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RESUMO

O Ornithodoros rostratus ARAGAO, 1911 é um argasideo encontrado na Bolivia,
Paraguai, Argentina e Brasil. Além da acdo espoliante exercida sobre seus hospedeiros,
pode ser transmissor de doencas aos vertebrados. Até o momento, existem poucos
trabalhos a respeito da biologia de O. rostratus e os poucos existentes na literatura
apresentam varias divergéncias. A fim de gerar uma maior compreensdao a respeito
desses artropodes, este trabalho teve como objetivo descrever aspectos importantes
sobre o ciclo bioldgico da espécie e o comportamento alimentar em condigdes de
laboratério. Trezentas larvas de O. rostratus foram alimentadas em camundongos Swiss
e seu desenvolvimento até o estagio adulto foi acompanhado. Ninfas de quarto estadio
tiveram o processo alimentar avaliado pelo eletromiograma e pela microscopia
intravital. Os resultados mostraram que, para completar o ciclo em camundongos, O.
rostratus passa por um estagio larval, até 6 estadios de ninfa e adultos machos e fémeas.
Adultos podem ser originados de ninfas 3 a 6. Larvas necessitaram de, em média, 2,7
dias para completar o repasto sanguineo, enquanto os outros estadios levaram de 17,3 a
78,3 minutos. O periodo de pré-ecdise variou de 5 a 12,5 dias e ap6s um repasto, fémeas
se mantiveram por, em média, 15,2 *+ 5,8 dias em oviposicédo e liberaram 276,8 + 137,2
ovos. A analise detalhada do comportamento alimentar identificou quatro eventos
durante a hematofagia: succdo, salivacdo, movimentacdo das queliceras e inatividade
das pecas bucais. A partir da frequéncia de ocorréncia destes eventos, foi possivel
dividir o processo alimentar em duas fases: 1- formacdo do poco alimentar e 2 —
ingurgitamento. A fase 1 foi subdividida em trés momentos que foram desde o contato
inicial com o hospedeiro até primeiros sinais de suc¢do intercalados por eventos de
salivacdo e movimentacao das queliceras. Na fase de ingurgitamento, a movimentacéo
das queliceras cessa e a ingestdo de sangue acontece em complexos alimentares que séo
compostos por salivacdo seguida de succdo. A fase 2 apresentou quatro momentos
caracterizados por: Fase 2a: sinais elétricos de succdo com formato irregular e
frequéncia crescente ao longo do tempo; Fase 2b: sinais elétricos de succdo com
formato regular e em alta frequéncia (>4 Hz); Fase 2c; sinais elétricos de suc¢éo voltam
a ficar com formato irregular e com frequéncia decrescente; Fase 2d: sinais elétricos de
succdo sem padrédo definido. Os resultados obtidos adicionam novas informacdes sobre
a biologia de O. rostratus, bem como sobre aspectos do comportamento alimentar de
argasideos em hospedeiros vertebrados.



ABSTRACT

Ornithodoros rostratus ARAGAO, 1911 is an argasid tick found in Bolivia,
Paraguay, Argentina and Brazil. Despite the problems generated by the hematophagy on
their hosts, they can be vectors of diseases to vertebrates. However, to date, there are
few studies about its biology and the existing literature have several divergences. In
order to generate a better understanding of these arthropods, this work aimed at
describing important aspects of the life cycle of O. rostratus and its feeding behavior
under laboratory conditions. For such, 300 larvae of O. rostratus were fed in Swiss mice
and their development until the adult stage was followed. Fourth instar nymphs had
their feeding process evaluated by the electromyogram and the intravital microscopy.
The results showed that to complete the cycle in mice, O. rostratus passes through a
larval stage, up to 6 nymphal and adult males and females. Adults may be originated
from nymphs 3 to 6. Larvae needed, in average, 2.7 days to complete the blood meal
while the other stages spend 17.3 to 78.3 minutes. The pre-ecdysis period ranged from 5
to 12.5 days and after a meal females remained 15.2 + 5.8 days laying 276.8 + 137.2
eggs. A detailed analysis of the feeding behavior identified four events during blood
feeding: sucking, salivation, chelicerae movements and inactivity of the mouthparts.
Due to the frequency of occurrence of the events, the process was divided into two
phases: 1 - formation of the feeding pool and 2 - engorgement. Phase 1 was divided in
three stages renging from the initial contact with the host to the 1st suction signs
interspersed with salivation events and chelicerae movements. During the engorgement
phase, the chelicerae movements ceases and blood intake occurred in feeding complexes
that comprise salivation followed by suction. Phase 2 had four stages characterized by:
Phase 2a: suction electrical signals with irregularly shape and suction frequency
increasing over time; Phase 2b: suction electrical signals with regular shaped and high-
frequency (> 4 Hz); Phase 2c; suction electrical signals again with irregular shape but
with frequency decreasing over time; Phase 2d: suction electrical signals with no
pattern. These data add new information about the O. rostratus biology and aspects of
feeding behavior of ticks on vertebrate hosts.
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1. INTRODUCAO

1.1 Familia Argasidae e Ornithodoros rostratus

Ornithodoros rostratus ARAGAO, 1911 (Fig. 1) é um carrapato pertencente a
familia Argasidae, conhecida por incluir os carrapatos de corpo mole e que conta com
aproximadamente 190 espécies (Estrada-Pena et al. 2010). As espécies pertencentes a
essa familia apresentam varias peculiaridades e diferencas em relacéo aos carrapatos da
familia Ixodidae, como a auséncia de um escudo dorsal, o capitulo ancorado na regido
ventral do corpo, preferéncia por habitar ninhos e esconderijos, alimentacdo realizada
em periodos curtos, sobretudo para ninfas e adultos, varios repastos sanguineos e
oviposicOes realizadas pelas fémeas, presenca de varios estadios de ninfa, excrecdo do
excesso de agua e ions através das glandulas coxais e acasalamento fora do hospedeiro
(Hoogstraal 1985).

Figura 1 — Vista dorsal (A) e ventral (B) de Fémea de Ornithodoros rostratus.
(Fotos: Gabriel C. A. Costa)

O género Ornithodoros € o mais representativo dentro da familia Argasidae,
contando com 113 espécies (Dantas-Torres et al. 2012). Isso ocorre também no Brasil,
visto que das 21 espécies pertencentes a familia Argasidae descritas no pais (Martins et
al. 2014), a maioria pertence a esse género, sendo elas: Ornithodoros brasiliensis,
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ARAGAO; Ornithodoros capensis NEUMANN; Ornithodoros fonsecai; Ornithodoros
hasei SCHULZE; Ornithodoros jul SCHULZE; Ornithodoros marinkellei KOHLS,
CLIFFORD E JONES; Ornithodoros mimon KOHLS; Ornithodoros nattereri
WARBURTON; Ornithodoros rondonensis; Ornithodoros rostratus ARAGAO;
Ornithodoros rudis KARSH; Ornithodoros setosus KOHLS, CLIFFORD E JONES;
Ornithodoros stageri COOLEY E KOHLS e Ornithodoros talajg GUERIN-
MENEVILLE.

O O. rostratus € uma espécie que apresenta importancia Médica e Veterinaria.
Além da espoliacdo sanguinea, a sua picada é dolorosa e capaz de causar lesdes
equimdticas, inflamacdo e bolhas no local da alimentacdo (Aragdo 1936, Boero 1957,
Estrada-Pefia & Jongejan 1999). Além disso, eles sdo vetores da febre maculosa,
causada pela bactéria Rickettsia rickettsii (Hoogstraal 1985) e foram descritos abrigando
bactérias simbiontes do género Coxiella (Almeida et al. 2012), no qual esta inserida a C.
burnetii, agente causadora da febre Q aguda e endocardite em seres humanos e animais
(Angelakis & Raoult 2010, Griffin et al. 2012). Outras espécies de Ornithodoros
encontradas nas Américas, Caribe e Africa ja foram confirmadas como vetores de
doencas, como a Peste Suina africana (Sanchez-Botija 1963) e a Febre Recorrente
transmitida na América do Sul (Parola et al. 2011), em paises da América do Norte
como o México, por O. talaje (Davis 1956) e Estados Unidos, por Ornithodoros hermsi
e Ornithodoros turicata (Dworkin et al. 2002) e também em paises europeus (Rebaudet
& Parola 2006), o que indica que O. rostratus também possa ser um vetor em potencial
para 0s agentes causadores dessas doencas.

Até o momento, O. rostratus ja foi identificado na Bolivia, Paraguai, Argentina e
Brasil, associado a diversas espécies de hospedeiros como porcos selvagens, animais de
interesse pecuario, cdes e 0 homem (Hoogstraal 1985, Guglielmone et al. 2003, Venzal
et al. 2006), sugerindo que essa espécie possa apresentar um habito generalista.
Recentemente, um novo foco de infestacdo por O. rostratus foi identificado em uma
fazenda localizada em Nhecolandia, no Pantanal, Mato Grosso do Sul, Brasil, onde
pessoas e animais domésticos, como cées e porcos, foram reportados como hospedeiros
(Ribeiro et al. 2013).

