontrado
por Barreira (2001), em fémeas de R. microplus ndo infectadas com Babesia bovis (Babés,
1888) e Babesia bigemina (Smith; Kilborne, 1893). No estudo da dinamica de alimentacéo de
R. microplus, De La Vega et al. (2003) verificaram fémeas com peso medio de 228mg. De La
Vega et al. (2007) ao compararem a diferenca no peso de fémeas ingurgitadas de R. microplus
do Brasil e de Cuba observaram peso médio de 258,7mg para carrapatos provenientes do
Brasil e de 233,9mg para os carrapatos oriundos de Cuba.

O intervalo entre o desprendimento natural da fémea do hospedeiro até o seu primeiro
dia de postura corresponde ao periodo de pré-postura, que tem em média duracdo de dois a
trés dias (HITCHCOCK, 1955; RIEK, 1965; BENNETT, 1974). Este periodo é necessario
para que ocorra a maturacao do ovario da fémea, a producdo e a maturacdo dos ovos, bem
como sua passagem atraves dos ovidutos (LAHILLE, 1905). De acordo com Nagar (1968), o
periodo de pré-postura é curto e particular para cada espécie de ixodideo, sendo que a uma
mesma temperatura, excetuando varia¢fes individuais na taxa metabdlica, os carrapatos de
uma espécie requerem semelhante intervalo de tempo para a producdo dos ovos.

Alvarado e Gonzales (1979) e Davey et al. (1980) registraram periodo médio de pré-
postura de trés dias, com variacdo de 3,0 a 3,2 dias observada pelo ultimo autor.
Posteriormente, Davey et al. (1984) encontraram periodo de pré-postura variando de dois a
seis dias. Avaliando o nivel de resisténcia de bovinos ao carrapato R. microplus, Meléndez et
al. (1998) verificaram um periodo de pré-postura de dois a quatro dias. Costa (1982),
Magalhées (1989), Bittencourt (1990) e Furlong (1990) relataram periodos de pré-postura de
4,17; 7,0; 2,8 e 3,27 dias respectivamente, em condic¢Bes experimentais. Gldria et al. (1993),
comparando a biologia da fase ndo-parasitaria de duas cepas de R. microplus utilizando
diferentes temperaturas, observaram que, a 27 = 1°C e umidade relativa do ar de 80 + 10%, a
duracdo do periodo de pré-postura foi de 2,91 dias, em média, para fémeas sensiveis a
carrapaticida e 2,73 dias para fémeas resistentes a carrapaticida. Barreira (2001) relatou um
periodo médio de pré-postura de 2,29 dias em carrapatos livres de infeccdo por B. bovis e B.
bigemina. Na Costa Rica, Alvarez et al. (2007) observaram periodo médio de pré-postura de
4,3 dias.

A producdo dos ovos é dependente da fémea estar ou ndo fertilizada, havendo
correlacdo positiva entre o peso das fémeas ingurgitadas e o nimero de ovos produzidos
(HITCHCOCK, 1955). E também indispenséavel que as fémeas ingiram um volume limiar
critico de sangue para que a postura possa se iniciar (OLIVER Jr., 1974).

O peso da postura de fémeas de R. microplus foi determinado por Davey et al. (1984),
no México, quando estudaram os aspectos bioldgicos da fase ndo-parasitaria em cepas deste
ixodideo mantidas em laborat6rio e de cinco diferentes areas geograficas. Estes autores
observaram posturas viaveis com peso variando de 167 + 46mg a 114 + 36mg para fémeas
das cinco areas geogréaficas e 215 + 51mg para fémeas mantidas em laboratério. No mesmo
ano, Benavides (1984) encontrou peso meédio de postura de 245,5mg em fémeas oriundas de
infestacdo artificial de bovinos na Colémbia.

No Brasil, Bittencourt (1990) observou peso médio de postura de 151,0mg para
fémeas de R. microplus de origem bovina, enquanto Furlong (1990), ao avaliar o
comportamento de R. microplus em infestacbes simultdneas ou consecutivas com
Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), encontrou massa de ovos com média de 111,52mg.
Gloria et al. (1993), analisando a biologia da fase ndo parasitaria de fémeas de R. microplus
sob diferentes temperaturas, encontraram um periodo médio de postura de 155,6mg para
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fémeas sensiveis a carrapaticida e de 140,08mg para fémeas resistentes a carrapaticida.
Barreira (2001) encontrou peso médio de postura de fémeas R. microplus ndo infectadas por
B. bovis e B. bigemina de 91,31mg.

A partir dos aspectos peso da fémea ingurgitada e da postura, Bennett (1974)
estabeleceu o indice de producdo de ovos para avaliar a capacidade de uma fémea converter o
sangue ingerido em ovos. Este autor observou méxima converséo em fémeas com intervalo de
peso de 160-300mg.

Davey et al. (1980) relataram um indice de producdo de ovos de 57,95% em
infestacOes artificiais de bovinos, enquanto Costa (1982) encontrou um indice médio de
45,8%. Nas observacgdes realizadas por Benavides (1984) sobre os aspectos biologicos de R.
microplus, verificou-se indice médio de producdo de ovos de 48,5%, percentual inferior ao
observado por Bittencourt (1990), que encontrou indice médio de 58,5% para fémeas de R.
microplus obtidas de bovinos infestados com larvas de origem bovina. Gléria et al. (1993)
verificaram um indice de producédo de ovos de 78,70% para fémeas sensiveis a carrapaticida e
78,60% para fémeas resistentes a carrapaticida. Barreira (2001) relatou indice de producéo de
ovos de 41,87% para fémeas ndo infectadas por B. bovis e B. bigemina.

Para determinar o indice de eficiéncia reprodutiva, ou seja, a capacidade das fémeas
converterem Seu peso em ovos, expressdes matematicas foram propostas por Drummond et al.
(1971), Bennett (1974) e Meléndez et al. (1998). Seguindo a metodologia proposta por
Drummond et al. (1971), os autores Davey et al. (1980) e Barreira (2001) encontraram indice
de eficiéncia reprodutiva medio de 56,50 e 55,65%, respectivamente. Gloria et al. (1993), ao
adotar referéncia metodolégica de Bennett (1974), verificaram indice de 58,07% para
carrapatos resistentes e 58,18% para carrapatos sensiveis a carrapaticidas. Na Venezuela,
Meléndez et al. (1998) observaram indice de eficiéncia reprodutiva variando de 7,4 a 26%.

Borges et al. (2001) avaliaram a influéncia do peso inicial de fémeas R. microplus na
conversdo de ovos. Os autores verificaram que fémeas ingurgitadas com peso entre 151 e
360mg alcancaram um indice mais alto de eficiéncia reprodutiva, com variacdo de 44,9% a
51,4%, enquanto que aquelas mais leves apresentaram uma menor capacidade de conversao
em ovos, variando de 31,4 a 39,0%.

Imediatamente ap6s a postura tem inicio o periodo embrionario, que resulta na eclosao
das larvas. Taxas de ecloséo larval de 80 e acima de 90% foram obtidas para carrapatos R.
microplus mantidos sob temperatura de 27°C e umidade relativa do ar de 80% por Costa
(1982) e Davey et al. (1984), respectivamente. Bittencourt (1990) verificou 94,6% e 93% de
eclosdo para larvas oriundas da postura de fémeas provenientes de bovinos e de equinos,
respectivamente. Em estudo realizado por Gléria et al. (1993), larvas oriundas de fémeas
sensiveis a carrapaticidas apresentaram 100% de eclosdo, enquanto em carrapatos resistentes
a taxa de eclosdo foi de 98,33%. Barreira (2001) verificou uma taxa de eclosdo média de 89%
para larvas provenientes de fémeas livres de B. bovis e B. bigemina.

2.2 Técnica de Alimentacao Artificial por Meio de Tubos Capilares

A técnica de alimentagdo artificial de carrapatos por meio de tubos capilares foi
descrita pela primeira vez por Gregson (1937). O principio desta técnica consiste na fixacéo e
imobilizacdo dos carrapatos sobre placas de Petri, 1d&minas de microscopia ou bandejas de
poliestireno expandido, com auxilio de fita adesiva dupla-face ou massa de modelar. Em
seguida, tubos capilares repletos da dieta a ser ingerida s@o posicionados sobre o aparelho
bucal dos carrapatos, por periodos que variam de acordo com 0 proposito experimental
(ABEL, 2004).



2.2.1 Ingurgitamento e aspectos bioldgicos de carrapatos alimentados in vitro

Tentativas de ingurgitamento e avaliacdo dos aspectos bioldgicos em carrapatos
alimentados artificialmente tém sido realizadas com o objetivo de minimizar o nimero de
hospedeiros vertebrados necessarios a manutencdo de coldnias desses artrépodes em
laboratdério. Nesses estudos podem ser utilizados carrapatos em diferentes estagios de
desenvolvimento. Em geral, sdo utilizados carrapatos adultos em jejum, que logo ap6s
exposicdo aos capilares sdo colocados sobre seus hospedeiros para completarem sua
alimentacéo, 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 os objetivos do estudo (KOCAN et al., 2005).

2.2.1.1 Carrapatos em jejum

Existem poucos registros sobre a utilizacdo de carrapatos em jejum em estudos
envolvendo a alimentacdo artificial por meio de tubos capilares. No Quadro 1, foram
agrupados os principais fatores descritos na literatura para o processo de alimentagéo in vitro
de carrapatos em jejum, tais como, a espécie e o0 estagio de desenvolvimento dos carrapatos,
origem dos capilares e suas dimensdes, dietas fornecidas, intervalos de substituicdo dos
capilares, periodos de alimentacdo, temperatura e umidade relativa do ar e os critérios
adotados para avaliar a ingestéo das dietas.

Chabaud (1950) realizou a primeira tentativa de promover o ingurgitamento in vitro de
ninfas inicialmente em jejum de Ornithodoros moubata (Murray, 1877), Ornithodoros
parkeri (Cooley, 1936), Ornithodoros erraticus (Koch, 1844) e Ornithodoros talaje (Guérin-
Méneville, 1849), e adultos Hyalomma anatolicum excavatum (Koch, 1844), Hyalomma
dromedarii (Koch, 1844), Dermacentor reticulatus (Fabricius, 1794), Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806) e Ixodes hexagonus (Leach, 1815). Neste trabalho o processo de
alimentacdo artificial foi dividido em duas etapas. Na primeira, o autor relatou a preparacéo
das espécies para o inicio da alimentacdo in vitro. Os argasideos foram fixados pela parte
dorsal do idiossoma sobre uma gota de parafina depositada em lamina para microscopia e, no
caso dos ixodideos, para obter melhores resultados, além do idiossoma, os trés ultimos pares
de pernas também foram imobilizados. Na segunda etapa, foi realizada a alimentacéo artificial
propriamente dita com o posicionamento da extremidade de menor didmetro de pipetas
Pasteur sobre o aparelho bucal dos carrapatos. Para tanto, os palpos foram mantidos fora da
pipeta, enquanto as queliceras e o hipostdmio permaneceram em contato com a dieta a base de
solucdo fisioldgica ou soro/sangue desfibrinado de cobaias ou liquido proveniente de ascite
em ratos. Durante a alimentacdo artificial, os carrapatos foram mantidos em estufa a uma
temperatura controlada de 27°C em ambiente imido. O autor verificou que, independente da
dieta oferecida, os resultados foram substancialmente os mesmos. Os argasideos apresentaram
uma ingestdo insatisfatdria e, mesmo nos casos mais favoraveis, o grau de ingurgitamento nao
foi adequado para garantir a muda. Além disso, foi observada uma grande dificuldade no
posicionamento das pipetas sobre o aparelho bucal dos membros desta familia, devido a
localizag@o do gnatossoma em algumas espécies, como O. erraticus e O. talaje. Os carrapatos
ixodideos machos alcangcaram ingurgitamento completo entre 12 e 18 horas e as fémeas,
mesmo apos um periodo de 18 a 48 horas na estufa, apresentaram ingurgitamento parcial.
Embora ndo tenha obtido o ingurgitamento total dos carrapatos em ambas as familias, o autor
defendeu a importancia da técnica devido a sua simplicidade, assim como sua aplicagdo em
estudos envolvendo fisiologia dos carrapatos e transmissdo de patdgenos.
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Quadro 1. Sintese da literatura sobre a alimentacéo artificial por meio de tubos capilares de diferentes espécies de carrapatos em jejum.

CHABAUD (1950)

RAU e HANNOUN (1968)

DE LA VEGA et al. (2000)

ABEL et al. (2008)

Espécie/
Estagio evolutivo

Dispositivo de
alimentacdo/ Dimenséo
(mm)

Dietas

Intervalos de
substituicéo dos
dispositivos

Periodos de alimentacao

Temperatura e
Umidade relativa do ar

Critérios adotados para
avaliar a ingestdo das
dietas

Ornithodoros moubata,
Ornithodoros parkeri,
Ornithodoros erraticus,
Ornithodoros talaje,

Hyaloma excavatum,

Hyaloma dromedarii,
Dermacentor pictus,
Rhipicephalus sanguineus e
Ixodes hexagonus/Ninfa e Adulto

Pipetas Pasteur/ *

Solugdo fisioldgica, soro e sangue

desfibrinado de cobaias e liquido
proveniente de ascite em ratos

Argasideos
Ninfa - poucos minutos

Ixodideos
Macho- 12 a 18 horas
Fémea- 18 a 48 horas

27°C e ambiente tmido

Acompanhamento da continuidade
do ciclo biolégico dos carrapatos —

muda e postura

Argas reflexus reflexus/ Adulto e
Ninfa de segundo estagio

Pipetas Pasteur/ 75,0 x 1,0

Sangue heparinizado de frango ou

pombo

Adulto- 7 minutos

Ninfa- 5 minutos

Ganho de peso e acompanhamento
da continuidade do ciclo biolégico

dos carrapatos — muda e postura

Rhipicephalus microplus/Ninfa

Tubo capilar / *

Sangue heparinizado e
desfibrinado de bovino

35 minutos

Ganho de peso, eliminacgéo de
excretas e acompanhamento dos
aspectos bioldgicos da fase ndo-
parasitaria

Amblyomma cajennense/Adulto

Tubo capilar/ 75,0x1,0x 1,5

Sangue citratado de bovino

A cada 12 horas nos grupos
alimentados de forma continua por
24 e 48 horas

Grupos com alimentagdo
ininterrupta por 12, 24 e 48 horas

Grupos alimentados 2 e 6 horas
durante 8 dias consecutivos

27°C e 80%

Ganho de peso, eliminagéo de
excretas e acompanhamento dos
aspectos bioldgicos da fase ndo-
parasitaria

*N&o mencionado(s) pelo(s) autor(es).



O aperfeicoamento da técnica por Rau e Hannoun (1968) garantiu 0 sucesso da
alimentacéo artificial do carrapato Argas reflexus (Fabricius, 1794). Esses autores realizaram
uma serie de experimentos, onde carrapatos adultos de ambos os sexos e ninfas de segundo
estadio foram inicialmente pesados e colocados com a face ventral voltada para cima no
dispositivo de alimentacdo montado sobre um bloco de vidro. Tubos capilares obtidos a partir
das extremidades de pipetas Pasteur com um milimetro de didmetro e 50 a 75mm de
comprimento foram preenchidos com sangue heparinizado de frango ou de pombo e, fixados
com auxilio de massa de modelar ao bloco perfazendo um angulo de 45° em relagdo ao
aparelho bucal dos carrapatos. Em microscopio de dissec¢do, 0s autores realizaram uma leve
pressdo com o dedo indicador na extremidade posterior dos carrapatos pressionando o
aparelho bucal e introduzindo as queliceras e 0 hipostdmio nos tubos capilares. Durante o
periodo de ingurgitamento, 0s carrapatos permaneceram quase imoOveis com as pernas
esticadas. Em cerca de cinco minutos para ninfas, e sete minutos para adultos, os carrapatos
alcancaram pleno ingurgitamento. Apds a ingestdo de sangue, os carrapatos foram novamente
pesados e verificou-se que os adultos ingeriram entre 30 e 40mg de sangue, enguanto as
ninfas de 10 a 35 mg. Os carrapatos sobreviveram bem a alimentacéo artificial, as fémeas
realizaram posturas vidveis e as ninfas foram capazes de realizar mudas, 0 que garantiu a
continuidade do ciclo biolégico da espécie.

