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RESUMO

RANGEL, Charles Passos. Alimentacéo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) por meio de
tubos capilares. 2008. 34p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinérias, Parasitologia
Veterindria). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Alimentacdo artificial € uma ferramenta importante, por constituir opcao para minimizar o uso
de animais na experimentacao cientifica propiciando estudo da transmissdo de bioagentes na
auséncia do hospedeiro vertebrado. Os objetivos deste estudo foram alimentar artificialmente,
por meio de tubos capilares, fémeas parcialmente ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus previamente alimentadas em bovinos e verificar a influéncia da
técnica, nos aspectos biologicos da fase ndo-parasitaria desta espécie. Fémeas pesando entre
40,6 e 69,7 miligramas foram separadas em quatro grupos de peso homogéneo, com 10
fémeas cada e fixadas em bandejas de isopor com auxilio de fita dupla face. Para alimentacéo
artificial, tubos de microhematdcrito contendo sangue bovino citratado foram posicionados
sobre o aparelho bucal dos carrapatos. Os grupos foram alimentados por 6, 12, 24, 36 horas,
sendo mantidos em estufa, a temperatura de 27 + 1°C e umidade superior a 80%. Apds
alimentacéo artificial, os carrapatos foram pesados para verificacdo da ingestdo de sangue.
Para acompanhamento dos aspectos bioldgicos, os carrapatos foram fixados em placas de
Petri, e incubados nas mesmas condic¢des de temperatura e umidade descritas acima. O grupo
controle foi formado a partir de fémeas ingurgitadas oriundas de bovinos infestados
experimentalmente, mantidas nas mesmas condicdes de temperatura e umidade dos grupos
alimentados artificialmente. Para analise estatistica utilizou-se anélise de variancia e teste de
Tukey com nivel de significancia 5%, para comparagdes das médias. Os pesos médios em
miligrama adquiridos foram 12,33+15,17; 33,41+21,27; 67,53+27,57; 79,47+45,53 nos
grupos 6, 12, 24, 36 horas, respectivamente. Os dois grupos expostos por menos tempo aos
capilares apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao ganho médio de peso do grupo de
36 horas. A partir de 24 horas de alimentacdo foi observada diferenca significativa entre os
aspectos bioldgicos dos grupos alimentados artificialmente, exceto para o periodo de postura.
Embora as fémeas alimentadas artificialmente por meio de tubos capilares ndo tenham
atingido ingurgitamento total, os resultados apresentados demonstram que a técnica ndo
apresentou efeito deletério sobre os aspectos biologicos da espécie.

Palavras-chave: Ixodideo, carrapato, alimentacdo in vitro



ABSTRACT

RANGEL, Charles Passos. Artificial feeding of partially engorged female tick
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) through
capillary tubes. 2008. 34p. Dissertation (Master Science in Veterinary Science, Veterinary
Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Artificial feeding is an important tool, as an option to minimize the use of animals in scientific
experiments, providing study of the transmission of bioagentes in the absence of vertebrate
host. The objectives of this study were artificially food through capillary tubes females
partially engorged of the tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus previously fed on cattle
and to check the influence of the technique in the biological aspects of non-parasitic phase
this species. Females weighing between 40,6 and 69,7 milligrams were separated into four
groups of homogeneous weight, with 10 females in each and set on trays of styrofoam with
double-sided tape. For artificial feeding tubes of microhematocrit containing blood citrated
cattle were placed on the apparatus mouthpiece of ticks. The groups were fed by six, 12, 24,
36 hours, being kept under temperature of 27 + 1 ° C and humidity above 80%. After artificial
feeding, the ticks were weighed to verify the ingestion of blood. To monitoring the biological
aspects, the ticks were set in Petri dishes, and kept in the same controled temperature and
humidity, describe above. The control group was formed by engorged females from cattle,
being kept in the same conditions of temperature and humidity of the groups artificially fed.
For statistical analysis was used variance analysis and Tukey's test with a significance level of
5%, for comparisons of means. The average weights acquired in milligrams were 12.33 +
15.17; 33.41 £ 21.27; 67.53 + 27.57; 79.47 £ 45.53 in groups 6, 12, 24, 36 hours, respectively.
The two groups exposed for less time to capillaries, showed statistical difference compared
with the gain average of weight of the group of 36 hours. From 24 hours of feeding was
observed significant difference between the biological aspects of the groups artificially fed,
except for the posture period. Although the females artificially fed through capillary tubes
have not reached full engorgiment, the findings show that the technique did not presented
deleterious effect on the biological aspects of this species.

Key words: Ixodideo, tick, in vitro feeding
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) é uma espécie de carrapato
amplamente distribuida nos paises de clima tropical, sendo encontrada naturalmente
parasitando bovinos. Além destes, ha relatos de outras espécies animais atuando como
hospedeiros alternativos, entre elas eqlideos, pequenos ruminantes, canideos, felideos,
animais silvestres e seres humanos. Este carrapato apresenta importancia econémico-sanitaria
por causar danos diretos aos animais e atuar como vetor de diferentes patdgenos. Os prejuizos
causados por esse carrapato a pecudria brasileira superam dois bilhdes de ddlares por ano (GRISI
et al., 2002).

Estudos envolvendo o carrapato R. (B.) microplus em laborat6rio apresentam custo
elevado em decorréncia da necessidade de infra-estrutura, manutencao dos animais e mao-de-
obra especializada. Além disso, a comunidade cientifica, preocupada com questdes
relacionadas a ética, vem estimulando cada vez mais a diminuicdo do uso de animais na
experimentacdo cientifica e a adocdo de métodos alternativos. Neste contexto, a alimentagdo
artificial é uma ferramenta importante por possibilitar a analise dos aspectos bioldgicos e a
avaliacdo da eficiéncia de R. (B.) microplus como vetor, além de tornar possivel a redugdo do
numero de animais de laboratorio necessarios em pesquisas que envolvam a transmisséo de
bioagentes.

A manutencdo de artrépodes in vitro tem sido Gtil em pesquisas envolvendo a
sensibilidade e a resisténcia de carrapatos aos acaricidas sisttmicos, reduzindo gastos
econbmicos e na determinacdo da concentracdo minima de um patdgeno para infectar
artropodes. No estudo dos componentes da saliva de carrapatos, possibilita 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
transmissdo de patdgenos, sem levar em conta as interacbes parasito-hospedeiro, e para
investigacdo e determinagdo de substancias fago-estimulantes e das exigéncias nutricionais de
artrépodes (KROBER; GUERIN, 2007).

As diferentes estratégias de alimentacdo observadas nas familias Ixodidae e Argasidae
determinam as dificuldades inerentes ao estabelecimento de protocolos alternativos para a
manutencdo destes artropodes em laboratério. Os carrapatos ixodideos necessitam de maior
tempo de fixacdo e de uma serie de reacGes do hospedeiro para 0 seu ingurgitamento,
enquanto que os argasideos se alimentam em poucos minutos e causam rea¢es de menor
intensidade no hospedeiro. Desta maneira, 0s ixodideos destacam-se como 0 grupo de
carrapatos que apresenta menor progresso quanto ao desenvolvimento de um sistema de
alimentacéo artificial, capaz de atender as suas exigéncias.

Muitas tentativas de alimentacdo e/ou infeccdo artificial de carrapatos com bioagentes
vém sendo conduzidas utilizando-se tubos capilares, membranas naturais e artificiais
(BURGDORFER, 1957; KEMP et al., 1975). No Brasil, estudos referentes a alimentacéo
artificial de carrapatos obtiveram éxito com o uso de tubos capilares e membranas artificiais
(MOURA et al., 1997; ABEL, 1999; FONSECA et al., 1999; ABEL, 2004;).

Na literatura internacional, sdo encontrados diversos registros de alimentacao artificial
de estagios imaturos e de adultos jovens do carrapato R. (B.) microplus (PIERCE; PIERCE,
1956; KEMP et al., 1975; WALKER et al., 1979; DE LA VEGA et al., 2000). No entanto,
poucos estudos tém sido realizados com intuito de avaliar a influéncia desta técnica sobre o
ganho de peso e os aspectos bioldgicos deste carrapato. Assim sendo, o presente estudo
objetivou alimentar fémeas parcialmente ingurgitadas do carrapato R. (B.) microplus por meio
de tubos capilares e descrever os aspectos bioldgicos da fase ndo-parasitaria desta espécie.
Este trabalho faz parte de uma linha de pesquisa mais ampla, em desenvolvimento no



Laboratorio de Doengas Parasitarias da Universidade Federal do Rio de Janeiro, que visa
aperfeicoar os sistemas de alimentacdo artificial de carrapatos e obter dados sobre a biologia
das espécies de carrapatos alimentadas in vitro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Técnicas de alimentacao artificial de carrapatos

2.1.1 Alimentacéo artificial por meio de tubos capilares

A técnica que utiliza tubos capilares foi descrita pela primeira vez por Chabaud
(1950), para alimentacdo artificial dos carrapatos Hyalomma excavatum, Hyalomma
dromedarii, Dermacentor reticulatus e Rhipicephalus sanguineus. Desde entdo, outras
especies de ixodideos foram alimentadas e/ou infectadas através desta técnica
(BURGDORFER, 1957; PURNELL; JOYNER, 1967; WALKER et al., 1979; LOSEL et al.,
1993; GERN et al., 1990; DE LA VEGA et al., 2000; KOCAN et al., 2005). O unico relato
bem sucedido da utilizacdo de microcapilares para alimentar e infectar carrapatos argasideos
foi realizado por Rau; Hannoun (1968).

