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RESUMO

O Amblyomma sculptum € um acaro ixodideo que possui distribuicdo desde as areas imidas
do Norte da Argentina, Bolivia, Paraguai até areas periamazonicas no Brasil. O 4. sculptum ¢
uma das seis espécies pertencentes ao complexo Amblyomma cajennense, sendo esta espécie a
de maior distribui¢do entre os estados brasileiros, apresentando grande importancia por se
tratar do principal vetor da Rickettsia rickettsii, bactéria responsavel por causar a Febre
Maculosa Brasileira (FMB) a qual acomete os seres humanos. Apesar de existirem trabalhos
relativos ao comportamento alimentar de carrapatos pertencentes a familia Ixodidae, e
utilizando a técnica de eletropenetrograma, o nlimero de estudos acerca do assunto ainda ¢
reduzido e, em se tratando do 4. sculptum, até entdo, na literatura, ndo existe nenhum tipo de
informagdo a respeito de seu comportamento alimentar por meio desta técnica. Desse modo, o
presente trabalho tem por objetivo estudar detalhadamente o processo alimentarde ninfas e
fémeas de A. sculptum, em condi¢des de laboratorio, quando alimentadas em camundongos
nas diferentes fases que ocorrem ao longo de todo o processo alimentar do artropode. Para tal
avaliagdo, foi utilizada a técnica de eletromiograma para captura de sinais elétricos que sao
emitidos pelo carrapato durante o processo alimentar. A analise do perfil da atividade elétrica
da bomba faringeal permitiu identificar trés eventos durante a hematofagia: suc¢do, salivagao
e inatividade. Esses eventos foram agrupados de acordo com o que foi visto na analise,
minuto a minuto, permitindo, assim, caracterizar quatro grupos de eventos para fémeas:
Succdo-Salivagdo-Inatividade, Salivagdo-Inatividade, Sucgdo-Salivagdo e Sucgdo; e trés para
as ninfas: Succdo-Salivacdo, Salivacdo-Inatividade e Inatividade. Além disso, foram
determinados os eventos predominantes, por dia de alimentagdo, e a frequéncia de sucgdo
predominante. Os resultados obtidos trazem, assim, novas informagdes sobre os aspectos

alimentares de A. sculptum em um hospedeiro vertebrado em condi¢des de laboratorio.

Palavras-chave: Amblyomma sculptum. Comportamento alimentar. Eletromiograma.



ABSTRACT

Amblyomma sculptum is an ixodid tick with wide distribution in the Americas, found from
humid areas of northern Argentina, Bolivia, Paraguay to periamazonic areas in Brazil. A.
sculptum 1is one of the six species belonging to the Amblyomma cajennense complex, with the
broadest distribution among Brazilian states within the complex, being also important because
it is the main vector of Brazilian Spotted Fever (BSF), which affects humans. Although there
are studies related to the feeding behavior of ticks belonging to the Ixodidae family, and using
the technique of electropenetrography, the number of studies about the subject is still reduced
and, in the case of 4. sculptum, until now, in the literature, there is no information about the
feeding behavior using a similar technique. Thus, the present work aims to study in detail the
feeding process of 4. sculptum nymphs and females under laboratory conditions, when fed to
mice at the different stages that occur throughout the entire food process of the arthropod. To
this end, the electromyogram technique was used to capture the electrical signals produced by
the tick during the feeding process.The analysis of the electrical activity profile of the
pharyngeal pump allowed us to identify three events during haematophagy: suction, salivation
and inactivity. These events were groupedduring the analysis and four groups of events were
characterized for females: Suction-Salivation-Inactivity, Salivation-Inactivity, Suction-
Salivation and Suction, whereas three were observed for nymphs: Suction-Salivation,
Salivation-Inactivity, and Inactivity. In addition, we determined the predominant event per
day of feeding and the suction frequency.These results provided new information about the 4.

sculptum feeding in a vertebrate host under laboratory conditions.

Key words: Amblyomma sculptum. Feeding behaviour. Electromyogram.
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1. INTRODUCAO

1.1. Familia Ixodidae, Complexo Amblyomma cajennense ¢ Amblyomma sculptum

Os carrapatos pertencem a classe Arachnida e estdo divididos em duas principais
familias: Ixodidae, com aproximadamente 700 espécies, e Argasidae, que ¢ composta por
aproximadamente 180 espécies (Barros-Battestiet al., 2006). Existe ainda uma terceira
familia, Nutalliellidae, que possui apenas uma espécie: Nuttalliella namaqua (Keirans, 2009).
Os Ixodidae apresentam caracteristicas, como o dimorfismo sexual, onde os machos, que sao
menores em tamanho, apresentam um escudo que recobre toda a sua area dorsal, enquanto as
fémeas apresentam um escudo limitado ao terco anterior do dorso; a presenca de um
hipdstomo apical; uma alimentagdo que ocorre por um longo periodo de tempo; a capacidade
de ingerir até mais de cem vezes o seu peso e concentrar o sangue ingerido por meio da
excrecao do excesso de dgua através de suas glandulas salivares. Por outro lado, os argasideos
apresentam um tegumento coridceo, sem a presenca de escudo; hipdstomo ventral, no ter¢o
anterior do corpo; alimentacdo que ocorre em curtos periodos de tempo e a concentracao do
sangue ingerido no repasto que se dd pela excrecdo de 4dgua através das glandulas coxais

(Szabo et al., 2013).

No Brasil, os ixodideos estdo representados pelos géneros Dermacentor,
Rhipicephalus, Ixodes, Haemaphysalis e Amblyomma. A espécie Amblyomma cajennense
(Fabricius, 1787), pertencente a familia Ixodidae (carrapatos de corpo duro), foi descrita pela
primeira vez na cidade de Cayena, na Guiana Francesa, e encontra-se distribuida por todo
continente americano, desde o Sul dos Estados Unidos, América Central at¢ o Norte da
Argentina (Barros-Battesti et al., 2006). Estudos recentes, realizando andlises morfoldgicas e
ferramentas moleculares, propuseram que o carrapato, até entdo denominado Amblyomma
cajennense, ndo era uma espécie, € sim, um complexo constituido por seis espécies distintas
de carrapatos, sendo elas: A. cajennense (senso estricto), Amblyomma mixtum, Amblyomma
sculptum, Amblyomma tonelliae, Amblyomma interandinum e Amblyomma patinoi (Beati et
al.,, 2013; Nava et al., 2014; Estrada-Pefia et al., 2014). Cada espécie possui distribui¢ao
geografica distinta, como pode ser observado na Figura 1, onde o A. cajennense somente €

encontrado na regido Amazonica da América do Sul, incluindo Venezuela, Guianas e os
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estados do Pard, Rondonia, Roraima e Tocantins no Brasil. A espécie A. interandinum ocorre
no Peru; A. mixtum ¢ encontrado do Texas (EUA) ao oeste do Equador; A. patinoi foi descrita
somente na Colombia; A. fonelliae esta distribuida nas areas secas da regido do Chaco no
centro norte da Argentina, Bolivia e Paraguai e 4. sculptum, distribuido desde areas imidas
do Norte da Argentina, Bolivia, Paraguai até areas periamazonicas no Brasil, englobando os
estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Pernambuco,

Piaui, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias (Nava et al., 2014).

Figura 1 — Distribuigdo das seis espécies do complexo Amblyomma cajennense de acordo com os espécimes
examinados a partir de trés colegdes de carrapatos (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Estacion
Experimental Agropecuaria Rafaela, Argentina; Colegdo Nacional de Carrapatos da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Brasil; U.S. National Tick Collection, U.S.A).
*Amblyomma cajennenses. s.; T Amblyomma tonelliae n. sp.; ¥ Amblyomma interandinum n. sp.; # Amblyomma
patinoi n. sp.; m Amblyomma mixtum; 0 Amblyomma sculptum. X, registro de A. sculptum no Departamento de
Beni, Bolivia, localidade desconhecida. Fonte: Nava et al., 2014.
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Como dito anteriormente, apenas duas espécies do complexo A. cajennense sdo
relatadas no Brasil, sendo o A. sculptum a espécie de maior distribui¢do entre os estados
brasileiros, apresentando grande importancia por se tratar do principal vetor da bactéria
Rickettsia rickettsii, agente etioldogico da Febre Maculosa Brasileira (FMB), a qual acomete

seres humanos (Bitencourth et al., 2016).

No estadio larval, o 4. sculptum é denominado de “micuim” ou “carrapato pélvora”,

99 ¢

., } . ) : , v 0y ) ’
4 as ninfas sdo conhecidas como “carrapatinho”, “carrapato vermelho” ou “vermelhinho” e
2 [13

na fase adulta, recebem o nome popular de “carrapato-do-cavalo”, “rodoleiro” ou “carrapato-

estrela” (Aragdo, 1936; Pereira & Labruna, 1998; Rodrigues et al., 2015).

Os principais hospedeiros para todos os estdgios parasitirios dessa espécie de
carrapato sao equinos, capivaras € antas, porém, estes, apresentam baixa especificidade
parasitaria, especialmente nas fases imaturas. Desta forma, outras espécies de animais
também podem servir como seus hospedeiros, dentre elas estdo o boi, carneiro, cabra, cdo,
porco, veado, cachorro do mato, coelho, cotia, quati, tatu, tamandua e at¢ mesmo o homem

(Aragdo, 1936; Pereira & Labruna, 1998).