12



1.2 Ciclo Bioldgico em Argasidae

Os Argasideos sdo artropodes hematdfagos obrigatorios em uma grande
variedade de hospedeiros vertebrados como roedores, morcegos, mamiferos que
habitam tocas, aves e répteis (Hoogstraal 1985, Venzal & Estrada-Pena 2006).

O seu ciclo biologico da familia Argasidae e definido, em geral, por ovo, um
estagio de larva, 2-8 estadios de ninfa e adultos machos e fémeas, que sdo capazes de se
alimentar e acasalar varias vezes, resultando em pequenas oviposi¢des, nas quais séo
liberados 5-500 ovos no solo apo6s cada repasto das fémeas (Hoogstraal 1985, Vial
2009). Os ovos liberados pelas fémeas no ambiente eclodem, dando origem as larvas.
Essas apresentam apenas trés pares de pernas e se mantém posicionadas no ambiente a
espera dos hospedeiros. Apos o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, larvas
ddo origem as ninfas, que por sua vez, possuem quatro pares de pernas. O numero de
estadios ninfais é varidvel em relagdo as espécies de argasideos e também pode
apresentar diferencas dentro de uma mesma espécie, ja que a qualidade e quantidade de
sangue ingerido parecem interferir na quantidade de estadios de ninfa necessarios para
que os carrapatos se tornem adultos (Morel 1969). Os adultos surgidos a partir das
ninfas também apresentam quatro pares de pernas e habito hematofagico, mas nesse
estagio é possivel visualizar a abertura genital e essa auxilia na diferencia¢do entre
machos e fémeas. Adultos acasalam no solo apds o repasto sanguineo, culminando na
liberacdo de ovos no ambiente. O tempo de alimentacdo dos carrapatos dessa familia é
curto, principalmente em ninfas e adultos em que, geralmente, dura em torno de 15
minutos a 1 hora. Esse aspecto tem impacto na capacidade de dispersdo dos carrapatos
qguando fixados aos hospedeiros, que tende a ser pequena, limitando também a
distribuicdo das espécies e patdgenos associados (Gray et al. 2013). As larvas, por sua
vez, podem apresentar um repasto sanguineo curto, como aquele observado em ninfas e
adultos ou uma alimentagdo de longa duragdo, que pode levar até 10 dias. Larvas de
algumas espécies, como o Ornithodoros savignyi, podem mudar para ninfas sem se
alimentarem (Khan & Srivastava 1988). Hoogstraal (1985) afirma que fatores como a
espeécie do carrapato e do hospedeiro influenciam no tempo alimentar das larvas.

Os argasideos, sobretudo aqueles do género Ornithodoros, apresentam habito
nidicola ou de habitar areas sombreadas onde os hospedeiros costumam descansar. O
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fato de habitarem esses abrigos faz com que as variacbes de temperatura do meio
externo ndo impactem de maneira severa o desenvolvimento dos carrapatos.

Vérias espécies do género Ornithodoros tiveram o ciclo bioldgico analisado nos
mais diferentes hospedeiros ao longo dos anos. Khalil & Hoogstraal (1981) analisaram
o ciclo de Ornithodoros amblus em pombos como hospedeiros e observaram um tempo
médio de repasto sanguineo de 11 dias para as larvas, a existéncia de 4-7 estadios
ninfais e um periodo médio de 6,9 dias de oviposi¢do no primeiro ciclo gonotréfico das
fémeas, que resultou em um nimero médio de 345,1 ovos por fémea.

Em 1986, Beck et al. descreveram o ciclo de O. turicata em camundongos,
observando um padrdo de alimentacdo rapida para as larvas (em média 19,6 min) e a
existéncia de 3 a 6 estadios ninfais. O periodo de oviposicdo durou de 1 a 9 dias e cada
fémea gerou, em média, 102 ovos. Outro estudo feito a partir de aves como hospedeiros
foi realizado por Tizu et al. (1995) para elucidar o ciclo bioldgico de O. talaje. Nesse
trabalho, as autoras utilizaram filhotes de galinhas para alimentar larvas e galinhas para
ninfas e adultos. O tempo médio de repasto das larvas foi 7,6 dias e foi detectada a
presenca de 2-4 estadios ninfais. O periodo médio de oviposicao das fémeas foi de 12,3
dias, resultando na oviposi¢do de 31,3 ovos durante o primeiro ciclo gonotréfico.

Landulfo et al. (2012) descreveram o ciclo biolégico de O. mimon utilizando
gerbis e coelhos como hospedeiros e observaram um periodo médio de 5,4 e 5,2 dias,
respectivamente, para que as larvas se alimentassem nos dois hospedeiros, além da
existéncia de 2 ou 3 estadios de ninfa. Nesse mesmo trabalho, também foi feita a analise
de parametros reprodutivos das fémeas. O periodo médio de oviposicao foi de 17,2 dias,
com a liberacéo de, em média, 137 ovos por fémea e eclosdo de 77% dos ovos durante 0
primeiro ciclo gonotrofico.

Até o momento, foram realizados poucos trabalhos que abordaram o ciclo
biologico de Ornithodoros rostratus em diferentes hospedeiros e tais trabalhos, em sua
maioria, se mostraram incompletos ou controversos em diversos aspectos.

Brumpt (1915) analisou de forma pouco profunda o ciclo bioldégico de O.
rostratus em caes e galinhas, observando a existéncia de 4 a 5 estadios ninfais. Em seu
estudo, ele constata também que as larvas ingurgitavam rapidamente, mas s6 se
desprendiam do hospedeiro entre o 2° e 8° dia apos a picada. Guglielmone & Hadani
(1980) observaram a existéncia de 3 a 5 estadios de ninfa e larvas se alimentando em

um periodo que variou de 1 a 3 dias em cobaias, mas ndo abordaram 0s aspectos
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reprodutivos das fémeas naquele hospedeiro. Venzal & Estrada-Pena (2006), por sua
vez, realizaram um estudo acerca da eficiéncia alimentar de O. rostratus em diferentes
hospedeiros. Os autores utilizaram um réptil (Tarentola mauritanica) e coelho como
hospedeiros para os carrapatos e observaram periodos de alimentacdo para as larvas de
4,5 dias em répteis e 2,9 em coelhos. Ribeiro et al. (2013) realizaram um recente estudo
utilizando coelhos como hospedeiros e descreveram a existéncia de 3 a 6 estadios de
ninfa e larvas que realizaram um repasto sanguineo rapido (33,5 min). Ao contréario dos
outros estudos, esse Ultimo abordou de forma mais completa diversos parametros
reprodutivos: tempo médio de oviposicdo (10 dias), nimero médio de ovos por fémeas
(555,5), tempo médio de incubacdo dos ovos (12,7 dias) e taxa de eclosdo dos ovos
(75,9%).

1.3 Hematofagia

Artropodes hematdfagos sdo aqueles que parasitam vertebrados para a obtencdo
do sangue, que por sua vez, representa a fonte de nutrientes para seu o desenvolvimento.
Basicamente, o sangue é uma suspensdo de particulas, constituida em sua maior parte
por hemacias diluidas em uma solucéo proteica, o plasma.

Apesar do repasto sanguineo representar um curto periodo de tempo no ciclo de
vida dos carrapatos argasideos, este consiste em um momento de grande importancia, ja
que o sucesso na obtencdo de sangue determina a sobrevivéncia, a continuacdo do
desenvolvimento do carrapato e sua dinamica populacional. E importante salientar que o
repasto sanguineo consiste num processo composto por diferentes fases: busca e adesdo
ao hospedeiro, escolha do sitio alimentar, penetracdo e fixacao das pecas bucais na pele
do hospedeiro, ingurgitamento, retirada das pecas bucais e saida do hospedeiro. A
execucao de todas essas fases representa o periodo de maior risco para o artropode, uma
vez que ele pode ser percebido e morto pelo hospedeiro (Anderson & Magnarelli 2008).
Além disso, é durante o repasto sanguineo que ocorre a circulagdo de patdgenos entre o
vetor e o hospedeiro, interferindo na epidemiologia das doengas que tem os carrapatos
como vetores.

Os grupos de artropodes que tém o sangue como fonte de nutrientes apresentam
maneiras diferentes de realizar o repasto sanguineo no hospedeiro. A forma com que
realizam hematofagia esta intimamente ligada as caracteristicas morfologicas das pegas

bucais, que podem variar em aspectos como comprimento, largura e flexibilidade.
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Alguns insetos, como os triatomineos, conseguem ingerir 0 sangue diretamente dos
vasos sanguineos (Dickerson & Lavoipierre 1959, Lavoipierre et al. 1959) e sdo
chamados solenoféagicos. Para que realizem a solenofagia, suas pe¢as bucais longas e
flexiveis realizam uma busca e, posteriormente, a penetracdo nos vasos sanguineos
(arteriolas e vénulas), de onde ingerem o sangue. Os carrapatos, por sua vez, realizam a
telmatofagia, processo que ocorre a partir da penetragcdo e movimentagdo de suas pecas
bucais curtas e rigidas de maneira ativa, que dilacera os tecidos e leva ao
extravasamento de sangue na regiao formando um poco alimentar. O po¢o de sangue e
restos celulares é, entdo, sugado pelo carrapato (Lavoipierre & Riek 1955).