Testes realizados por De La Vega et al. (2000) demonstraram que fémeas recém
mudadas de R. microplus foram capazes de completar o ingurgitamento em bovinos mesmo
apos um periodo de alimentacao artificial por meio de micropipetas, além disso, avaliaram a
influéncia de duas diferentes dietas sobre os aspectos biolégicos desta espécie. Para obtencao
dos espécimes, ninfas coletadas no 14° dia apds uma infestacdo experimental em bovino,
realizaram muda sob condicBes de laboratério. As fémeas recém-mudadas foram entdo
pesadas e separadas em trés grupos, sendo dois alimentados por meio de micropipetas,
durante 35 minutos, com sangue desfibrinado e heparinizado de bovino e um terceiro grupo
nédo alimentado utilizado como controle. Terminado o tempo estabelecido para a alimentacéo
artificial, carrapatos de todos os grupos foram novamente pesados e acondicionados
juntamente com machos sexualmente competentes em isoladores fixados a pele de bovinos,
para completarem o ingurgitamento. A ingestdo das dietas foi confirmada pelo ganho
significativo de peso observado nos grupos alimentados e pela diminui¢do no grupo controle.
Foi observado que 49% dos carrapatos submetidos as dietas contidas nas micropipetas
eliminaram excretas, fato este considerado um critério adicional para comprovagdo da
ingestdo de sangue. Na fase parasitaria, 0s autores observaram que 0s aspectos referentes a
tempos de cépula e ingurgitamento, mortalidade de carrapatos e peso das fémeas ingurgitadas
ndo diferiram do grupo controle, assim como os aspectos da fase ndo-parasitaria, tais como
periodo de pré-postura, eficiéncia de postura e periodo de eclosdo. Em relacdo a fertilidade
dos ovos, a diferenca observada entre os carrapatos alimentados com sangue desfibrinado e os
outros dois grupos foi explicada pela auséncia de estimulo inicial para ingestdo de sangue no
grupo controle e por um possivel efeito tdxico da heparina sobre o desenvolvimento
embrionario dos carrapatos. A alimentacdo artificial por meio de micropipetas nao
comprometeu a continuidade do ciclo bioldgico das fémeas de R. microplus, independente da
utilizacdo de sangue heparinizado ou desfibrinado.

A possibilidade de utilizar a alimentacéo artificial no desenvolvimento de um modelo
experimental para o estudo in vitro da relacgdo Amblyomma-patdégeno, motivou Abel et al.
(2008) a adaptarem a técnica para fémeas de A. cajennense. A metodologia utilizada foi
semelhante a proposta por De La Vega et al. (2000), com modificagdes principalmente no que
diz respeito ao dispositivo de alimentacdo e ao tempo de exposi¢cdo dos carrapatos aos
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capilares. Neste estudo, fémeas com peso médio inicial de 6,06mg foram divididas em cinco
grupos experimentais, dos quais trés receberam dietas ininterruptamente por 12, 24 e 48 horas
e 0s demais grupos alimentados duas e seis horas por dia, durante oito dias consecutivos.
Como etapa preparatéria para a alimentacdo artificial, os carrapatos foram fixados em
bandejas de poliestireno expandido (19cm x 10cm) com auxilio de fita adesiva dupla face. Em
seguida, tubos capilares de determinacdo de hematocrito sem anticoagulante foram
preenchidos com sangue citratado de bovino e posicionados sobre o aparelho bucal dos
carrapatos, formando um angulo de aproximadamente 30° com a bandeja. Apenas nos grupos
alimentados de forma continua por 24 e 48 horas, realizou-se a troca dos capilares em
intervalos de 12 horas. Durante a alimentag&o os grupos foram mantidos em estufa a 27°C e
umidade relativa do ar de 80%. Posterior a pesagem, fémeas de A. cajennense de todos 0s
grupos foram infestadas juntamente com machos sobre o dorso de coelhos, para completarem
0 ingurgitamento. O critério empregado para a determinacdo do ganho dos carrapatos foi
estabelecido pela diferenca de peso dos carrapatos antes e apos a alimentacdo in vitro. Os
autores apontaram ainda o arredondamento do idiossoma e a eliminacdo de excretas como
critérios adicionais para a observacdo da ingestdo de sangue. O peso dos carrapatos foi
significativamente maior ap6s um periodo de 24 horas de exposicdo aos capilares, embora ndo
tenha sido observada relagdo direta entre 0 ganho de peso e os tempos de alimentacdo. A
técnica de alimentacdo artificial ndo interferiu na habilidade das fémeas de A. cajennense em
completar o ingurgitamento apds a infestagdo em coelhos, assim como nos aspectos
bioldgicos referentes a fase nao-parasitaria.

2.2.1.2 Carrapatos parcialmente ingurgitados

A prévia alimentacdo dos carrapatos sobre hospedeiros constituiu um estimulo para
que estes continuassem seu processo de ingurgitamento in vitro. No Quadro 2, foram
agrupados os principais fatores descritos na literatura para a alimentacdo artificial de
carrapatos parcialmente ingurgitados, tais como, a espécie e 0 estagio de desenvolvimento dos
carrapatos, origem dos capilares e suas dimensdes, dietas fornecidas, intervalos de
substituicdo dos capilares, periodos de alimentacdo, temperatura e umidade relativa do ar e 0s
critérios adotados para avaliar a ingestdo das dietas.

O primeiro relato da utilizag@o de carrapatos parcialmente ingurgitados, no sistema de
alimentacdo artificial por meio de tubos capilares foi feito por Gregson (1937), ao utilizar
fémeas de Dermacentor andersoni (Stiles, 1908). Neste estudo, os espécimes foram
individualmente contidos em tubos de vidro afunilados nas duas extremidades apoiados sobre
massa de modelar. Para evitar o recuo dos carrapatos, a extremidade de maior diametro do
tubo foi vedada com auxilio de algoddo. A haste capilar oriunda de um pequeno funil, repleto
de sangue desfibrinado de ovino, foi inserida através da extremidade do tubo de vidro de
menor didmetro e posicionada sobre o hipostdmio dos carrapatos. Apos 30 horas de exposicdo
aos capilares em temperatura ambiente, os autores verificaram que apenas um carrapato havia
retomado o processo de ingurgitamento.

Para estudar o comportamento alimentar in vitro de Rhipicephalus appendiculatus
(Neumann, 1901) Joyner e Purnell (1968) agruparam fémeas parcialmente ingurgitadas em
quatro grupos. O primeiro formado por carrapatos, infectados com Theileria parva (Theiler,
1902) e previamente alimentados por quatro dias em coelhos. No segundo utilizaram-se
carrapatos nao infectados e previamente alimentados em coelhos por quatro dias. Enquanto o
quarto e o quinto grupos foram constituidos por carrapatos ndo infectados e previamente
alimentados por cinco dias em coelhos e bovinos respectivamente. Terminado os periodos de
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Quadro 2. Sintese da literatura sobre a alimentacdo artificial por meio de tubos capilares de fémeas parcialmente ingurgitadas de diferentes

espécies carrapatos.

LOSEL et al. (1993)

RANGEL (2008)

RANGEL et al. (2008)

SAKAI (2010)

ABEL et al. (em analise)

Espécie

Peso inicial
(mg)

Capilar/
Dimensoes
(mm)

Dietas

Intervalos de
substituicéo
dos dispositivos

Periodos de
alimentacéao

Temperaturae
Umidade

Critérios
adotados para
avaliar a
ingestdo das
dietas

Rhipicephalus appendiculatus

35-70

Soro de coelho e de bovino

18 horas

28 +1°C e 98%

Diferenca no peso antes e
apos a exposicdo aos capilares

Rhipicephalus microplus

40,6- 69,7

75,0x1,0x1,5

Sangue citratado de bovino

30 minutos

6, 12, 24 e 36 horas

27 +1°Ce>80%

Diferenca no peso antes e
apos a exposicao aos
capilares

Dermacentor nitens

40-60 e 61-100

75,0x1,0x1,5

Sangue citratado de bovino

60 minutos

6, 12, 24 e 36 horas

27 +1°Ce>80%

Diferenca de peso antes e
apos a exposicdo aos
capilares

Rhipicephalus sanguineus

20 -80 oriundas de coelhos e
caes

75x1,0x15

Sangue citratado de cdo

60 minutos

6, 12, 24, 36 e 48 horas

27 +1°Ce>80%

Diferenca de peso antes e
apos a exposicdo aos
capilares

Amblyomma cajennense

44,5-108 e 108,2-246,1

75x1,0x15

Sangue citratado de bovino

60 minutos

6,12 e 24 horas

27 +1°Ce>80%

Diferenga no peso antes e
apos a exposicdo aos
capilares

*N&o mencionado(s) pelo(s) autor(es).
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alimentacdo nos hospedeiros vertebrados, os carrapatos foram contidos com a face ventral
voltada para cima sobre um bloco de massa de modelar. Os tubos capilares foram fabricados
de modo que fosse possivel determinar o ganho de peso dos carrapatos a partir da medicdo do
comprimento da coluna das dietas oferecidas. Em cada grupo, os carrapatos foram submetidos
a dietas constituidas por soro, plasma, sangue desfibrinado e heparinizado de bovinos. Tubos
capilares preenchidos com as dietas a serem ingeridas foram posicionados sobre o aparelho
bucal dos carrapatos, por um periodo de 24 horas. Durante a alimentacdo artificial, os
carrapatos foram mantidos sob condi¢do controlada de temperatura a 27-29°C. Os autores
verificaram melhores resultados utilizando-se fémeas ndo infectadas com T. parva e pré-
alimentadas em coelhos por quatro ou cinco dias, submetidas a alimentacdo artificial com
dietas a base de soro e plasma.

Através da técnica de tubos capilares, Willadsen et al. (1984) avaliaram a
especificidade de fémeas do carrapato R. microplus alimentando-as com sangue de bovinos,
coelhos, ratos e porcos da india. Os carrapatos foram previamente alimentados em bovinos até
o0 dia anterior ao término do ingurgitamento, quando apresentavam peso entre 40 e 50mg. O
dispositivo de alimentacdo foi constituido por uma Iamina de vidro, onde carrapatos com a
face ventral voltada para cima foram fixados com auxilio de fita adesiva dupla face.
Utilizaram-se capilares com didmetro externo de 0,25 * 0,035mm e didmetro interno de 0,20
+ 0,025mm, confeccionados a partir de pipetas Pasteur. Os capilares preenchidos com
0,5microlitros de sangue heparinizado das quatro espécies avaliadas foram posicionados sobre
0 hipostébmio dos carrapatos deixando-se de fora as queliceras e os palpos. Estes foram
mantidos com uma angulacdo aproximada de 45°, apoiados em um bloco de massa para
modelar depositada sobre a mesma lamina de microscopia onde se encontravam 0s carrapatos.
A alimentagdo in vitro das fémeas de R. microplus ocorreu em ambiente controlado, a
temperatura de 37 + 1°C “overnight”. Os autores utilizaram a determinacdo do ganho de peso
e a avaliacdo dos aspectos bioldgicos dos carrapatos como critérios para verificar a eficiéncia
do sistema de alimentacédo artificial. Verificou-se que independente do tipo de sangue, 0s
carrapatos conseguiram se alimentar, no entanto, quando se empregou sangue de animais de
laboratério os carrapatos apresentaram ganho de peso significativamente inferior. Apds
alimentacdo artificial com sangue bovino, os carrapatos com peso medio inicial de 45,5mg,
chegaram a um peso médio final de 189,8mg. A alimentacdo artificial ndo provocou efeitos
deletérios nos aspectos biolégicos de fémeas de R. microplus.

Com o objetivo de avaliar o efeito do soro de coelhos e bovinos submetidos a
maultiplas infestacOes por carrapatos, Losel et al. (1993) realizaram um ensaio de alimentacéo
in vitro com fémeas de R. appendiculatus. Carrapatos previamente alimentados em coelhos
por seis dias, com peso inicial de 35 a 70mg foram alimentados por meio de tubos capilares
por um periodo de 18 horas, em ambiente com temperatura de 28 + 1°C e umidade relativa do
ar de 98%. A determinagéo da ingestdo dos soros foi garantida pela pesagem dos carrapatos
no inicio e ao final da alimentacdo com os capilares. Os carrapatos alimentados com soro
proveniente de coelhos ap6s a segunda infestacdo apresentaram ganho de peso trés vezes
menor que aqueles alimentados com soro dos mesmos coelhos antes da primeira infestagéo.
Em contraste, quando se utilizou soro de bovino néo foi verificada diferenca significativa no
ganho de peso dos carrapatos alimentados com soro de animais antes e apos as infestagdes. Os
autores concluiram que, em coelhos, a resposta imune € induzida pelo contato prévio com 0s
carrapatos.

No Brasil, o aperfeicoamento da técnica de alimentacdo artificial por meio de tubos
capilares tem apresentado desempenho relevante (Figura 1), como observado em estudos
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envolvendo as principais espécies de carrapatos ixodideos do pais (RANGEL, 2008;
RANGEL et al., 2008; CUNHA et al., 2010; SAKAI, 2010; ABEL et al., em analise).

No estudo sobre a alimentacdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de R.
microplus Rangel (2008) objetivou completar o ingurgitamento in vitro dos carrapatos a partir
da técnica de tubos capilares, além de verificar a influéncia da técnica, nos aspectos
bioldgicos da fase ndo-parasitaria desta espécie. Fémeas pesando entre 40,6 e 69,7mg foram
separadas em quatro grupos de peso homogéneo e fixadas em bandejas de poliestireno
expandido, com auxilio de fita adesiva dupla face. Para alimentacgdo artificial, tubos capilares
contendo sangue citratado bovino foram posicionados sobre o aparelho bucal dos carrapatos.
Os grupos foram alimentados por seis, 12, 24 e 36 horas, sendo mantidos em estufa, a
temperatura de 27 £ 1°C e umidade superior a 80%. Durante a alimentacéo artificial, realizou-
se a troca dos capilares a cada 30 minutos. Ap6s o término dos periodos de alimentacéo
estabelecidos, os carrapatos foram pesados para verificacdo da ingestdo de sangue e incubados
nas mesmas condicdes de temperatura e umidade descritas acima, para acompanhamento dos
aspectos bioldgicos. A relacdo entre o peso das fémeas e o periodo de exposicao aos capilares
mostrou acréscimo no ganho de peso das fémeas a medida que se aumentou o tempo de
alimentacdo artificial. Partindo de um peso médio inicial de 52,17mg os carrapatos
alimentados por meio de tubos capilares, alcangaram um peso médio final de 131,64mg, ap6s
36 horas de exposicdo aos capilares. Neste periodo de alimentacdo fémeas de R. microplus
atingiram 63,64% do peso médio observado nos carrapatos do grupo controle. Embora as
fémeas alimentadas artificialmente por meio de tubos capilares ndo tenham atingido
ingurgitamento total, os resultados apresentados demonstraram que a técnica ndo apresentou
efeito deletério sobre os aspectos bioldgicos da espécie.

400+ == Amblyomma cajennense
350 ====2 Dermacentor nitens
300 E== Rhipicephalus microplus
o
E 2504 oA Rhipicephalus sanguineus
(o]
2 200
% .I
2 150- -
c "
[5+] :l
© 100+ o
50 5
0 o 111

I 1
12 24

Periodos de alimentacdo (horas)

Figura 1. Ganho médio de peso dos principais carrapatos de animais domésticos apos 0s
periodos de seis, 12 e 24 horas de alimentacdo artificial por meio de tubos capilares. (Dados
compilados de RANGEL, 2008; RANGEL et al., 2008; SAKAI, 2010; ABEL et al., em
analise).
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A alimentacéo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de Dermacentor nitens
(Neumann, 1897) provenientes de equinos naturalmente infestados foi objeto do estudo
realizado por Rangel et al. (2008). Os autores verificaram a influéncia da técnica de tubos
capilares sobre o ganho de peso e os aspectos biologicos da espécie. Os carrapatos foram
coletados, pesados, examinados quanto a integridade do aparelho bucal. O experimento foi
dividido em duas etapas, a primeira utilizando-se carrapatos com faixa de peso inicial de 40 a
60mg e a segunda de 61 a 100mg. O sistema de alimentacdo por meio de tubos capilares foi
conduzido conforme descrito por Abel (2004), com modificagGes. Os carrapatos foram
fixados em bandejas de poliestireno expandido com a face ventral voltada para cima, com
auxilio de fita adesiva dupla face. Para cada faixa foram formados quatro grupos de peso
homogéneo, alimentados nos periodos de seis, 12, 24 e 36 horas por meio de tubos capilares
contendo sangue citratado bovino. Durante o periodo de alimentacéo artificial, os capilares
foram trocados a cada intervalo de 60 minutos, e 0s grupos mantidos a temperatura de 27 +
1°C e umidade relativa superior a 80%. Ao término dos referidos tempos de exposicao, as
fémeas foram pesadas para verificacdo da ingestdo de sangue e fixadas em placas de Petri
para analise dos aspectos bioldgicos. O ganho de peso dos carrapatos foi crescente a medida
gue se aumentou o tempo de exposicdo aos capilares, observando-se diferenca estatistica a
partir de 24 horas de alimentacdo nas duas faixas de peso estudadas. Os grupos de carrapatos
com peso de 61 a 100mg apresentaram maior ganho de peso em todos os periodos de
alimentacdo artificial em relacdo aos grupos pesando entre 40 e 60mg. Verificou-se que
carrapatos com peso inicial de 61 a 100mg atingiram ingurgitamento dentro da faixa normal
para a espécie, apds 24 horas de exposicdo aos capilares. Os carrapatos alimentados
artificialmente por periodos mais prolongados apresentaram aspectos da fase ndo-parasitaria
préximos aos observados em condic¢des de laboratdrio para essa espécie.