1.2. Importancia Médico-Veterinaria

Em éareas urbanas e rurais, proximas as colecdes de agua, a presenca de capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris) e do carrapato Amblyomma cajennense tem sido um fator de
risco importante para a ocorréncia da transmissao ativa da bactéria causadora da FMB (Szab6
et al., 2013). A FMB ¢ reconhecida devido a sua alta letalidade nas Américas (Pereira &
Labruna, 1998; Rodrigues et al., 2015). De acordo com dados do Ministério da Saude, entre
os anos 2000 e 2016, foram notificados 1673 casos de FMB em todo o territorio nacional, dos

quais 460 evoluiram para 6bito, apresentando uma letalidade de 27,5% (Brasil, 2017).

Infestagdes pelo A. sculptum ocasionam importantes perdas econdmicas na industria,
quer seja pela depreciacao do couro ou pela redugdo da produtividade animal, além dos gastos
com carrapaticidas e assisténcia médico-veterindria, levando também a perda de animais

devido aos hemoparasitas transmitidos (Prata et al., 1996; Guglielmone et al., 2004).
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Em humanos, o parasitismo ocorre muitas vezes em massa, € tem como resposta
reacdes de hipersensibilidade a antigenos especificos presentes na saliva do carrapato,
causando intenso prurido, que persiste por longos dias no local da picada, e a formacao de
uma lesdo granulomatosa, que leva meses para cicatrizar. Além disso, o ato de cocar as
feridas intensamente pode levar a infec¢des bacterianas secundarias, devido a deposicao de

bactérias no local da picada (Aragdo & Fonseca, 1961; Guimaraes et al., 2001).

No Brasil, hd evidéncias que sugerem que a Theileria equi também possa ser
transmitida pelo Amblyomma cajennense (Kerber et al., 2009), entretanto, os estudos

experimentais mostram resultados negativos (Ribeiro, Silveira, Bastos, 2011).

1.3. Ciclo Biolégico de Amblyomma sculptum

A. sculptum ¢ uma espécie de carrapato que necessita de trés hospedeiros para
completar seu ciclo, possuindo, assim,um ciclo de vida trioxeno (Fig. 2). Com isso, a fémea
ingurgitada (completamente alimentada), denominada tele6gina, ao se desprender do
hospedeiro, cai no solo, preferencialmente nos horarios mais frescos do dia, como no inicio da
manhd ou final da tarde e inicio da noite. Nesse ambiente a teledgina busca um local
protegido para a realizag@o da postura dos ovos. Finalizada a postura, a teledgina morre, e por
meio dos seus ovos, inicia-se uma nova infestagdo naquele ambiente.Dos ovos eclodem as
larvas que, ao atingirem a maturacdo, sobem na vegetagdo e ali permanecem, em
aglomerados, a espreita de algum potencial hospedeiro e, ao entrarem em contato com esse
animal, permanecem fixadas a ele por trés a seis dias. No hospedeiro, essas larvas realizam o
repasto sanguineo até ficaram completamente ingurgitadas. Depois, as larvas se desprendem e
voltam ao solo em busca de um local seguro para realizacdo da ecdise (muda) que ocorre
entre 18 a 26 dias. Apds a primeira ecdise, surgem as ninfas, que, assim como as larvas, vao
subir na vegetacdo e ficar na espera de algum hospedeiro. Essas ninfas também podem
realizar busca ativa por hospedeiros, percorrendo curtas distancias sobre o solo. Ao entrarem
em contato com o hospedeiro, essas ninfas permanecem fixadas por cinco a sete dias,
realizando o repasto sanguineo. Apds o ingurgitamento, as ninfas se desprendem do animal e,
no solo, realizam a segunda ecdise, que ocorre entre 23 e 25 dias, dando origem as formas

adultas sexuadas (Aragdo, 1936; Pereira & Labruna, 1998; Rodrigues et al., 2015).
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Os adultos, assim como as larvas e ninfas, também possuem o héabito de subir nas
folhas, permanecendo ali a espreita de um hospedeiro. Mas, ao detectar a presenga de um
animal, também podem caminhar sobre o solo e realizar busca ativa por ele. Ao encontrar um
hospedeiro, machos e fémeas se fixam no animal, iniciando o repasto sanguineo e também a
copula. A fémea, apds o completo ingurgitamento, que ocorre entre sete a dez dias apds sua
fixacdo, se desprende do animal, caindo sobre o solo, dando inicio a um novo ciclo de vida.
Enquanto isso, o macho permanece fixado ao hospedeiro, por um periodo mais longo, a
espera de outras fémeas para fecundé-las (Aragdo, 1936; Pereira & Labruna, 1998; Rodrigues

etal., 2015).

Larva: 3 a 6 dias Ninfa: 5 a 7 dias Adulto: 7 a 10 dias

A

"_ Femea fecundanda
ECDISE | o ¢ | ECOISE L= * ingurgitada
e > i, Nina SR Adulto i
infa
(] = & 23 a 25 dias e ‘
‘. e 15a26dias ECLOSAO —
.: 4 .‘ - . Teleogina realiza
.0.0.:. .. 30 DIAS - 25° C postura de milhares
. de ovos no solo
LARVAS

Marco Julhe Novembro Marco

LARVAS = MICUINS L NINFAS = VERMELHINHO lADUI.TO = CARRAPATO - ESTRELA

Figura 2 — Ciclo bioldgico trioxeno de Amblyomma sculptum, onde a fémea ingurgitada cai ao solo e realiza a
postura dos ovos. Destes, eclodem as larvas que, ao atingirem a maturaggo, ficam a espreita de algum hospedeiro
ao qual permanecem fixadas, por trés a seis dias, se alimentando. Apos o ingurgitamento, as larvas caem ao solo
para a realizagdo da ecdise, dando origem as ninfas que, assim como as larvas, ficam na espera de algum
hospedeiro ao qual permanecem fixadas, por cinco a sete dias, realizando o repasto sanguineo.Apos o
ingurgitamento, as ninfas se desprendem do hospedeiro e realizam a segunda ecdise dando origem as formas
adultas sexuadas.Estes, também possuem o habito ficar a espreita de um hospedeiro, mas, ao detectar a presenga
de um animal, também podem realizar busca ativa por ele, ao qual se fixam iniciando o repasto sanguineo e

também a cdpula. Modificado de Pereira e Labruna (1998).
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1.4. Hematofagia

Os carrapatos sao artropodes hematofagos obrigatorios e, por isso, sdo o segundo
maior vetor de agentes causadores de doengas em humanos, ficando atrds apenas dos
mosquitos. Os mesmos sdo os artropodes de maior importancia veterinaria por transportarem
e transmitirem patdgenos a animais. Carrapatos pertencentes a familia Ixodidae permanecem
associados aos seus hospedeiros durante longos periodos até completarem o repasto

sanguineo, o que pode chegar a aproximadamente 30 dias (Chen et al., 2010).

O processo hematofagico consiste em trés etapas principais: a penetracdo das pecas
bucais na pele do hospedeiro, a localizagdo do vaso sanguineo ¢ a ingestdo de sangue pelo
artropode (Lehane, 2005). A evolucdo da hematofagia, nos insetos, pode ser observada pelas
diferentes pegas bucais que sao utilizadas durante o processo alimentar. Estas pecas bucais
podem ser adaptadas tanto para perfurar a pele do hospedeiro, como para formar canais que
possibilitem a ingestdo do sangue e a secre¢do da saliva, de modo a otimizar o processo ¢
diminuir o risco do artropode ser percebido e morto, de modo a utilizar duas estratégias para a
realizacdo do repasto sanguineo. A primeira ¢ a solenofagia, na qual a abertura do canal
alimentar ¢ colocada dentro dos vasos sanguineos, podendo ser comparada a canulagdo de um
vaso por uma agulha de seringa, como ocorre em barbeiros, piolhos, pulgas e mosquitos. A
segunda estratégia ¢ a telmofagia, que consiste na dilaceracdo da epiderme e da derme do
hospedeiro, por pecas bucais curtas e rigidas, formando uma pequena poca de sangue e
células, no sitio alimentar. A a¢do da penetragdo e movimentagdo das pegas bucais, que sao
adaptadas para rasgar, dilacerar ou cortar a pele do hospedeiro, levam ao rompimento dos
vasos € ao extravasamento de sangue no local. Estas pecas bucais sdo encontradas em
flebotomineos, tabanideos, simulideos, moscas picadoras e carrapatos (Lehane, 2005; Aratjo

et al., 2012).

Durante a evolu¢do da hematofagia que ocorreu varias vezes nos mais de 400
géneros de artropodes hematofagos descritos, fora, selecionadas moléculas salivares que
atuam combatendo a hemostasia dos hospedeiros vertebrados (agregacdo plaquetaria,
vasoconstricdo e coagulagdo sanguinea), além de compostos anti-inflamatérios e
imunomoduladores (Ribeiro, 1995). Exemplos sdo os vasodilatadores identificados na saliva
do carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Inokuma et al., 1994) e no

carrapato Ixodes scapularis (Valenzuela, 2005). Para inibir a agregacdo plaquetaria, que ¢ a



21

primeira linha de defesa contra a perda de sangue, e serve como uma espécie de molde para a
cascata de coagulacdo sanguinea, varios artropodes hamatofagos utilizam enzimas com
atividade apirasica, como o argasideo Ornithodorus moubata (Ribeiro et al., 1991). Estas
enzimas quebram o Difosfato de Adenosina (ADP), responséavel pela ativagao das plaquetas,
em Monofosfato de Adenosina (AMP), inibindo, assim, sua agregacao (Valenzuela, 2005). J&
inibidores da cascata de coagulacdo foram identificados nos carrapatos Amblyomma
cajennense, como o inibidor do fator Xa (Batista et al., 2010), e em R. (B.) microplus, no qual

foi identificado um inibidor de trombina (Ciprandi et al., 2006).