A utilizagdo da alimentacgéo artificial por meio de tubos capilares apresenta vantagens
frente as demais técnicas de alimentacdo in vitro devido ao seu baixo custo financeiro e por
permitir melhor seguranca no manuseio dos microrganismos, quando € empregada em estudos
envolvendo transmissdo de patégenos (BROADWATER et al., 2002). Além disso, possibilita
expor carrapatos a agentes patogénicos, sem a utilizacdo de hospedeiros infectados e fornece
aos carrapatos uma variada fonte de alimentacdo para fins experimentais. Walker et al. (1979)
utilizaram sangue total citratado na infec¢do de Rhipicephalus appendiculatus por Theileria
parva. Outros autores optaram por utilizar sangue total desfibrinado (DE LA VEGA et al.,
2000), heparinizado (RAU; HANNOUN, 1968; DE LA VEGA et al., 2000) ou com EDTA
(KOCAN et al., 2005), plasma (JOYNER; PURNELL, 1968), soros de animais (JOYNER,;
PURNELL, 1968; LOSEL et al., 1993; RECHAV et al., 2000; ALMAZAN et al., 2005) e
meios de cultura contendo patdégenos (BURGDORFER, 1957; GERN et al., 1990; ABEL,
1999; MACALUSO et al., 2001; BROADWATER et al., 2002; SONENSHINE et al., 2002;
KOCAN et al., 2005).

A fonte de alimentacéo, assim como o tempo de exposi¢do aos capilares pode variar de
acordo com os objetivos do estudo e a espécie de carrapato analisada. Na alimentacdo
artificial de fémeas de Boophilus microplus recém mudadas o periodo de exposi¢do aos
capilares foi de 35 minutos (DE LA VEGA et al. 2000). Em 2004, Abel trabalhando com a
alimentacdo artificial por meio de tubos capilares de fémeas do carrapato Amblyomma
cajennense observou uma ingestdo significativa de sangue a partir de seis dias para fémeas
inicialmente em jejum e de seis horas para fémeas previamente alimentadas em coelhos.

A metodologia empregada em muitos trabalhos consiste em fixar os carrapatos em
placas de Petri ou em laminas de microscopia com a face ventral voltada para cima, com
auxilio de plasticina ou fita dupla face (BURGDORFER, 1957; RAU; HANNOUN, 1968;
KOCAN et al., 2005). Estudos realizados no Brasil alcancaram éxito com a utilizacdo de
bandejas de isopor para a fixacdo dos carrapatos (ABEL, 2004; CUNHA et al., 2006;
TEIXEIRA et al., 2006).

Ainda ndo existem relatos sobre a obtencdo de espécimes completamente ingurgitados
utilizando-se a técnica de alimentacdo artificial por meio de tubos capilares. Para a realizacao
desta técnica os carrapatos necessitam passar por uma prévia alimentacdo, até atingirem a fase
rapida de alimentacdo (BROADWATER et al., 2002; ABEL, 2004; KOCAN et al., 2005). Ou
entdo, sao expostos ainda em jejum aos capilares e em seguida retornam aos hospedeiros para
completarem seu ingurgitamento (BURGDORFER, 1957; WALKER et al., 1979; DE LA
VEGA et al., 2000; ABEL, 2004).

O uso de capilares foi empregado no estudo da transmissédo de Leptospira pomona por
Amblyomma maculatum, bem como, de Dermacentor andersoni como um possivel vetor da
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raiva, por Burgdofer (1957). Ainda, Purnell; Joyner (1967); Purnell (1970); Walker et al.,
(1979) estudaram diferentes aspectos da transmissdo da T. parva por R. appendiculatus com a
utilizacdo desta técnica.

Nos estudos sobre a transmissdo de Borrelia burgdorferi, a técnica de tubos capilares
foi usada para infectar os carrapatos Ixodes ricinus, I. hexagonus, I. loricatus, I. pacificus e I.
scapularis (MONIN et al., 1989; GERN et al., 1990, 1991; HU et al., 1992; TOUTOUNGI;
GERN, 1993; LI; LANE, 1996; HU et al., 1996; ABEL, 1999; BROADWATER et al., 2002).
Rechav et al. (1999); Macaluso et al., (2001); Kocan et al., (2005) também empregaram a
mesma técnica para infectar Ehrlichia chaffeensis e outras rickéttsias como Anaplasma
marginale, Rickettsia montana e R. rhipicephali, no carrapato D. variabilis.

Os microcapilares tém sido utilizados no estudo das propriedades antigénicas e do
conteddo de prostaglandinas E2 da saliva dos carrapatos (BENAVIDES; WALKER, 1992;
INOKUMA et al., 1994), e na avaliagdo da resisténcia de bovideos e coelhos ao carrapato R.
appendiculatus (LOSEL et al., 1993). Almazan et al. (2005) alimentaram artificialmente o
carrapato |. scapularis por meio de tubos capilares para a detec¢do de antigenos capazes de
induzir uma resposta vacinal a varias espécies de carrapatos.

Existem controvérsias com relacdo a introducdo dos palpos no interior do capilar.
Purnell; Joyner (1967) observaram que a presenca ou auséncia dos palpos no interior do
capilar ndo modificou a capacidade de alimentacdo de R. appendiculatus. Joyner; Purnell
(1968); Rau; Hannoun (1968); Abel (1999); Macaluso et al. (2001); Broadwater et al. (2002);
Sonenshine et al. (2002); Abel (2004) inseriram todas as pecas bucais dos carrapatos no
interior do capilar. Enquanto, Chabaud (1950); Jasinskas et al. (2000); Rechav et al. (2000) e
Soares et al. (2005) deixaram os palpos fora dos capilares.

A simplicidade da técnica de tubos capilares ¢ de fundamental interesse em estudos
que visam a infeccdo de estagios imaturos de carrapatos, pois € menos invasiva do que outros
métodos de infeccdo como, por exemplo, a injecdo percutanea (KOCAN et al., 1986;
POLLACK et al., 1991; GERN et al., 1996; RECHAYV et al., 1999; BROADWATER et al.,
2002).

2.1.2 Alimentacdo artificial através de membranas naturais

Chumakov et al. (1945 apud ABBASSY, et al., 1994), registraram a primeira tentativa
de alimentar carrapatos através de membranas naturais. Em 1977, Mango; Galun conseguiram
completar o ciclo biolégico do carrapato Ornithodoros moubata em laboratério, utilizando
membranas preparadas a partir de asas de morcego.

A alimentacdo artificial de carrapatos da familia Argasidae em membranas naturais
tem sido utilizada com sucesso em laboratério (HABEDANK; HIEPE, 1993). No entanto,
quando se trata de carrapatos ixodideos maiores dificuldades sdo observadas em decorréncia
de deterioragdo da membrana e contaminacdo do sangue, devido ao longo periodo de
alimentacdo necessario ao ingurgitamento dessas espécies.

Devido a complexidade deste modelo de alimentacdo, poucos estudos tém sido
realizados in vitro utilizando membranas para a alimentagdo e/ou infeccdo desses vetores,
(JOYNER; PURNELL, 1968; KEMP et al., 1975; WETZEL, 1979; KUHNERT et al., 1995;
MOURA et al., 1997). A utilizacdo de membranas bioldgicas na alimentagdo de carrapatos
nem sempre tem sido capaz de permitir a fixacdo e a ingestdo de sangue por carrapatos
(LANGLEY, 1969). Chabaud (1950) apontou como outras desvantagens desta técnica de
alimentacdo in vitro as complicacdes quanto ao preparo das membranas. Além do alto custo
empregado para impedir a decomposicio e contaminagdo destas (KROBER; GUERIN, 2007).