Sakai (2010) utilizou a técnica de tubos capilares para alimentar fémeas de
Rhipicephalus sanguineus, parcialmente ingurgitadas em coelhos e cédes, com o objetivo de
avaliar o ganho de peso dos carrapatos e a influéncia da técnica nos aspectos biolégicos da
fase ndo parasitaria desta espécie. Inicialmente realizou-se uma série de experimentos para
determinar as faixas de peso com melhor ganho de peso ap6s 24 horas de exposicdo aos
capilares. Em seguida, avaliou-se o comportamento alimentar dos carrapatos nos periodos de
seis, 12, 24, 36 e 42 horas. Para alimentacéo artificial, fémeas de R. sanguineus foram fixadas
com a face ventral voltada para cima em bandejas de poliestireno expandido com auxilio de
fita adesiva dupla face. Tubos capilares contendo sangue citratado de cdo foram posicionados
sobre o aparelho bucal dos carrapatos. O dispositivo de alimentacdo foi mantido a temperatura
de 27+1°C e umidade relativa do ar superior a 80%. Apos alimentacéo artificial, os carrapatos
foram pesados para avaliacdo do ganho de peso, fixados em placas de Petri e mantidos sob as
mesmas condigdes controladas de temperatura e umidade citadas anteriormente, para
acompanhamento dos aspectos biologicos. A autora ndo observou diferenca estatistica na
ingestdo de sangue das diferentes faixas de peso dos carrapatos previamente alimentados em
coelhos, entretanto, nos carrapatos oriundos de infestacdo natural de cdes observou-se maior
tendéncia a ingestdo de sangue nos espécimes com faixa de peso de 20 a 50mg. Independente
da origem, nos carrapatos expostos aos capilares por periodos mais prolongados verificou-se
maior ingestdo de sangue. Embora fémeas de R. sanguineus ndo tenham apresentado
ingurgitamento total, a técnica de alimentacdo em tubos capilares ndo desencadeou efeitos
deletérios sobre os aspectos bioldgicos da fase ndo parasitaria dessa espécie.

Estudo semelhante foi desenvolvido por Cunha et al. (2010), onde fémeas
parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus previamente alimentadas por sete dias em coelhos
foram separadas em quatro grupos de peso homogéneo e fixadas em bandejas de poliestireno
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expandido, com a face ventral voltada para cima usando fita adesiva dupla face. Tubos
capilares preenchidos com sangue citratado de cdes foram dispostos sobre o aparelho bucal
dos carrapatos, nos periodos de duas, seis, 12 e 24 horas. Realizou-se a substitui¢do dos tubos
capilares a cada 30 minutos para evitar a obstrugdo do fluxo sanguineo. Durante a alimentacéao
artificial, os carrapatos permaneceram a temperatura de 27°C e umidade relativa do ar de
85+5%. Ao término dos periodos de alimentacdo, os carrapatos foram novamente pesados
para avaliacdo do ganho de peso e incubados sob as mesmas condi¢cdes de temperatura e
umidade mencionadas acima. O ganho de peso dos grupos apresentou correlacdo positiva com
0 tempo de exposicdo dos carrapatos aos capilares. Ndo foi possivel a obtencdo de
ingurgitamento completo dos espécimes, no entanto, verificou-se que 0s carrapatos
alimentados in vitro foram capazes de estabelecer uma nova geracdo. Os autores concluiram
que a técnica de alimentacdo artificial, por meio de tubos capilares, foi de facil execugdo e
eficiente para ingestdo de sangue por carrapatos da espécie R. sanguineus. Além disso,
enfatizaram o potencial da técnica para o desenvolvimento de estudos que visem a
transmissdo de patdgenos.

Carrapatos da espécie A. cajennense, foram utilizados por Abel et al. (em analise) no
aprimoramento do sistema de alimentacéo artificial por meio de tubos capilares. Neste estudo,
carrapatos com 45 dias de jejum foram previamente alimentados em coelhos por seis dias. Na
fase preparatoria da alimentacdo artificial, os carrapatos foram pesados e separados nas faixas
de peso de 44,4-108 e 108,2-246mg. Para cada faixa foram formados trés grupos de peso
homogéneo, alimentados nos periodos de seis, 12 e 24 horas por meio de tubos capilares
contendo sangue citratado bovino. O dispositivo de alimentacdo foi mantido a temperatura de
27°C e umidade relativa do ar acima de 80%. Observacdes periodicas foram conduzidas a fim
de realizar a troca dos capilares que se apresentavam vazios. Finalizados os periodos de
alimentacdo artificial os carrapatos foram pesados e incubados sob as mesmas condicGes
descritas anteriormente para o0 acompanhamento dos aspectos bioldgicos. Os autores
verificaram correlagcdo positiva entre 0 ganho de peso e os periodos de exposicdo dos
carrapatos aos capilares. Os grupos de carrapatos com peso de 108,2 a 246mg apresentaram
maior ganho de peso em todos os periodos de alimentacdo artificial em relacdo aos grupos
pesando entre 44,4 e108mg. Verificou-se que carrapatos com peso inicial de 108,2 a 246mg
atingiram ingurgitamento dentro da faixa normal para a espécie, apds 24 horas de exposicao
aos capilares. Os carrapatos alimentados artificialmente por periodos mais prolongados
apresentaram aspectos da fase ndo-parasitaria proximos aos observados em condic¢fes de
laboratdrio para essa espécie.

2.2.2 AplicacOes da técnica

A técnica de alimentacdo artificial por meio de tubos capilares tem sido aplicada em
estudos sobre as propriedades antigénicas e do contetido de prostaglandinas E2 da saliva dos
carrapatos (BENAVIDES; WALKER, 1992; INOKUMA et al., 1994). Almazan et al. (2005)
alimentaram artificialmente o carrapato Ixodes scapularis por meio de tubos capilares para a
deteccdo de antigenos capazes de induzir uma resposta vacinal a véarias espécies de carrapatos.
No entanto, uma maior aplicabilidade desta técnica esta associada a estudos envolvendo a
transmissao in vitro de agentes patogénicos.
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2.2.2.1 Transmissao in vitro de patdégenos

A partir de modificagdes na técnica de alimentacdo artificial proposta por Chabaud
(1950), Burgdorfer (1957) desenvolveu uma metodologia para infeccédo in vitro dos carrapatos
Dermacentor andersoni por Leptospira pomona e o virus da raiva, e Amblyomma maculatum
(Koch, 1844) por Leptospira pomona. Os carrapatos foram fixados sobre uma camada de
massa de modelar depositada em uma lamina de microscopia e, imobilizados pressionando-se
massa de modelar sobre os trés altimos pares de pernas. Tubos capilares de vidro, preenchidos
com as suspenses infecciosas foram depositados sobre o hipostdmio e as queliceras dos
carrapatos. Blocos formados por massa de modelar foram utilizados para fornecer a angulacao
necessaria entre os capilares e o dispositivo onde estavam fixados os carrapatos. Na
transmissdo de L. pomona, carrapatos das duas espécies e de ambos 0s sexos foram capazes
de ingerir, via capilar, 0,01 a 0,03mL de uma suspensdo dessa bactéria em meio Verwoort,
por um periodo maximo entre quatro e seis horas, em temperatura ambiente. O processo de
alimentacdo foi raramente observado ap6s esse periodo, a menos que suspensdes frescas
fossem oferecidas. Nenhum dos carrapatos alimentados artificialmente atingiram o
ingurgitamento. Ap6s o periodo de exposicdo aos capilares, os carrapatos foram
acondicionados em jarra dessecadoras, por 14 dias e, em seguida, infestados em porcos da
india para avaliar a capacidade de transmissao do patogeno. Todos 0s carrapatos completaram
0 ingurgitamento e varias cobaias foram infectadas com L. pomona. O mesmo autor obteve
sucesso no estudo da infeccdo in vitro do carrapato D. andersoni com o virus da raiva. Os
carrapatos foram alimentados com suspensdo de cérebros de camundongos infectados e
sangue de coelho desfibrinado.

Alekseev (1971) demonstrou a possibilidade de alimentar o carrapato Ixodes
persulcatus (Schulze, 1930) por meio de tubos capilares contendo suspensdo do virus
responsavel por encefalite. Realizou tentativas de alimentar in vitro larvas, ninfas e adultos
em jejum e parcialmente alimentados. Os carrapatos foram fixados pela face dorsal e, em
seguida, tubos capilares graduados, contendo uma suspensdo de cérebro de rato diluida em
sangue deste mesmo animal foram dispostos sobre o aparelho bucal dos artropodes. O autor
ndo teve como objetivo a obtencdo de carrapatos completamente ingurgitados. Portanto, a
ingestdo da dieta foi considerada suficiente quando se observou a ingestdo de 0,25-0,5uL nos
carrapatos adultos e 0,1-0,2 pL nas ninfas. Foi possivel alimentar por meio de tubos capilares
carrapatos adultos e ninfas, no entanto, a alimentacdo das larvas pareceu ser impraticavel,
visto que nenhum dos espécimes avaliados foi capaz de ingerir a suspensdo. A utilizacdo da
técnica de alimentacdo artificial permitiu quantificar a dose da suspensdo ingerida e observar
a presenca do virus na saliva e fezes dos carrapatos.

Purnell (1970) e Walker et al. (1979) realizaram estudos semelhantes na tentativa de
promover e infeccdo in vitro de ninfas do carrapato R. appendiculatus com T. parva. No
primeiro estudo Purnell (1970) utilizou a metodologia descrita por Purnell e Joyner (1967),
onde os carrapatos foram contidos com auxilio de massa de modelar e alimentados por meio
de tubos capilares, contendo sangue infectado ou papa de eritrocitos infectados ressuspensos
em soro bovino. O autor utilizou em seus experimentos ninfas parcialmente alimentadas em
coelhos por quatro, cinco e seis dias, além de ninfas em jejum que apds a exposicdo aos
capilares foram infestadas em coelhos para completar o ingurgitamento. O periodo de
alimentacdo artificial variou de 20 a 30 horas, de acordo com as etapas do estudo. Apos a
muda, os carrapatos infectados artificialmente foram infestados em bovinos susceptiveis para
avaliar a eficiéncia na transmissdo de T. parva, o que também serviu de referencial para
demonstrar 0 sucesso da técnica de alimentacdo artificial. Todos os bovinos infestados com
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ninfas inicialmente alimentadas em coelhos manifestaram sintomatologia. No entanto, 0s
carrapatos submetidos aos capilares ainda em jejum ndo foram competentes na transmissao de
T. parva.

Walker et al. (1979) utilizaram sangue citratado de bovino experimentalmente
infectado. As ninfas, previamente alimentadas em coelhos, foram coletadas quando atingiram
o0 ingurgitamento parcial e contidas com a face dorsal voltada para cima, em fita adesiva sobre
uma lamina de microscopia. Tubos capilares foram dispostos sobre o hipostémio e as
queliceras das ninfas, por um periodo de 24 horas a temperatura de 25°C e 80% de umidade
relativa do ar. A maioria dos tubos tiveram que ser reabastecidos com sangue pelo menos uma
vez durante este periodo devido a perdas relacionadas com a ingestdo e extravasamento. Apds
a alimentacdo, as ninfas foram incubadas nas mesmas condicGes de temperatura e umidade
acima mencionadas, para realizacdo da muda. A confirmagdo da infec¢do ocorreu através do
exame das glandulas salivares e infestacdo dos carrapatos em bovinos susceptiveis. A
glandula salivar de apenas um carrapato foi positiva e o bovino infestado manifestou
sintomatologia classica da doenca.

Na década de 90 a técnica de tubos capilares foi utilizada para infectar os carrapatos
Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758), Ixodes hexagonus (Leach, 1815), Ixodes loricatus
(Neumann, 1899), Ixodes pacificus (Cooley e Kohls, 1943) e Ixodes scapularis (Say, 1821),
com Borrelia burgdorferi (Johnson et al., 1984) (GERN et al., 1990, 1991; HU et al., 1992;
TOUTOUNGI; GERN, 1993; HU et al., 1996).

Broadwater et al. (2002) realizaram um estudo semelhante com o objetivo de infectar
in vitro os carrapatos I. scapularis e Dermacentor variabilis (Say, 1821) com B. burgdorferi.
Os autores inovaram o dispositivo de alimentacdo artificial utilizando duas laminas de
microscopia unidas com fita adesiva dupla face, de tal forma que a lamina superior
permanecesse fixada seis milimetros de distancia da borda lateral da lamina inferior. Os
carrapatos foram imobilizados com a face ventral voltada para cima sobre a ldamina superior
com o uso de fita adesiva dupla face. Em seguida, o conjunto formado pelas laminas contendo
0s carrapatos imobilizados foi acondicionado em placa de Petri. Tubos capilares com
capacidade de cinco microlitros foram preenchidos e posicionados sobre o aparelho bucal dos
carrapatos. Na borda da placa fixou-se massa de modelar para evitar o deslocamento dos
capilares. Durante o processo de alimentacdo, o dispositivo foi inserido em camara Umida
selada, mantida a temperatura controlada de 37°C. Apds o periodo estabelecido para a
alimentacdo, os carrapatos que apresentaram capilares deslocados do aparelho bucal foram
descartados. A ingestdo da solucdo foi determinada com a utilizacdo de aminoacidos
marcados, sendo observado o consumo médio de 0,03+0,018uL. Para avaliacdo do periodo
minimo de alimentacdo necessario para promover a infeccdo, ninfas em jejum de I. scapularis
foram expostas aos capilares por 15, 30, 60, 150 e 780 minutos. A alimentacdo capilar pelo
periodo minimo de 15 minutos resultou na infeccdo de 37,5% das ninfas. Além disso,
periodos de alimentacéo superiores a 150 minutos ndo aumentaram a prevaléncia da infecgéo.
Ninfas parcialmente alimentadas submetidas a infecgdo capilar por quatro horas apresentaram
prevaléncia de infeccdo semelhante. As ninfas em jejum e parcialmente ingurgitadas
infectadas in vitro mantiveram a infec¢do por pelo menos dez dias e quando infestadas em
camundongos foram capazes de transmitir a infeccdo. Ao analisar a glandula salivar e o
intestino de ninfas infectadas in vitro, os autores verificaram sucesso na infecgdo em apenas
29% dos intestinos e 14% das glandulas. Fémeas parcialmente ingurgitadas em coelhos foram
alimentadas com solucdo de espiroquetas, seguindo a metodologia descrita anteriormente,
sendo encontrada infec¢do apenas em carrapatos I. scapularis.
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Na demonstracdo da infeccdo in vitro de I. ricinus com diferentes cepas e clones de
Borrelia afzelii (Canica et al., 1994) e Borrelia garinii (Baranton et al., 1992), Fingerle et al.
(2002) adotaram a metodologia descrita por Gern et al. (1990). Os carrapatos foram
alimentados por um periodo de trés a quatro horas, a temperatura de 33°C e em camara imida.
Apbs o periodo de exposicao aos capilares, realizou-se a dissec¢do dos carrapatos nos tempos
de zero, seis, 12, 18, 24, 48, 72, 96 horas e no 14° dia. Todas as cepas e clones avaliados
foram capazes de causar infecgdo no intestino e glandulas salivares dos carrapatos. A Unica
excecdo foi o clone PKo345 de B. afzelii, que ndo apresentou eficiéncia em disseminar-se
para a glandula salivar.