A resposta inflamatoria representa uma ameaca aos artropodes hemat6fagos, uma vez
que a ela ¢ uma resposta localizada a injuria, se tornando maléfica para o carrapato,
prejudicando o sucesso do repasto. Ja foi descrito, na saliva de 1. scapularis, um antagonista
da bradicinina, que ¢ o hormonio responsavel pela dor (Ribeiro & Mather, 1998). Inibidores
da resposta imune foram descritos nas espécies Ixodes ricinus (Hannier et al., 2004) e
Hyalomma asiaticum asiaticum (Yu et al., 2006). Elas possuem inibidores de células B que
atuamnas respostas de anticorpos especificos anticarrapato, responsaveis por causar rejeicao
pelo hospedeiro. Ja a espécie I. scapularis possui uma proteina salivar capaz de inibir células
T resultantes da redugdo da producdo de interleucina-2 (Anguita et al., 2002). Além disso,
inibidores do sistema complemento humano ja foram descritos na saliva de I scapularis
(Valenzuela et al., 2000), /. ricinus (Daix et al., 2007), A. cajennense (Franco et al., 2016) e R.
(B.) microplus (Silva et al., 2016), uma vez que proteinas do complemento, ativas no soro do

sangue ingerido, podem danificar as células do intestino destes acaros.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou um estudo que consistiu na analise
do comportamento alimentar de Ornithodoros rostratus (Acari: Argasidae) em camundongos.
Nele, os autores, através de eletromiograma e microscopia intravital, descreveram
detalhadamente as fases de alimentacdo deste carrapato (Costa et al., 2016). O comportamento
alimentar de ixodideos tem sido pouco abordado, como em trabalhos relevantes publicados
ainda nas décadas de 60 e 70. Alguns estudos em ixodideos foram realizados a partir da
analise dos sinais elétricos gerados durante seu processo alimentar. Em 1970, Sweatman &
Gregson observaram as diferengas no comportamento alimentar de Hyalomma aegyptium, em
tartaruga e coelho, sob temperaturas ambientais variadas. Naquele estudo, os pesquisadores
realizaram o eletrograma da musculatura da bomba de sucg¢do, durante o repasto sanguineo do
carrapato, e,por meio da emissdo dos sinais elétricos, os autores observaram eventos como:

periodo de inativagdo, atividade da bomba faringeal, ejecao da saliva, acdo da saliva durante o
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periodo de succdo e um ciclo de eventos envolvendo variacdes relativas a inje¢do de saliva.
Em 1972, Tatchell et al. observaram o comportamento alimentar de R. (B.) microplus por
meio dos sinais elétricos emitidos durante o repasto sanguineo. Nesse estudo,os autores
caracterizaram sinais como: inatividade, succdo, salivagdo e outros padrdes que nao foram
identificados pelos mesmos. Sweatman et al. (1976) fizeram uso do eletrograma durante o
repasto sanguineo de Hyalomma dromedarii em um bovino. Em 1979, Waladde et al.
descreveram o processo alimentar de R. (B.) microplus, em alimentador artificial, onde foram
observadas variagdes no comportamento alimentar do carrapato por meio dos sinais elétricos
em relacdo a dieta utilizada. Em um estudo mais recente, Bockenstedt et al. (2014) avaliaram
o comportamento alimentar de /. scapularis por meio da analise de imagens do seu sitio
alimentar na orelha de um camundongo infectado com Borrelia burgdorferi. Nas imagens
geradas pela microscopia intravital, os autores observaram as pecas bucais do carrapato sendo
introduzidas na derme hospedeiro, o hipdstomo com uma tUnica quelicera estendida, ¢ a
formagdo do “pool” de alimentacdo. Entretanto, até o momento, nada se tem observado sobre
o comportamento alimentar de A4. sculptum em condigdes de laboratorio, utilizando-se a

metodologia de eletromiograma ao longo de todo o processo alimentar do artrépode.

1.5. Eletropenetrograma e Eletromiograma

A captura de sinais elétricos gerados pelos artropodes hematdfagos, durante seu
processo alimentar, vem sendo bastante utilizada em estudos sobre o processo hematofagico.
De inicio, a técnica denominada eletropenetrograma consistia em conduzir uma pequena
corrente elétrica, que passava pelo artrépode e pelo hospedeiro, com auxilio de eletrodos,
assim, toda mudang¢a que ocorria na resisténcia elétrica promovida pelas contracdes
musculares do artrépode, durante a hematofagia, eram capturadas e gravadas (McLean &

Kinsey, 1964).

Com o decorrer dos anos, a técnica foi aprimorada a fim de evitar as alteragdes
causadas nos artropodes em decorréncia do uso da corrente elétrica. Assim, o
eletropenetrograma deu origem ao eletromiograma. Atualmente, os equipamentos mais
modernos sdo capazes de detectar as variagdes de voltagens provocadas pela penetragdo e

movimentagdo das pecas bucais ou pela movimentagdo da musculatura de bombas que
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estdodiretamente ligadas a suc¢do de sangue, como a bomba faringeal ou a bomba cibarial
(Smith, 1979). Posteriormente, Guarneri e colaboradores desenvolveram ainda mais esta
técnica, usando um sistema de monitoramento eletronico da atividade da bomba cibarial de
triatomineos para estudos de comportamento alimentar, nos quais o sinal produzido pela
bomba ¢ filtrado, ampliado, digitalizado e armazenado em software especialmente
desenvolvido para a andlise dos sinais (Sant’Anna et al., 2001). A principal vantagem dessa
técnica ¢ que, além de possibilitar o monitoramento de todo o processo alimentar, ela permite
que os dados capturados sejam gravados e fiquem disponiveis para posterior analise. Esta
metodologia ja foi utilizada no estudo do comportamento alimentar de triatomineos (Guarneri
et al., 2000; Sant’Anna et al., 2001; Araujo et al., 2007; Soares et al., 2014), percevejo de
cama (Araujo et al., 2009) e carrapatos (Costa et al., 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Os carrapatos podem transmitir uma grande variedade de patdgenos, incluindo
bactérias, virus, protozoarios sanguineos (Chen et al., 2010). No Brasil, o principal patégeno
transmitido aos humanos por carrapatos ¢ a Rickettsia rickettsii, bactéria causadora da FMB,
sendo a maioria dos casos e das mortes confirmados no Sudeste (Bitencourth et al., 2016).
Nesta regido a principal vetora € o 4. sculptum. Apesar da sua importancia como transmissor
de patégenos aos humanos, na literatura ndo consta nenhum tipo de informagao a respeito do
comportamento alimentar de 4. sculptum. Desse modo, o presente trabalho visa, por meio da
analise dos sinais elétricos, avaliar o processo alimentar de fémeas e ninfas de 4. sculptum,
em camundongos, possibilitando, assim, a gera¢do de conhecimentos sobre sua dindmica de
alimentacdo ao longo dos dias em que permanecem associadas ao hospedeiro, bem como

estudar as reagdes locais observadas na pele e sitio de alimentagdo do ectoparasito.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigaro processo alimentar de Amblyomma sculptum em camundongos pelo
monitoramento dos sinais elétricos (eletromiograma) gerados pelo carrapato em diferentes

tempos de contato com o hospedeiro.

3.2. Objetivos Especificos

e Padronizar a técnica de eletromiograma em ninfas e fémeas de A. sculptum durante o
periodo de fixag@o ao hospedeiro.

e Fazer o registro do eletromiograma dos carrapatos em diferentes dias apos a sua fixago
no hospedeiro.

e Identificar e descrever os sinais elétricos presentes nos eletromiogramas relacionados

com o processo alimentar de ninfas e fémeas de A. sculptum em camundongos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Manutencao da Colonia de Amblyomma sculptum em Laboratorio

Os exemplares de A. sculptum utilizados nos experimentos sdo provenientes de
exemplarescoletados na Fazenda Experimental da UFMG, em Pedro Leopoldo-MG, Brasil, e
foram identificados de acordo com Nava et al., 2014. No Laboratério de Fisiologia de Insetos
Hematéfagos do ICB/UFMG, os carrapatos forammantidos em uma incubadora com
condi¢des semi-controladas de temperatura (28 + 2°C) e umidade relativa (85 + 10%). Esses
artropodes foram alimentados em camundongos machos adultos (7-8 semanas de idade) da
linhagem Swiss (Mus musculus) por cerca de 4 a 10 dias. Para isso, os camundongos da
linhagem Swiss acomodaram uma camara de alimentacdo onde os carrapatos foram mantidos
até completarem sua alimentagdo. As camaras de alimentacdo foramfixadas com adesivo de
contato (Brascoplast Standard, Brascola) no dorso (regido da cernelha) de camundongos
previamente anestesiados intraperitonealmente com uma solu¢do de Cetamina (Ventil®,
Louveira, SP, Brasil) e Xilazina (Bayer S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil) a 150 ¢ 10 mg/kg de
peso, respectivamente. As camaras foram confeccionadas a partir de tubos de polipropileno de
1,5 mL (Eppendorf Tube®), cortados de modo a permanecer com aproximadamente 1,5 cm
de altura. As tampas receberam pequenos furos para permitir a troca de umidade e ar (Fig.