Entre os relatos de aplicacdo da alimentacdo artificial de carrapatos através de
membranas naturais inclui-se a membrana corioalantéide de ovos embrionados de galinha
(BURGDORFER; PICKENS, 1954; PIERCE; PIERCE, 1956; HOOD et al., 1976),
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membranas de asa de morcego (MANGO; GALUN, 1977), pele de coelhos (TAWFIC;
GUIRGIS, 1969; HOWARTH; HOKAMA, 1983; VOIGT et al., 1993; MUSYOKI et al.,
2004; BONNET et al., 2007), mesentério e pele de bovinos (KEMP et al., 1975; VOIGT et
al., 1993), camundongos (HOWARTH; HOKAMA, 1983; BURKOT et al., 2001), gerbis
(BONNET et al., 2007), suinos (OSBORNE; MELLOR, 1985) e aves (TAWFIC; GUIRGIS,
1969; UCHIKAWA, 1976; OSBORNE; MELLOR, 1985; ABBASSY, et al., 1994).

A membrana corioalantide de ovos embrionados de galinha foi empregada com
sucesso na alimentacao, em laboratério, dos carrapatos Ornithodoros moubata, O. turicata, O.
parkeri, O. hermsi, porém o mesmo nao foi observado para o carrapato Argas reflexus
(BURGDORFER; PICKENS, 1954). Membrana semelhante foi utilizada no ingurgitamento
de larvas de B. microplus (PIERCE; PIERCE, 1956) e na manutenc¢do de col6nias de O.
moubata (HOOD et al.,, 1976). Em trabalho envolvendo a transmissdo de patégenos
cultivados em ovos, Burgdorfer; Pickens (1954) conseguiram infectar os carrapatos O.
moubata e O. turicata com Coxiella burnetti, Bacterium tularense, Leptospira
icterohaemorrhagiae e o virus da encefalopatia eqiina do oeste.

A membrana da asa de morcego foi empregada na manutencdo in vitro do ciclo de O.
moubata (MANGO; GALUN, 1977). Avaliando dois tipos de membranas naturais na
alimentacdo de A. arboreus, Tawfic; Guirgis, (1969) observaram que 0s carrapatos nao se
alimentaram através de membranas de ceco e pele de coelhos, mas obtiveram bons resultados
qguando os carrapatos foram expostos a membranas de englavio e pele de aves. Howarth;
Hokama (1983) utilizaram pele de coelho e camundongo na transmisséo de A. marginale por
D. andersoni. Voigt et al., (1993) utilizaram com sucesso membrana de pele de coelho na
manutencdo, em laboratério, dos carrapatos A. variegatum e O. savignyi. Na utilizacdo de
membranas provenientes de pele de coelhos para alimentar e infectar o estagio adulto do
carrapato R. appendiculatus, Musyoki et al. (2004) observaram que 0 peso e a taxa de
infeccdo dos carrapatos alimentados artificialmente ndo diferiu dos carrapatos alimentados
sobre bovinos. Bonnet et al. (2007), a fim de reproduzir in vitro a parte do ciclo do parasita
Babesia divergens que ocorre no vetor, realizaram a infeccdo experimental de 1. ricinus,
utilizando a técnica de alimentacdo artificial através de membrana de pele de gerbil e de
coelho.

A partir de membrana proveniente de pele bovina, Kemp et al. (1975), observaram o
ingurgitamento de larvas de B. microplus. Este tipo de membrana foi empregado no estudo da
transmissdo de T. mutans e Cowdria ruminatium por A. variegatum (VOIGT et al., 1993).
Burkot et al. (2001) infectaram com éxito carrapatos adultos de I. scapularis, com B.
burgdorferi, através de alimentacdo artificial em membrana de camundongo. Em 1976,
Uchikawa conseguiu alimentar o argasideo A. japonicus através de membrana oriunda de pele
de galinha. O mesmo trabalho tentou sem sucesso a transmissao in vitro do virus da encefalite
japonesa.

A fonte de alimentacdo pode ser meio de cultura (KEMP et al., 1975), papa de
heméacias (HOWARTH; HOKAMA, 1983), sangue total (UCHIKAWA, 1976; ABEL, 1999)
sangue desfibrinado, heparinizado ou citratado (TAWFIK, GUIRGIS, 1969; UCHIKAWA,
1976; MANGO; GALUN, 1977; OSBORNE; MELLOR, 1985; BONNET et al., 2007) e
sangue desfibrinado associado a meio de cultura e patégenos (BURKOT et al., 2001). Estas
fontes necessitam de troca periddica e aquecimento, para promover aos carrapatos condi¢des
adequadas para sua fixacdo a membrana e posterior ingestdo da fonte de alimentacdo
oferecida.

Geralmente, utilizam-se chapas aquecedoras, (MANGO; GALUN, 1977), ou estufas
incubadoras (VOIGT et al., 1993; BONNET et al., 2007), para manutencdo da temperatura
deste sistema de alimentacdo artificial. Fatores como umidade relativa e concentracdo de gas
carbdnico também podem ser trabalhados, objetivando melhores resultados na utilizacdo de
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membranas naturais para a alimentacdo artificial de carrapatos (KEMP et al., 1975; VOIGT et
al., 1993).

No caso da alimentacdo e/ou infeccdo de carrapatos ixodideos é necessario também a
adicdo de antimicrobianos devido ao longo periodo de alimentacdo necessario (KEMP et al.,
1975; VOIGT et al., 1993; MUSYOKI, et al., 2004; BONNET et al., 2007).

2.1.3 Alimentacao artificial através de membranas artificiais

Embora os carrapatos argasideos apresentem boa adaptacdo a esta técnica de
alimentacéo artificial, alcangando com éxito o ingurgitamento quando expostos a diferentes
tipos de membranas artificiais (DE MEILLON; GOLDBERG, 1967), os carrapatos ixodideos
ndo sdo igualmente induzidos, devido a dificuldade de se estabelecer superficies artificiais que
apresentem os estimulos adequados a fixacdo e a alimentacdo desses carrapatos.

Os primeiros estudos da utilizagdo de membranas artificiais para a manutencdo e/ou
infeccdo de artropodes empregaram membranas de parafilme (HADDON, 1956). Mas, com o
desenvolvimento deste sistema de alimentacdo outros materiais também foram utilizados,
como por exemplo, membranas de celofane (TAWFIC; GUIRGUIS, 1969), nailon (TAWFIC;
GUIRGUIS, 1969), latex (KIRCH et al., 1991), silicone (OSBORNE; MELLOR, 1986;
HABEDANK; HIEPE, 1993; MOURA et al., 1997; FONSECA et al., 1999) e brauduche
(WALLADE et al., 1991, 1993, 1995).

A membrana de parafilme tem sido utilizada para manutencdo em laboratério do
carrapato, O. moubata, na auséncia do hospedeiro vertebrado (HABEDANK; HIEPE, 1993;
HABEDANK et al., 1994). Kirch et al. (1991) utilizaram membrana semelhante no estudo da
morfologia das hemécias de bovinos sofrendo digest&o in vivo no intestino de O. concanensis.
As membranas deste material sdo a prova d’agua, semitransparentes, inodoras, insipidas e
flexiveis. Em geral, a face da membrana onde os carrapatos sdo expostos é recoberta por uma
camada fina de pélo (HOKAMA et al., 1987).

Utilizando membranas naturais e artificiais para a alimentacdo do argasideo A.
arboreus, Tawfic; Guirguis, (1969) desenvolveram um sistema de alimentacao in vitro através
de membranas de celofane e nailon, mas ndo obtiveram sucesso. A membrana de latex foi
desenvolvida a partir de pedacos de luvas cirdrgicas por Kirch et al. (1991) para a alimentacéo
de ninfas do carrapato O. concanensis, sendo obtido um pequeno percentual de ninfas
alimentadas.

A utilizacdo de membranas artificiais, pela praticidade e facil obtencdo do material,
parece ser mais adequada para alimentacao artificial de carrapatos. Melhores resultados foram
obtidos com as membranas de silicone e baudruche, por permitirem melhor fixacéo,
ingurgitamento, desprendimento, oviposicdo e muda de diferentes fases da vida de diferentes
espécies de carrapatos.

Segundo Burg et al. (1993) a membrana de silicone oferece vantagens em relacdo as
demais membranas artificiais pelo baixo custo do material necessario para sua confeccgéo, por
ndo permitir o refluxo sanguineo, ser reutilizavel, autoclavavel e a textura de sua superficie
poder ser modificada de acordo com as exigéncias do artropode a ser alimentado. A
membrana de silicone ja foi utilizada na manutencdo em laboratério dos carrapatos O.
moubata, A. cajennense, A. (Persicargas) miniatus, D. nuttalli, H. excavatum, I. holocyclus
(STONE et al., 1983; OSBORNE; MELLOR, 1986; HABEDANK; HIEPE, 1993;
HABEDANK et al., 1994, MOURA et al., 1997; FONSECA et al., 1999). Kuhnert et al.
(1995) ao utilizar a mesma membrana conseguiram manter artificialmente, todo o ciclo de
vida de A. hebraeum em laboratério. Esta membrana apresenta uma de suas faces
completamente lisa com as fibras do tecido passando por baixo da superficie, enquanto que no
lado oposto as fibras do tecido se projetam imediatamente acima da superficie, resultando
numa superficie que se assemelha a textura da pele natural, sendo desnecessaria a utilizacao
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de pélos como estimulo tatil. No sistema de alimentacéo artificial, esta face fica voltada para o
recipiente onde estara o carrapato, enquanto que a face lisa fica em contato com o sangue.
Essas membranas podem ser utilizadas sucessivas vezes, desde que lavadas com &gua e
detergente neutro e autoclavadas (FONSECA et al., 1999).