Inokuma e Kemp (1998) propuseram o estabelecimento de uma colbnia de R.
microplus infectados in vitro com B. bigemina, a partir da técnica de alimentacéo artificial por
meio de tubos capilares. Para a obtencdo do sangue, os autores utilizaram um bovino ndo
esplenectomizado e infectado experimentalmente. O sangue coletado em tubos contendo
heparina como anticoagulante foi, em seguida, diluido em sangue bovino sabidamente ndo
parasitado. Desta forma, os autores obtiveram trés amostras com diferentes graus de
parasitemia 2x10°, 2x10* e 2x10° eritrécitos infectados/mL. Fémeas do carrapato foram
previamente alimentadas em bovinos sendo coletadas quando atingiram entre quatro e seis
milimetros de comprimento. Seis carrapatos foram preparados para cada concentracdo de
eritrocitos infectados. Tubos capilares contendo 500uL de sangue foram posicionados sobre
aparelho bucal dos carrapatos, que permaneceram incubados a uma temperatura de 35°C, por
um periodo de 18 horas. Ap6s o término da alimentacdo com os capilares, 0s carrapatos
passaram a ser incubados a 28°C e 90% de umidade relativa para realizagdo de postura. A
infeccdo das fémeas de R. microplus por B. bigemina, foi determinada a partir do exame da
hemolinfa dos carrapatos no quinto dia apds a alimentacao in vitro e por esfregaco das larvas
no décimo dia apds a eclosdo. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) também foi utilizada
para detectar fragmentos de DNA de B. bigemina nos carrapatos. Os autores relataram que
apenas nos carrapatos alimentados com sangue nas concentracdes de 2x10° e 2x10* eritrcitos
infectados/mL, foi possivel detectar a infeccdo por B. bigemina.

Rechav et al. (1999) e Macaluso et al. (2001) empregaram a mesma técnica para
transmitir in vitro Ehrlichia chaffeensis (Anderson et al., 1992) e outras riquétsias como
Rickettsia montana (Lackman et al., 1965) e Rickettsia rhipicephali (Weiss e Moulder, 1988).

Fémeas em jejum dos carrapatos A. americanum, D. variabilis e R. sanguineus e
ninfas de A. americanum foram utilizadas por Rechav et al. (1999), com objetivo de verificar
a aplicacdo da técnica de tubos capilares na infeccdo in vitro de E. chaffeensis. Para a
alimentacéo artificial, os carrapatos adultos foram fixados, com a face ventral voltada para
cima, em laminas de microscopia e submetidos aos tubos capilares contendo uma suspensdo
de cultura de células infectada por E. chaffeensis, por um periodo de 24 horas. Metodologia
semelhante foi desenvolvida com as ninfas, onde os periodos de alimentacdo variaram de duas
a quatro horas. Os autores verificaram que 70% das ninfas e fémeas alimentadas
artificialmente ganharam peso. E ainda, detectaram a persisténcia da infeccdo por E.
chaffeensis nos carrapatos por pelo menos sete dias.

Macaluso et al. (2001) infectaram fémeas parcialmente ingurgitadas do carrapato D.
variabilis com Rickettsia rickettsii (Brumpt, 1922) e R. rhipicephali cultivadas in vitro. Os
autores avaliaram ainda o volume da solucdo ingerida pelos carrapatos, a disseminacdo das
riquétsias do intestino para outros 6rgdos dos carrapatos e a ocorréncia de transmisséo
transovariana. Para quantificar o volume médio da solucdo ingerida pelos carrapatos, utilizou-
se aminoacido marcado diluido em meio BSK, suplementado com soro de coelho. Fémeas de
D. variabilis, previamente alimentadas em coelhos foram lavadas, pesadas e fixadas com a
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face ventral voltada para cima em placa de Petri, com o auxilio de fita adesiva dupla face. Os
tubos capilares foram posicionados sobre o aparelho bucal dos carrapatos e imobilizados a
partir da inclusdo de massa de modelar sobre a borda da placa. Apds o periodo de 24 horas, a
temperatura de 27°C e umidade relativa de 92%, os carrapatos ingeriram volume médio de
1,35 £ 2,15uL da solucdo. No entanto, a ingestdo da solucdo ndo apresentou correlacéo
positiva com 0 ganho de peso durante a alimentacdo. Nos experimentos envolvendo a
transmissdo de R. rickettsii e R. rhipicephali para fémeas parcialmente ingurgitadas de D.
variabilis, os autores utilizaram o mesmo dispositivo de alimentagéo artificial acima citado,
porém o periodo de exposicdo aos capilares foi reduzido para 12 horas. Ao término da
alimentacdo in vitro, os carrapatos foram infestados em coelhos para completarem o
ingurgitamento. Foi observada a infec¢do por riquétsias no intestino, hemolinfa e glandula
salivar de 40% dos carrapatos. A eficiéncia da transmissdo transovariana de riquétsias em
carrapatos foi verificada através da PCR em 85% e 69% dos carrapatos infectados por R.
rickettsii e R. rhipicephali, respectivamente. Enquanto que pela reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta 100% das amostras de ovos testadas foram positivas.

Com o objetivo de criar um modelo alternativo para o estudo das interacfes
carrapatos-patdgenos, Kocan et al. (2005) promoveram a infeccdo in vitro de D. variabilis
com Anaplasma marginale (Theiler, 1910). O sistema de alimentacéo artificial por meio de
tubos capilares foi desenvolvido segundo Broadwater et al. (2002). Antes de serem
submetidos aos capilares, os carrapatos foram pré-alimentados em ovelhas por trés dias. Neste
estudo, os autores testaram como dietas sangue bovino e cultivos de células de carrapatos,
ambos infectados com A. marginale. O processo de alimentacéo teve duracdo de quatro dias e,
portanto, trocas diarias dos capilares foram necessarias para garantir o acesso dos carrapatos a
dietas frescas. A confirmacdo da ingestdo das dietas foi feita a partir da utilizacdo de
microesferas fluorescentes adicionadas as amostras de sangue e cultivo celular. Além disso, a
visualizacdo da diminuicéo da coluna das dietas contidas nos capilares constituiu outra forma
para determinar o sucesso da alimentacdo artificial. Ao comparar a infectividade de A.
marginale em D. variabilis machos alimentados in vitro e em bovinos, os autores observaram
diferencas. A infeccdo intestinal dos carrapatos alimentados por meio de tubos capilares
somente foi detectada na PCR quando o sangue utilizado apresentou alta riquétsemia.
Enquanto, os carrapatos alimentados em bovinos foram positivos para a PCR
independentemente do grau de parasitemia no momento da alimentacdo. Nenhum dos
carrapatos alimentados, por meio de tubos capilares, desenvolveram infeccdo da glandula
salivar. Apesar das diferengas verificadas na infeccdo de carrapatos, os autores ressaltaram
que este sistema de alimentacdo artificial pode apresentar uso potencial para identificar
aspectos de interagdes patégeno-vetor que ndo sdo reconhecidas nos carrapatos alimentados
naturalmente.

19



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de Execucéo

O experimento foi realizado no Laboratorio de Doencas Parasitarias do Departamento
de Epidemiologia e Salde Publica (DESP) do Instituto de Veterinaria (1) da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizado no prédio do Projeto Sanidade Animal -
convénio UFRRJ/Embrapa, situado no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro.

3.2 Animais

Para obtencdo de fémeas Rhipicephalus microplus parcialmente ingurgitadas foi
utilizado um bezerro, com idade inferior a 12 meses, mestico (Holandés x Zebu), em boa
condigdo organica e clinicamente saudavel. O bezerro foi gentilmente cedido pela Dra.
Rosane Scatamburlo Lizieire Fajardo, pesquisadora da Empresa de Pesquisa Agropecuaria do
Estado do Rio de Janeiro, Pesagro-Rio.

O bezerro foi considerado livre de infeccdo por Babesia bovis e Babesia bigemina e
Anaplasma marginale a partir dos resultados negativos observados na Reagdo em Cadeia de
Polimerase (PCR), realizada no Laboratério de Biologia Molecular Multiusuario, do
Departamento de Parasitologia Animal (DPA), IV/UFRRJ. Durante todo o periodo do
experimento, o bovino foi mantido em baia individual pertencente ao Laboratério de Doencas
Parasitarias, medindo 2,5 x 3m, com comedouro e bebedouro individuais, onde recebeu feno
Coast Cross, racao peletizada e agua ad libitum. Diariamente foi realizada limpeza da baia
para remocéo de sobras de ragéo, fezes e urina.

3.3 Colo6nia de Rhipicephalus microplus

Os carrapatos utilizados neste estudo pertenciam a uma coldnia mantida no
Laboratorio de Doengas Parasitérias, originada de fémeas ingurgitadas de R. microplus
coletadas em bovinos livres de acaricidas e naturalmente infestados, do Sistema Integrado de
Producdo Animal (SIPA) — convénio Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria e UFRRJ,
ambas localizadas no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro.

No Laboratério de Doengas Parasitarias, as fémeas foram lavadas com agua destilada
e secas com papel filtro. A identificacdo dos carrapatos foi realizada de acordo com a chave
dicotbmica de suas caracteristicas morfoldgicas (GUGLIELMONE et al., 2006). Para
realizacdo das posturas, as fémeas foram fixadas em placas de Petri e mantidas em camara
climatizada com Demanda Bioldgica de Oxigénio (BOD), a temperatura de 27 + 1°C e
umidade relativa do ar de 80 + 5%. Os carrapatos foram considerados livres de infec¢do por
B. bovis e B. bigemina e A. marginale a partir dos resultados negativos observados na PCR,
realizada no Laboratorio de Biologia Molecular Multiusuario.

Ao final do terceiro dia de postura, os ovos foram coletados e separados com auxilio
de balanca analitica (Shimadzu, AY 220) em aliquotas de um grama. Em seguida, foram
acondicionados em seringas descartaveis adaptadas, devidamente identificadas e vedadas com
algodao hidroéfilo, nas mesmas condigfes controladas de temperatura e umidade anteriormente
citadas.
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Observacdes diarias foram realizadas para estabelecer o dia de inicio da eclosdo das
larvas, o que tornou possivel determinar a idade das larvas utilizadas para as infestaces
experimentais.

3.4 InfestacOes Experimentais e Obtencdo das Fémeas Parcialmente Ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus

Nas infestacbes foram utilizadas larvas oriundas de um grama de ovos ou
aproximadamente 20.000 larvas (SUTHERST et al.,1978), com 15 dias de eclodidas. As
larvas foram distribuidas ao longo da linha dorso-lombar do animal, segundo Riek (1954). Foi
respeitado um intervalo de 45 dias entre as infestacOes experimentais.

No 20° dia apds a infestagdo experimental do bovino realizou-se a coleta das fémeas
parcialmente ingurgitadas. Este procedimento foi realizado baseado em Gonzales et al.
(1974), os quais observaram que no Brasil, o dia modal para o ingurgitamento e a queda das
fémeas de R. microplus ocorrem no 21° dia ap6s a infestacdo. Desta forma, a formacéo dos
grupos experimentais a partir de fémeas parcialmente ingurgitadas coletadas no 20° dia apés a
infestacdo experimental do bovino, aumentou as chances de que as fémeas fossem removidas
do hospedeiro em estagio final de ingurgitamento e antes do desprendimento natural.

No laboratorio, os carrapatos foram lavados com agua destilada, secos, examinados
quanto & integridade do aparelho bucal com auxilio de lupa estereoscépica (Heerbrugg, M5-
48490) e pesados em balanca analitica.

3.5 Amostras de Sangue

O sangue utilizado nos experimentos de alimentacéo artificial das fémeas parcialmente
ingurgitadas foi coletado assepticamente da veia jugular de um bovino. A escolha do
anticoagulante, assim como sua concentracdo, variou de acordo com 0 objetivo de cada
experimento. Em geral, trabalhou-se com sangue bovino total desfibrinado ou diluido em
citrato de sdédio ou heparina sodica. As amostras de sangue foram conservadas sob
refrigeracdo a 4 °C e aquecidas em banho-maria a 37°C, momentos antes do inicio da
alimentacéo artificial dos carrapatos.

3.6 Execucdo da Técnica de Alimentacao Artificial

A técnica de alimentacdo artificial por meio de tubos capilares foi executada conforme
descrito por Rangel (2008), com modificacdes relacionadas a imobilizacdo das pernas dos
carrapatos e dos tubos capilares.

3.6.1 Preparacao das Unidades de Alimentacao

Bandejas de poliestireno expandido (24cm x 12cm) foram devidamente preparadas
para o inicio da alimentacdo artificial. Uma tira de papel numerada foi fixada na bandeja para
facilitar a identificacdo dos carrapatos e, para promover a fixagdo dos carrapatos e dos
capilares, fixou-se fita adesiva dupla face sobre a tira de papel e na borda da bandeja,
respectivamente. Em seguida, com o auxilio de uma pinca oftalmolégica, os carrapatos foram
fixados com a regido ventral voltada para cima e seus quatro pares de pernas imobilizados
utilizando-se fita adesiva de papel crepado (Figura 2).
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Figura 2. Preparacdo da unidade de alimentacéo artificial de fémeas parcialmente
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. A — Materiais necessarios para preparacdo
da bandeja; B — Fixacdo de fita adesiva dupla face no verso de uma tira de papel
utilizada para a identificacdo dos carrapatos; C e D — Posicionamento do papel no
centro da bandeja e posterior aplicacdo de fita adesiva dupla face; E — Fixacdo dos
carrapatos na bandeja; F — Imobilizacdo das pernas dos carrapatos com a utilizacdo
de fita adesiva de papel crepado.
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3.6.2 Delineamento Experimental

Para a elucidacdo dos efeitos da faixa de peso inicial, do intervalo entre a coleta e o
inicio da alimentacdo in vitro, bem como de diferentes dietas, temperaturas e dispositivos
adaptados para a alimentacdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus
foram realizados cinco experimentos. Em todos os experimentos o delineamento experimental
adotado foi o inteiramente casualizado.

No primeiro experimento foram formados cinco grupos experimentais, cada um
constituido por 10 carrapatos, os quais foram agrupados de acordo com as faixas de peso
iniciais de 10-39, 40-69, 70-99, 100-129 e 130-159mg. As faixas de peso dos grupos
experimentais foram estabelecidas conforme Wharton e Utech (1970), os quais consideraram
que, em condigOes naturais, as fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus pesavam
entre 10 a 149mg. Utilizou-se dois grupos controle, o grupo A formado por fémeas
parcialmente ingurgitadas nas mesmas faixas de peso de cada grupo experimental utilizado
para determinar a perda de peso dos carrapatos ap6s 24 horas em jejum. Enquanto o grupo B
constituido por fémeas ingurgitadas alimentadas naturalmente sobre o bovino serviu como
referéncia para estabelecer do grau de ingurgitamento alcancado pelos espécimes alimentados
in vitro.

Para o segundo experimento, um total de 55 fémeas com peso de 40 a 69mg foram
separadas em cinco grupos de peso homogéneo, com 11 espécimes cada. Os carrapatos foram
fixados em bandejas de poliestireno expandido e mantidos em estufa do tipo BOD a
temperatura de 27 £ 1°C e umidade relativa de 80 = 5%. Os intervalos entre a coleta das
fémeas parcialmente ingurgitadas e o inicio de sua alimentacdo in vitro constituiram o0s
tratamentos. Desta forma, cada intervalo de uma, trés, seis, nove e 12 horas apds a coleta
correspondeu ao inicio da exposicdo aos capilares dos carrapatos em um dos grupos. Um
grupo controle foi composto a partir de fémeas ingurgitadas de R. microplus alimentadas
naturalmente sobre o bovino, coletadas apds queda natural.

Nos dois primeiros experimentos, os carrapatos foram alimentados com sangue
citratado bovino por meio de tubos capilares de determinacdo de hematdcrito (75mm x 1,0mm
X 1,5mm), ndo heparinizados, os quais foram dispostos sobre os palpos e queliceras dos
carrapatos por um periodo de 24 horas (Figura 3). No decorrer deste periodo de alimentacdo,
os capilares foram trocados a cada intervalo de 60 minutos e 0S grupos experimentais
mantidos em estufa do tipo BOD, a temperatura de 27 + 1°C e umidade relativa do ar de 80 +
5%.