3A).

4.2. Preparo dos Camundongos e Carrapatos Utilizados na Técnica de Eletromiograma

Para a realizagdo da técnica de eletromiograma, os camundongos da linhagem Swiss
foram preparados para acomodar uma camara de alimentacdo onde foram mantidos os
carrapatos, ao longo dos experimentos, do mesmo modo como citado no item 4.1. Nos
experimentos com carrapatos fémeas, cada camundongo acomodou um casal de adultos em
sua camara de alimentagdo, enquanto nos experimentos com ninfas, cada camundongo

acomodou duas ninfas em sua camara de alimentacao (Fig. 3).
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Figura 3 — Camara de alimentago (seta) fixadasno dorso (A) do camundongo Swiss e acondicionamento dos

carrapatos para a técnica de eletromiograma (B).

4.3. Eletromiograma

Para a realiza¢do do eletromiograma (Fig. 4) os camundongos da linhagem Swiss
foram anestesiados intraperitonealmente com uma solugdo de Cetamina (Ventil®, Louveira,
SP, Brasil) e Xilazina (Bayer S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil) a 150 ¢ 10 mg/kg de peso,
respectivamente. Em seguida, os camundongos foram acomodados, em decubito ventral,
sobre uma manta aquecida (Fine Science Tools Inc., Baden-Wiirttemberg, Alemanha) que
manteve sua temperatura corporal constante a 37°C + 1°C, mediante monitorizagdo por sensor

retal (Fine Science Tools Inc.).

Os sinais elétricos produzidos pelos carrapatos foram captados e gravados de acordo
com Costa et al. (2016). Resumidamente, um eletrodo, constituido por um fio de ouro
ultrafinocom 90 um de didmetro, foi fixado ao hospedeiro com fita adesiva, enquanto um
segundo eletrodo foi fixado na superficie dorsal do carrapato. O contato entre os eletrodos, no
carrapato e no hospedeiro, foi potencializado por meio do uso de um gel condutor (Regisgraf-
Gel®, Sao Paulo, SP, Brasil). Os sinais capturados foram amplificados 210 vezes, filtrados
para descartar os sinais com frequéncia acima de 17 Hz (com uma inclinagdo de -45

dB/oitava) e digitalizados por uma placa de aquisicdo de dados (AC-100, Pico Technology
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Limited, UK) conectada a um microcomputador. Os dados gerados foram armazenados no
programa (Data Acquisition System) escrito pelo Professor Alberto de Figueiredo Gontijo
(COLTEC/UFMG). O sitio escolhido para a fixacdo dos carrapatos foi a pele da regiao

dorsaldo torax do camundongo, a qual era delimitada pela camara de alimentagao (Fig. 3).

% ! AMP E _
H‘F PAQ _l ‘

Hospedeiro

Figura 4 — Esquema da montagem experimental para realizagdo da técnica de eletromiograma, onde os sinais
elétricos gerados, durante o tempo de fixagdo do carrapato em busca do repasto sanguineo no hospedeiro, foram
captados e armazenados. Seta: eletrodos; AMP: amplificador; F: filtro; PAQ: placa de aquisicdo. Adaptado de
Aragjo et al. (2011).

4.4. Andlise dos Dados Gerados no Eletromiograma

Os arquivos de dados, referentes aos sinais elétricos gerados durante o processo
alimentar dos carrapatos, foram analisados dentro do ambiente do sofiware MATLAB 6,pelo
programa BARBEIRO.m, escrito pelo Professor Alberto de Figueiredo Gontijo
(COLTEC/UFMG). Este programa analisa os dados dos sinais elétricos, gerando trés
representacoes graficas: janela 1 - sinal original do carrapato: apresenta os sinais elétricos
(mV) fundamentais ao longo do tempo do experimento; janela 2 - espectro de frequéncia:
permite a visualizagdo das frequéncias fundamentaise suas frequéncias harmonicas que
apareceram no eletromiograma; janela 3 — espectrograma: permite a visualizacdo das

frequéncias fundamentais e suas frequéncias harmonicas que apareceram ao longo do tempo.

Os registros elétricos, obtidos por meio do eletromiograma, foram transferidos para o

Microsoft Excel 365 para a constru¢ao dos graficos de sinais e posterior andlise.
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4.5. Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 6.
Para testar a normalidade dos dados, foi utilizado o teste Kolmogorov-Smirnov. O teste de
Qui quadrado foi utilizado na observagdodas correlagdes estatisticas entre os quatro dias de
alimentacdo analisados no eletromiograma. O Teste Exato de Fisher foi utilizado para
observar as correlagdes estatisticas na comparagdo dos dois dias de alimentagdo com os
parametros observados. O teste de Mann-Whitney foi utilizado na comparacio de diferentes
parametros alimentares entre as ninfas utilizadas nos experimentos de eletromiograma. O

nivel de significancia foi determinado como p<0,05.

4.6. Comité de Etica

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os manuais de
experimentacdo animal e foram aprovadospelo comité de ética para utilizagdo de animais

(CETEA/ICB-UFMG) sob o protocolo 361/2017 (ANEXO A).

4.7. Delineamento Experimental

Para caracterizar o processo alimentar de ninfas e fémeas de A. sculptum em
camundongos, foram formados dois grupos experimentais conforme mostrado nas tabelas 1 e
2. Para a descri¢do do comportamento alimentar, foram utilizadas quatro fémeas adultas do
carrapato que foram avaliadas nos dias 1, 3, 6 € 9 e oito ninfas, avaliadas nos dias 1, 2, 3 e 4
apos sua fixacdo no hospedeiro. A fémea de numero 1 foi removida do experimento no dia 4
por problemas na captura dos sinais, em decorréncia de problemas técnicos com o aparelho

utilizado.

Os carrapatos adultos fémeas utilizados nos experimentos tinham entre 30 a 40 dias

apds a muda e as ninfas, entre 15 e 25 dias. Os espécimes foram pesados antes (Peso Inicial —
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PI) e depois (Peso Final — PF) do repasto sanguineo, para a determinacdo do ganho de peso
(GP), que ¢ o PF menos o PI, sendo que, no caso das ninfas, o PI foi feito por meio de uma
média de dois pools contendo 100 ninfas. O tempo total de contato (TTC) dos carrapatos com
os hospedeiros também foi determinado desde o dia em que eles fixaram suas pecas bucais na
pele do camundongo até o dia em que eles as retiraram do mesmo. Finalizado o processo de
alimentagdo, os carrapatos foram removidos e mantidos na incubadora sob condi¢des semi-
controladas de temperatura (28 + 2°C) e umidade (85 + 10%). As ninfas foram mantidas
individualmente, em tubos capazes de permitir a troca de ar, € monitoradas diariamente para
determinar o tempo gasto para a realiza¢do da ecdise e a identificacdo do sexo do estagio

adulto.

Tabela 1 — Dados referentes aos quatro grupos experimentais, compostos por fémeas adultas

de A. sculptum, cujo processo alimentar foi monitorado por eletromiograma.

Dia do Monitoramento  Carrapatos Adultos Durac¢do do Experimento (min)

Dia 1 Fémeas 1 a4 46
Dia 3 Fémeas 1 a4 46
Dia 6 Fémeas 1 a 4 46

Fémea 1 20
Dia 9

Fémeas 2 a4 46
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Tabela 2 — Dados referentes aos quatro grupos experimentais, compostos por ninfas de A.

sculptum, cujo processo alimentar foi monitorado por eletromiograma.

Dia do Monitoramento Ninfas Durag¢do do Experimento (min)
Ninfa 1 a4 =¥
Dia 1 Ninfa 5 16
Ninfa 6 22
Ninfa 7 30
Ninfa 8 3
Ninfa 1 7
Ninfa 2 7
Ninfa 3 7
. Ninfa 4 27
Dia 2 Ninfa 5 25
Ninfa 6 13
Ninfa 7 24
Ninfa 8 13
Ninfa 1 15
Ninfa 2 20
Ninfa 3 Sk
) Ninfa 4 25
Dia 3 Ninfa 5 12
Ninfa 6 19
Ninfa 7 30
Ninfa 8 31
Ninfala$s koK
Dia 4 Ninfa 6 18
Ninfa 7 30
Ninfa &8 Sk

*Sinais elétricos comprometidos na analise.**Ninfa ja havia desprendido do camundongo.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao das Frequéncias Fundamentais por Meio do MATLAB 6

Os sinais elétricos, obtidos por meio do eletromiograma e analisados dentro do
pacote MATLAB 6, permitiram identificar duas variagdes de frequéncias por meio das
analises dos graficos das janelas 2 e 3. Essas, apresentaram umavariacaoentre 6,5 ¢ 8 Hertz
(Hz) e uma outra variagdo entre 5 e 6,5 Hz (Fig. 5). As frequéncias, identificadas na janela2
do MATLAB 6, quando associadas aos sinais vistos no eletromiograma, permitiram
correlaciond-las ao sinais referentes ao evento de Succdo.Além das frequéncias fundamentais,
esta andlise permitiu a identificacdo das frequéncias harmoénicas (Fig. 5). Ao observar
somente a janela 3 do MATLAB 6, vimos que alguns espectrogramas apresentaram faixas no
sentido vertical, e, ao associar essas faixas com os sinais do eletromiograma, foi possivel

correlaciona-las ao evento de Salivagao.
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Figura 5— Graficos gerados no sofiware MATLAB 6 que indicam a existéncia de duas frequéncias prevalentes de
aproximadamente 5 e 7 Hz (setas), sendo uma relativa a suc¢do de alta frequéncia (A e C), e outra relativa a
sucgdo de baixa frequéncia (A e E). Nos respectivos espectrogramas (B, D e F), é possivel observar a faixa que
indica a frequéncia fundamental ao longo do tempo (setas). Também podem ser observadas as frequéncias
harménicas (E) e suas faixas no espectrograma (F).