A morfologia das pecas bucais dos carrapatos esta diretamente relacionada as
caracteristicas de sua picada telmatofagica. Seu aparato bucal bastante curto e rigido
estd localizado no capitulo, junto aos palpos, que ndo entram na pele do hospedeiro
durante o processo alimentar. Um par de queliceras se posiciona medialmente aos
palpos e apresentam suas bordas laterais cortantes, o que ajuda na penetracdo e
dilaceracéo dos tecidos do hospedeiro. O hipostdmio, por sua vez, se encontra na regido
central e também apresenta a superficie externa repleta de ganchos, que servem de
ancoragem para o carrapato. O conjunto formado por hipostdmio e queliceras forma um
tubo por onde o carrapato suga o sangue e injeta saliva no sitio alimentar durante o

repasto (Anderson & Magnarelli 2008).

1.4 O processo alimentar

Os efeitos de picadas de artrépodes hematdfagos e seu papel na transmissdao de
patdgenos sdo alvos de estudos ha muitas décadas. Desde os estudos realizados por
Hoeppli & Feng (1931), surgiram varios outros trabalhos que abordaram as diferentes
reacOes causadas nos tecidos de hospedeiros parasitados por ectoparasitos.
Paralelamente, 0 mecanismo utilizado por esses artropodes para realizar o espolio
sanguineo causador das lesdes também tem sido alvo de estudo em diversos trabalhos.

Devido ao grande interesse em relagdo ao processo hematofagico, algumas técnicas
foram desenvolvidas para estuda-lo em artropodes, sendo que a microscopia intravital e
o eletromiograma sdo duas das mais utilizadas. A microscopia intravital consiste na
obtencdo de imagens do sitio de alimentacdo no hospedeiro através da transiluminagéo,

permitindo uma visdo bem detalhada dos processos que ali ocorrem. Desde os estudos
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pioneiros de Griffiths & Gordon (1952), que desenvolveram um método para observar
em detalhes o processo alimentar de mosquitos em roedores, que possibilitava inclusive
a visualizacdo da ejecdo de saliva pelo inseto nos tecidos do hospedeiro, a técnica foi
apurada através da utilizacdo de equipamentos mais modernos para iluminacéo,
visualizacdo e gravacdo das imagens, além de softwares de analise de imagens. Essa
técnica permite a avaliagdo dos eventos que ocorrem em cada periodo do processo
alimentar, podendo ser observados no artrépode (ex. movimentacdo de pecgas bucais)
e/ou hospedeiro (ex. modificagdes ocorridas na pele, microcirculagéo e tecidos no sitio
alimentar) (Soares et al. 2013). Apesar de ser altamente informativa, a microscopia
intravital ndo é capaz de captar acdes que ocorrem dentro do carrapato. Dessa forma, se
faz necessério o uso de outra técnica complementar que possa contribuir para a
descricdo do processo hematofagico. A técnica conhecida como eletromiograma permite
a captura dos sinais elétricos gerados pelos artrépodes hematdfagos durante o processo
alimentar. Esta foi previamente aplicada em diversos grupos como afideos (McLean &
Kinsey 1964), mosquitos (Kashin & Wakely 1965), moscas tsé-tsé (Margalit et al. 1972,
Rice et al. 1973), cimicideos (Araujo et al. 2009a), triatomineos (Smith & Friend 1970,
Guarneri et al. 2000a, Araujo et al. 2009b) e carrapatos ixodideos (Gregson 1969,
Sweatman & Gregson 1970, Tatchell et al. 1972, Waladde et al. 1979). Nos estudos
iniciais, a técnica consistia em conduzir uma pequena corrente por um circuito que
passava, através de eletrodos, pelo artropode e hospedeiro. As mudancas na resisténcia
elétrica geradas por contragdes musculares do artropode durante o processo alimentar
eram captadas e gravadas (McLean & Kinsey 1964, Kashin & Wakely 1965). A técnica
foi aprimorada ao longo dos anos para evitar distlrbios causados nos artropodes pela
corrente elétrica e, atualmente, os equipamentos sdo capazes de detectar as variagcdes de
voltagem promovidas pelas contracdes da musculatura responsavel pela suc¢do do
sangue ou movimentacdo de pecas bucais no sitio alimentar. A principal de suas
vantagens € que, além do monitoramento de todo o processo alimentar, os dados
captados sdo gravados, e ficam disponiveis para posterior anélise. A associagao entre 0s
diferentes sinais gravados e o0s eventos observados no sitio alimentar que ocorrem
simultaneamente durante o repasto permite a descricdo detalhada e quantitativa do
processo alimentar. Alem disso, essas tecnologias também podem ser utilizadas para
comparar o comportamento alimentar entre diferentes grupos, e/ou tratamentos, como:

grupos da mesma espécie pertencentes a diferentes estadios evolutivos (Guarneri et al.
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2003), diferentes espécies, populacGes ou tratamentos dado a grupos de artropodes
(Araujo et al. 2009c), efeito da luminosidade e tamanho da fémea no comportamento
alimentar (Tatchell et al. 1972), diferentes hospedeiros ou composi¢cdo da dieta
(Waladde et al. 1979, Guarneri et al. 2011), variacdo da temperatura corporal de
hospedeiros pecilotérmicos (Sweatman & Gregson 1970).

O comportamento alimentar de carrapatos pertencentes a familia Ixodidae foi
documentado em alguns trabalhos nas ultimas décadas. Em 1960, Gregson descreveu o
processo alimentar de Dermacentor andersoni através da analise de imagens do seu
sitio alimentar na orelha de um camundongo anestesiado. Nas imagens geradas foi
possivel observar a formagdo do cemento e eventos de salivacdo e succdo no poco
alimentar. Outros estudos em ixodideos foram feitos a partir da analise dos sinais
elétricos gerados pelos carrapatos durante o processo alimentar. Gregson (1969) utilizou
0 eletrograma durante o repasto sanguineo de Dermacentor andersoni. Sweatman &
Gregson (1970) avaliaram o comportamento alimentar do carrapato Hyaloma aegyptium
em tartaruga, sob diferentes temperaturas ambientais e, comparativamente, em coelho.
Nesse estudo, foi realizado o eletrograma da musculatura da bomba de succéo durante o
processo alimentar. Os autores conseguiram observar uma série de eventos como,
periodos de inatividade, funcionamento da bomba faringeal, ejecdo da saliva e a
existéncia de complexos alimentares, caracterizados como ciclos envolvendo uma
sequéncia de eventos de salivacdo, succdo e inatividade. Em 1972, Tatchell et al.
descreveram o processo alimentar do carrapato bovino, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, através de uma metodologia similar a utilizada nos estudos anteriores e
também identificaram sinais caracterizados como: inatividade, succ¢do e salivacdo, além
de terem observado padrdes de sinais que ndo foram caracterizados. Outro estudo
também foi realizado posteriormente em R. microplus (Waladde et al. 1979) e neste, 0s
carrapatos realizaram o repasto em um alimentador artificial, 0 que permitiu analisar o
perfil dos sinais gerados em funcéo da composicéo da dieta.

No caso de carrapatos argasideos do género Ornithodoros, a descri¢cdo do processo
alimentar mais detalhada foi realizada apenas por Lavoipierre & Riek (1955) através do
uso de diferentes espécies de carrapatos argasideos que tiveram roedores como
hospedeiros e a técnica designada para analise do comportamento alimentar foi baseada
na microscopia intravital desenvolvida por Griffiths & Gordon (1952). Dessa forma, os

autores conseguiram observar alguns eventos que ocorreram ao longo do processo
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alimentar como insercdo das pecas bucais no hospedeiro, formacéo do poco alimentar,
sucgdo e salivagdo, além das modificagdes nos tecidos do hospedeiro causadas pela

picada.
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2. JUSTIFICATIVA

O Ornithodoros rostratus tem a capacidade de parasitar 0 homem e varias espécies
de animais de interesse econdmico no Brasil. Além disso, o fato do O. rostratus e varias
outras espécies do género serem apontadas como vetores de doengas de importancia
humana e veterinaria no mundo endossa a importancia da realizacdo de estudos que
visam um maior entendimento da espécie em questdo. No entanto, até o momento,
existem poucos trabalhos a respeito da biologia e do ciclo evolutivo dessa espécie e
esses apresentam, em sua maioria, varias divergéncias. Estimativas superficiais sobre
aspectos evolutivos de O. rostratus foram feitas com o uso de cées e galinhas (Brumpt
1915), cobaias (Guglielmone & Hadani 1980), coelhos e répteis (Venzal & Estrada-
Pena 2006), enquanto uma analise mais detalhada foi feita utilizando coelhos como
hospedeiros (Ribeiro et al. 2013). Mesmo com esses trabalhos, alguns aspectos a
respeito do ciclo bioldgico de O. rostratus permaneceram inexplorados e outros, como
capacidade reprodutiva das fémeas originadas em diferentes estadios, tempo de
alimentacdo das larvas e nimero de estadios de ninfas ainda sdo controversos. Portanto,
a realizacdo do presente estudo foi necessaria para que se pudesse aumentar o
entendimento acerca de aspectos do ciclo bioldgico dessa espécie tendo o camundongo
como hospedeiro, o que facilitaria a manutencao de col6nias em laboratorio.