O dispositivo de alimentacdo artificial de carrapatos que utiliza membranas
modificadas de Baudruche foi desenvolvido por (WALLADE et al., 1991) na alimentacéo de
R. appendiculatus. Esta membrana foi produzida a partir de componentes naturais volateis e
sollveis do intestino de bovinos; outros componentes utilizados foram algoddo hidrofilo e
pélo de coelho, que funcionam como estimulos tateis adicionais. A superficie da membrana
sobre a qual os carrapatos ficam expostos é reforcada e tornada aspera por adicdo de camadas
finas de algodao hidrdfilo e pélo de coelho. A técnica que utiliza membrana de Baudruche
pode ser utilizada para alimentacdo artificial de varias espécies de carrapatos, com as devidas
modificacbes necessarias as exigéncias de cada espécie. Esta membrana foi utilizada na
manutencdo de R. appendiculatus em laboratorio e no estudo da transmissdo de T. parva por
este carrapato (WALLADE et al., 1991, 1993, 1995).

De la Vega et al. (2004) desenvolveram um sistema automatico de alimentacdo de
carrapatos através de membrana confeccionada a partir de papel, reforcado com uma solucéo
de silicone. O sistema foi capaz de trabalhar automaticamente por mais de trés semanas,
sendo obtidas fémeas parcialmente ingurgitadas dos carrapatos B. microplus e A. cajennense.

Como fontes de alimentacdo foram utilizados nesses sistemas papa de hemaécias
(HOKAMA et al., 1987), soro fetal bovino (HOKAMA et al., 1987), solucdo de glutationa
(HOKAMA et al., 1987), meio de cultura (STONE et al., 1983; HOKAMA et al., 1987),
salina (HOKAMA et al., 1987) e sangue total desfibrinado ou com anticoagulante (STONE et
al., 1983; OSBORNE; MELLOR, 1986; KIRCH, et al., 1991; WALLADE et al., 1991, 1993,
1995; HABEDANK; HIEPE, 1993; HABEDANK et al.,, 1994; KUHNERT et al., 1995;
MOURA et al., 1997; FONSECA et al., 1999; DE LA VEGA et al. 2004).

A adigdo de antibioticos e de fungicidas a fonte de alimento reduz consideravelmente a
mortalidade de carrapatos. Técnicas de esterilizacdo devem ser usadas no tratamento da fonte
de alimento empregado em sistemas que utilizam membranas artificiais. Desta maneira, as
membranas podem ser reaproveitadas por um periodo maior desde que autoclavadas
(OSBORNE; MELLOR, 1986; WALADDE et al.,, 1991; HABEDANK; HIEPE, 1993,
KUHNERT et al., 1995).

Para utilizacdo de membranas artificiais s80 muitas vezes necessarios estimulos tateis
adicionais, sob a forma de algoddo, 14, fibra de poliéster, cabelo sintético ou de pélos de
coelho aplicados a sua superficie; ou estimulos olfatérios fornecidos por lavados de orelha de
bovinos e penas de aves, excretas de carrapatos e secre¢fes do animal doador (HOKAMA et
al., 1987; WALADDE et al., 1991, 1993; WALADDE; OCHIENG, 1992; HABEDANK;
HIEPE, 1993; HABEDANK et al., 1994; MOURA et al., 1997; FONSECA et al., 1999; DE
LA VEGA et al. 2004).

2.2 Aspectos bioldgicos de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus mantidas em
temperatura de 27 £ 1°C e umidade relativa do ar igual ou superior a 80%

2.2.1 Peso da fémea ingurgitada

Na Australia, Hitchcock (1955) e Sutherst et al. (1978) ao estudarem os aspectos
bioldgicos da fase nao-parasitaria do carrapato B. microplus encontraram fémeas ingurgitadas
com peso médio variando de 213 a 246mg. Davey et al. (1980) buscando melhor
compreensdo sobre 0s aspectos bioldgicos deste carrapato observaram peso médio de 449mg
para as fémeas ingurgitadas, mantidas em laboratério.



Em estudos preliminares sobre a oviposicdo e sazonalidade do carrapato B. microplus
Costa (1982) observou, em laboratorio, fémeas ingurgitadas com peso médio de 223,3mg.
Enquanto Davey et al. (1984) encontraram valores de peso minimo de 259 + 36mg e maximo
de 387 + 73mg para fémeas ingurgitadas de B. microplus. No mesmo ano, Benavides (1984)
obteve fémeas ingurgitadas com peso médio de 245,5mg ao infestar artificialmente bovinos.
Em 1990, Bittencourt em infestacbes de bovinos com larvas de B. microplus de origem
bovina coletou fémeas ingurgitadas com peso médio de 258,2mg. Semelhante ao peso médio
de 256,4mg encontrado por Barreira (2001), em fémeas de B. microplus ndo infectadas com
B. bovis e B. bigemina.

Recentemente, De la Vega et al (2007) comparando a diferenca no peso de fémeas
ingurgitadas de B. microplus do Brasil e de Cuba relataram peso médio de 258, 7mg para
carrapatos provenientes do Brasil e de 233,9mg para os carrapatos de Cuba.

2.2.2 Periodo de pré-postura

Este periodo corresponde ao numero de dias entre o desprendimento natural da fémea
do hospedeiro, até o seu primeiro dia de postura (HITCHCOCK, 1955; RIEK, 1965;
BENNETT, 1974).

Em condicdes de laboratorio, Davey et al. (1980) registraram um periodo médio de
pré-postura de 3,0 dias, com variagdo de 3,0 a 3,2 dias, posteriormente, estes mesmos autores
encontraram um periodo de pré-postura variando de 2,0 a 6,0 dias (DAVEY et al.,1984).
Avaliando o nivel de resisténcia de bovinos ao carrapato B. microplus, Meléndez et al. (1998),
verificaram um periodo de pré-postura variando de 2,0 a 4,0 dias.

Posteriormente, 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 condi¢bes
experimentais. Gloria et al. (1993) comparando a biologia da fase ndo-parasitaria de duas
cepas de B. microplus utilizando diferentes temperaturas observaram que a 27 £ 1 °C e
umidade relativa do ar de 80 + 10% a duracgdo 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.

2.2.3 Periodo de postura

Segundo Hitchcock, (1955); Gonzales et al., (1975) o periodo de postura corresponde
ao intervalo de dias entre o inicio e final da postura.

A partir de infestagdes experimentais em bovinos Davey et al. (1980) detectaram um
periodo de postura de 17,2 dias, variando entre 12 e 21 dias, com pico de postura no terceiro
dia. Costa (1982) demonstrou periodo médio de postura de sete dias, valor inferior ao
observado por Magalhdes (1989) que constatou um periodo médio variando entre 11 e 14
dias. Bittencourt (1990) encontrou periodo médio de postura de 11,1 dias para fémeas de B.
microplus provenientes de infestacGes de bovinos com larvas de origem bovina.

Avaliando o efeito de diferentes temperaturas sobre a biologia da fase ndo-parasitéaria
de B. microplus, Gloria et al. (1993) verificaram um periodo médio de postura de 12,36 dias
para fémeas sensiveis a carrapaticida e 11,06 dias para fémeas resistentes a carrapaticida,
guando mantidas a temperatura de 27 + 1 °C e umidade relativa do ar de 80 + 10%. Barreira
(2001) observou periodo médio de postura entre 23,3 e 35 dias.

2.2.4 Peso da postura

Ao estudar os aspectos bioldgicos da fase nao-parasitaria de B. microplus em cinco
areas geograficas do México Davey et al. (1984) observaram posturas viaveis com peso
variando de 167 + 46mg a 114 + 36 mg para fémeas ndo adaptadas e 215 + 51mg para fémeas
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adaptadas. Benavides (1984) encontrou peso médio de postura de 245,5mg em fémeas
oriundas de infestacéo artificial de bovinos.

Bittencourt (1990) observou peso médio de postura de 151,0mg para fémeas de B.
microplus de origem bovina, enquanto, Furlong (1990) ao avaliar o comportamento de B.
microplus em infestacdes simultaneas ou consecutivas com A. cajennense encontrou massa de
ovos média de 111,52mg. Gloria et al. (1993) analisando a biologia da fase nao-parasitaria de
fémeas de B. microplus sob diferentes temperaturas, encontraram periodo médio de postura de
155,6mg para fémeas sensiveis a carrapaticida e 140,08mg para fémeas resistentes a
carrapaticida. Meléndez et al. (1998) relataram um peso médio da postura de 231,1mg,
variando de 179 a 233mg. Barreira (2001) pesando a postura de fémeas de B. microplus ndo
infectas por B. bovis e B. bigemina encontrou peso médio de 91,31mg.