5.2. Descricado e Identificagdodos Sinais Elétricos Presentes nos Eletromiogramas

Relacionados ao Processo Alimentar de Ninfas e Fémeas de Amblyomma sculptum

Os sinais elétricos obtidos por meio do eletromiograma e analisados pelos graficos
gerados no Microsoft Excel 365, e dentro do pacote MATLAB 6, permitiram identificar trés
tipos de eventos ocorridos durante o processo alimentar: succdo, salivagdo e inatividade (Fig.

6). As caracteristicas de cada evento identificado sdo descritas a seguir.

Succdo: caracterizado por periodo com variagdes sequenciais e repetitivas na

voltagem, que formaram picos com vértice para baixo ou para cima que correspondem a
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atividade da bomba faringeal. Os sinais elétricos de suc¢do apresentaram duas variagdes de
frequéncias que foram determinadas por meio das analises dos graficos das janelas 2 e 3 do
MATLAB 6, como visto no item 5.2, sendo eles: A) Sucgdo de Alta Frequéncia, constituido
por picos de vértice unico e com alta amplitude, apresentando uma frequéncia variando entre
6,5 e 8 Hz; B) Suc¢do de Baixa Frequéncia, formado por picos ora de vértice Unico, ora com
formas irregulares e vértice duplo ou triplo, com baixa amplitude, e frequéncia variando entre

5 ¢ 6,5 Hz (Fig.6).

Salivagdo: caracterizado por um aumento repentino da voltagem emitida, seguido
pelo retorno da voltagem ao valor basal, constituindo-se em sinal do tipo “shoulder peak”.
Entretanto, esse aumento da voltagem foi bem variavel, sendo ora bastante caracteristico, ora
bem sutil. Além dos picos caracteristicos de Salivagao, foi determinado um outro tipo de pico
que foram aqui denominamos Saliva¢do X, também caracterizado por um aumento repentino

da voltagem e seu retorno ao valor basal, porém, com um tempo de duragdo mais curto (Fig.

6).

Inatividade: caracterizado por um periodo no qual o carrapato permaneceu com as
pecas bucais em contato com o hospedeiro, porém, sem realizar nenhum tipo de evento. Neste

periodo, os valores de voltagem capturados apresentaram ligeira variacao (Fig. 6).
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Figura 6 — Sinais elétricos, gerados durante o processo alimentar,a partir dos quais foi possivel caracterizar as
duasfrequéncias de succdo, sendo elas: Succao de Alta Frequéncia (A) e Succao de Baixa Frequéncia (A, B, C e
D), que apresentampicos regulares (B e D) ou irregulares (A e C). Sinais de Salivacdo classicos (A, C,DeE) e

Salivagdo X (D); e Inatividade (E).

5.3. Caracterizacao do Processo Alimentar de Fémeas de Amblyomma sculptum

As fémeas de A. sculptum foram analisadas em quatro dias distintos de sua
alimentacdo, sendo eles: dia 1, dia 3, dia 6 e dia 9 apds a penetracdo das pecas bucais no
hospedeiro, por um periodo de 46 minutos em cada dia, sendo considerado este o tempo total
do experimento. As analises dos sinais foram feitas de forma qualitativa, de modo a permitir
observar quais dos eventos foram mais presentes, por minuto, em cada dia, assim como qual
evento foi predominante por unidade de tempo (min). Em relagdo aos picos de sucgdo,

observou-se qual a frequéncia predominante, por minuto, como descrito nas tabelas 3, 4 e 5.



36

Tabela 3 — Eventos observados, minuto a minuto, ao longo do processo alimentar de fémeas

de Amblyomma sculptum.

Duracao dos Eventos Observados

Dia Tempo Suc-Sal-Inat Sal-Inat  Suc-Sal Suc

1 Total (min) 76 9 99 0
% 41,3 4,9 53,80 0,0

3 Total (min) 0 0 161 23
% 0,0 0,0 87,5%¢ 12,5

6 Total (min) 0 0 175 9
% 0,0 0,0 95,1° 4,9

9 Total (min) 0 0 138 0
% 0,0 0,0 100,0*¢ 0,0

Suc-Sal-Inat: sinais de sucgdo, salivagdo e inatividade; Sal-Inat: sinais de salivagdo e inatividade; Suc-Sal: sinais
de sucgdo e salivag@o; Suc: sinais de sucgdo. Foi realizada a analise estatistica do valor percentual, de cada
evento, em relagdo ao tempo total nos diferentes dias. Valores que ndo compartilham uma mesma letra sdo

significativamente diferentes (p<0,05; Teste Exato de Fisher).

Tabela 4 — Eventos predominantes, observados minuto a minuto, ao longo do processo

alimentar de fémeas de Amblyomma sculptum.

Durag¢ao do Evento Predominante

Dia Tempo Suc Sal Inat
| Total (min) 70 72 42
% 38,12P 39,12b 22,8

3 Total (min) 164 20 0
% 89,1? 10,9 0,0

6 Total (min) 171 13 0
% 92,9° 7,1° 0,0

9 Total (min) 110 28 0
% 79,7° 20,3° 0,0

Suc: suc¢do; Sal: salivacdo; Inat: inatividade.Foi realizada a analise estatistica do valor percentual de cada
evento predominante em relagdo ao tempo total nos diferentes dias. Valores que ndo compartilham uma mesma

letra sdo significativamente diferentes (p<0,05; Teste Exato de Fisher).
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Tabela 5 — Frequéncias de suc¢do predominantes, observadas minuto a minuto, ao longo do

processo alimentar de fémeas de Amblyomma sculptum.

Duracdo da Frequéncia de Suc¢do Predominante

Dia Tempo Baixa Alta
(>5e<6,5 Hz) (>6,5 e <8 Hz)

1 Total (min) 141 34
% 80,6° 19,4°

3 Total (min) 173 11
% 94,0 6,0

6 Total (min) 159 25
% 86,4 13,6

9 Total (min) 116 22
% 84,1° 15,9°

Foi realizada a analise estatistica da propor¢do de frequéncia baixa e alta nos diferentes dias de observagdo.
Valores que ndo compartilham uma mesma letra sdo significativamente diferentes (p<0,05; Teste Exato de

Fisher).

A descricdo qualitativa dos eventos vistos, dos eventos predominantes ¢ da
frequéncia de succ¢do predominante, em cada dia de alimentacdo, estd descrita a seguir.

Dia 1: caracterizado pelo inicio da alimentacdo do carrapato,considerando osdias
avaliados, 24 horas ap6s o mesmoentrar em contato com o hospedeiro e inserir suas pegas
bucais a fim de realizar a hematofagia. Nesse dia, foram observados trés grupos de eventos
distintos que foram identificados na andlise minuto a minuto: Suc¢ao-Salivacdo-Inatividade
(Fig. 7A), Salivacao-Inatividade (Fig. 7B) e Succ¢do-Salivacdo (Fig. 7C). Destes grupos de
eventos identificados observamos que os mais prevalentes foram Succ¢do-Salivagdo e Sucgdo-
Salivacao-Inatividade, correspondendo a 53,8% e 41,3% do tempo total de analise nesse dia,
respectivamente. Ao observamos o evento predominante neste dia de alimentagdo, vimos que
a Salivagao representa 39,1% do tempo total de andlise seguida pela Suc¢do que corresponde
a 38,0%. Somente nesse dia de andlise foi possivel observar a presenga da Inatividade,
correspondendoa 2,9% do tempo total de observacao. Quanto a frequéncia dos picos de
Succ¢do observados nesse dia, vimos que houve uma predominancia nos picos de Succdo de
Baixa Frequéncia (80,6%) em relacdo aos picos de Succao de Alta Frequéncia (19,4%).

Dia 3: nesse dia de alimentagdo, 72 horas apds o carrapatoentrar em contato com o
hospedeiro e inserir suas pegas bucais a fim de realizar a hematofagia, foram observados dois
grupos de eventos distintosidentificados nas andlises por minuto, sendo eles: Succdo-

Salivagdo (Fig. 7D) e Succdo (Fig. 7E). Observamos aqui um aumento percentual do evento
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de Succdo-Salivacdo em relagdo ao primeiro dia de andlise, onde, nesse dia, o mesmo
corresponde a 87,5% do tempo total de analise. J& os eventos onde o carrapato apresenta
apenas Succdo correspondem a 12,5% do tempo total de observacidodesse dia. Ao analisarmos
o evento predominante, observamos um aumento significativo da Succdo que nesse dia
correspondeu a 89,1% do periodo analisado e, em contrapartida, uma reduc¢ao do tempo em
que a Salivagdo foi predominante, correspondendo a 10,9% do tempo total de analise nesse
dia. Periodos de Inatividade ndo foram identificados nesse dia de alimentacao. Com relacao a
frequéncia dos picos de Succdo observamos um aumento percentual da Succao de Baixa
Frequéncia (94,0%) e uma diminui¢do percentual dos picos de Suc¢do de Alta Frequéncia
(6,0%) em relacdo ao dia anterior.