A maioria dos estudos de avaliacdo do comportamento alimentar de artrépodes
hematofagos foi realizada em insetos ou carrapatos ixodideos. Em relacdo aos
carrapatos argasideos, a literatura apresenta apenas algumas observacOes aleatdrias
sobre os fendmenos que ocorrem durante o processo alimentar em diferentes
hospedeiros e pouca atencdo foi dada ao mecanismo alimentar. A descri¢cdo do processo
alimentar realizada por Lavoipierre & Riek (1955) através do uso de diferentes espécies
de carrapatos argasideos foi preliminar e os autores apresentaram dificuldades na
interpretacdo de alguns processos que ocorreram durante a alimentacdo, alem de néo
terem quantificado os diferentes eventos ao longo da hematofagia.

Com o objetivo de estudar o processo hematofagico de O. rostratus, um grupo de
ninfas foi alimentado em camundongos e o processo foi monitorado através da anélise
dos sinais elétricos e microscopia intravital, simultaneamente. Essa associacdo
possibilitou a identificacdo e quantificacdo dos diferentes sinais elétricos gerados nos

diferentes eventos ocorridos durante cada fase do processo alimentar. Possivelmente, é a
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primeira vez que essa metodologia foi utilizada em carrapatos argasideos. Dessa forma,
o0 presente trabalho permitird a comparacéo dos padrdes alimentares observados entre O.
rostratus e outros argasideos ou artrépodes hematofagos, em geral.
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3. OBJETIVOS

1 - Realizar uma descricdo detalhada do ciclo bioldgico do Ornithodoros rostratus em
condicdes laboratoriais:
e Determinar o nimero de estagios evolutivos e aspectos relativos a ecdise de O.
rostratus;
e Descrever a duracdo média do repasto e capacidade alimentar de larvas, ninfas e
adultos em camundongos;
e Descrever aspectos relativos a reproducdo, como oviposicdo e viabilidade de

ovos de fémeas surgidas de diferentes estadios de ninfas.

2 - Descrever o comportamento alimentar de Ornithodoros rostratus em camundongos
através da analise simultdnea da microscopia intravital e dos sinais elétricos
gerados pelo carrapato durante o eletromiograma ao longo do processo alimentar:

e Descricdo e identificacdo dos eventos observados durante o processo alimentar
em funcdo da analise dos sinais elétricos correspondentes as imagens obtidas
pela microscopia intravital;

e Descricdo das fases do processo alimentar de acordo com o padréo e frequéncia
de eventos observados no eletromiograma de ninfas de O. rostratus.
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4. METODOLOGIA

4.1 Carrapatos e manutenc¢ao da col6nia

Os carrapatos utilizados nos experimentos foram coletados na regido de
Nhecolandia, Mato Grosso do Sul, Brasil (19° 03° S, 56° 47° W). Os espécimes
coletados foram trazidos ao laboratorio, identificados de acordo com Venzal et al.
(2006) e mantidos em incubadoras com condi¢des semi-controladas de temperatura (28
+ 2°C) e umidade (85 = 10%). Os carrapatos foram alimentados em camundongos da

linhagem Swiss (Mus musculus) em intervalos de 20 dias.

4.2 Descricéo do ciclo bioldgico

As larvas foram alimentadas em camundongos da linhagem Swiss a partir da
metodologia descrita por Bouchard & Wikel (2005). Camaras de alimentacdo foram
feitas com tubos de polipropileno para centrifuga com capacidade de 1.5 mL cortados a
aproximadamente 1 cm do topo e fixados ao dorso dos camundongos. As tampas foram
perfuradas com uma agulha fina para permitir a circulacdo de ar dentro da camara. 25
larvas foram colocadas dentro de cada uma das camaras, que permaneciam fechadas até
o fim do processo alimentar. As camaras eram examinadas diariamente para verificar e
documentar as larvas que haviam terminado o processo alimentar e se soltado da pele do
hospedeiro. Larvas que ndo se fixaram em até 24 horas apds serem colocadas na cdmara
de alimentacdo foram retiradas e descartadas. As larvas foram utilizadas em um periodo
que variou entre 10 e 20 dias apds a emergéncia e 0 seu peso médio antes do repasto
sanguineo foi obtido através da pesagem de um grupo de 100 espécimes.

Ninfas e adultos foram alimentados em camundongos anestesiados em um ambiente
com temperatura controlada (28 + 2°C). Os espécimes utilizados nos experimentos
tinham entre 25 a 35 dias apds a muda. A area para alimentacdo no camundongo era
delimitada por um cilindro plastico com 1.5 cm de altura e 2.0 cm de didmetro fixado
com fitas adesivas ao ventre do hospedeiro. Cada hospedeiro foi utilizado como fonte
de alimentacdo para, no maximo, 10 ninfas antes do terceiro estadio, 5 ninfas apds o
terceiro estaddio ou 5 adultos. Todo o processo de alimentacdo foi filmado com uma

camera digital (Canon EOS600D) para andlises posteriores. A0 mesmo tempo, um
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observador registrava o exato momento da picada e da retirada das pecas bucais da pele
do hospedeiro, para calcular o tempo exato de contato entre cada carrapato e o
hospedeiro (Tempo Total de Contato — TTC). Os espécimes foram pesados antes (Peso
Inicial — PI) e depois (Peso Final — PF) para determinar o ganho de peso (GP), que é o
PF menos o Pl. ApGs o processo de alimentacdo, as ninfas eram mantidas
individualmente em tubos capazes de permitir a entrada de ar e monitoradas diariamente
para determinar o tempo gasto para realizacdo da ecdise e também o numero de ninfas

que realizaram a ecdise ou morreram.

4.3 Avaliacéo de aspectos reprodutivos

Para a analise de parametros reprodutivos, casais foram formados a partir das
fémeas e machos mais pesados originados de cada estadio de ninfa. Ap6s um periodo de
25 a 35 dias apds a muda, casais de adultos foram alimentados em camundongos, sendo
submetidos a pesagem anterior e posterior ao repasto sanguineo. Os casais foram
acomodados em tubos, que por sua vez, foram avaliados diariamente para quantificar o
namero de ovos liberados por fémea e o periodo de duracdo do processo de oviposicao
apos o repasto alimentar (um ciclo gonotréfico). O periodo de incubagdo dos ovos e a
porcentagem de eclosdo também foram quantificados.

4.4 Comportamento alimentar

Os experimentos foram realizados em duas etapas. Primeiramente, a identificacao
dos eventos que ocorrem no sitio alimentar através da utilizacdo das técnicas de
microscopia intravital e eletromiograma, simultaneamente. Na segunda etapa, a analise
dos sinais elétricos gerados pelo eletromiograma foi realizada individualmente em um
grupo de ninfas para que se pudesse determinar a duracdo e frequéncia da ocorréncia

dos eventos ao longo do processo alimentar.
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4.5 Microscopia intravital e eletromiograma simultaneamente

Os camundongos utilizados como  hospedeiros foram  anestesiados
intraperitonelmente com uma solucéo de Cetamina (Cristalia) e Xilazina (Bayer) a 150 e
10 mg/kg de peso, respectivamente. Cada camundongo era acomodado em uma
superficie aquecida (Fine Science Tools Inc., Canada) para manter a temperatura
corporal a 37°C £ 1°C, monitorada por um sensor retal (Fine Science Tools).

Os sinais elétricos foram gravados de acordo com Araujo et al. (2011) modificado
de Smith & Friend (1970). Para a realizacdo da técnica, um eletrodo foi fixado ao
hospedeiro, enquanto o segundo foi fixado sobre a superficie dorsal do carrapato. Os
sinais capturados foram amplificados 210 vezes, filtrados e digitalizados por uma placa
de aquisicdo (AC-100) conectada a um microcomputador. Cuidados com luminosidade,
calor, odor, barulhos, vibragbes e contato com os carrapatos foram levados em
consideracdo a fim de minimizar variagcGes durante os experimentos. Os momentos da
picada e o fim do processo alimentar eram monitorados visualmente. O sitio de
alimentacdo foi a superficie convexa da orelha do camundongo, comprimida em uma
gota de agua sobre uma plataforma de Plexiglas. As imagens do sitio alimentar foram
capturadas a 30 frames por segundo através de uma camera digital (Olympus U-
PMTVC, Tokio, Japdo) adaptada a um microscopio (Leica DM500) (Soares et al.
2013).