2.2.5 Peso da quendgina

Furlong (1990) observou uma variacdo de 64,57 a 92,21mg no peso das quenoginas de
B. microplus, provenientes de infestages simultaneas ou consecutivas com o0 carrapato A.
cajennense.

Em condi¢Bes experimentais, Gldria et al. (1993) estudaram o comportamento
bioldgico da fase ndo-parasitaria de duas cepas do carrapato B. microplus e observaram peso
médio das quendginas de 63,6mg para as fémeas resistentes a carrapaticida e de 69,8mg para
as fémeas sensiveis a carrapaticida.

Na investigacdo sobre o efeito da infeccdo por B. bovis e B. bigemina sobre fémeas de
B. microplus, Barreira (2001) encontrou quendginas com peso médio de 53,12mg, variando
de 25,8 a 182,7mg, nos carrapatos livres de infeccao.

2.2.6 Perda de peso da fémea

Em condicGes controladas de laboratorio, Costa (1982) realizou estudos preliminares
sobre a oviposicdo e sazonalidade de B. microplus, observando perda média de peso das
fémeas de 69,51mg, com variacdo de 49mg a 84,98mg.

Ao realizar infestagbes concomitantes ou simultaneas dos carrapatos B. microplus e A.
cajennense em bovinos mesticos Furlong (1990) encontrou perda de peso nas fémeas de B.
microplus variando de 153,13 a 228,96mg.

2.2.7 Indice de producéo de ovos

Mantendo fémeas de B. microplus em condicdes de laboratorio, Davey et al. (1980)
encontraram indice médio de producdo de ovos de 57,95%, enquanto Costa (1982) encontrou
um indice médio de 45,8%.

Nas observacdes realizadas por Benavides (1984) sobre os aspectos bioldgicos de B.
microplus, verificou-se indice médio de producdo de ovos de 48,5%, percentual inferior ao
observado por Bittencourt (1990), que encontrou um indice médio de producdo de ovos de
58,5% para fémeas de B. microplus obtidas de bovinos infestados com larvas de origem
bovina. Gléria et al. (1993) verificaram um indice de producdo de ovos de 58,18% para
fémeas sensiveis a carrapaticida e 58,07% para fémeas resistentes a carrapaticida. Em 2001,
Barreira relatou indice de producdo de ovos de 41,87% para fémeas ndo infectadas por B.
bovis e B. bigemina.

2.2.8 Indice de eficiéncia nutricional

Nos Estados Unidos, Davey et al. (1980) ralataram indice médio de eficiéncia
nutricional de 56,5%, em infestacdes artificiais de bovinos.

Posteriormente, Furlong (1990) encontrou variacdo de 61,21 a 71,61% no indice de
eficiéncia nutricional de fémeas de B. microplus.



Barreira (2001) verificou indice médio de eficiéncia nutricional de 55,65% e uma
variacdo de 5,82 a 69,70% em fémeas livres de infeccdo por B. bovis e B. bigemina.
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3 MATERAL E METODOS

3.1 Procedéncia da colbnia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Fémeas de R. (B.) microplus foram coletadas cuidadosamente através de remocao
direta por torcdo sobre o proprio eixo em bovinos pertencentes ao rebanho da Fazendinha
Agroecoldgica — Convénio Embrapa/Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),
municipio de Seropédica, Rio de Janeiro — RJ, Brasil, situada a 22° 45’ S, 43° 40" W, a uma
altitude de 29 metros.

3.2 Manutencéo da coldnia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus em laboratoério

As fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus coletadas foram levadas ao Laboratério
de Doencgas Parasitarias, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, do Instituto de
Veterindria da UFRRJ, localizado no prédio do Projeto de Sanidade Animal (convénio
Embrapa/UFRRJ), lavadas com agua destilada, secas com papel filtro e identificadas segundo
Aragdo, Fonseca (1961); Barros-Battesti et al. (2006). Posteriormente, as fémeas foram
fixadas em placas de Petri, com auxilio de fita adesiva, para realizacdo das posturas. Durante
este periodo os carrapatos foram mantidos em estufa para Demanda Bioldgica de Oxigénio
(B.O.D.), a temperatura de 27 + 1°C e umidade relativa do ar superior a 80%.

Ao final da postura, os ovos foram pesados em balanca analitica - Bioprecisa
FA2104N, separados em aliquotas de 200mg em seringas descartaveis devidamente
identificadas e vedadas com algodao hidrofilo. As seringas contendo os ovos foram incubadas
sob as mesmas condicdes controladas de temperatura e umidade anteriormente citadas.

Observacdes diarias foram realizadas para estabelecer o dia de inicio da eclosdo das
larvas, 0 que tornou possivel determinar a idade das larvas utilizadas para a infestagdo
artificial dos bovinos.

3.3 Obtencéo e manutencao dos animais

Os animais foram gentilmente cedidos pela Fazendinha Agroecoldgica convénio
Embrapa/UFFRJ. Para realizacdo das infestacfes experimentais foram utilizados dois bovinos
girolandos.

Durante todo o periodo do experimento, os bovinos foram mantidos na Fazendinha
Agroecoldgica, em uma baia de aproximadamente 30 m® com piso de cimento &spero e
paredes de alvenaria.

Os animais foram alimentados com capim elefante (Penissetum purpureum) picado,
racdo peletizada, sal mineral e agua “ad libitum”, durante todo o periodo do experimento.
Diariamente, foi realizada limpeza da baia para remocéo das sobras de capim, fezes e urina.

3.4 Infestacg0es artificiais dos bovinos

Para a realizacdo das infestacGes artificiais, seringas foram fixadas na altura da
cernelha dos bovinos com auxilio de uma corda de nylon, por um periodo de duas horas. Cada
bovino recebeu cinco seringas totalizando aproximadamente 20.000 larvas (1,0 grama de
ovos), com 15 dias de eclodidas.

3.5 Alimentacdo artificial por meio de tubos capilares de fémeas parcialmente
ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O sistema de alimentagdo artificial por meio de tubos capilares foi conduzido
conforme descrito por Abel (2004), com modificaces.

Foi utilizado sangue coletado assepticamente da veia jugular de um bovino sadio em
tubo contendo citrato de sddio como anticoagulante, na concentragdo de um mililitro de
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citrato de sodio para nove mililitros de sangue. As amostras de sangue foram conservadas sob
refrigeracdo a 4 °C, e aquecidas em banho-maria a 37 °C antes do preenchimento dos
capilares. O periodo méaximo de armazenamento do sangue foi de 24 horas.

Foram utilizadas fémeas parcialmente ingurgitadas de R. (B.) microplus previamente
alimentadas em bovinos por aproximadamente 20 dias. Apo6s a coleta manual, as fémeas
foram transportadas para o Laboratdrio de Doencas Parasitarias, lavadas com agua destilada,
secas com papel filtro e examinadas quanto a integridade do aparelho bucal com auxilio de
lupa estereoscépica. Foram pesados 40 carrapatos com peso de 40 a 70 miligramas em
balanca analitica de e separados em quatro grupos (n=10) de peso homogéneo para serem
submetidos a alimentacdo artificial por meio de tubos capilares, nos periodos de 6, 12, 24 e 36
horas.

Os carrapatos foram fixados em bandejas de isopor (24cm x 12cm), com auxilio de
fita adesiva dupla face, com a regido ventral voltada para cima. Em seguida, microcapilares
sem anticoagulante, utilizados na determinacdo de hematdcrito (75mm x 1,0mm x 1,5mm),
repletos de sangue, foram dispostos sobre as pecas bucais dos carrapatos (Figura 1). Durante
o0 periodo de alimentacdo artificial, os microcapilares foram trocados a cada intervalo de 30
minutos e os grupos mantidos em estufa do tipo B.O.D., & temperatura de 27 £ 1 °C e
umidade relativa superior a 80%.

Ao término dos referidos tempos de alimentagdo artificial, os tubos capilares foram
removidos e o0s carrapatos foram lavados em agua destilada para remocdo do sangue
ressecado e da fita adesiva que poderiam interferir no ganho de peso dos carrapatos. Para
verificacdo da ingestdo de sangue, as fémeas foram pesadas com auxilio de balanga analitica
e, posteriormente, fixadas em placas de Petri para analise dos aspectos bioldgicos. Os
carrapatos foram mantidos em estufa do tipo B.O.D. sob as mesmas condi¢des controladas de
temperatura e umidade acima mencionadas.