Dia 6: nesse dia de alimentagdo, assim como no anterior, foram observados os
mesmos dois grupos de eventos identificados nas andlises por minuto: Succao-Salivacdo (Fig.
7F) e Succdo (Fig. 7G). Vimos que nesse dia houve um ligeiro aumento percentual do evento
de Succao-Salivacdo em relagdo ao dia anterior, correspondendo a 95,1% do tempo total de
analise, enquanto os eventos de Suc¢do que aparecem sozinhos apresentaram uma baixa
percentual correspondendo a 4,9% do tempo total de observacdo. Em relacdo ao evento
predominante, observamos um aumento percentual da Suc¢do em relacdo ao dia de andlise
anterior, correspondendo a 92,9% do tempo total e, por outro lado, uma reducao percentual da
Salivacdo, que nesse dia correspondeu a 7,1% do tempo total de observagdo. Periodos de
Inatividade também nao foram identificados nesse dia de alimentacdo. Ao analisarmos a
frequéncia dos picos de Sucgdo vimos uma reducdo percentual da Succdo de Baixa
Frequéncia (86,4%) e um aumento percentual dos picos de Succdo de Alta Frequéncia
(13,6%) em relagdo ao dia anterior de analise.

Dia 9: no ultimo dia analisado do repasto sanguineo, registrado quando observamos a
fase de ingurgitamento, foi observado somente um grupo de evento identificados nas analises
de minuto a minuto: Succdo-Salivacao (Fig. 7H). Sendo assim, esse evento correspondeu a
100,0% do tempo total de analise nesse dia, demonstrando um aumento percentual em relagcdo
ao dia anterior de andlise. Ao analisarmos o evento predominante, observamos uma reducao
na percentagem da Succ¢do em relagdo ao dia anterior, correspondendo a 79,7% do tempo total
de observacao, e um aumento percentual da Salivagdo, que nesse dia correspondeu a 20,3%
do tempo total de analise. Aqui também ndo houve identificagdo de periodos de Inatividade.
Com relagdo a frequéncia dos picos de Sucg¢do observamos novamente uma reducgdo
percentual da Suc¢do de Baixa Frequéncia (84,1%) e um aumento percentual dos picos de

Succdo de Alta Frequéncia (15,9%) em relagdo ao dia anterior de andlise.
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Figura 7 — Grupos de eventos observados ao longo do processo alimentar de fémeas de A. sculpfum nos dias de
alimentagdo: 1: Sucgdo-Salivagdo-Inatividade (A), Inatividade-Salivagdo (B) e Sucgdo-Salivagdo (C); 3: Sucgdo-

Salivagdo (D) e Sucgdo(E); 6: Sucgao-Salivagdo (F) e Sucgdo (G); e 9: Sucgdo-Salivagdo (H).

A comparacdo dos quatro dias de observagdo mostrou que o Unico evento que
apareceu em todos eles foi o de Succao-Salivacao que, em termos percentuais em relacdo ao
tempo total, variou de 53,8% (dia 1) a 100,0% (dia 9). Nessa andlise minuto a minuto, os
eventos Sucgdo-Salivacdo-Inatividade e Salivagdo-Inatividade apareceram apenas no primeiro
dia de observacao, correspondendo em termos percentuais a 41,3% e 4,9%, respectivamente.
Ja em relagdo ao evento Sucgdo, ele apareceu nos dias 3 (12,5%) e 6 (4,9%), sem apresentar
diferenca significativa entre eles (Fig. 8).

Em relacdo aos eventos predominantes, aqueles relativos aSuccdo e a Salivagdo
ocorreram nos quatro dias de observagdo e, em termos percentuais emrelacdo ao tempo total,

eles variaram de 38,1% (dia 1) a 92,9% (dia 6) e 7,1% (dia 6) a 39,1% (dia 1),
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respectivamente. Nessa analise minuto a minuto, o evento de Inatividade somente foi visto no
primeiro dia de anélise, correspondendo em termos percentuais a 22,8% (Fig. 9).

A andlise da proporcao das frequéncias de suc¢do, nos quatro dias de observagao,
mostrou que a Suc¢do de Baixa Frequéncia predominou sobre a Suc¢do de Alta Frequéncia e,
em termos percentuais, elas variaram de 80,6% (dia 1) a 94,0% (dia 3) e 6,0% (dia 3) a 19,4%
(dia 1), respectivamente (Fig. 10).
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Figura 8 — Percentual de eventos presentes, por minuto, durante o processo alimentar de fémeas de 4. sculptum, nos dias 1, 3, 6 e 9 apos fixagdo ao hospedeiro. *Diferenca

estatistica entre os grupos (p<0,05; Qui quadrado).

41



Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 9

10.9%* 7.1%*

2289 20,3%"

38,1%*

39,19+ 79,7%*
) £9,1%* 92,9%*

mSuccio mBalivagio  Inatividade BSuccio MSalivacio ®Sucgio ®Sabvacdo mSuccio mSalivacdo

Figura 9 — Percentual de eventos predominantes, por minuto, durante o processo alimentar de fémeas de A. sculptum, nos dias 1, 3, 6 ¢ 9 ap6s fixagdo ao hospedeiro.

*Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Qui quadrado).
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Figura 10 — Percentual das frequéncias de succ¢do, por minuto, durante o processo alimentar de fémeas de A4. sculptum, nos dias 1, 3, 6 ¢ 9 apds fixacdo ao hospedeiro.

*Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Qui quadrado).
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5.4. Caracterizag¢ao do Processo Alimentar de Ninfas de Amblyomma sculptum

As ninfas de A. sculptum foram analisadas em quatro dias consecutivos de sua
alimentac¢do, sendo eles: dia 1, dia 2, dia 3 e dia 4 apos a penetragdo das pegas bucais no
hospedeiro. As andlises dos sinais foram feitas de modo qualitativo, da mesma forma descrita

no item 5.3. Os detalhes observados nas analises sdo descritos nas tabelas 6, 7 e 8.

Tabela 6 — Eventos observados, minuto a minuto, ao longo do processo alimentar de ninfas de

Amblyomma sculptum

Duracao dos Eventos Observados

Dia Tempo

Suc-Sal Sal-Inat Inat

1 Total (min) 71 0 0
% 100,0? 0,0 0,0

) Total (min) 89 27 7
% 72,4%5¢ 21,9 5,7

3 Total (min) 152 0 0
% 100,0° 0,0 0,0

4 Total (min) 48 0 0
% 100,0¢ 0,0 0,0

Suc-Sal: sinais de sucgdo e salivagdo; Sal-Inat: sinais de saliva¢do e inatividade; Inat: sinais de inatividade. Foi
realizada a analise estatistica do valor percentual de cada evento em relagdo ao tempo total nos diferentes dias.
Valores que ndo compartilham uma mesma letra sdo significativamente diferentes (p<0,05; Teste Exato de

Fisher).

Tabela 7 — Eventos predominantes, observados minuto a minuto, ao longo do processo

alimentar de ninfas de Amblyomma sculptum.

Durag¢ao do Evento Predominante

Dia Tempo Suc Sal Inat
1 Total (min) 56 15 0
% 78,940 21,12 0,0
) Total (min) 86 3 34
% 69,9° 2,40 27,7
3 Total (min) 106 46 0
% 69,7° 30,3° 0,0
4 Total (min) 30 18 0

% 62,5 37,5° 0,0
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Suc: suc¢do; Sal: salivacdo; Inat: inatividade.Foi realizada a analise estatistica do valor percentual de cada
evento predominante em relagdo ao tempo total nos diferentes dias. Valores que ndo compartilham uma mesma

letra sdo significativamente diferentes (p<0,05; Teste Exato de Fisher).

Tabela 8 — Frequéncias de suc¢ao predominantes, observadas minuto a minuto, ao longo do

processo alimentar de ninfas de Amblyomma sculptum.

Duragdo da Frequéncia de Suc¢do Predominante

Dia Tempo Baixa Alta
(>5e<6,5 Hz) (>6,5 e <8 Hz)

1 Total (min) 61 10
% 85,9% 14,1°

) Total (min) 89 0
% 100,0% 0,0*°

3 Total (min) 111 41
% 73,0° 27,0

4 Total (min) 39 9
% 81,2° 18,8°

Foi realizada a analise estatistica da propor¢ao das frequéncias (baixa e alta) nos diferentes dias de observagao.

Valores que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes (p<0,05; Teste Exato de Fisher).

A descricdo qualitativa dos eventos vistos, dos eventos predominantes e da

frequéncia de succdo predominante de cada dia de alimentacao ¢ dada a seguir.

Dia 1: nesse dia, foi observado apenas um grupo de evento, sendo elea Sucg¢ao-
Salivacdo (Fig. 11A), que correspondeu,portanto, a 100,0% do tempo total da analise.
Observamos que o evento predominante foi a Suc¢ao, ao qualcorrespondeu a 78,9% do tempo
total do processo, seguida pela Salivagdao que correspondeu a 21,1%. Quanto a frequéncia dos
picos de Succdo, houve uma predominancia dos picos de Baixa Frequéncia (85,9%) em

relacdo aos picos de Alta Frequéncia (14,1%).