As imagens gravadas durante o processo alimentar foram analisadas através do
software ImageJ, de acordo com Soares et al. (2013) e Araujo et al. (2011). Cada frame
foi convertido em uma “imagem bindria” (preto e branco) e a area escura da regido
selecionada (aquela que contém o sitio alimentar) calculada apos ajustes que permitiram
a diferenciacdo de materiais extravasados no sitio alimentar e o plano de fundo
(tecidos). Os valores da area contendo material extravasado dentro do sitio alimentar
obtidos em cada frame ao longo da hematofagia foram transferidos para planilhas no
Microsoft Excel e SigmaPlot para Windows (Version 12.3) com valores do plano de

fundo iguais a zero.
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4.6 Eletromiograma

Camundongos hairless da linhagem Swiss foram anestesiados e posicionados sobre
uma superficie aquecida, como descrito no item 4.5. O eletromiograma foi realizado de
maneira semelhante ao realizado anteriormente, exceto pelo fato de que um dos
eletrodos foi conectado a uma rede metélica posicionada dentro de um cilindro de
polipropileno (0,7 mm de diametro e 10 mm de altura) utilizado como apoio para 0s
carrapatos e posicionado sobre a pele do camundongo. O contado entre a rede metélica
e o carrapato foi potencializado através do uso de um gel condutor (Regisgraf-Gel®).
Os carrapatos foram pesados individualmente antes e ap0s 0 repasto sanguineo para que
se pudesse determinar o Pl e PF, respectivamente, alem do GP. Com base nas gravacdes
dos sinais elétricos obtidos, o TTC foi definido como a duracdo do periodo em que as
pecas bucais do carrapato permanecem inseridas na pele do hospedeiro. A taxa de
ingestdo (TI, mg/min) foi calculada pela divisdo do GP pelo TTC. As frequéncias de
salivacdo no sitio alimentar e contracdo da bomba faringeal para a succdo de sangue

também foram contabilizadas.

4.7 Analise Estatistica

Os dados foram analisados através do GraphPad Prism® para Windows. A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Os testes de
Kruskal-Wallis seguido por Dunn foram realizados para analises ndo paramétricas dos
diferentes parametros comparados entre os estagios de O. rostratus. O teste de Mann-
Whitney foi utilizado para comparar diferentes parametros entre as ninfas de quarto
estddio utilizadas nos experimentos de alimentacdo e aquelas utilizadas nos

eletromiogramas. O nivel de significancia estabelecido foi P<0,05.

4.8 Comité de ética

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com 0s manuais de
experimentacdo animal e aprovados pelo comité de ética para utilizacdo de animais
(CETEA/ICB-UFMG) sob o protocolo 301/2013 (Anexo).
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5. RESULTADOS

5.1 Estagios evolutivos e parametros relativos a muda de Ornithodoros

rostratus

Para completar seu ciclo, O. rostratus passou por um estadio larval, trés a seis
estadios ninfais (N1, N2, N3, N4, N5, N6) além de adultos machos e fémeas (Tabela 1).
Ao alimentar-se em camundongos, 68% das larvas mudaram para ninfas de primeiro
estadio (N1) e a porcentagem de ninfas que mudou para o préximo estadio variou de 48
a 99%. A partir do terceiro estadio, as ninfas ja puderam dar origem a adultos. Foi
constatado que a porcentagem de ninfas que mudou para adultos aumenta
progressivamente com o estagio evolutivo (18 e 100% em N3 e N6, respectivamente),
em detrimento a porcentagem que mudou para um préximo estadio de ninfa. Dentre as
ninfas que mudaram para adultos, os estadios mais precoces (como N3 e N4) tenderam
a originar mais machos enquanto os mais avancados (N5 e N6) tenderam a originar
namero maior de fémeas (Tabela 1).

O tempo de pré-ecdise aumentou progressivamente do estadio larval até o terceiro
estadio ninfal. No entanto, a partir de N3 o tempo de muda ndo apresentou diferencas

significativas em relacdo aos estadios subsequentes (p>0.05) (tabela 1).

Tabela 1 — Parametros relativos a mudas durante o ciclo bioldgico de Ornithodoros

rostratus.
Estagio/ N Mudaram NUmero de mudas para Razdo Pré-ecdise(dias)
estadio Ninfa Fémea Macho Fémea:Macho
Larva 300 204 (68%) 204 (100%) O 0 5.0 +1.6°
Ninfal 156  75(48%) 75(100%) O 0 6.8+ 1.6%
Ninfa2 68 62 (91%) 62 (100%) O 0 8.2 +1.4"
Ninfa3  125** 95(76%) 78(82%) O 17 (18%) 0.0:1.0 11.3 + 2.5
Ninfa4 78 76 (99%) 46 (61%)  11(14%) 19 (25%) 1.0:1.7 13.4+2.3°
Ninfa5 46 41 (89%) 12 (29%)  25(61%) 4 (10%) 6.2:1.0 14.0+2.2°
Ninfa6 12 9(75%) 0 7(78%) 2 (22%) 35:1.0 12.5+0.8°

*Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0.05; Kruskal-Wallis/Dunn’s).

**Foram adicionadas mais 63 N3 ao experimento.
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O peso final (PF) de N4 teve relacdo com o proximo estéagio evolutivo a que deram
origem. O PF de N4 que originaram fémeas foi significativamente maior (p<0.05) que o
PF das N4 que originaram machos, que por sua vez, também foi maior (p<0.05) que o

PF das N4 que deram origem ao proximo estadio de ninfa (N5) (Fig. 2).
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p<0.01; Kruskal-Wallis/ p<0.05 Dunn’s

Figura 2 — Peso Final de ninfas de quarto estadio (N4) de acordo com o estagio

evolutivo subsequente.

5.2 Parametros alimentares de Ornithodoros rostratus

Todos os dados sobre os parametros alimentares estao representados na Tabela 2. O
namero de espécimes capazes de se alimentar em camundongos foi sempre alto,
variando de 83 (N1) a 100% (N6). O peso dos espécimes, entre 25 e 35 dias apos a
muda, aumentou proporcionalmente ao longo dos estadios até N5, que foi similar ao

préximo (p>0.05). Adultos originados de estadios ninfais iniciais (N3 e N4)
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apresentaram tendéncia a ser mais leves que os adultos originados de estadios ninfais

mais tardios (N5 e N6). As fémeas tenderam a ser mais pesadas que 0s machos.

O GP e a capacidade de ingestdo de sangue, representada pela taxa GP/PI variaram

entre os estadios e 0 sexo dos adultos. Exceto pelos machos, que ingeriram menor

quantidade de sangue, o GP foi proporcional ao Pl. A taxa GP/PI variou entre 0s

estagios, sendo maior em larvas e fémeas (que foram capazes de ingerir 10,7 e 3,7 vezes

0 seu PI, respectivamente) e menor nos machos (GP/P1=0,6-0,7).

As larvas permaneceram em média por quase trés dias afixados no hospedeiro, ja 0s

outros estadios se alimentaram por periodos significativamente mais curtos que

variaram de 17,3 minutos para o primeiro estadio ninfal até 78,3 minutos nas fémeas

originadas de N5.

Tabela 2 — Parametros alimentares de Ornithodoros rostratus em camundongos.

Estagio/estadio N NUmero Peso Inicial Ganho de Razdo  TTC (dias
que se (mg) Peso GP/PI Ou minutos)
alimentou (mg)

Larva 300 264 (88%) <0,1° ~1,0+0,4* 10,7 2,7+137
Ninfa 1 156 129 (83%) 0,6%02% 0,8 +0,9% 1,4 17,3+ 13,4°
Ninfa 2 68 66 (97%) 1,1+0,5° 3,1+3,0° 2,8 20,4 +10,9°
Ninfa 3 125 125 (100%) 3,4+0,8" 8,4 +7,2% 2,5 26,6 + 6,42
Ninfa 4 78 76(97%) = 6,4+2,5" 21,4+159“ 34 37,9 +4,9®
Ninfa 5 46 43(93%)  17,0+58% 40,6 +284% 24 42,2 +132%
Ninfa 6 12 12(100%) 179+89%®  415+193%® 2,3 51,7 +4,4°
Macho**** 42 37(88%) 21,2 +7,9% 14,7+9,0 0,7 39,7+ 16,0
Macho(Ninfa 3) 17 15(88%) 18,8 £5,4 13,7+ 6,7% 0,7 38,3+9,8"
Macho (Ninfa 4) 19 16 (84%) 22 +10,3% 151+119* 07 22,3+12,0®
Macho (Ninfa 5) 4 4 (100%) 244+46%°  153+59° 06 58,3 + 20,8%
Macho (Ninfa 6) 2 2 (100%) 271+25  173+43 06 35,4+ 10,0
Fémea**** 43 40 (93%) 28,1+10,0 104,9+489 3,7 53,6 +21,4
Fémea (Ninfa 4) 11 11(100%) 233+7,0% 744+316° 32 37,6 +8,2%
Fémea (Ninfa 5) 25 22 (88%) 28,7+10,1° 111,4+40,4° 3,9 78,3 +29,0°
Fémea (Ninfa 6) 7 7(100%)  338+122°  1326+73,7° 39 51,5+8,1°

* Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05; Kruskal-Wallis/Dunn’s);

**Subtraido de 0,09;

***Perfodo medido em dias e ndo em minutos, como nos outros estadios;

****Mostra os valores para machos e fémeas, em geral. Nao incluidos nas analises estatisticas.
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5.3 Parametros reprodutivos de Ornithodoros rostratus

Em geral, apds um repasto sanguineo, as fémeas recém-surgidas permaneceram em
oviposi¢do por, em meédia, 15,2 + 5,8 dias e fizeram a postura de 276,8 + 137,4 ovos,
em média. Fémeas originadas de N4 tiveram tempo de oviposic¢do e de incubacdo dos
ovos similares a fémeas que se originaram de N5 e N6 (p>0,05), mas apresentaram
valores estatisticamente inferiores de Pl e GP. Além disso, apresentaram menor nimero
de ovos/fémea em comparacdo com fémeas surgidas de N6 (p<0,05) (Tabela 3). No
entanto, a taxa de conversdo de sangue ingerido (mg)/numero de ovos produzidos foi
similar entre as fémeas surgidas de diferentes estadios ninfais, de forma que 1 mg de
sangue tenha gerado aproximadamente 2,6 ovos.