3.6 Coleta de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus alimentadas
em bovinos — grupo controle

No 21° dia ap0s a infestacéo artificial dos bovinos, 10 fémeas ingurgitadas oriundas de
gueda natural foram coletadas, lavadas, pesadas e fixadas em placa de Petri para formacéo do
grupo controle, tendo permanecido sob as mesmas condigdes de temperatura e umidade
relativa dos grupos alimentados artificialmente.

Além do peso inicial das fémeas ingurgitadas, foram determinados os aspectos
bioldgicos da fase nao-parasitaria, conforme sera descrito no item 3.7,

3.7 Avaliacéo dos aspectos biolédgicos da fase ndo-parasitaria de fémeas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

Foram realizadas observacdes diarias para a verificacdo de aspectos referentes a fase
ndo-parasitaria de fémeas de R. (B.) microplus alimentadas artificialmente por meio de tubos
capilares e do grupo controle.

3.7.1 Peso das fémeas ingurgitadas
Peso das fémeas apds a alimentacdo artificial e oriundas de queda natural.

3.7.2 Periodo de pré-postura
Periodo em dias entre o término da alimentacdo das fémeas até o primeiro dia da
postura.

3.7.3 Periodo de postura
Periodo entre o primeiro e o ultimo dia de postura de cada fémea. A partir da
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Figura 1. Fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus fixadas em bandeja de
isopor durante o processo de alimentacéo artificial por meio de tubos capilares.
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separacao e pesagem diaria da postura de cada fémea foi verificado o ritmo de postura.

3.7.4 Peso da postura
Peso total das posturas diarias de cada fémea.

3.7.5 Peso da quendgina
Peso obtido no terceiro dia apos o término da postura de cada fémea.

3.7.6 Perda de peso da fémea
Peso da fémea apds alimentacdo artificial por meio de tubos capilares ou apds o
desprendimento natural subtraido do peso da quendgina.

3.7.7 Indice de producéo de ovos (IPO)
Este indice foi calculado aplicando-se a seguinte expressdo (BENNETT, 1974):

IPO =__Peso da massa de ovos (mQg) X 100
Peso da fémea ingurgitada (mg)

3.7.8 Indice de eficiéncia nutricional (IEN)
Este indice foi calculado aplicando-se a seguinte expressdo (BENNETT, 1974):

IEN = Peso da massa de ovos (mq) X 100
Peso inicial — Peso final (mg)

3.8 Andlise estatistica

Os dados foram analisados através de analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey,
com nivel de significancia de 5%, para a comparagdo das médias (SAMPAIOQO, 2002).

O ganho de peso das fémeas e os tempos de alimentacdo artificial foram avaliados
conjuntamente, a fim de verificar a significancia da regresséo linear, assim como o0 peso das
fémeas e 0 peso das posturas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Alimentagdo artificial de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
parcialmente ingurgitadas

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados referentes ao peso médio das fémeas de
R. (B.) microplus antes e ap0s a alimentacdo artificial por meio de tubos capilares, assim
como o ganho médio de peso em todos os periodos analisados.

Partindo de um peso médio inicial de aproximadamente 52,17mg o0s carrapatos
alimentados artificialmente, por meio de tubos capilares com sangue bovino, alcangaram um
peso médio final de 131,64mg, ap6s 36 horas de exposi¢cdo aos capilares. Neste periodo de
alimentacdo as fémeas atingiram 63,64% do peso medio observado nos carrapatos do grupo
controle. Resultados equivalentes foram encontrados para fémeas parcialmente ingurgitadas
dos carrapatos A. cajennense e R. sanguineus, submetidas a alimentacao artificial por meio de
tubos capilares em trabalhos realizados por Abel (2004) e Cunha et al. (2006)
respectivamente.

Um volume de sangue bovino de 25 ml foi suficiente para alimentar os quatro grupos
de carrapatos, durante os tempos estabelecidos. A determinacdo dos periodos de exposicdo
dos carrapatos aos capilares foi planejada com o objetivo de se trabalhar com fémeas
parcialmente ingurgitadas, que estivessem no inicio da fase rapida de alimentacdo
(SONESHINE, 1991). Desta maneira, foi possivel reproduzir artificialmente, em laboratério,
o0 estagio final do processo de ingurgitamento de fémeas parcialmente alimentadas de R. (B.)
microplus.

No presente estudo, a pesagem dos carrapatos antes e apds a exposicao aos capilares
foi uma maneira simples e eficiente para determinacdo do ganho de peso dos grupos
alimentados artificialmente, assim como realizado por De la Vega et al. (2000); Abel (2004) e
Cunha et al. (2006). Outros métodos utilizados na determinacdo do ganho de peso de
carrapatos alimentados artificialmente foram a marcacdo 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; KOCAN et al., 2005), electrogramas
(McLEAN; KINGSLEY, 1964; WALADDE et al., 1979) 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 alimentacdo artificial.

O sucesso da alimentacdo artificial pode ser observado durante todos os periodos de
exposic¢do dos carrapatos aos capilares, com a constatacdo a olho nu do arredondamento dos
idiossomas (Figura 2). Outros indicios da ingestdo de sangue foram a reducdo constante do
contetdo dos microcapilares e a excrecdo de guanina. Alguns autores utilizaram a excrecao
desta substancia para determinar a ingestdo da fonte de alimento pelo carrapato (ALEKSEEV,
1971; INDEST et al., 2001; FINGERLE et al.,, 2002). Em 2004, Abel, ao descrever o
aumento no tamanho das fémeas de A. cajennense alimentadas artificialmente por meio de
tubos capilares, também mencionou a excre¢do de guanina.

Na comparacdo entre 0 ganho médio de peso dos carrapatos alimentados artificialmente
foi verificada diferenca estatistica a partir de 24 horas de exposicao aos capilares. Desta forma,
a alimentacdo in vitro de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. (B.) microplus neste periodo
foi suficiente para uma ingestdo significativa de sangue. Embora o grupo 36 horas tenha
apresentado maior ganho médio de peso, observou-se que no terco final da alimentacdo
artificial apenas quatro carrapatos continuavam a ingerir o sangue presente nos capilares. Este
fato pode estar relacionado com o aumento da variacdo do ganho médio de peso deste grupo.
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Tabela 1. Avaliacdo do ganho médio de peso em fémeas parcialmente ingurgitadas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, submetidas & alimentacédo artificial por meio de tubos
capilares nos periodos de 6, 12, 24 e 36 horas.

Peso das fémeas

Periodos de Média + Desvio Padréo Ganho
alimentacéo (Limite minimo — Limite maximo) percentual (%)*
Antes Depois Ganho
52,12 +8,30% 64,45+19,29° 12,33+15,17%
6 horas 31,18
(40,70-64,40)  (39,50-99,50)  (-1,70-37,70)
52,16+8,90° 85,57+20,93*° 33 41+21,27%°
12 horas 41.40
(41,60-68,40)  (54,40-120,60)  (-1,40-65,80)
52,16+9,19°  119,69+29,97°°  67,53+27,57"¢
24 horas 57,91
(40,60-68,40) (49,90-153,80) (9,20-113,20)
52,17+8,26% 131,64+48,27° 79,47+45 53¢
36 horas 63,64

(41,60-69,70)

(36,50-212,80)

(-5,10-150,70)

Nas colunas, médias com pelo menos uma letra minascula comum séo equivalentes (P < 0,05).
* Grupo controle igual a 100%.
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Figura 2. Fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus submetidas a alimentacéo
artificial por meio de tubos capilares. A, B, C, D, fémeas 7, 8 e 9 de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus apés 6, 12, 24 e 36 horas.
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Cunha et al. (2006) ao alimentarem fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus,
observaram melhor ganho de peso no grupo alimentado por 24 horas. Abel (2004) relatou um
volume significativo de sangue ingerido por fémeas parcialmente ingurgitadas de A.
cajennense apds duas horas de exposicdo aos capilares.

A relacdo entre 0 peso das fémeas e o periodo de exposicdo aos capilares mostra
acréscimo no ganho de peso das fémeas a medida que aumenta o tempo de alimentacdo
artificial (Figura 3). Esses resultados corroboram Cunha et al. (2006), que ao alimentarem
artificialmente fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus, por meio de tubo capilares,
determinaram que o ganho de peso estava relacionado com o periodo de exposicdo dos
carrapatos aos capilares. No entanto, Gregson (1973), observou que 0s carrapatos ingerem o
material oferecido nos capilares por um intervalo limitado de tempo. Burgdorfer (1956)
verificou que o processo de alimentacdo se restringe a um periodo de quatro a seis horas, a
menos que sejam oferecidas suspensdes frescas.