Dia 2: nesse dia de alimentagdo, foram observados trés grupos de eventos distintos,
identificados nas analises por minuto, sendo eles: Succdo-Salivacao (Fig. 11B), Salivagio-
Inatividade (Fig. 11C) e Inatividade (Fig. 11D). Foi observada aqui uma redugdo percentual
do evento de Succdo-Salivacdo, em relacdo ao dia anterior de andlise, quando o mesmo
correspondeu a 72,4% do tempo total de analise. Ja os eventos de Salivagdo-Inatividade e

Inatividade que apareceram sozinhos corresponderam a 21,9% e 5,7% do tempo total de
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observagao, respectivamente. Na andlise do evento predominante, foi verificada uma redugao
percentual da Suc¢do e da Salivagdo que neste dia correspondeu a 69,9% e 2,4% do tempo
total de analise, respectivamente. Quanto a Inatividade, que so foi vista nesse dia, a mesma
correspondeu a 27,7% do tempo total da observacdo. Com relagdo a frequéncia dos picos de
Suc¢do, observamos que somente a Succao de Baixa Frequéncia foi registrada no dia

(100,0%).

Dia 3: nesse dia, assim como no primeiro dia, apenas um grupo de evento foi visto, a
Sucgdo-Salivagdo (Fig. 11E), correspondendo, assim, a 100,0% do tempo total de analise. Em
relagdo ao evento predominante, observamos uma leve diminui¢ao percentual da Suc¢do em
relacdo ao dia anterior, correspondendo a 69,7% do tempo total de observacdo, e por outro
lado um aumento percentual da Salivacdo, que neste dia correspondeu a 30,3% do tempo total
de analise. Periodos de Inatividade ndo foram identificados nesse dia de alimentagdo. Ao
analisarmos a frequéncia dos picos de Suc¢do vimos uma reducdo percentual da Suc¢do de
Baixa Frequéncia (73,0%) e um aumento percentual dos picos de Suc¢do de Alta Frequéncia

(27,0%) em relagdo ao dia anterior.

Dia 4: no ultimo dia do repasto sanguineo analisado, quando ocorre a fase de
ingurgitamento, observamos somente um grupo de evento identificado nas analises de minuto
a minuto: Sucgdo-Salivagdo (Fig. 11F). Sendo assim, esse evento correspondeu a 100,0% do
tempo total de andlise. Ao analisarmos o evento predominante, observamos uma redugao
percentual da Succdo em relagdo ao dia anterior, correspondendo a 62,5% do tempo total de
observagdo, e um aumento percentual da Salivagdo, que nesse dia correspondeu a 37,5% do
tempo total de andlise. Aqui também nao houve identifica¢do de periodos de Inatividade. Com
relagdo a frequéncia dos picos de Sucg¢do observamos um aumento percentual da Sucgdo de
Baixa Frequéncia (81,2%) e uma reducao percentual dos picos de Succao de Alta Frequéncia

(18,8%) em relacdo ao dia anterior.
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Figura 11 — Grupos de eventos observados ao longo do processo alimentar de ninfas de 4. sculptum nos dias de
alimentag@o: 1: Sucgdo-Salivagdo (A); 2: Sucgdo-Salivagdo (B), Inatividade-Salivagdo (C) e Inatividade (D); 3:
Succdo-Salivagdo (E); 4: Succdo-Salivacdo (F).

A comparagdo dos quatro dias de observagdo mostrou que o unico evento que
apareceu em todos eles foi o de Sucgao-Salivagdo, assim como visto nos individuos adultos
fémeas, o que, em termos percentuais em relagdo ao tempo total, variou de 72,4% (dia 2) a
100,0% (dias 1, 3 ¢ 4). Nessa analise minuto a minuto, os eventos de Saliva¢ao-Inatividade e
Inatividade apareceram apenas no segundo dia de observagdo, correspondendo em termos
percentuais a 21,9% e 5,7%, respectivamente (Fig. 12).

Em relagdo aos eventos predominantes vimos que os eventos de Sucgdo e de
Salivacao ocorreram nos quatro dias de observacao e, em termos percentuais em relacdo ao
tempo total, eles variaram de 62,5% (dia 4) a 78,9% (dia 1) e 2,4% (dia 2) a 37,5% (dia 4),
respectivamente. Nessa andlise minuto a minuto, o evento de Inatividade somente foi visto no
segundo dia de anélise, correspondendo em termos percentuais a 27,7% (Fig. 13).

A andlise da propor¢do das frequéncias de suc¢do nos quatro dias de observacao
mostrou que a Suc¢do de Baixa Frequéncia predominou sobre a Succdo de Alta Frequéncia, e
em termos percentuais as mesmas variaram de 73,0% (dia 3) a 100,0% (dia 2) e 0,0% (dia 2) a

27,0% (dia 3), respectivamente (Fig. 14).



Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4

® Succdo-Salivacio
100.0%* . o4
® Salivacio-Inatividade 100,0% 100,0%

W Sucgio-Salivagio Inatividade B Sucgio-Salivagio B Succio-Salivagio

Figura 12 — Percentual de eventos presentes, por minuto, durante o processo alimentar de ninfas de 4. sculptum, nos dias 1, 2, 3 e 4apos fixacao ao hospedeiro. *Diferenca

estatistica entre os grupos (p<0,05; Qui quadrado).

49



Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

37,5%*

® Sucgio m Salivagio m Sucgio mSalivagio  Inatividade B Sucgio M Salivagio ® Sucgdo mSalivagio

Figura 13 — Percentual de eventos predominantes, por minuto, durante o processo alimentar de ninfas de 4. sculptum, nos dias 1, 2, 3 e 4 apos fixagdo ao hospedeiro.

*Diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05; Qui quadrado).
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Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4

14.1%

£5.0%*

100,0%*

m Baixa (>3- <65 Hz) mAlta(>63 - <€ Hz) = Baixa (>3 - <6.5 Hz) mBaixa(>5-<6,5 Hz) ®Ala(>65-<8 Hz)  ®Baixa(>5-<65 Hz) M Aka(>635 - <8 Hz)

Figura 14 — Percentual das frequéncias de suc¢do, por minuto, durante o processo alimentar de ninfas de A. sculptum, nos dias 1, 2, 3 e 4 apds fixagdo ao hospedeiro.

*Diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05; Qui quadrado).
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5.5. Parametros Alimentares e Relativos as Mudas das Ninfas de Amblyomma sculptum

Durante a hematofagia, o grupo de ninfas (N=8) que foi submetido ao
eletromiograma ficou, em média, 13,1 dias em contato com o hospedeiro e ingeriu
aproximadamente 35,5 vezes o seu peso inicial em sangue. A taxa de ingestdo média foi de

4,7 mg/dia (Tabela 9).

Tabela 9 — Parametros alimentares de ninfas de Amblyomma sculptum alimentadas em

camundongos e submetidas ao eletromiograma.

Parametros alimentares Média + DP Minimo — Maximo
Peso Inicial Médio (mg) 04+0 0,4-04
Peso Final (mg) 14,6 £5,7 44-21,0
Ganho de Peso (mg) 14,2 +5,7 4,0-20,6
Tempo Total de Contato (dias) 3,1+£0,6 2,0-4,0
Taxa de Ingestao (mg/dia) 4,7+ 1,7 1,0-6,2

Em relagdo ao intervalo de tempo entre as mudas, as ninfas levaram em média 14,0
dias para atingir o estagio adulto (Tabela 10). Foi observado que a maioria das ninfas (62,5%)
deram origem a fémeas e 37,5% originaram machos. O peso final (PF) das ninfas teve relagao
com o sexo do estagio adulto a que deram origem (Fig. 15), uma vez que o PF das ninfas que
originaram fémeas foi significativamente maior que o PF das ninfas que originaram machos

(p<0,05).

Tabela 10 — Parametros relativos as mudas das ninfas de Amblyomma sculptum.

N Mudaram Numero de mudas para Razao Pré-ecdise
Y Fémea Macho Fémea:Macho (dias)
8 8 (100%) 5 (62,5%) 3 (37,5%) 1,7:1,0 14,0+ 0,5
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Figura 15 — Peso final das ninfas de acordo com o sexo do estagio adulto a que deram origem. A barra horizontal

significa diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; Teste de Mann-Whitney).
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6. DISCUSSAO

Nesse estudo, foram observados trés eventos durante a analise de diferentes dias da
alimentagdo das fémeas e ninfas de 4. sculptum, sendo eles: Succdo, Salivagdo e Inatividade.
Em relacdo a succdo, vimos que a mesma apresentou duas variagdes de frequéncias que foram
associadas aos picos, por meio das analises dos graficos gerados no software MATLAB 6:
uma de alta frequéncia, variando entre 6,5 ¢ 8 Hz, e outra de baixa frequéncia, variando entre
5¢ 6,5 Hz. Em R. (B.) microplus, Tatchell et al. (1972) também descreveram duas variagdes
nas frequéncias associadas aos picos de suc¢do, sendo que os autores correlacionaram as
variagoes de frequéncia com o tipo de alimentagdo, sendo a de menor frequéncia associada a
alimentacgdo lenta e, a de maior frequéncia, associada a alimentacao rapida. Nesse estudo, a

succao de baixa frequéncia foi a mais comum durante a hematofagia.