Foi observado que a taxa de ecloséo dos ovos liberados por fémeas surgidas de
N6 foi de 94,0 £ 7,1%, um valor consideravelmente maior que aquele atingido por
fémeas surgidas de N4 e N5.

Tabela 3 — Parametros reprodutivos de fémeas de Ornithodoros rostratus em

camundongos.
Estddio N  Peso Inicial Ganho de Tempode  Ovos/Fémea  Incubagdo  Eclosdo  Taxa de
anterior (mg) Peso oviposigao dos ovos (%) conversao**
(mg) (dias) (dias)
Ninfa 4 11 26,6 £5,3° 72,4+ 42,8 14,6 + 4,2° 187,7 + 56,9 16,7 + 2,6° 54,3+ 40 2,59
Ninfa5 4  421+09° 1138 +12,3* 158+6,9°  306,0+243° 168+28"  485+254 2,69
Ninfa6 2  469+74" 2032+46,6° 165+92*°  530,0+849° 195+35  940+71 261
Total 17 345+101 105,2 £ 61,2 152+58 276,8 + 1374 172+29 58,6 £36,3 2,63

* Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0.05; Kruskal-Wallis/Dunn’s);

** NUmero de ovos produzidos com 1mg de sangue ingerido.

5.4 Eventos observados através da microscopia intravital durante a
alimentacdo de Ornithodoros rostratus e sua correspondéncia com 0s

sinais elétricos capturados

As imagens gravadas durante a microscopia intravital permitiram identificar quatro

tipos de eventos que aconteceram durante a alimentacdo: sucgdo, salivacéo,
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movimentacdo de queliceras e inatividade — e associar cada um destes eventos com 0s
tipos de sinais elétricos capturados. A analise das imagens utilizando o programa
ImageJ ainda permitiu avaliar a dindmica do poco alimentar, caracterizada pelo aumento
ou reducdo de area formada pelo material extravasado (area avermelhada), nos
momentos em que ocorriam suc¢do ou salivacdo. As caracteristicas de cada evento
identificado foram:

Succdo: Quando o carrapato realizou a succ¢do do sangue do local de alimentacdo
para seu tubo digestivo, observamos uma reducéo rapida da area avermelhada do poco
alimentar formado ao redor das pecas bucais que corresponde a suc¢do de sangue do
poco para o interior da bomba faringeal. Este evento foi sucedido por um aumento na
area avermelhada do poco que foi resultante da interrupcdo da succdo do poco e,
provavelmente, do bombeamento do sangue da bomba faringeal para o intestino,
ocorrendo simultaneamente ao extravasamento de sangue dos tecidos para a area do
poco. A analise das imagens referentes a variacdo da &rea avermelhada do poco
alimentar nestes momentos geraram graficos de ondas sequenciais (Fig. 3). Os sinais
elétricos capturados durante a suc¢do foram caracterizados por variagGes sequenciais e
repetitivas na voltagem, que formaram picos com vértice para baixo (Fig. 3) e refletem
as contracOes e relaxamento da musculatura da bomba faringeal, uma vez que os picos
observados nos eletrogramas e nas analises de imagens coincidiram temporalmente
(Fig. 3).

Os sinais elétricos de succdo apresentaram trés padrbes distintos que foram
caracterizados pelo formato dos picos e pela frequéncia com que aparecem, sendo eles:
A) picos com forma simétrica (vértice Unico e amplitude relativamente semelhante ao
longo do tempo) e em alta frequéncia - >4 Hertz (Hz) - que, em conjunto, formaram um
padrao aqui chamado de “Padrdo de Alta Qualidade” (Fig 3A a D); B) picos com
formas irregulares (vértice duplo e variacdo na amplitude ao longo do tempo) e
frequéncia relativamente mais baixa (<4 Hz) que, em conjunto, formaram o padrao aqui
chamado de “Padrdo de Média Qualidade” (Fig. 3E a H); e C) sinais elétricos disformes
(variacdo de voltagem irregular e sem definicdo nitida de picos), sendo chamado de
“Sem Padrdo Definido” (Fig. 31 a L). Nesse ultimo caso, ndo foi possivel identificar
sinais elétricos que indicassem succdo ou outro evento. No entanto, a anélise das

imagens indicou que durante estes momentos havia succéo e também salivacgéo.
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Salivacdo: Na microscopia intravital foi possivel observar uma ejecdo de material
das pecas bucais para o local da alimentacdo. Nos periodos iniciais da alimentacdo, o
material ejetado apresentou coloracdo clara, fazendo com que a anélise das imagens
pelo ImageJ ndo fosse informativa. Entretanto, durante a fase de ingurgitamento, o
material ejetado apresentou coloracdo avermelhada, representado por saliva misturada
com o material ingerido do pogo alimentar, provavelmente sangue, fluidos teciduais e
células do local de alimentacdo. Nestes momentos, a salivacao foi caracterizada por um
aumento repentino nos valores de area relativa manchada de vermelho, que refletiam o
aumento repentino ocupado pelo pogo alimentar na area em analise (Fig. 3).

Os sinais elétricos capturados durante a salivacdo foram caracterizados por um
aumento repentino na voltagem emitida (até ~2,8 mV) seguido pelo retorno da voltagem
ao valor basal (~1,5 mV) (Fig. 3A a H). O aumento repentino na voltagem referente a
salivacdo foi variavel e em varias situacGes era muito sutil (~0,2 mV) (ex: terceiro
evento de salivacdo da Fig. 3A, Fig. 3C e 3D), mas mesmo nestes casos sempre foi

possivel observar ejecdo de material para o local de alimentacéo.
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Figura 3 — Sobreposi¢do do tamanho da &rea relativa do poco alimentar e dos

sinais elétricos gerados durante o processo alimentar realizados em Padréao de Alta
Qualidade (A e C), Padrao de Média Qualidade (E e G) e Sem Padréo Definido (I e
K). As imagens B, D, F, H, J e L representam ampliacdes das partes selecionadas

das figuras anteriores.
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Movimentacdo das queliceras: Nos momentos iniciais da alimentagdo, todos 0s
carrapatos realizaram intensa movimentacdo das queliceras a fim de abrir os tecidos e
inserir as pecgas bucais no local da picada. Essa movimentagdo sempre era intercalada
por varios eventos de salivacao e, em alguns momentos, por sucgdo. Os sinais elétricos
gerados por este evento apresentavam grande variacdo de voltagem (~3 mV) com um
padrdo desordenado (Fig. 4A, B, C e D).

Inatividade: caracterizado por um periodo em que 0s carrapatos permaneceram com
as pecas bucais em contato com o hospedeiro, porém sem realizar nenhum dos eventos
caracterizados acima. Durante este periodo, os valores de voltagem capturados
apresentaram ligeira variagdo (~0,8-0,9 mV). Estes eventos foram observados
basicamente em duas situa¢@es: a) no inicio da alimentagdo, quando as pecas bucais do
carrapato entram em contato com o hospedeiro e permanecem por um periodo sem se
movimentar (Fig. 4A e B) e b) aleatoriamente e em qualquer fase da alimentacdo, porém
por periodos curtos (0,1 a 2 s) entre 0s outros eventos que compdem a hematofagia (Fig.
AE e F). Periodos de inatividade foram muito raros durante a fase de ingurgitamento.
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Figura 4 — Sinais elétricos gerados pela movimentacao de queliceras (A,B,C e D) e
periodos de inatividade (A, B, E e F).
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5.5 Caracterizacao geral do processo alimentar de Ornithodoros

rostratus através da andlise do eletromiograma

Durante a hematofagia, o grupo de N4 que foi submetido ao eletromiograma
separadamente ficou, em media, em torno de 34,4 minutos em contato com o
hospedeiro e ingeriu aproximadamente 4,4 vezes seu peso inicial em sangue (Tabela 4).
A taxa de ingestdo media foi de 0,8 mg/min e quase todos os carrapatos se alimentaram
sem mudar de local, apenas um dentre os oito avaliados iniciou a hematofagia em um
local e, apds algum tempo de alimenta¢do, mudou para uma regido proxima a picada

inicial, para picar novamente e completar sua alimentacéo.