No terceiro experimento foram formados cinco grupos experimentais de peso
homogéneo, compostos por fémeas parcialmente ingurgitadas com peso de 40 a 69mg, cada
qual constituido por 11 espécimes, os quais foram alimentados com diferentes formas de
apresentacdo de sangue bovino. As formas de apresentacdo avaliadas foram constituidas por
sangue bovino total diluido no anticoagulante citrato de sodio, nas concentracdes de um
mililitro de citrato para 10 e para 20mL de sangue; sangue bovino total diluido em heparina
sodica nas concentragfes de trés e 10,0 Ul por mililitro de sangue; e de sangue total
desfibrinado. Em todos os grupos, tubos capilares foram depositados sobre os palpos e as
queliceras dos carrapatos (Figura 3). No decorrer do periodo de 24 horas de alimentagéo
artificial, os tubos capilares foram trocados a cada intervalo de 60 minutos e 0s grupos
experimentais mantidos em estufa do tipo BOD, a temperatura de 27 = 1°C e umidade relativa
de 80 + 5%. O grupo controle foi composto a partir de fémeas ingurgitadas de R. microplus
alimentadas naturalmente sobre o bovino, coletadas apos queda natural.
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No quarto experimento foi avaliada a influéncia da temperatura sobre a alimentacédo
artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas do carrapato R. microplus. Foram formados
quatro grupos experimentais de peso homogéneo, cada qual constituido por 11 espécimes com
peso de 40 a 69mg. Neste experimento, os carrapatos foram alimentados com sangue citratado
bovino por meio de tubos capilares (Figura 3). Durante a alimentagcdo in vitro, os tubos
capilares foram substituidos a cada intervalo de 60 minutos e os carrapatos foram mantidos
sob temperaturas de 32 e 37°C e umidade relativa de 80 * 5%, sendo avaliado, em cada faixa
de temperatura, a alimentacéo nos periodos de 12 e 24 horas. O grupo controle foi composto a
partir de fémeas ingurgitadas de R. microplus alimentadas naturalmente sobre o bovino,
coletadas apds queda natural.

Figura 3. Alimentacdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas do carrapato
Rhipicephalus microplus. A — Preparagdo do material para o preenchimento dos tubos
capilares com sangue citratado bovino; B — Posicionamento dos tubos capilares sobre o
aparelho bucal dos carrapatos; C e D — Espécimes durante o processo de alimentacao
artificial por meio de tubos capilares.

O quinto experimento foi realizado com o objetivo de avaliar o comportamento de
fémeas de R. microplus alimentadas artificialmente, por meio de tubos capilares e ponteiras
plasticas (com capacidade de 1000uL, utilizadas para micropipetas automaticas). Dois grupos
de 11 carrapatos com peso de 40 a 69mg foram selecionados e fixados em bandejas de
poliestireno expandido, como descrito para 0s experimentos anteriores. Os tubos capilares,
repletos de sangue citratado bovino, foram depositados sobre os palpos e queliceras dos
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carrapatos, sendo substituidos a cada intervalo de 60 minutos, por um periodo de 12 horas. As
ponteiras plasticas foram posicionadas a extremidade de menor didmetro sobre os palpos e
queliceras dos carrapatos € mantidas com uma angulacdo aproximada de 45°, apoiadas sobre
um bloco de massa de modelar depositado na bandeja (Figura 4). Em seguida, as ponteiras
foram preenchidas com meio mililitro de sangue citratado bovino. As fémeas foram
submetidas a alimentacdo artificial por um periodo de sete horas. Durante os periodos de
alimentacdo, os carrapatos permaneceram em estufa do tipo BOD, a temperatura de 37 + 1°C
e umidade relativa de 80 + 5%. O grupo controle foi composto a partir de fémeas ingurgitadas
de R. microplus composto a partir de fémeas ingurgitadas de R. microplus alimentadas
naturalmente sobre o bovino e coletadas ap6s queda natural.

Figura 4. Alimentacdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus por meio de ponteiras plasticas. A e B — Fémeas R. microplus fixadas em
bandejas de poliestireno expandido com ponteiras plasticas apoiadas sobre blocos de massa
de modelar e posicionadas sobre o hipostémio dos carrapatos; C e D — Ponteiras plasticas
preenchidas com 0,5mL de sangue citratado bovino posicionadas sobre os palpos e as
queliceras dos carrapatos.

Em todos os experimentos, ao término dos periodos de alimentacdo in vitro, os

carrapatos foram lavados em agua destilada para remocéao do sangue ressecado e restos de fita
adesiva e pesados individualmente em balanca analitica para avaliagdo do ganho de peso.
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3.7 Aspectos Biologicos Analisados

Para avaliagdo dos aspectos bioldgicos, as fémeas foram acondicionadas em placas de
Petri, por fixacdo em posicdo dorsal com auxilio de fita adesiva e mantidas em estufa do tipo
BOD, sob temperatura de 27 + 1°C e 80 + 5% de umidade relativa do ar.

Observacdes diarias foram realizadas para o correto registro dos aspectos bioldgicos
da fase ndo-parasitaria de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus alimentadas
artificialmente e dos grupos controle.

A partir da metodologia empregada foi possivel a determinacdo, para cada grupo
experimental, dos seguintes parametros: peso das fémeas ingurgitadas (média dos pesos das
fémeas de cada grupo), periodo de pré-postura (periodo em dias entre o término da
alimentacdo das fémeas e o primeiro dia da postura.), peso da postura (somatorio dos pesos
das posturas diérias de cada fémea), indices de producdo de ovos e eficiéncia reprodutiva
(calculados segundo BENNETT, 1974 e MELENDEZ et al., 1998, respectivamente) e
percentual de eclosdo (estimativa visual da quantidade de larvas eclodidas em relagcdo a massa
total de ovos de cada fémea).

3.8 Analise Estatistica

Em todos os experimentos, para a comparacdo dos valores relativos ao peso das
fémeas antes e apos a alimentacdo artificial, em um mesmo grupo experimental, foi utilizado
o teste t de Student, a nivel de 5% de significancia.

Na anélise dos experimentos relacionados a alimentacdo artificial de fémeas
parcialmente ingurgitada de R. microplus, foram utilizados os testes de Duncan, quando o
namero de tratamentos foi superior a quatro (efeito do peso inicial, do intervalo entre a coleta
e o inicio da alimentacdo in vitro e de diferentes dietas) e o t de Student, quando avaliados até
quatro tratamentos (efeito da temperatura e dos dispositivos de alimentacdo). As médias
foram consideradas significativamente distintas quando p<0,05.

No primeiro experimento, verificou-se a tendéncia e a forca da associacdo da variavel
independente (faixa de peso) com as varidveis dependentes (peso adquirido, perda de peso e
percentual de peso atribuido a ingestdo de sangue) através da regressao linear.

Na avaliacdo dos aspectos bioldgicos da fase ndo-parasitaria peso da postura, indices
de producéo de ovos e de eficiéncia reprodutiva, que apresentaram uma distribui¢cdo normal
aplicou-se o teste de Duncan com nivel de 5% de significancia. No caso dos aspectos
referentes ao periodo de pré-postura e percentual de eclosdo larval, que apresentaram
distribuicdo ndo normal pelo teste Kolmogorov-Smirnov, mesmo apds transformacdo
logaritmica, a estratégica de analise foi ndo paramétrica, a partir do teste de Kruskal-Wallis a
nivel de significancia de 5%.

Para analise dos resultados utilizou-se o programa ASSISTAT Verséo 7.6 beta (2011)
e a escolha dos testes estatisticos foi realizada conforme Sampaio (2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Técnicas de Alimentacdo in vitro de Fémeas Parcialmente Ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus

As técnicas de alimentacdo artificial desenvolvidas neste estudo, quando aplicadas
para fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, demonstraram ser de facil
aplicacdo e, além disso, 0s materiais necessarios para sua execucao apresentaram baixo custo.

As modificagOes propostas a técnica de alimentacdo artificial de fémeas parcialmente
ingurgitadas de R. microplus descrita por Rangel (2008), como a imobilizacdo das pernas dos
carrapatos com fita adesiva de papel crepado foi necessaria, uma vez que em ensaios previos,
observou-se que as fémeas, continuamente, removiam os dispositivos de seu gnatossoma,
principalmente nas primeiras trés horas de alimentagdo in vitro. Apds este periodo inicial,
houve uma diminuicdo da remocdo dos dispositivos e, a medida que 0s carrapatos
aumentavam seu grau de ingurgitamento, a fita se desprendeu da bandeja, ndo prejudicando a
continuidade do processo de ingestdo de sangue pelos carrapatos. A imobilizacdo dos pares de
pernas dos carrapatos foi registrada nos estudos realizados por Chabaud (1950) e Burgdorfer
(1957) a partir da utilizacdo de parafina e massa de modelar, respectivamente.

Da mesma forma, a utilizacdo de fita dupla face na borda da bandeja garantiu uma
eficiente imobilizacdo dos dispositivos utilizados na alimentacdo artificial, o que facilitou o
manuseio da bandeja nos experimentos em que foi necessaria a substituicdo dos mesmos. Esta
fita adesiva foi utilizada com a mesma finalidade por Kocan et al. (2005), no estudo da
interacdo entre o carrapato D. variabilis e a riquétsia A. marginale.

No presente estudo, a pesagem dos carrapatos antes e apos a alimentacao artificial foi
uma maneira simples e eficiente para a determinacdo do ganho de peso dos grupos
alimentados artificialmente, assim como realizado por De La Vega et al. (2000), Abel (2004)
e Rangel (2008). Outros métodos utilizados na determinacdo do ganho de peso de carrapatos
alimentados artificialmente foram a marcagéo radioativa (BURGDORFER, 1957; JOYNER et
al., 1972; PURNELL et al., 1972; MACALUSO et al., 2001; BROADWATER et al., 2002),
microesferas fluorescentes (KOCAN et al., 2005), marcacdo do nivel de preenchimento dos
capilares (ALMAZAN et al., 2005), eletrogramas (McLEAN; KINGSLEY, 1964) e técnicas
moleculares (RECHAV et al., 1999; JASINSKAS et al., 2000; KOCAN et al., 2005;
SOARES et al., 2005). Estes métodos, apesar de eficientes, contribuem para o aumento dos
custos financeiros e para diminuir a praticidade da técnica de alimentacao artificial.

Além da ingestdo satisfatoria de sangue, o sucesso da alimentacdo artificial também
pode ser observado, em todos os experimentos, com a constatacdo a vista desarmada do
arredondamento dos idiossomas, a redugdo constante do conteudo dos dispositivos e a
excrecdo de guanina pela abertura anal (Figura 5). Além disso, as fémeas apds a alimentagéo
artificial ndo apresentaram alteragdo em sua morfologia quando comparadas com 0S grupos
controle. Resultados semelhantes aos observados por Rangel (2008), ao alimentar esta mesma
espécie de carrapato.

Informacdes disponiveis para o processo de nutri¢do do carrapato R. microplus (RIEK,
1965; TATCHEL et al., 1972; LONDT; ARTHUR, 1975; DE LA VEGA et al., 2003)
sugerem que a taxa de ingurgitamento das fémeas aumenta consideravelmente durante a fase
final do ciclo parasitario. Estes relatos foram comprovados em condic¢des artificiais no
presente estudo, a partir das técnicas de alimentacdo artificial por meio de tubos capilares e
ponteiras plasticas.
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Figura 5. Excrecdo de guanina em fémea de Rhipicephalus
microplus alimentada por meio de ponteira plastica, com
capacidade de 1000uL, utilizadas para micropipetas automaticas.

4.1.1 Tubos capilares

Na aplicacdo técnica de alimentacdo artificial por meio de tubos capilares, foi
observado o ressecamento do sangue na extremidade do capilar em contato com o aparelho
bucal dos carrapatos. Este evento atrapalhou o fluxo de sangue no tubo, o que justificou a
necessidade das trocas dos mesmos a cada 60 minutos para que o0 processo de alimentacdo nao
fosse prejudicado. A troca constante dos capilares apesar de ter permitido que os carrapatos
recebessem sangue fresco regularmente, tornou a técnica mais laboriosa. No presente estudo
foi demonstrado a possibilidade de aumento do intervalo de tempo entre as trocas dos tubos
capilares, proposto inicialmente para cada 30 minutos, conforme Rangel (2008).

Em geral, um volume de 11,5mL de sangue bovino foi suficiente para alimentar cada
grupo de carrapatos e repor o conteldo dos capilares que por ventura se apresentou ressecado
ou mesmo extravasado, durante o periodo de alimentagdo artificial.

4.1.2 Ponteiras plasticas

Com o emprego de ponteiras plasticas ndo foi observado ressecamento do sangue e 0s
carrapatos foram capazes de se alimentar de forma continua sem a necessidade de substituicéo
do contetido destes dispositivos.

O volume de sangue utilizado na alimentacdo por meio de tubos capilares, em
comparagdo com o utilizado na alimentagdo por meio de ponteiras plésticas foi reduzido para
5,5mL, uma vez que os 500uL depositados inicialmente permitiram o ingurgitamento do
carrapato sem a necessidade de reposi¢édo sucessiva de sangue.

4.2 Efeito das Faixas de Peso Inicial

Os resultados referentes ao peso médio das fémeas de R. microplus de cada grupo
experimental, antes e apo6s a alimentacdo artificial por meio de tubos capilares, bem como
ganho meédio de peso, perda de peso das fémeas e percentual de ingurgitamento, estdo
apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Influéncia do peso inicial na alimentacdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, por meio de tubos

capilares.

Faixas de Peso

Peso das Fémeas (mg)
Média + Desvio Padrédo

Perda de Peso*

Ingurgitamento**

(mg) Grupos N/n (Limite minimo — Limite méaximo) (mg) (%)
Antes Depois Adquirido
25,11 + 10,57° 99,38 + 50,23 74,27 + 44,738 1,76 +0,91°
10 - 39 I 10/10 38,47
(10,7 — 39,6) (30,9 - 173,9) (20,2 — 143,2) (0,5-3,7)
54,75 + 9,65° 152,24 + 30,62 97,49 + 31,07* 2,71 +1,58°
40 - 69 Il 10/10 58,91
(40,2 - 69,8) (118,7 — 217,1) (57,7 — 153,3) (0,9 -5,8)
82,96 + 11,012 133,42 + 77,60° 50,46 + 74,37"® 2,83 +0,97%¢
70 -99 " 10/4 51,62
(70,0 - 99,1) (68,0 — 287,4) (-4,8 — 188,3) (2,0-5,2)
112,11 + 8,83° 153,23 + 73,12 41,12 + 73,765 4,16 +1,47"®
100 - 129 \Y 10/3 59,29
(100,8 — 123,7) (102,2 — 285,6) (-5,6 — 163,8) (2,7-17,0)
145,99 + 10,29° 159,39 + 38,51° 13,40 + 35,66° 5,02 + 1,66"
130 - 159 Vv 10/3 61,62
(130,6 — 156,0) (127,0 — 235,5) (-4,9 — 91,5) (2,8-7,8)

N, nimero de fémeas expostas a tubos capilares; n, namero de fémeas alimentadas. Médias seguidas por letra minuscula igual, nas linhas e maitscula nas
colunas, ndo diferiram entre si, pelos testes t de Student e Duncan, ambos a nivel de 5% de significancia. *Registrada para fémeas de cada faixa de peso

inicial, apds um jejum de 24 horas. **Percentual estabelecido a partir do peso de fémeas oriundas de queda natural.
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As fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus das cinco faixas de peso
avaliadas foram capazes de ingerir sangue por meio de tubos capilares. Nos grupos, I (10-
39mg) e 1l (40-69mg) todos os carrapatos retomaram o processo de ingurgitamento in vitro,
sendo observada diferenca significativa (p<0,05) entre as médias dos pesos antes e depois de
24 horas de exposicdo aos capilares. No grupo Il (70-99mg), apenas quatro carrapatos se
alimentaram artificialmente, enquanto nos grupos IV (100-129mg) e V (130-159mg) este
evento foi verificado somente em trés carrapatos. Desta forma, ao se comparar o peso dos
carrapatos dos grupos Ill, IV e V antes e depois da alimentagéo artificial, ndo foi constatada
diferenca estatistica significativa (p>0,05).