Durante o longo do periodo de exposi¢éo dos carrapatos aos 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 pelo tubo, havendo a necessidade de
trocar os capilares a cada intervalo de 30 minutos para ndo prejudicar o processo de
alimentacdo artificial dos carrapatos. No estudo da transmissdo de T. parva por R.
appendiculatus, Purnell; Joyner, (1967) atribuiram a obstrucdo dos capilares a producao de
cemento. A troca dos capilares a cada 30 minutos permitiu que 0s carrapatos recebessem
sangue fresco regularmente, o que representa uma vantagem da técnica de tubos capilares em
relacdo a utilizacdo de membranas para alimentacdo in vitro. Apesar de laboriosa, a técnica de
microcapilares, ndo torna necesséria a adi¢do de conservantes, assim como, 0 armazenamento
de sangue, o que poderia levar a producdo de toxinas conforme observado por Stone et al.
(1983); Osbhorne; Mellor (1986); Bonnet et al. (2007).

Embora a utilizacdo da técnica de alimentacdo artificial por meio de tubos capilares
ndo tenha permitido o ingurgitamento total de fémeas de R. (Boophilus) microplus, tais
resultados devem ser considerados em estudos que visem a infeccdo experimental desta
espécie. Broadwater et al. (2002) obtiveram éxito na infeccdo de ninfas de I. scapularis com
B. burgdorferi, embora ndo de forma tdo eficiente como ninfas naturalmente infectadas.
Kocan et al. (2005), utilizando técnica semelhante, conseguiram infectar o carrapato D.
variabilis com A. marginale.

A pouca quantidade de solucdo ingerida observada em alguns estudos que
empregaram tubos capilares foi atribuida por Macaluso et al. (2001) e Broadwater et al.
(2002) a artificialidade do método e a insercdo dos palpos no interior dos capilares. No
entanto, no presente trabalho a inclusdo dos palpos nos interior dos capilares ndo impediu a
ingestdo de um volume significativo de sangue. Tais resultados corroboram Purnell; Joyner
(1967), que ndo observaram mudancas na capacidade de alimentacdo de R. appendiculatus em
relacdo ao posicionamento dos capilares sobre as pecgas bucais deste carrapato.

Outros autores, no entanto, incriminam como fatores responsaveis por dificultarem o
sucesso da técnica a conjuncdo de acfes mecanicas e quimicas que ocorrem nas etapas de pré-
alimentacdo dos ixodideos, seus longos periodos de fixacdo e a interacdo parasito-hospedeiro
(FONSECA et al., 1999; ABEL, 2004).

4.2 Aspectos bioldgicos da fase ndo-parasitaria de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Na Tabela 2, estdo expostas as médias, desvios padrdo e limites minimos e maximos
referentes aos aspectos bioldgicos da fase ndo-parasitaria de fémeas de R. (B.) microplus
alimentadas artificialmente, por meio de tubos capilares e do grupo controle alimentados em
bovinos.

18



160 -
F [ ]

S 140k
£ y = 4,18 + 2,25x
N o
o r=0,67
[7p]
[¢B}
o
[«B]
©
o
iy
[
48]
O

_20 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " ]

5 10 15 20 25 30 35 40

Tempos de alimentacéo artificial (horas)
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(Boophilus) microplus alimentadas artificialmente por meio de tubos
capilares nos periodos de 6, 12, 24 e 36 horas
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Tabela 2. Aspectos bioldgicos referentes a postura de fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, submetidas a
alimentacdo artificial por meio de tubos capilares, durante 6, 12, 24 e 36 horas, em condic¢Ges controladas (Temperatura de 27°C+1°C e Umidade
relativa do ar igual ou superior a 80%).

Aspectos biol6gicos

Periodo de alimentacdo artificial por meio de microcapilares e grupo controle alimentado em bovinos

6 horas

12 horas

24 horas

36 horas

Controle

Peso das fémeas (mg)

Periodo de Pré-
Postura (dias)

Periodo de Postura
(dias)

Peso da postura (mg)

Peso da quendgina
(mg)

Perda de peso (mg)

indice de producio de
ovos (%)

Indice de eficiéncia
nutricional (%)

64,45+19,29°
(39,50 — 99,50)

3,56+0,53%
(3,00 — 4,00)

8,33+0,70°
(5,00 - 7,00)

19,04+14,15°
(0,00 - 50,1)

30,7815,10%
(24,50 — 37,50)

30,87+14,46°
(15,20 — 62,00)

30,61+9,23
(21,87 - 50,35)

55,62+23,99°
(0,00 - 80,81)

85,57+20,93%°

(54,40 — 120,60)

3,40£0,52°
(3,00 - 4,00)

8,30+0,48°

(6,00 — 7,00)

32,48+9,702°
(16,80 — 45,00)
34,86+11,61*°
(12,90 - 5,50)
50,71+15,15%°
(25,00 — 72,80)
37,70+4,972°
(30,16 — 45,55)

65,47+11,832°
(38,46 — 77,45)

119,69+29,97°¢

(49,90 — 153,80)

2,10+0,32°
(2,00- 3,00)

8,90+0,32°
(6,00 — 7,00)

56,71+17,21°¢
(15,80 — 77,30)

46,54+11,22°¢
(27,10 - 63,70)
73,15+20,41°
(22,80 — 94,30)
46,33+5,48°¢
(31,66 — 50,38)

76,84+5,25°
(69,30 — 85,22)

131,64+48,27°
(36,50 — 212,80)

2,40+0,70°
(2,00 — 4,00)

9,30+1,34?
(5,00 — 9,00)

67,23+30,11°
(6,80 — 110,30)

49,22+15,12°
(21,90 — 78,00)

82,42+33,55"
(14,60 — 134,80)

48,05+11,14°
(18,63 - 55,81)

77,98+11,77°
(46,58 — 85,49)

206,70+39,90¢
(145,20 — 254,60)
2,40+0,52°
(2,00 — 3,00)

11,10+0,57°
(10,00 - 11,00)

128,42+27,45¢
(83,80 — 165,90)

47,04+8,53°¢

(38,30 - 61,30)

159,66+34,56°
(105,50 — 201,00)

61,93+2,68¢
(57,58 - 65,16)

80,6515,03°
(70,87 — 84,89)

Nas linhas, médias com pelo menos uma letra mindscula comum sdo equivalentes (P < 0,05).
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4.2.1 Peso das fémeas ingurgitadas

O peso médio das fémeas apds a alimentacdo artificial foi de 64,45; 85,57; 119,69 e
131,64mg nos grupos 6, 12, 24 e 36 horas respectivamente, enquanto o grupo controle
apresentou peso médio de 206,70mg. Estes resultados determinaram uma diferenca estatistica
significativa entre os grupos alimentados artificialmente e o grupo controle.

Os resultados encontrados neste estudo para 0 peso médio das fémeas de R. (B.)
microplus alimentadas artificialmente e do grupo controle, estdo fora da variagdo de 213 a 387
obtida nos trabalhos de Hitchcock (1955); Sutherst et al. (1978) e Davey et al (1984)
realizados na Australia e nos Estados Unidos. As médias obtidas por Davey et al. (1980),
Costa (1982), Benavides (1984), Bittencourt (1990) e Barreira (2001) de 449; 223,3; 245,5;
258,2 e 256,4 mg respectivamente, também diferem dos resultados do presente estudo.

As diferencas observadas entre o peso das fémeas ingurgitadas do presente estudo com
0 encontrado por outros autores provavelmente esta relacionada a cepa e a ampla distribuicao
geografica dessa espécie de carrapato.

4.2.2 Periodo de pré-postura

O periodo médio de pré-postura das fémeas alimentadas artificialmente foi de 3,56;
3,40; 2,10 e 2,40 dias nos grupos 6, 12, 24 e 36 horas respectivamente. Para o grupo controle
formado a partir de fémeas alimentadas experimentalmente em bovinos, o periodo de pré-
postura foi de 2,40 dias.

Nas fémeas alimentadas artificialmente, foi observada uma reducédo do periodo de pré-
postura a medida que aumentou o tempo de exposicdo dos carrapatos aos capilares, sendo
determinada diferenca estatistica entre o grupo controle e os grupos alimentados por 6 e 12
horas. Contrariando a afirmacao feita por Londt (1974), com Boophilus decoloratus, de que o
tempo despendido com a pré-postura ndo tem relacdo com o peso da fémea ingurgitada.

Estes resultados estdo incluidos no periodo de dois a seis dias encontrado por Davey et
al. (1984), nos Estados Unidos, assim como no intervalo de dois a quatro dias observado por
Meléndez et al. (1998), na Venezuela. A pré-postura nos tempos de alimentacdo artificial de 6
e 12 horas foi semelhante aos periodos de 3,0 e 3,2 dias constatados por Davey et al. (1980) e
Furlong (1990) respectivamente. O grupo controle e 0s grupos expostos aos capilares por 24 e
36 horas apresentaram um periodo de pré-postura proximo do relatado por Barreira (2001) de
2,29 dias, em carrapatos livres de infeccdo por B. bovis e B. bigemina. Magalhaes (1989) e
Costa (1982) obtiveram periodos de pré-postura de 7,0 e 4,7 dias respectivamente, resultados
superiores aos verificados neste estudo.