Tabela 4 — Paréametros alimentares de ninfas de quarto estddio de Ornithodoros

rostratus alimentadas em camundongos e submetidas ao eletromiograma (n=8).

Parametros alimentares Média £ DP Minimo - Maximo
Peso Inicial (mg) 6.1+25 4.0-10.3
Ganho de Peso (mg) 27.0+15.6 12.3-48.0
Picadas 11+04 1-2
Tempo total de contato (min) 344129 20.8 —55.6
Taxa de Ingestdo (mg/min) 08+04 03-15

5.6 Fases do processo alimentar de Ornithodoros rostratus

Uma vez identificados e caracterizados os eventos, utilizamos 0s registros
elétricos gravados do grupo de N4 citado acima para quantificar sua frequéncia ao longo
da alimentacdo. Baseado na frequéncia de ocorréncia de cada evento, 0 processo
alimentar foi dividido em duas fases distintas: fase 1 - formagdo do pogo alimentar; e
fase 2 - ingurgitamento (Fig. 5). As caracteristicas de cada fase séo:

Fase 1: Esta fase representa o inicio da alimentacdo quando acontece o contato
inicial do carrapato com o hospedeiro, a inser¢do das pecas bucais e a formagao do pogo
alimentar. A duracdo média foi de 8% de todo o periodo alimentar (Fig. 5). S&o
observados 0s quatro tipos de eventos (inatividade, movimentacdo das queliceras,

salivacdo e succdo), porém a sucgdo acontecia somente por periodos curtos e sem
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continuidade, indicando que ndo ha ingestdo de sangue ou ha muito pouca ingestdo. Os
eventos durante a fase 1 apareceram em frequéncia e periodos variados, caracterizando
trés momentos distintos que ocorreram em sequéncia, sendo eles:

Fase la- Contato inicial com inatividade: este momento ocorreu a partir do
contato inicial com o hospedeiro até o inicio da movimentacéo das queliceras (Fig. 4A e
B). Durante este periodo os carrapatos encostaram as pecas bucais no hospedeiro, mas
permaneceram sem realizar nenhuma atividade uma vez que ndo foram observados
sinais elétricos caracteristicos dos eventos acima. Este periodo teve duracdo média de
14 + 13,5 segundos (variacdo de 5 a 33 segundos), que corresponde a 0,7% do processo
alimentar, e foi observado na hematofagia de seis dos oito carrapatos avaliados.

Fase 1b - Penetracdo das pecas bucais e inicio da formacdo do pogo alimentar:
Este periodo foi caracterizado por intensa movimentacdo das queliceras intercalados por
varios eventos de salivacdo (Fig. 4A a D) que indicaram que os carrapatos estavam
utilizando as queliceras e a saliva para penetrar as pecas bucais nos tecidos do
hospedeiro e formar o pogo alimentar. Este momento teve duracdo média de 34,5 + 23,7
segundos (variando de 14 a 83 segundos), correspondente a 1,7% do periodo alimentar.
N&o foram observados eventos de succdo na fase 1b e a saliva ejetada ainda possuia um
aspecto claro, indicando que ndo houve ingestdo do contetdo do pogo. Dentre 0s oito
carrapatos avaliados, dois iniciaram o0 processo alimentar diretamente nesta fase, sem
gue houvesse o periodo de inatividade (fase 1a) (Fig. 4C e D).

Fase 1c - Formacdo do poc¢o alimentar: Este terceiro momento da fase 1 é
caracterizado pelo inicio do aparecimento dos primeiros eventos de succdo, que
comegaram a acontecer, em média, ap6s 48,5 * 32,1 segundos do inicio da alimentacao.
Durante este periodo, a movimentacdo das queliceras e a salivacdo foram intercalados
por eventos de sucgédo (Fig. 4E e F). Inicialmente, os sinais de sucgdo apareceram por
periodos curtos (2 a 3 segundos) e com o tempo foram se tornando mais prolongados
em detrimento aos eventos de movimentacdo das queliceras, que se tornaram mais
escassos. Desta forma, a média geral da frequéncia dos eventos de succdo aumentou
progressivamente (Fig. 5). Esta fase, chamada de fase 1c, correspondeu a 5,7% do
periodo alimentar e os sinais elétricos de sucgdo capturados apresentaram picos
irregulares (vértice duplo e amplitude variada). Foi possivel observar o extravazamento
progressivo de sangue dos tecidos (formacdo do poco alimentar), porem com extensao

ainda delimitada a uma pequena regiéo ao redor das pecas bucais (Fig. 6).
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O término da fase 1 foi delimitado pela ocorréncia de pelo menos 20 eventos de
succdo seguidos ou intercalados apenas por sinais de salivacdo, indicando que o
carrapato saiu da fase de formagdo do poco alimentar e passou para a fase de
ingurgitamento (fase 2). Durante o0 ingurgitamento, 0s carrapatos realizaram
basicamente succdo intercalada por salivacdo. Dessa forma, ndo houve movimentagéo
das queliceras e os momentos de inatividade foram extremamente raros. Durante este
periodo, a ingestdo de sangue aconteceu em complexos alimentares, de forma que um
unico complexo alimentar seja caracterizado pelo periodo que compreende a ejecao de
saliva seguida de succdo no poco alimentar até o inicio de uma nova salivacdo (Fig. 3).
Na analise gréfica das imagens, os complexos alimentares foram caracterizados pelo
aumento repentino na area relativa do poco (causado pela ejecdo de saliva com material
do canal alimentar em adicdo ao sangue extravasado dos tecidos), seguido da sucgédo
deste contelldo que causa reducdo continua na area relativa ate que esta retona ao seu
valor basal, permanecendo assim por algum tempo até que haja uma nova salivacdo e
um novo complexo alimentar (Fig. 3). A duragdo dos complexos alimentares foi menor
na fase 2a (5,3 £ 2,2 segundos, em média) e maior nas fases subsequentes (média de
10,9+7,4,125+6,7 e 11,7 + 4,5 segundos nas fases 2b, 2¢ e 2d, respectivamente).

A frequéncia da succdo e o padrdo dos sinais elétricos de succdo variaram ao
longo do ingurgitamento e permitiram dividir esta fase em quatro momentos distintos,
sendo elas:

Fase 2a: Esta fase, que durou em torno de 4% do periodo alimentar (Fig. 3), foi
caracterizada pela succdo continua de sangue com sinais elétricos em Padrdo de Média
Qualidade (Fig. 3E a H) com intensa salivacdo (Fig. 5). Ela se iniciou com a ocorréncia
de pelo menos 20 sinais de succ¢do seguidos e terminou com a ocorréncia de pelo menos
20 sinais de sucgdo em Padréo de Alta Qualidade. Ao longo do tempo da fase 2a, a
frequéncia da succdo aumentou gradativamente, a salivacdo foi reduzida (Fig. 5) e o
formato dos picos foi modificado do Padréo de Média Qualidade para o Padrdo de Alta
Qualidade.

Fase 2b: Esta foi a segunda fase mais duradoura, que correspondeu em média a
24% do periodo alimentar, e foi caracterizada por uma reducdo na frequéncia de
salivacdo e intensa sucgéo (Fig. 5). Os sinais elétricos referentes a succao apresentaram
Padrdo de Alta Qualidade (Fig. 3A a D) e foi o periodo no qual a frequéncia de succao

atingiu e se manteve seus valores mais altos (>4 Hz). Com o passar do tempo,
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comecaram a aparecer picos de suc¢do com sinais elétricos irregulares e o término desta
fase foi considerado quando ocorreu pelo menos 20 sinais de suc¢do seguidos com
Padrdo de Média Qualidade.

Fase 2c: A penultima fase da alimentacdo teve duracdo de aproximadamente
11% do periodo alimentar e apresentou perfil de succdo com sinais semelhantes a fase
2a (Fig. 3E a H), diferindo apenas no fato da frequéncia da succdo ter reduzido
gradativamente (Fig. 5). Outra diferenca para a fase 2a é que a frequéncia de salivacéo
permaneceu baixa (Fig. 5). Ao longo do tempo, 0s sinais de suc¢do se tornaram cada
vez mais irregulares e esta fase terminou com a ocorréncia de pelo 10 segundos de
sinais elétricos sem padrdo definido.