A salivagdo foi caracterizada pelo aumento repentino da voltagem e, em seguida, seu
retornoao valor basal. Sinais semelhantes, correlacionados a salivacdo foram observados por
Costa e colaboradores (2016), estudando a alimentacdo de O. rostratus em camundongo,
sendo caracterizada pelo aumento de voltagem, seguido de retorno lento, formando sinal
caracteristico de “shoulder peak”. Essa varia¢dao na voltagem apresentou amplitudes variadas
ao longo da analise da alimentacdo das fémeas e das ninfas de A. sculptum. Além disso, sua
frequéncia nao foi identificada, pois esses sinais apresentavam curtos periodos de tempo que
variou de >1 a 4 segundos. Sweatman et al. (1976), ao estudarem Hyalomma dromedarii,
caracterizaram um sinal semelhante, ao qual denominaram de “expulsdo da saliva”. Outras
observagdo referentes a salivacdo foram vistas por Sweatman & Gregson (1970), ao
estudarem o Hyalomma aegyptium, quando identificaram eventos como: ejecdo da saliva,
periodo do salivario aberto e inativo, flexdo do salivdrio, mudanga do salivario
predominantemente aberto para o salivario predominantemente fechado e acdo salivar durante
o periodo de sucgao faringeal, de modo que, para cada um desses eventos, foram vistos sinais
distintos. Ainda referente a salivacdo, vimos um outro tipo sinal que aqui denominamos como
Salivacdo X, também caracterizado por um aumento repentino da voltagem e seu retorno ao
valor basal, porém, com um tempo de duracdo mais curto sem “shoulder peak”. Em R.(B.)
microplus, Waladde et al. (1979) identificaram trés sinais distintos para salivagcdo, sendo um
semelhante a salivagao classica, com uma alta amplitude, e outro que eles denominaram como

salivagdo separada por periodos de inatividade, cuja duracdo é semelhante ao que vimos na
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salivacdo X; e um terceiro evento, constituido por um conjunto de picos de salivagdo ao qual
os autores associam a periodos prolongados, com rapidas injegdes de saliva, que, em nosso
trabalho, ndo foram identificados. A salivac¢ao, em carrapatos, ¢ intercalada com a ingestao de
sangue, diferentemente do que acontece com insetos hematdfagos como triatomineos e
culicideos que possuem canal salivar independente do canal alimentar (Lavoipierre et al.,
1959). Nos carrapatos o canal salivar e o canal alimentar formam uma unica estrutura,
constituida pela justaposicao do hipostomo com as queliceras (Kempet al., 1982). Por esta
razao, observamos, nos experimentos de eletromiograma, sinais de saliva¢ao independentes e,
por vezes, intercalados com sinais de sucgdo. A saliva dos carrapatos, além de contribuir para
a formagdo da cavidade por onde o sangue ¢ drenado, possui varias proteinas com agao
farmacoldgica anti-hemostatica, anti-inflamatéria e imunomoduladora que auxiliam no

processo de alimentagdo (Valenzuela, 2004).

Os periodos de inatividade, no presente trabalho, mostraram-se raros, sendo vistos
apenas no inicio da alimentacdo. Perfil semelhante a este foi visto por Costa et al. (2016), ao
estudarem o comportamento alimentar de O. rostratus. Entretanto, periodos de inatividade,
observados para argasideos, diferem daqueles vistos em carrapatos ixodideos de uma maneira
geral, os quais mostram longos periodos de inatividade, ndo somente no inicio da
alimenta¢cdo, como também nos ultimos dias (Sweatman & Gregson, 1970; Tatchell et al.,
1972). Ixodideos, diferentemente de argasideos, permanecem longos periodos associados aos

seus hospedeiros vertebrados.

Eventos como a movimenta¢do das queliceras ndo foram vistos nesse estudo, uma
vez que os experimentos tiveram inicio apds a fixagdo do carrapato no hospedeiro. Sinais
como estes sdo vistos justamente durante a implanta¢do das pecas bucais, sendo que apenas
estudos com carrapatos argasideos permitem a descricao desse tipo de evento (Zheng et al.,

2015; Costa et al., 2016).

As andlises qualitativas dos eventos observados durante a alimentagdo de A.
sculptum foram feitas, minuto a minuto, considerando o tempo total do experimento. Por meio
destas analises, foi visto que os eventos dividiram-se em quatro grupos distintos para as
fémeas de acordo com sua ocorréncia, por minuto, sendo eles: Sucgao-Salivagdo-Inatividade,
Salivacao-Inatividade, Succ¢do-Salivacdo e Succdo, e em trés grupos distintos para ninfas,
sendo eles: Succao-Saliva¢dao, Salivagao-Inatividade e Inatividade. O evento Sucgao-

Salivacdo foi o mais comum no processo alimentar, tanto para fémeas quanto para ninfas,
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ocorrendo nos quatro dias avaliados. Ainda em relagdo aos eventos, vimos que a Suc¢do
apresentou o maior percentual do tempo total de andlise dos dias de observacdo das fémeas e
das ninfasem relagdo a Salivacdo e Inatividade. A sucgao representa o periodo de ingestao de

sangue pelo carrapato.

O uso dos sinais elétricos, nesse estudo, permitiu avaliar, de forma qualitativa, os
grupos eventos que ocorreram ao longo da alimentacao de fémeas de A. sculptum nos dia 1, 3,
6 ¢ 9, e de ninfas, nos dias 1, 2, 3 e 4 apds sua fixacdo no hospedeiro vertebrado, além dos
eventos predominantes e da frequéncia de suc¢do mais prevalente ao longo da observagao.
Analises quantitativas nao puderam ser realizadas nesse estudo, pois, os tempos de analises
ndo sdo representativos para toda a alimentagdao do A. sculptum. Essa dificuldade ocorre pelo
tempo em que o carrapato permanece fixado ao seu hospedeiro realizando o repasto
sanguineo. Portanto, nossos experimentos funcionam como “janelas” de observacdo do
comportamento alimentar desses carrapatos. Os carrapatos da familia Argasidae tém como
caracteristica o fato de realizar seu repasto sanguineo em um curto periodo de tempo, o que
facilita o acompanhamento e andlise de seu comportamento alimentar como um todo,
diferentemente do que ocorre com os ixodideos como o A. sculptum, que permanecem fixados
em seu hospedeiro por varios dias. Um outro ponto a ser considerado que dificulta o estudo do
processo alimentar de ixodideos ¢ seu tipo de alimentacdo, onde nos primeiros dias o processo
hematofagico ¢ lento (“slow feeding”) e nas Ultimas 24 — 48 horas, durante o periodo de
ingurgitamento, o processo alimentar ¢ rapido (“fast feeding’’). Costa et al. (2016), realizaram
um estudo pioneiro ao quantificar os fendmenos que acontecem na alimenta¢do de O.
rostratus, uma espécie pertencente a familia Argasidae, e neste trabalho os autores
quantificaram a frequéncia de succ¢ao e salivacdo ao longo do processo alimentar de ninfas de
quarto estadio de O. rostratus. De forma interessante, Zheng et al. (2015) em seu estudo com
Ornithodoros turicata observaram por meio de alimentacdo artificial sinais correspondentes a
penetragdo das pecas bucais na membrana do alimentador artificial, salivag¢do, suc¢do
sanguinea e a remogao das pegas bucais da membrana de parafina. Costa et al. (2016) também
conseguiram acompanhar todo o processo hematofagico ao estudarem o comportamento
alimentar de O. rostratus identificando sinais correspondentes ao contato inicial,
movimentac¢do das queliceras, succdo, salivagdo e inatividade. Nesse trabalho ndo foi possivel
observar o contato inicial do carrapato com seu hospedeiro nem caracterizar sinais referentes

a insercao das pecas bucais ou movimentagao das queliceras.
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Em relacdo as ninfas, realizamos ainda uma analise de relagdo entre o PF das
mesmas apos a hematofagia e seu estagio evolutivo subsequente. Assim, foi possivel observar
que, quanto maior o PF de uma ninfa ap6s o repasto maior era a probabilidade deste espécime
originar fémeas. Essa correlagdo também foi vista em estudos com Rhipicephalus sanguineus

(Barbieri et al., 2003) e Amblyomma auricularium (Pinheiro et al., 2013).

O presente trabalho foi pioneiro em analisar o comportamento alimentar de adultos
fémeas e ninfas de 4. sculptum utilizando-se da metodologia de eletromiograma. Este trabalho
servird de ponto de partida para entendermos melhor o processo alimentar da principal espécie
de carrapato vetora de Rickettsia rickettsii no Brasil. Como perspectivas e aplicabilidade desta
metodologia no estudo da biologia de ixodideos poderemos, por exemplo, estudar o
comportamento alimentar de carrapatos em hospedeiros tratados com diferentes tipos de
acaricida, observando seu impacto no comportamento alimentar dos carrapatos ja fixados
antes do tratamento. Outra aplicabilidade seria o estudo do comportamento alimentar de
carrapatos infectados com patdgenos e o estudo de como a infec¢do impactaria na alimentagao
dos mesmos. Além disso, esta metodologia poderia ser aplicada em carrapatos fixados em
hospedeiros no campo, uma vez que o programa de aquisi¢ao de sinais esta sendo adaptado
para funcionamento em sistema operacional Windows mais moderno, podendo ser instalado
em computadores portateis de facil deslocamento para o campo. O novo sistema de filtragem
e amplificacdo de sinais ja conta com uma bateria recarregavel duradoura que também poderia
ser utilizada em campo. Desta forma, isso possibilitaria um maior entendimento da

alimentagao de carrapatos ixodideos em contato com seus hospedeiros vertebrados habituais.
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