4.2.3 Periodo de postura

A duragdo do periodo de postura variou de 6,34; 6,50; 6,90 e 7,30 dias nos grupos 6,
12, 24 e 36 horas respectivamente, diferindo estatisticamente do grupo controle que
apresentou um periodo de pré-postura de 10,60 dias. Este resultado ja era esperado, uma vez
gue o peso médio das fémeas alimentadas artificialmente foi significativamente inferior ao
peso médio observado nos carrapatos do grupo controle.

Os valores obtidos para os periodos de postura nos grupos alimentados artificialmente
diferem dos resultados encontrados por Davey et al. (1980); Costa (1982); Magalhées
(1989); Bittencourt (1990); Gloria et al. (1993) e Barreira (2001). O grupo controle
apresentou resultado proximo ao de Bittencourt (1990) de 11,1 dias em bovinos e Gldria et al.
(1993) que encontraram um periodo de postura de 11,06 dias para carrapatos resistentes a
carrapaticidas.

O resultado confirma as observac@es feitas por Bennett (1974) de que, submetidas a
mesma temperatura, fémeas maiores e mais pesadas finalizam a sua postura em maior
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intervalo de tempo, porque possuem maior quantidade de nutrientes para converter em massa
de ovos.

Os ritmos de postura diarios de cada grupo alimentado artificialmente e do grupo
controle estdo apresentados na Figura 4. O pico de postura médio ocorreu no terceiro dia
apos o inicio da postura no grupo controle e no grupo alimentado artificialmente por 36 horas.

Estes resultados foram semelhantes ao observado por Davey et al. (1980) realizando
infestagcOes experimentais em bovinos nos Estados Unidos. Os grupos 6, 12 e 24 horas
apresentaram pico de postura médio no segundo dia ap6s o inicio da postura. Resultado
diferente foi demonstrado por Gléria et al. (1993) que relataram pico médio de postura no
primeiro dia de postura.

4.2.4 Peso das posturas

Todas as fémeas dos grupos alimentados artificialmente e do grupo controle
realizaram posturas viaveis, com excecdo de um carrapato do grupo 6 horas. As posturas das
fémeas alimentadas artificialmente apresentaram peso médio de 19,04; 32,48; 56,71 e
67,23mg nos grupos 6, 12, 24 e 36 horas respectivamente. O peso médio das posturas das
fémeas do grupo controle foi de 128,42mg, sendo estatisticamente diferente do peso da massa
de ovos dos grupos alimentados artificialmente.

O peso médio das posturas das fémeas alimentadas artificialmente por 36 horas foi
proximo ao observado por Benavides (1984) e Barreira (2001). O grupo controle apresentou
resultado superior ao observado por Furlong (1990) de 111,52mg em bovinos. Os trabalhos de
Davey et al. (1984); Bittencourt (1990); Gloria et al. (1993) e Meléndez et al. (1998)
relataram peso médio de postura superior ao do presente estudo.

Bennett (1974) afirmou que o potencial de oviposicdo de uma fémea ingurgitada esta
diretamente relacionado a capacidade de se alimentar. 1sso explica o baixo peso das posturas
observado no presente estudo.

4.2.5 Peso das quendginas

O valor médio do peso das quendginas foi de 30,78; 34,86; 46,54 e 49,22mg nos
grupos alimentados artificialmente por 6, 12, 24 e 36 horas respectivamente. As quendginas
do grupo controle pesaram em média 47,04mg.

Foi verificado que o peso das quendginas dos grupos expostos aos capilares por 6 e 12
horas apresentaram diferenca estatistica em relagdo aos dos demais grupos alimentados
artificialmente e do grupo controle.

Em 1990, Furlong avaliando o comportamento de B. microplus e A. cajennense em
infestacOes mistas em bovinos encontrou variacao de 64,57 a 92,21mg no peso de quendginas
de B. microplus, valores superiores aos observados neste estudo. Estes resultados foram
inferiores também aos observados por Gloéria et al. (1993) para fémeas de B. microplus
resistentes e sensiveis a carrapaticida de 63,6 e 69,8 mg respectivamente, assim como,
Barreira (2001) que obteve média de 53,12mg para fémeas ndo infectadas por B. bovis e B.
bigemina.

4.2.6 Perda de peso das fémeas

A perda de peso médio das fémeas alimentadas por meio de tubos capilares foi 30,87;
50,71; 73,15 e 82,42mg nos grupos 6, 12, 24 e 36 horas respectivamente. No grupo controle,
observou-se perda média de peso de 159,66mg, o que determinou uma diferenca significativa
com os grupos alimentados artificialmente.

Os grupos alimentados artificialmente nos periodos de 6 e 12 horas apresentaram
médias inferiores aos observados por Costa (1982); Furlong (1990). Enquanto, nos grupos
expostos aos capilares por 24 e 36 horas a média de perda de peso das fémeas foi proxima do
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Figura 4. Ritmo médio de postura diaria de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
obtido pelas fémeas alimentadas artificialmente nos periodos de 6, 12, 24 e 36 horas e
grupo controle.
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encontrado por Costa (1982) de 69,51mg, com variacao de 84,98 a 49,00mg. O valor médio
da perda de peso das fémeas obtido no grupo controle esta inserido na variacdo reportada por
Furlong (1990) de 153,13 a 228,96mg.

4.2.7 Indice de producéo de ovos

A capacidade das fémeas de converter o sangue ingerido em ovos foi representada
pelo indice de producdo de ovos, que apresentou percentual médio de 30,61; 37,70; 46,33 e
48,05% nos grupos submetidos aos capilares por 6, 12, 24 e 36 horas respectivamente. O
indice médio de producdo de ovos no grupo controle foi de 61,93%, caracterizando uma
diferenca estatistica com os grupos alimentados artificialmente.

Os grupos alimentados por 6 e 12 horas apresentaram indice de producdo de ovos
inferior ao observado por Davey et al. (1980); Costa (1982); Benavides (1984); Bittencourt
(1990); Gloria et al. (1993); Barreira (2001). Os indices encontrados nos grupos 24 e 36 horas
foram superiores aos observados por Costa (1982) e Barreira (2001), no entanto, foram
inferiores aos relatados por Davey et al. (1980); Bittencourt (1990) e Gléria et al. (1993) para
esta espécie nas mesmas condicdes de temperatura e umidade relativa utilizadas neste estudo.

4.2.8 Indice de eficiéncia nutricional

A guantidade de sangue perdida pelas fémeas para producdo de ovos foi representada
pelo indice de eficiéncia nutricional que apresentou percentual médio de 55,62; 65,47; 76,84 e
77,98% nos grupos expostos aos microcapilares por 6, 12, 24 e 36 horas respectivamente. No
grupo controle foi observado indice médio de eficiéncia nutricional de 80,65%.

Na comparacdo das médias dos grupos alimentados artificialmente e do grupo
controle, apenas 0 grupo exposto aos capilares por 6 horas apresentou diferenca estatistica
com o grupo controle.

Os indices de eficiéncia nutricional observados nos grupos alimentados artificialmente
por 6 e 12 horas foram semelhantes aos encontrados por Davey et al. (1980) de 56,5% e
Barreira (2001) de 55,65%. Os grupos 24 e 36 horas apresentaram resultados proximos aos de
Furlong (1990) que observou uma variacdo de 61,21 a 71,67% nos indices de eficiéncia
nutricional de fémeas de B. microplus provenientes de infestacbes simultaneas ou
consecutivas com A. cajennense em bovinos.

4.2.9 Andlise de regressao entre peso das fémeas ap6s a alimentacédo artificial e 0 peso
das posturas

A correlagdo entre o peso das fémeas apds a alimentacéo artificial e a massa de ovos
foram altamente significativos, apresentando um coeficiente de correlacdo de 0,98 (P < 0,05),
(Figura 5) justificando desta maneira o baixo peso de postura encontrado neste estudo. Este
resultado foi maior que o relatado por Davey et al. (1980) de 0,857 para fémeas de B.
microplus e Gldria et al. (1993) que observou uma correlacdo de 0,82 para carrapatos
resistentes e 0,87 para carrapatos sensiveis a carrapaticida.

A relacéo entre 0 peso das fémeas e 0 peso das fémeas e 0 peso da postura mostra que
a medida aumenta o peso da fémea ha um aumento na producao de ovos.
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Figura. 5. Diagrama da disperséo de pontos e reta ajustada, equagao
de ajuste e coeficiente de correlacdo do peso (mg) das fémeas e das
posturas (mg) de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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5 CONCLUSOES

Tubos capilares repletos de sangue bovino citratado podem ser utilizados na
alimentacdo artificial de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus previamente
alimentadas em bovinos.

A alimentacdo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de Rhipicephalus

(Boophilus) microplus ndo apresentou efeito deletério sobre os aspectos bioldgicos da fase
ndo-parasitaria desta espécie.
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