O peso inicial demonstrou relacdo negativa (r* = 0,83) com o peso adquirido pelas
fémeas, pois a medida que se aumentou a faixa de peso dos carrapatos, houve um decréscimo
da capacidade de ingesté@o de sangue (Figura 6 e 7). Embora fémeas do grupo Il apresentaram
peso médio adquirido de 97,49mg, numericamente superior aos demais grupos, nao foi
observada diferenca estatistica significativa entre este valor e os pesos médios de 74,27 e
50,46mg observados nos grupos | e Ill, respectivamente. Para os carrapatos do grupo 1V
verificou-se um peso médio adquirido de 41,12mg, considerado estatisticamente igual aos
grupos | e 111, bem como ao grupo V, onde foi verificado peso médio adquirido de 13,40mg
apo6s a ingestdo de sangue por meio de tubos capilares. Apesar de ndo haver diferenca
estatistica significativa entre as diferentes faixas de peso observadas, as fémeas dos grupos | e
I apresentaram maior tendéncia de ganho de peso. Resultado semelhante ao encontrado por
Sakai (2010) na alimentacdo artificial de fémeas de R. sanguineus parcialmente ingurgitadas
em cdes. Esta autora verificou que as fémeas com faixas de peso iniciais de 20 a 35 e 36 a
50mg apresentaram melhor desempenho que os carrapatos com peso inicial acima de 50mg.
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Figura 6. Relacdo entre a faixa de peso inicial e 0 ganho médio de peso das fémeas
parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus microplus alimentadas por meio de tubos
capilares.
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Figura 7. Relacdo entre a faixa de peso inicial e 0 ganho médio de peso das fémeas
parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus microplus alimentadas por meio de tubos
capilares. Os grupos I, 11, Ill, IV e V representam as faixas de peso 10-39, 40-69, 70-99, 100-
129 e 130-159mg, respectivamente.

Os carrapatos do grupo Il foram capazes de aumentar 2,78 vezes seu peso médio
inicial, atingindo, ao término da alimentacdo artificial, um peso médio de 152,24mg,
considerado dentro da faixa de peso aceitavel para a espécie. Enquanto o grupo I, mesmo
aumentando 3,96 vezes seu peso médio inicial, resultou na obtencdo de fémeas com peso
médio final de 99,38mg, considerado abaixo da faixa de peso aceitavel para a espécie. Em
contra partida os carrapatos dos grupos Ill, IV e V, com peso inicial mais elevado
apresentaram aumento de 1,61; 1,36 e 1,09 vezes no peso médio das fémeas, respectivamente.
Embora os carrapatos da faixa de 10 a 39mg tenham ingerido uma quantidade significativa de
sangue in vitro é possivel que um periodo maior de exposicdo aos capilares seja necessario
para que as fémeas consigam completar seu processo de alimentacdo. Fémeas parcialmente
ingurgitadas na faixa de 40 a 69mg apresentaram peso médio final de 152,24mg apds 24 horas
de alimentag&o artificial por meio de tubos capilares, considerado dentro da faixa de peso
aceitavel para a espécie. Estes resultados sugerem que a retomada do processo de
ingurgitamento in vitro esta relacionada ao efeito da faixa de peso inicial das fémeas, uma vez
gue acima de 70mg as fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus ndo apresentaram
um rendimento satisfatorio quando alimentadas artificialmente por meio de tubos capilares.

Os resultados obtidos tornaram possivel aumentar o peso e reduzir o tempo necessario
para a alimentacdo artificial de fémeas de R. microplus por meio de tubos capilares. Neste
estudo, o peso médio das fémeas de R. microplus foi superior ao observado por Rangel
(2008), o qual verificou que fémeas com peso inicial de 40 a 70mg atingiram peso médio final
de 131,64mg, apos 36 horas de exposicdo aos capilares.

A determinacdo do peso inicial das fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus
submetidas a alimentacdo artificial por meio de tubos capilares influenciou no peso final dos
carrapatos. Embora todos os carrapatos utilizados estivessem dentro da faixa de peso proposta
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por Wharton e Utech (1970) houve diferenca estatistica entre o ganho de peso dos grupos
avaliados. A importancia do estabelecimento da faixa de peso para fémeas parcialmente
ingurgitadas alimentadas in vitro foi mencionada inicialmente por Losel et al. (1993) na
alimentacdo artificial de R. appendiculatus, onde observaram melhores resultados quando
utilizados carrapatos na faixa de 35 a 70mg. Observacdo semelhante a realizada por Rangel et
al. (2008) na alimentacdo de fémeas parcialmente ingurgitadas de D. nitens, onde verificaram
que os grupos de carrapatos com faixa de peso inicial de 61 a 100mg apresentaram maior
ganho de peso em relagdo aos grupos pesando entre 40 e 60mg.

A utilizacdo de fémeas parcialmente ingurgitadas com faixa de peso muito extensas
pode dificultar o éxito da alimentacdo artificial dos carrapatos por meio de tubos capilares.
Cunha et al. (2010) na alimentacdo in vitro de R. sanguineus ao utilizarem carrapatos com
faixa de peso inicial de 21,9 a 172,3mg observaram um ganho médio de peso de apenas 12mg
apos 24 horas de exposi¢do aos capilares.

Desta forma, é possivel que para cada espécie de carrapato, as fémeas parcialmente
ingurgitadas apresentem uma faixa de peso ideal na qual seja verificado um melhor
rendimento na alimentacéo artificial por meio de tubos capilares.

A faixa de peso inicial e a perda de peso das fémeas do grupo controle A
demonstraram relacdo positiva (> = 0,96) (Figura 8). Para as fémeas parcialmente
ingurgitadas com peso inicial de 10 a 39mg foi registrada perda meédia de 1,76mg,
considerada estatisticamente a menor perda de peso entre as cinco faixas de peso

y=0.026x + 1.048
r’=0.96

Perda de peso dos carrapatos
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Figura 8. Relacdo entre a faixa de peso inicial e a perda de peso das fémeas parcialmente
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus mantidas em jejum por um periodo de 24 horas
(Grupo Controle A).
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analisadas. Nas fémeas com peso inicial de 40 a 69 e 70 a 99mg, as perdas médias de peso dos
carrapatos foram de 2,71 e 2,83mg, respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica
significativa (p>0,05). As fémeas com peso inicial de 100 a 129mg apresentaram uma perda
média de 4,16mg, considerada estatisticamente igual (p>0,05) ao grupo de carrapatos com
peso inicial de 70 a 99mg, assim aos carrapatos com peso inicial de 130 a 159mg, onde foi
verificada perda média de peso nas fémeas de 5,02mg. Estes resultados indicam que 0s
carrapatos adultos provenientes de faixas de pesos iniciais acima de 70mg se encontravam em
maior estresse metabdlico, o que pode ter refletido na menor retomada do processo de
ingurgitamento desses carrapatos in vitro.

O peso médio das fémeas depois da alimentacdo artificial, em todas as faixas de peso,
apresentou diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo controle B, do qual se obteve
fémeas com peso médio de 258,42mg. A partir deste valor foram calculados os percentuais de
ingurgitamento de 38,47; 58,91; 51,62; 59,29 e 61,62% para os grupos I, I, I, IV e V,
respectivamente. No entanto, o calculo do percentual de ingurgitamento ndo permitiu
evidenciar a relacdo entre a alimentacdo artificial e 0 ganho de peso das fémeas. Esta relacdo
foi determinada através de uma regra de trés simples, entre o peso adquirido e 0 peso das
fémeas depois da alimentacao, ao qual foi conferida a equivaléncia de 100%. Nos grupos I, 11,
I, 1V e V, o peso atribuido a ingestdo de sangue in vitro foi de 74,73; 64,03; 37,82; 26,83 e
8,41% respectivamente. Verificou-se uma relacdo negativa (r* = 0,98) (Figura 9) entre as
faixas de peso iniciais e o percentual do peso das fémeas derivado da alimentacgéo artificial.
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Figura 9. Relacdo entre a faixa de peso inicial e o percentual do peso das fémeas adquirido
durante a alimentacgéo artificial. Os grupos I, I1, I1l, IV e V representam as faixas de peso 10-
39, 40-69, 70-99, 100-129 e 130-159mg, respectivamente.
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4.3 Intervalo entre a Coleta e o Inicio da Alimentacao Artificial

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados referentes ao peso médio das fémeas de
R. microplus de cada grupo experimental, antes e apds a alimentacdo artificial por meio de
tubos capilares, assim como o ganho médio de peso, o ingurgitamento proporcional e a
analise estatistica comparativa de todos os intervalos analisados entre a coleta das fémeas e o
inicio da alimentacéo artificial.

Os pesos médios das fémeas parcialmente ingurgitadas antes do inicio da alimentagéo
artificial nos grupos | (fémeas expostas aos capilares uma hora ap6s serem removidas do
bovino), 1l (fémeas expostas aos capilares trés horas apds serem removidas do bovino), Il
(fémeas expostas aos capilares seis horas ap6s serem removidas do bovino), IV (fémeas
expostas aos capilares nove horas apds serem removidas do bovino) e V (fémeas expostas aos
capilares 12 horas ap0s serem removidas do bovino) foram de 52,51; 54,73; 54,07; 54,74 e
54,52mg, respectivamente, ndo sendo observado diferenca estatistica significativa (p>0,05), o
que era esperado, devido a metodologia de distribuicdo das fémeas utilizada para a formacao
dos grupos.

Independente do intervalo entre a coleta e o inicio da exposi¢do aos tubos capilares, as
fémeas parcialmente ingurgitadas foram capazes de ingerir uma quantidade significativa de
sangue bovino, o que foi comprovado pela diferenca estatistica existente entre 0 peso médio
das fémeas antes e 24 horas ap6s a alimentac&o artificial por meio de tubos capilares.

Em estudos prévios, a permanéncia dos carrapatos fora da estufa BOD por um periodo
igual ou superior a duas horas, reduziu fortemente a capacidade destes em retomar o0 processo
de ingurgitamento por meio da técnica de alimentacdo artificial que utiliza tubos capilares
(comunicacéo pessoal).

Depois da alimentacdo artificial por meio de tubos capilares, as fémeas dos grupos I,
I, 11, IV e V apresentaram pesos meédios de 142,41; 150,17; 145,96; 150,52 e 155,35mg,
assim como, pesos médios adquiridos de 89,90; 95,45; 91,89; 95,78 e 100,84mg,
respectivamente, ambos considerados estatisticamente iguais entre si (p>0,05).

Os resultados obtidos neste experimento contrariam as observagdes realizadas em
estudos anteriores, que preconizaram a imediata alimentacdo dos carrapatos apds sua remocao
do hospedeiro vertebrado (ABEL, 2004; RANGEL, 2008; CUNHA, 2010).

Com excecdo dos grupos | e Ill, verificou-se a perda de peso nas fémeas apos a
alimentacéo artificial por meio de tubos capilares. Nos grupos Il e V, apenas duas fémeas ndo
foram capazes de retomar o processo de ingurgitamento e, no grupo 1V, a perda de peso foi
observada em trés fémeas. Por terem ocorrido em numero reduzido, essas perdas de peso
provavelmente foram causadas por fatores intrinsecos, inerentes a cada espécime e ndo pelo
efeito dos intervalos entre a coleta e o inicio da alimentacéo in vitro.

Um percentual de ingurgitamento foi calculado para as fémeas dos cinco grupos
experimentais atribuindo-se ao peso medio das fémeas do grupo controle a equivaléncia de
100%. Os percentuais obtidos foram de 58,88; 58,11; 56,48; 58,25 e 60,12% para 0s grupos
submetidos aos capilares nos intervalos de um, trés, seis, nove e 12 horas entre a coleta e o
inicio de alimentacdo in vitro, respectivamente. Estes resultados foram semelhantes ao
observado por Rangel (2008), que obteve percentual de ingurgitamento de 63,64% para
fémeas de R. microplus alimentadas por meio de tubos capilares por 36 horas.

Ainda, estes resultados indicam a possibilidade de reproducdo desse experimento,
mesmo em instituicdes onde seja dificil a obtencdo de carrapatos em curto espaco de tempo,
uma vez que as fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus, quando mantidas sob
condigdes controladas de temperatura a 27+1°C e de umidade relativa do ar a 80+5%,
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Tabela 2. Efeito do intervalo entre a coleta e inicio da alimentagdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus
microplus, por meio de tubos capilares.

Peso das Fémeas (mg)

Intervalos Meédia + Desvio Padrdo

Grupos N/n Ingurgitamento™ (%)
(horas) (Limite minimo — Limite maximo)
Antes Depois Adquirido

. | " 52,51 + 7,35"° 142,41 + 43,44 89,90 + 40,174 58 88
(40,2 - 69,8) (118,7 — 217,1) (57,7 — 153,3) ’

; | " 54,73 + 9,23 150,17 + 70,79 95,45 + 74,75% 5811
(43 - 69,8) (48,3 — 249,4) (-3,6 — 193,9) ’

5 " " 54,07 + 8,95 145,96 + 74,30™ 91,89 + 71,96" 56.48
(40,8 — 67,8) (56,9 — 275,2) (-1,9 — 209,7) ’

5 v "y 54,74 + 9,10%° 150,52 + 70,83 95,78 + 70,73* 58 25
(40,2 — 68,5) (45,1 — 237,8) (-3,8-172,8) ’

b v " 54,52 + 8,71 155,35 + 81,91 100,84 + 78,56" 5012
(42,9 — 69,4) (43,0 — 260,5) (-3,6 — 197,7) ’

N, nimero de fémeas expostas a tubos capilares; n, nimero de fémeas alimentadas. Médias seguidas por letra minuscula igual, nas linhas e maitscula nas
colunas, ndo diferiram entre si, pelos testes t de Student e Duncan, respectivamente, ambos ao nivel de 5% de significancia. *Percentual estabelecido a partir do
peso de fémeas oriundas de queda natural.
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permaneceram viaveis para a alimentacao artificial por um periodo de até 12 horas ap0s coleta
no hospedeiro vertebrado.

4.4 Efeito de Diferentes Formas de Apresentacdo do Sangue Bovino

O peso médio das fémeas antes e depois da alimentacdo artificial por meio de tubos
capilares, assim como o peso medio adquirido e o percentual de ingurgitamento, estdo
apresentados na Tabela 3.

Os pesos médios das fémeas parcialmente ingurgitadas antes do inicio da alimentagéo
artificial nos grupos | (alimentado com sangue total bovino, na concentracdo final de um
mililitro de citrato de sodio para dez mililitros de sangue), 1l (alimentado com sangue total
bovino, na concentracao final de um mililitro de citrato de sddio para 20 mililitros de sangue),
I11 (alimentado com sangue total bovino, na concentragédo final de trés unidades internacionais
de heparina sodica por mililitro de sangue), 1V (alimentado com sangue total bovino, na
concentracdo final de dez unidades internacionais de heparina sédica por mililitro de sangue)
e V (alimentado com sangue total bovino desfibrinado) foram de 52,51; 54,43; 54,59; 54,37 e
54,18mg, respectivamente, ndo sendo observada diferenca estatistica significativa (p>0,05), o
que era esperado, devido a metodologia de distribuicdo das fémeas utilizada para a formacéo
dos grupos.

Em todos os grupos experimentais, as fémeas parcialmente ingurgitadas foram capazes

de ingerir uma quantidade significativa de sangue bovino, o que foi comprovado pela
diferenca estatistica (p<0,05) existente entre o0 peso médio das fémeas antes e 24 horas apds a
alimentacéo artificial por meio de tubos capilares.
Fémeas alimentadas por meio de tubos capilares alcancaram pesos médios de 142,41; 132,47,
143,81; 143,37 e 133,18mg, nos grupos I, II, 11, IV e V, respectivamente, considerados
estatisticamente iguais (p>0,05). Da mesma forma, os pesos médios adquiridos encontrados,
89,90; 78,05; 89,22; 89,00 e 79,00mg para os grupos I, II, Ill, IV e V, respectivamente,
também ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05). Resultado semelhante ao verificado
por Chabaud (1950), ao utilizar dietas constituidas por agua, solucdo salina, soro e sangue
desfibrinado de cobaia e liquido proveniente de ascite em rato. Assim como, De La Vega et
al. (2000) na alimentacdo artificial de fémeas em jejum de R. microplus verificaram que a
utilizacdo dos tubos capilares ndo apresentou efeito deletério sobre os carrapatos, ou no seu
posterior desenvolvimento sobre o bovino, independente do tipo de sangue utilizado,
heparinizado ou desfibrinado.

No entanto, para algumas espécies de carrapatos foi possivel observar o efeito de
diferentes dietas oferecidas por meio de tubos capilares. Gregson (1956) concluiu que
carrapatos D. andersoni consumiram mais ativamente o sangue heparinizado em relacdo ao
plasma de carneiro. Para R. appendiculatus foi observado o inverso, uma vez que maiores
volumes de plasma e soro foram consumidos em relacdo ao sangue heparinizado ou
desfibrinado de bovino (JOYNER; PURNELL, 1968).

Independente da forma como o sangue total bovino foi testado, foram verificadas perdas de
peso em fémeas de R. microplus alimentadas por meio de tubos capilares. No grupo I, a perda
de peso foi observada em apenas um carrapato. Nos grupos I, Il e IV, foram registradas
perdas de peso em trés, dois e trés carrapatos, respectivamente. Enquanto no grupo V
verificou-se perda de peso em quatro carrapatos. Com relagdo a perda de peso obtida em
alguns especimes é importante ressaltar que, mesmo com 0s numerosos critérios adotados
para garantir amostras homogéneas, ndo houve intervencdo na variabilidade genética dos
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Tabela 3. Efeito de diferentes formas de apresentagcdo do sangue bovino sobre a alimentagéo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus, por meio de tubos capilares.

Peso das Fémeas (mg)
Sangue Total Média + Desvio Padrao

3 Grupos N/n Ingurgitamento™ (%)
(concentragao) (Limite minimo — Limite maximo)
Antes Depois Adquirido

Citratado | 110 52,51 + 7,35 142,41 + 43,44 89,90 + 40,174 58 88
(1:10) (40,2 - 69,8) (118,7 —217,1) (57,7 - 153,3) ’

Citratado | " 54,43 + 7,85"° 132,47 + 64,64 78,05 + 65,77* 5126
(1:20) (40,8 — 62,3) (50,6 — 228,2) (-4,4 - 170,2) ’

Heparinizado " " 54,59 + 10,27"° 143,81 + 79,09 89,22 + 80,83" 55 65
(3U1) (41,8 - 69,8) (43,1-281,9) (-7,1-229,5) ’

Heparinizado y " 54,37 + 7,26"° 143,37 + 66,97 89,00 * 66,20" 55 48
(10L1) (45,1 — 65,6) (41,4 — 225,5) (-4,9 — 168,3) ’

Desfibrinad v 7 54,18 + 7,62"° 133,18 + 74,51 79,00 *+ 75,33* 5154
estidbrinaao ,

(43,0 - 67,5) (52,0 — 234,6) (-2,7-172,3)

N, numero de fémeas expostas a tubos capilares; n, nimero de fémeas alimentadas. Médias seguidas por pelo menos uma letra mintscula igual, nas linhas e
maiuscula nas colunas, ndo diferiram entre si, pelos testes t de Student e Duncan, respectivamente, ambos ao nivel de 5% de significancia. *Percentual
estabelecido a partir do peso de fémeas oriundas de queda natural.
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carrapatos e a possibilidade de ndo ingestdo de sangue ndo estava descartada. Nos grupos Il e
V, os tratamentos aplicados ao sangue bovino apresentaram como inconveniente, a maior
densidade da dieta utilizada, o que dificultou seu fluxo no interior do capilar, além de tornar
necessaria a troca dos capilares em intervalos inferiores ao observado para as outras dietas,
em decorréncia de um ressecamento mais acelerado do sangue.

Um percentual de ingurgitamento foi calculado para as fémeas dos cinco grupos
experimentais atribuindo-se ao peso medio das fémeas do grupo controle a equivaléncia de
100%. Os percentuais obtidos foram de 58,88; 51,26; 55,65; 55,48 e 51,54% para 0s grupos I,
I, I, IV e V, respectivamente.

A avaliagdo dos aspectos biologicos da fase ndo-parasitaria das fémeas de R.
microplus, apresentados na Tabela 4, comprovou ndo haver diferenca quanto a forma como o
sangue total bovino foi utilizado, na alimentacéo artificial dos grupos I, 11, Ill, IV e V. Estes
resultados contrariam afirmacao realizada por De La Vega et al. (2000), de que a utilizacdo do
anticoagulante heparina sédica provocou efeito toxico sobre o desenvolvimento embrionério
dos carrapatos.

A técnica de tubos capilares ofereceu um método alternativo para a alimentacdo de
fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus dentro do qual a forma de apresentacdo do
sangue pode ser variada de acordo com o prop6sito experimental.
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Tabela 4. Aspectos bioldgicos da fase ndo-parasitaria de fémeas Rhipicephalus microplus alimentadas,

anticoagulantes e desfibrinado, por meio de tubos capilares.

com sangue bovino total, diluido em

Tratamentos aplicados ao sangue bovino total

Aspectos bioldgicos Citrato de sédio Heparina sédica Desfibrinado Controle*
1:10 1:20 3Ul 10U1
142,41 +43,44° 13247 +64,64° 143,81 +79,09° 143,37 + 66,97 133,18 + 74,51 258,42+44,43°
Peso das fémeas (mg)
(118,7-217,1) (50,6 — 228,2) (43,1-281,9)  (41,4-2255) (52,0 — 234,6) (170,00 — 334,70)
_ 3,18+0,40° 3,00+0,00? 3,45+0,93° 2,91+0,30° 3,09+0,30° 3,18+0,40°
Periodo de Pré-Postura (dias)
(3,00 — 4,00) (3,00 — 3,00) (3,00- 6,00) (2,00 — 3,00) (3,00 — 4,00) (3,00 — 4,00)
61,00+26,63" 61,27+43,44° 54,24+43,05° 70,93+40,76° 64,09+46,13" 142,47+28,12°
Peso da postura (mg)
(10,4 - 114,2) (3,0 -121,3) (0,0 —133,9) (8,9 — 118,2) (10,3-130,2) (75,1 - 172,4)
40,86+7,75° 42 17+21 478 37,73+16,71° 44,78+11,97° 42,22+12,73° 57,37+18,34°

indice de producéo de ovos (%)
(24,24 — 52,60)

35,01+12,08°

indice de eficiéncia reprodutiva (%)
(17,43 - 52,60)

84,55+19,16°
Ecloséao (%)

(50,00 — 100,00) (50,00 — 100,00)

(2,97 - 86,70)

38,68+23,51°
(2,08 —86,70)

86,36+20,14°

(0,00 — 54,68)

28,56+20,67°
(0,00 - 54,68)

68,18+40,70°

(0,00 — 100,00)

(21,50 — 54,67)

40,62+12,34°
(19,35 - 54,67)

90,91+13,00°

(60,00 — 100,00)

(19,81 - 55,75)

35,08,62+16,00°
(11,19 — 55,75)

80,91+23,43"
(40,00 — 100,00)

(27,47 — 96,30)

51,65+17,61°
(27,47 — 86,67)

90,91+13,75"
(60,00 — 100,00)

Médias seguidas de letras mindsculas iguais nas linhas ndo diferiram entre si, pelos testes Duncan ou Kruskal-Wallis, ambos ao nivel de 5% de significancia.
* Fémeas alimentadas em bovinos e recuperadas ap6s queda natural.
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4.5 Influéncia de Diferentes Temperaturas

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados referentes ao peso médio de fémeas de
R. microplus antes e depois da exposicdo aos tubos capilares. Assim como, o peso médio
adquirido e o percentual de ingurgitamento dos carrapatos, em todas as temperaturas e
periodos de alimentagdo analisados.

Os pesos médios das fémeas parcialmente ingurgitadas antes do inicio da alimentacdo
artificial nos grupos | (fémeas mantidas a 32°C e alimentadas por 12 horas), Il (fémeas
mantidas a 32°C e alimentadas por 24 horas), 11l (fémeas mantidas a 37°C e alimentadas por
12 horas) e IV (fémeas mantidas a 37°C e alimentadas por 24 horas) foram de 53,61; 54,25;
54,95 e 54,72mg, respectivamente, ndo sendo observada diferenca estatistica significativa
(p>0,05), o que era esperado, devido a metodologia de distribui¢do das fémeas utilizada para
a formacéo dos grupos.

Verificou-se diferenca estatistica (p<0,05) no peso médio de fémeas de R. microplus
antes e ap6s a alimentacdo, em todos os grupos experimentais. No entanto, foi possivel
observar carrapatos que ndo foram capazes de ingerir sangue, em ambas as faixas de
temperatura. No grupo |, a perda de peso foi observada em quatro carrapatos, enquanto que
nos grupos Il e IV, a perda de peso foi registrada em apenas um carrapato. No grupo IlI,
nenhum carrapato demonstrou perda de peso quando submetido a alimentacdo por meio de
tubos capilares.

No grupo | (fémeas alimentadas sob temperatura de 32°C por 12 horas), as fémeas
apresentaram valores médios de 99,25 e 45,65mg, em relacdo ao peso final e ganho de peso,
respectivamente, considerados estatisticamente inferiores (p<0,05) aos demais grupos
experimentais. Estes resultados foram semelhantes aos observados por Rangel (2008) para
fémeas de R. microplus alimentadas em estufa a temperatura de 27°C por 12 horas, as quais
obtiveram peso médio de 85,57mg e ganho médio de peso de 41,40mg. Nos grupos I, 1l e
IV, depois da alimentacéo artificial as fémeas apresentaram pesos médios de 176,08; 160,10 e
177,00mg e ganhos médios de 121,83; 105,15; e 122,28mg, respectivamente. Os resultados
observados nestes grupos foram superiores aos encontrados por Rangel (2008) (Figura 10),
para fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus alimentadas em estufa BOD a
temperatura de 27°C. Este autor verificou fémeas com peso médio final de 119,69 e 131,64mg
e ganho médio de peso de 67,53 e 79,47mg, ap0os 24 e 36 horas de exposicdo aos capilares,
respectivamente.

A utilizacdo de temperaturas mais elevadas tornou possivel aumentar o ganho médio
de peso dos carrapatos. Além disso, as fémeas alimentadas por 12 horas sob temperatura de
37°C foram capazes de atingir 0 mesmo grau de ingurgitamento observado em fémeas
alimentadas por 24 horas.

Um percentual de ingurgitamento foi calculado para as fémeas dos quatro grupos
experimentais atribuindo-se ao peso médio das fémeas do grupo controle equivaléncia a
100%. Os percentuais obtidos foram de 39,96; 70,89; 64,46 e 71,26% para os grupos |, II, 11l
e IV, respectivamente. Verificou-se um aumento neste percentual, em relagcdo a experimentos
anteriores quando se trabalhou a temperatura de 27°C (RANGEL, 2008).

A grande vantagem deste experimento foi manter o sangue aquecido a temperatura
préxima a do hospedeiro natural sem, entretanto, aquecer demais o ambiente do carrapato
para evitar ressecamento. A utilizacdo de estufas do tipo BOD proporcionou o
desenvolvimento do trabalho totalmente a 32 ou 37°C e umidade relativa de 80 + 5%, visto
que todas as atividades inerentes aos processo de alimentacdo foram realizados dentro da

40



Tabela 5. Efeito de diferentes temperaturas sobre a alimentacdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus

microplus, por meio de tubos capilares.

Peso das Fémeas (mg)

Periodos de ]
Temperaturas AIimentagéo Grupos N/ Média + Desvio Padrao Ingurgltamento*
(°C) (Limite minimo — Limite méximo) (%)
(horas)
Adquirido
” | wn 53,61 + 5,81°° 99,25 + 50,4652 45,65 + 50,535 20,95
(47,0 -61,7) (45,6 — 173,8) (-4,3 - 124,1) ’
32
2 | 110 54,25 + 6,30°° 176,08 + 55,86 121,83 +56,104 70,89
(45,0 — 64,6) (54,6 — 244,6) (-2,3—196,4) ’
> " " 54,95 + 8,23°° 160,10 + 24,45"2 105,15 + 24,344 6445
(41,2 — 66,2) (118,9 — 188,3) (77,5 — 145,6) '
37
54,72 + 7,65"° 177,00 + 65,622 122,28 + 69,95
24 \Y; 11/10 71,26

(43,0 - 69,3) (62,8 — 283,5) (-6,5 — 240,5)

N, nimero de fémeas expostas a tubos capilares; n, nimero de fémeas alimentadas. Médias seguidas por pelo menos uma letra minascula igual, nas linhas e
maiuscula nas colunas, ndo diferiram entre si, pelo teste t de Student, ao nivel de 5% de significancia. *Percentual estabelecido a partir do peso de fémeas

oriundas de queda natural.
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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¢cGes normais de
motilidade apds serem retirados das bandejas. Ainda, os carrapatos retomaram o processo de
ingurgitamento imediatamente ap6s o posicionamento dos capilares sobre seu hipostémio,
sendo, em alguns casos, necessaria a substituicdo dos capilares em intervalos inferiores a 60
minutos. Nos experimentos realizados por Chabaud (1950) e Purnell e Joyner (1967), a
temperatura do sistema de alimentacdo 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.

._.

I

]
]

B ]2 horas

—

2

o
1

24 horas

—

o

o
1

80 7

Ganho médiode peso(mg)
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27 32 37

Temperaturas ()

Figura 11. Ganho médio de peso de fémeas de Rhipicephalus microplus alimentadas
artificialmente por meio de tubos capilares, nos periodos de 12 e 24 horas, sob condicBes
controladas de temperaturas de 27, 32 e 37°C. Os resultados obtidos a temperatura de 27°C
foram compilados de Rangel (2008).

A temperatura estabelecida para a experimentacdo nos diferentes trabalhos variou
muito, de acordo com a espécie de carrapato, desde 27°C a 37°C (ABEL, 2004; WILLADSEN
et al., 1984). A alimentacao artificial de D. nitens e A. cajennense em estufa BOD a
temperautra de 27°C foi suficiente para garantir que 0s carrapatos completassem seu
ingurgitamento in vitro (RANGEL et al., 2008; ABEL et al., em analise). No entanto, quando
utilizada a mesma temperatura para alimentar fémeas parcialmente ingurgitadas de R.
sanguineus, 0s carrapatos ndo ingeriram a quantidade de sangue necessaria para completar seu
ingurgitamento (CUNHA et al., 2010; SAKAI, 2010). Segundo Chabaud (1950) o sucesso da
alimentacéo artificial depende da padronizagdo de uma temperatura adequada para a ingestao
das dietas oferecidas.
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4.6 Dispositivos de Alimentacao

Os resultados referentes ao peso médio das fémeas de R. microplus antes e depois da
alimentacdo in vitro, peso médio adquirido e percentual de ingurgitamento dos carrapatos,
estdo apresentados na Tabela 6.

Os pesos médios das fémeas parcialmente ingurgitadas antes do inicio da alimentagéo
artificial nos grupos alimentados por meio de tubos capilares e ponteiras plasticas foram de
54,95 e 48,97mg, respectivamente, ndo sendo observada diferenca estatistica significativa
(p>0,05), o que era esperado, devido a metodologia de distribuicdo das fémeas utilizada para
a formacéo dos grupos.

Independente do dispositivo utilizado observou-se que, com o0 aumento do grau de
ingurgitamento os carrapatos passaram a elevar o histerossoma (Figura 12), de tal forma que
na extremidade oposta, 0 gnatossoma em associacdo com o dispositivo entrou em contato com
a base da bandeja, 0 que provocou o extravasamento do sangue.

Figura 12. Elevacdo do histerossoma de fémea de
Rhipicephalus microplus alimentada por meio de ponteira
plastica e desprendimento da fita de papel crepado da bandeja.

Como o objetivo do uso das ponteiras foi oferecer um maior volume de sangue aos
carrapatos, evitando-se trocas sucessivas da dieta, optou-se por encerrar 0 processo de
alimentacdo artificial ap6s sete horas, quando se detectou o extravasamento do conteldo nas
primeiras ponteiras. Esta decisdo ndo foi atribuida aos grupos alimentados por meio de tubos
capilares, uma vez que nos intervalos de tempo estabelecidos para troca dos mesmos, as
fémeas foram reposicionadas de forma a evitar o contato do dispositivo com a bandeja.

Nos grupos experimentais se observou diferenca estatistica (p<0,05) no peso medio de
fémeas R. microplus antes e apds a alimentag&o in vitro. Todos os carrapatos expostos a tubos
capilares e ponteiras por 12 e sete horas, respectivamente, foram capazes de retomar o
processo de ingestdo de sangue.

Na alimentacdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus por
meio de ponteiras plasticas, carrapatos com peso médio inicial de 48,97mg, alcangaram peso
médio final de 200,17mg, o que representou um ganho medio de 151,20mg (Figura 13). Estes
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Tabela 6. Efeito de dispositivos utilizados para a alimentacdo de fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus microplus.

Peso das Fémeas (mg)

Periodos de - . . )
Dispositivos de alimentacio i Média + Desvio Padréo Ingurgitamento™
alimentacao artificial (horas) (Limite minimo — Limite méximo) (%)
Antes Depois Adquirido
_ 54,95 + 8,23 160,10 + 24,45 105,15 + 24,34°
Tubo capilar 12 11/11 64,46
(41,2 - 66,2) (118,9 - 188,3) (77,5 — 145,6)
_ _ 48,97 +9,097° 200,17 £19,92"* 151,20 + 24,78"
Ponteira plastica 7 11/11 80,59
(40,4 — 66,5) (178,8 — 236,0) (120,8 — 194,3)

N, nimero de fémeas expostas a tubos capilares; n, nimero de fémeas alimentadas. Médias seguidas por pelo menos uma letra minudscula igual, nas linhas e
maidscula nas colunas, ndo diferiram entre si, pelo teste t de Student, ao nivel de 5% de significancia. *Percentual estabelecido a partir do peso de fémeas

oriundas de queda natural.
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resultados foram considerados estatisticamente superiores (p<0,05) ao peso médio de
160,10mg e ao ganho médio de 105,15mg obtidos para fémeas de R. microplus alimentadas
por meio de tubos capilares. Ainda, os resultados obtidos com a utilizacdo de ponteiras
plésticas foram superiores aos observados por Willadsen et al. (1984), que verificaram fémeas
de R. microplus com peso médio de 189,8mg, apos alimentacdo por meio de pipetas Pasteur.

Figura 13. Fémea de Rhipicephalus microplus antes (A) e apds (B)
alimentacdo artificial por meio de ponteiras pléasticas.

4.7 Aspectos Bioldgicos da Fase ndo-Parasitaria de Fémeas de Rhipicephalus microplus
Os aspectos biologicos relativos a fase ndo-parasitaria de fémeas Rhipicephalus

microplus, mantidas em estufa do tipo BOD a temperatura de 27+1°C e umidade relativa do ar
de 80+5%, sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Aspectos biologicos da fase ndo-parasitaria de fémeas de Rhipicephalus microplus alimentadas artificialmente e oriundas de queda

natural.
Dispositivos, temperaturas e periodos de alimentagdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus
Aspectos Controle
bioldgicos Tubo capilar Tubo capilar Ponteira plastica
37°C
12 horas 24 horas 12 horas 24 horas 7 horas
Peso das fémeas 99,25+50,46° 176,08+55,86" 160,10+24,45° 177,00+65,62° 200,17+19,92" 248,37+43,48°
(mg) (45,6 - 173,8) (54,6 — 244,6) (118,9 - 188,3) (62,8 — 283,5) (178,8 — 236,0) (200,8 — 333,9)
Periodo de Pré- 3,09+0,83% 2,91+0,30® 3,36+0,67% 2,55+0,52° 2,91+0,54% 3,45+0,52%
Postura (dias) (2,00 — 5,00) (2,00 — 3,00) (2,00- 3,00) (2,00 — 3,00) (2,00 — 4,00) (3,00 — 4,00)
Peso da postura 36,65+23,93¢ 64,90+22,39° 68,20+19,14° 75,12+28,83°¢ 100,94+17,64° 131,27+43,21°
(mg) (10,06 — 72,50) (14,90 - 85,70) (49,80 - 93,80) (21,2 - 116,30) (69,5 - 128,0) (61,4 - 235,3)
indice de produgao 34,08+7,67° 36,36+5,19% 47,01£7,46% 41,87+4,23"™ 50,40+6,97° 52,58+12,12°

de ovos (%)

indice de eficiéncia
reprodutiva (%)

Eclosédo (%)

(23,25 — 45,41)

29,98+11,59°
(3,48 — 45,41)

88,18+26,39%

(10,00 — 100,00)

(27,29 — 42,25)

30,25+7,81°
(17,54 — 41,80)

83,64+19,122

(50,00 — 100,00)

(29,17 — 56,37)

31,15+13,71°
(11,67 — 52,76)

64,55+22,96°

(40,00 — 100,00)

(33,76 — 47,15)

34,15+9,13°
(16,33 — 47,15)

80,91+17,58°

(40,00 — 100,00)

(37,03 - 57,47)

40,09+15,08%
(10,36 — 57,47)

80,00+27,93°

(20,00 — 100,00)

(26,78 — 70,47)

48,53+13,05%
(24,10 — 70,47)

91,82+8,74%
(80,00 — 100,00)

Médias seguidas de letras minUsculas iguais nas linhas ndo diferiram entre si, pelos testes Duncan e Kruskal-Wallis, ambos ao nivel de 5% de significancia.
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Segundo Chabaud (1950), o acompanhamento dos aspectos bioldgicos dos carrapatos
constitui a forma mais adequada para avaliar a eficiéncia das técnicas de alimentacéo in vitro.
O peso médio das fémeas ingurgitadas de R. microplus do grupo controle foi de 248,37 mg,
resultado este préximo ao descrito por Benavides (1984), Bittencourt (1990), Barreira (2001)
e De La Vega et al. (2007) trabalhando em condigdes semelhantes, onde os valores foram de
245,5; 258,2; 256,4 e 258,7 mg, respectivamente. No entanto, este resultado mostrou-se
superior quando confrontado com os valores médios de 228,0 e 233,9mg obtidos por De La
Vega et al. (2003) e De La Vega et al. (2007). Apesar do peso médio das fémeas do grupo
controle encontrado neste estudo apresentar semelhancas e diferencas quando confrontado
com os dados encontrados na literatura, podemos considera-lo normal. A partir destas
observacdes, podemos sugerir que, as variagdes encontradas estdo relacionadas as diferentes
cepas de R. microplus, variacbes climéticas das diferentes regides, fatores genéticos e
imunoldgicos dos hospedeiros.

Os valores obtidos neste trabalho para os diferentes grupos de fémeas alimentadas
artificialmente apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle. Os pesos
médios das fémeas apds a alimentacdo artificial por meio de capilares foram de 99,25 e
176,08mg para os grupos alimentados sob temperatura de 32°C por 12 e 24 horas,
respectivamente, havendo diferenca estatistica significativa entre os grupos (p<0,05). Em
ambiente controlado de temperatura a 37°C, as fémeas apresentaram peso médio de 160,10,
177,00 e 200,17mg, nos grupos expostos a capilares por 12 e 24 horas e no grupo alimentado
por meio de ponteiras plasticas por sete horas, respectivamente, ndo sendo observada
diferenca significativas entre os grupos (p>0,05). Com excec¢do do grupo alimentado sob
temperatura de 32°C por 12 horas, os resultados foram superiores aos observados por Rangel
(2008) ao avaliar os aspectos biologicos da fase ndo parasitaria de fémeas de R. microplus
alimentadas por meio de tubos capilares, quando obteve fémeas com peso médio final de
131,64mg, apos 36 horas de exposicdo aos capilares. Da mesma forma, estes resultados foram
semelhantes ao observado por Willadsen et al. (1984), que verificou fémeas com peso médio
final de 189,8mg ao utilizar pipetas Pasteur na alimentacdo artificial de fémeas de R.
microplus.

Todas as fémeas de R. microplus alimentadas artificialmente foram capazes de realizar
posturas viaveis. O periodo médio de pré-postura das fémeas ingurgitadas de R. microplus
que constituiram o grupo controle neste experimento foi de 3,45 dias, valor este semelhante
aos observados por Alvarado e Gonzales (1979), Davey et al. (1980), Bittencourt (1990),
Furlong (1990) e Gloria et al. (1993), que encontraram resultados de 3,00; 3,00; 2,80; 3,27 e
2,91dias, respectivamente. Para fémeas alimentadas artificialmente, os periodos médios de
pré-postura foram de 3,09 e 2,91 dias em fémeas submetidas a tubos capilares por 12 e 24
horas, respectivamente; 3,36 e 2,55 dias em fémeas alimentadas por meio de tubos capilares
em estufa a 37°C por 12 e 24 horas, respectivamente; e 2,91 dias em fémeas alimentadas por
meio de ponteiras plasticas a 37°C por sete horas. Os valores relativos ao periodo de pré-
postura para as fémeas que constituiram o grupo controle e 0s grupos alimentados
artificialmente, ndo apresentaram diferencas significativas entre si, com exce¢do do grupo
alimentado a temperatura de 37°C por 24 horas. Com base nestas observacdes pode-se sugerir
que a alimentacdo das fémeas em ambiente controlado sob temperaturas de 37°C por um
periodo de 24 horas pode ter aumentado a taxa metabolica dos carrapatos e favorecido o
encurtamento do periodo de pré-postura. Ao contrario das observacdes realizadas por Rangel
(2008), o tempo despendido com a pré-postura ndo apresentou relagdo com o peso das fémeas
ingurgitadas.
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O peso medio da postura das fémeas de R. microplus dos grupos experimentais
apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo controle, onde foi observado
o valor médio de 131,27mg. Resultado semelhante ao observado por Gléria et al. (1993) de
140,08mg para fémeas resistentes a carrapaticidas. Entretanto, este valor foi inferior aos
encontrados por Gloria et al. (1993) e Bittencourt (1990) de 155,6mg para fémeas sensiveis a
carrapaticida e 151mg para fémeas de R. microplus de origem bovina, respectivamente. O
menor peso da postura obtido nos carrapatos alimentados artificialmente se justifica em
funcdo deste depender do grau de ingurgitamento das fémeas (RANGEL, 2008) (Figura 14).
Na comparacao 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. No grupo exposto a tubos capilares em ambiente controlado a temperatura de 32°C
por 24 horas, 0 peso medio foi de 64,90mg, considerado estatisticamente igual (p>0,05) 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. Peso médio da postura superior, 100,94mg, foi observado 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 resultado apresentou
semelhanca aos pesos médios de postura de 111,52 e 91,31mg obtidos por Furlong (1990) e
Barreira (2001).

BN Fémeas T Postura

250
200
o 1504
E _
2
L 1004 —
N I |:| |:| |:|
i B in B
| | | | | |
12 hs 24 hs 12 hs 24 hs 7hs Controle
Tubo capilar Tubo capilar Ponteira
32°C 37 °C 37 °C

Figura 14. Peso médio das fémeas alimentadas artificialmente por meio de diferentes
dispositivos e temperaturas e o peso médio de suas respectivas massas de ovos.
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O indice médio de producéo de ovos dos grupos alimentados a 32°C por 12 e 24 horas
foi de 34,08% e 36,36%, considerados iguais estatisticamente (p>0,05). Estes resultados
foram inferiores aos encontrados por Davey et al. (1980), Costa (1982), Benavides (1984),
Gléria et al. (1993) e Barreira (2001). Os carrapatos do grupo exposto a tubos capilares em
ambiente controlado a temperatura de 37°C por 24 horas apresentaram indice médio de
41,87%, ndo havendo diferenca estatistica (p>0,05) entre este valor e os indices de 36,36% e
47,01% obtidos nos grupos expostos a tubos capilares em estufa a temperatura de 32°C por 24
horas e 37°C por 12 horas, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com o0s
reportados por Rangel (2008), em condigdes semelhantes, que obteve indices médios de
producdo de ovos de 37,70 e 46,33% nos grupos submetidos a alimentacéo artificial por meio
de tubos capilares por 12 e 24 horas, respectivamente. Nos carrapatos do grupo exposto a
ponteiras plasticas por sete horas, o indice médio de producdo de ovos encontrado, 50,40%,
foi considerado estatisticamente semelhante (p>0,05) ao do grupo alimentado por meio de
tubos capilares em estufa a temperatura de 37°C por 12 horas e ao indice do grupo controle,
que apresentou percentual médio de 52,58%. Os resultados descritos para estes grupos foram
semelhantes ao encontrado por Benavides (1984), que verificou percentual médio de
producdo de ovos de 48,5%. No entanto, este resultado mostrou-se inferior quando
confrontado com os valores médios obtidos por Davey et al. (1980) e Bittencourt (1990), os
quais encontraram percentuais de 57,95 e 58,50, respectivamente. Assim como 0s percentuais
obtidos por Gldria et al. (1993) de 78,70 e 78,60% para carrapatos sensiveis e resistentes a
carrapaticidas, respectivamente. As diferencas e semelhangas observadas entre os resultados
obtidos neste estudo e na literatura estdo diretamente relacionadas as variacGes encontradas
para o peso inicial das fémeas ingurgitadas e peso da postura dos respectivos experimentos.

O valor médio encontrado para o indice de eficiéncia reprodutiva foi de 48,53% para o
grupo controle, considerado satisfatério quando comparado com outros registros da literatura
(DAVEY et al., 1980; BARREIRA, 2001; GLORIA et al., 1993) Para as fémeas dos grupos
alimentados por meio de tubos capilares sob temperatura de 32°C e 37°C nos periodos de 12 e
24 horas os indices médios encontrados foram de 29,98; 30,25; 31,15 e 34,15%,
respectivamente, considerados estatisticamente inferiores (p<0,05) ao indice do grupo
controle, evidenciando o efeito, da utilizacdo de tubos capilares sobre a eficiéncia das fémeas
em converter 0 sangue ingerido em ovos. Segundo Bennet (1974), a baixa conversao de
sangue em ovos ndo esta relacionada ao peso dos carrapatos ingurgitados, mas sim a uma
possivel falha no mecanismo de concentracdo do sangue. Assim, 0s carrapatos alimentados
por meio de tubos capilares apresentaram uma maior proporcdo de plasma e, portanto, um
aporte nutricional inferior para producéo de ovos do que o restante da populacdo. Nas fémeas
alimentadas por meio de ponteiras plasticas o indice medio de eficiéncia reprodutiva foi de
40,09%, considerado semelhante ao grupo controle (p>0,05). Independente da temperatura,
do periodo e dispositivo de alimentacdo utilizado, ndo foi observada diferenca estatistica
(p>0,05) entre os grupos experimentais.

O percentual médio de eclosdo das larvas originadas das amostras de ovos relacionado
ao grupo controle foi de 91,82%. Para as fémeas alimentadas artificialmente, os percentuais
médios observados foram de 88,18; 83,64; 64,55; 80,91 e 80,00%, para 0S grupos expostos
aos tubos capilares em estufa sob temperatura de 32°C e 37°C nos periodos de 12 e 24 horas e
para os grupos alimentados por meio de ponteira por sete horas, respectivamente. Na
comparacao entre os percentuais médios de eclosédo larval dos grupos experimentais e 0 grupo
controle ndo foi encontrada diferencas estatisticas significativas. Apesar das variagOes
observadas nos valores apresentados neste estudo, resultados semelhantes foram propostos
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por Costa (1982) e Barreira (1990), que observaram percentuais médios de eclosdo de 80 e
89%, respectivamente. Resultados superiores foram encontrados por Gloria et al. (1993), que
obtiveram percentuais de 100 e 98,33% para fémeas de R. microplus sensiveis e resistentes a
carrapaticidas, respectivamente. A semelhanca nos resultados dos grupos experimentais e
controle indicam que a ingestdo de sangue in vitro ndo causou efeito deletério em fémeas de
R. microplus.

51



6 CONCLUSOES

Com base nos resultados observados na alimentacao artificial de fémeas parcialmente
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus, pode-se concluir que:

Fémeas parcialmente ingurgitadas com peso inicial de 40-69mg apresentaram melhor
tendéncia de ganho de peso quando submetidas a alimentacdo artificial por meio de tubos
capilares.

A manutencdo das fémeas parcialmente ingurgitadas em temperatura de 27+1°C e
umidade relativa do ar de 80+5% apds coleta no hospedeiro vertebrado garantiu a retomada
do processo de alimentacdo in vitro por um intervalo de até 12 horas.

Independente se desfibrinado ou diluido em diferentes concentracdes dos
anticoagulantes citrato de sodio e heparina sodica, o sangue bovino garantiu equivalente grau
de ingurgitamento e aspectos bioldgicos entre as fémeas.

A alimentacdo das fémeas parcialmente ingurgitadas em estufa a temperatura de 37°C
e umidade relativa do ar de 80+5% permitiu reduzir o tempo de exposi¢do aos tubos capilares
de 24 para 12 horas.

A alimentacdo das fémeas parcialmente ingurgitadas, por meio de ponteiras plasticas,
com capacidade de 1000uL, em estufa a temperatura de 37°C e umidade relativa do ar de
80+5% garantiu o ingurgitamento dos espécimes em sete horas.

A alimentacdo artificial ndo apresentou efeito deletério sobre os aspectos bioldgicos da
fase ndo-parasitaria desta espécie.
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