Fase 2d: A ltima fase do ingurgitamento foi a mais duradoura, correspondendo
a 53% do processo alimentar (Fig. 5). Nas andalises das imagens foram observados
complexos alimentares, porém os sinais elétricos capturados foram extremamente
irregulares (Fig. 31 a L). A frequéncia de salivagdo permaneceu baixa com complexos
alimentares de duracdo média de 11,7 + 4,5 segundos. Esta fase terminou com a

remocao das pecas bucais do hospedeiro.
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Figura 5 — Frequéncias de succéo e salivagdo medidas através do eletromiograma
durante a Fase 1 (formacéo do poco alimentar) e em diferentes momentos da Fase
2 (ingurgitamento) ao longo do processo alimentar de ninfas de quarto estadio de

O. rostratus alimentadas em camundongos.
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O ultimo pardmetro analisado foi a variacdo do tamanho do poco alimentar ao
longo da hematofagia. Foi possivel observar que o poco alimentar, inexistente no inicio
da fase 1, ja estava formado no final da fase 1 / inicio da fase 2 e sua area aumentou
lenta e gradativamente até, aproximadamente, o ultimo terco da fase 2d. A partir deste
momento, foi observado um aumento mais acelerado na &rea ocupada, devido ao
extravasamento de sangue dos tecidos concomitante com a ndo succdo (Fig. 6). Este

aumento acelerado continuou mesmo apds a remocao das pecas bucais do hospedeiro.

Figura 6 — Sitio da picada e pool alimentar em diferentes tempos apds o inicio da
alimentacdo. Quadro 1 - fase 1; Quadros 2 a 7 — fase 2 mostrando 14,29, 28,57,
42,86, 57,15, 71,44, e 85,73% do periodo alimentar; quadro 8 — final do periodo

alimentar.
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho sobre o ciclo bioldgico serviram para
adicionar novas informacGes sobre varios parametros biologicos de Onithodoros
rostratus que ndo haviam sido elucidados ou apresentaram controvérsias nos estudos
anteriores. Pela primeira vez, o ciclo bioldgico dessa espécie de carrapatos tendo
camundongos como hospedeiros foi descrito, 0 que nos permitiu concluir que seria
satisfatorio manter uma colonia de O. rostratus se alimentando em camundongos sob
condicdes controladas, ja que foram capazes de completar o ciclo com alta viabilidade.
Mesmo que ndo sejam hospedeiros naturais para O. rostratus (Hoogstraal 1985,
Cangado et al. 2008, Ribeiro et al. 2013) os camundongos foram utilizados com essa
finalidade devido ao fato de serem bons animais para uso experimental. Dentre varias
vantagens, o camundongo € uma espeécie facil de manter em laboratdrio, exige pouco
espaco fisico para criacdo e apresenta varios reagentes disponiveis comercialmente, o
que facilitaria estudos focados em avaliar aspectos relativos a interacdo artropode-
hospedeiro.

Foi observada a existéncia de até seis estadios ninfais durante o ciclo bioldgico
de O. rostratus, além de um estagio larval e adultos, como observado anteriormente por
Ribeiro et al. (2013). Os adultos foram originados das ninfas 3-6 e, exceto pelas N6 que
deram origem a adultos em sua totalidade, as N5 representaram o estadio que gerou a
maior porcentagem de individuos que mudaram para adultos, corroborando com o que
foi observado anteriormente por Guglielmone & Hadani (1980) e Ribeiro et al. (2013).
Ribeiro et al.( 2013) constatou que, provavelmente, 0 mais comum seria a presenca de
cinco estadios de ninfa, o que pode justificar o fato de estudos prévios ndo terem citado
a presenca de um sexto estadio ninfal (Brumpt 1915, Guglielmone & Hadani 1980). Foi
constatado que as fémeas também podem surgir a partir de N4, como foi observado
também por Guglielmone & Hadani (1980), o que diverge do que foi descrito por
Ribeiro et al. (2013), quando se observou fémeas surgindo apenas a partir de N5 e N6.

A relacdo Fémea:Macho variou de 0:1 (adultos surgidos de N3) a 6.2:1.0
(adultos surgidos de N5), mas a taxa final ficou em torno de 1:1, o que corrobora com o
que foi visto por Ribeiro et al. (2013). A tendéncia, aqui observada, dos machos

surgirem de estadios ninfais mais precoces e as fémeas surgirem de estadios ninfais
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tardios parece ser comum e corrobora com o que ja foi observado em outros carrapatos
argasideos (Pound et al. 1986, Oliver 1989, Tizu et al. 1995).

Foi realizada uma andlise da relacdo entre o PF das N4 apds o repasto e o seu
estagio evolutivo subsequente. Assim, foi possivel observar que, quanto maior o PF de
uma N4 ap6s o repasto, maior era a probabilidade deste espécime mudar para adulto,
sendo que a tendéncia era que as N4 de maior PF dessem origem a fémeas. A relagéo
entre PF e o estagio subsequente das ninfas foi bem clara para O. rostratus e parece ser
comum, como um todo, para outras espécies de argasideos (Oliver 1989).

As ninfas e adultos apresentaram um repasto sanguineo de curta duracdo, que
variou de 17 a 78 minutos. Essa caracteristica comum a carrapatos de habito nidicola
pode lhes conferir grande vantagem evolutiva, pois um contato breve com o hospedeiro
resulta em menor tempo de exposicao durante o periodo alimentar e um retorno rapido
ao abrigo, onde a digestdo do sangue pode ser feita em seguranca (Gray et al. 2013).

As larvas levaram de 1-5 dias (média de 2.7 dias) para completar o repasto
sanguineo. O tempo de repasto das larvas foi maior que o observado por Ribeiro et al.
(2013), que calculou um tempo médio de 33.5 minutos. Entretanto, corrobora com 0s
valores calculados por Venzal & Estrada-Pena (2006), que observaram um tempo médio
de repasto de 2.9 dias em coelhos. Além desse trabalho, outros afirmaram que o
processo alimentar das larvas pode ter longa duracdo, se estendendo por até 8 dias
(Brumpt 1915, Guglielmone & Hadani 1980) e incluindo O. rostratus no grupo de
argasideos cujas larvas se alimentam lentamente por muitos dias (Hoogstraal 1985). As
diferencas relativas ao tempo de repasto ndo eram esperadas, visto que 0s espécimes
utilizados neste trabalho foram coletados no mesmo local que os carrapatos utilizados
por Ribeiro et al. (2013) e provavelmente pertenciam a mesma populacdo. Portanto,
possivelmente ocorreram, em primeiro lugar, devido a utilizacdo de hospedeiros
diferentes nos dois trabalhos. Paralelamente, outros fatores como diferentes condigdes
experimentais (ex.: temperatura ambiente durante o repasto) ou periodos de jejum das
larvas podem, também, ter interferido no tempo necessario para o repasto sanguineo.
Enquanto no presente estudo e naquele desenvolvido por Venzal & Estrada-Pena
(2006), as larvas eram utilizadas em um periodo de 10-20 e ~15 dias, respectivamente,
apos a eclosdo dos ovos, Ribeiro et al. (2013) utilizou larvas em um jejum de 35-45

dias.
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Também foi interessante observar que o0s estagios mais avancados
(principalmente N5 e fémeas) tiveram menor Pl e GP em comparagdo com 0S mesmos
estagios em Ribeiro et al. 2013), sendo um indicio da influéncia do hospedeiro sobre
esses parametros e talvez sugerindo que os carrapatos possam se alimentar com mais
eficiéncia em coelhos que em camundongos.

As taxa GP/PI observadas (um parametro inexplorado em trabalhos anteriores)
demonstraram que larvas e fémeas foram capazes de ingerir mais sangue em relagéo ao
seu peso inicial que ninfas, que por sua vez ficaram a frente dos machos. Esses dados
corroboram com aspectos relativos a fisiologia dos carrapatos, em que fémeas
necessitam do repasto sanguineo significativo para a maturacdo dos ovarios,
possibilitando a producdo de uma grande quantidade de ovos (Ogihara & Taylor 2013).
Larvas e ninfas necessitam de um repasto satisfatorio para o desenvolvimento e
realizacdo da muda. Os machos, por sua vez, ttm como principal funcdo do repasto
sanguineo a realizagdo da espermatogénese. No entanto, os machos argasideos podem
ser capazes de fertilizar fémeas sem a realizacdo de repasto prévio nas primeiras copulas
(Balashov 1972), o que justificaria sua baixa ingestdo de sangue.

Os aspectos reprodutivos de fémeas originadas de N4, N5 e N6 também foram
explorados no presente trabalho. Foi observado que fémeas originadas de N6 foram
significativamente mais pesadas (p<0.05), sendo capazes de ingerir mais sangue do
hospedeiro e produzir mais ovos. No entanto, a conversao de sangue ingerido/ovos foi
similar nas fémeas originadas de diferentes estadios de ninfa (1 mg dieta = 2.6 ovos),
indicando que a performance reprodutiva permanece inalterada independentemente do
estadio de ninfa do qual a fémea surgiu.

A performance reprodutiva das fémeas surgidas dos trés estadios de ninfa foi
semelhante, porém, foi possivel observar que a taxa de eclosdo dos ovos, 0 que indica
sua viabilidade, foi de 94% para aqueles referentes a fémeas surgidas de N6, bem acima
da média (58.6%), indicando que a fémea que ingeriu mais sangue, também foi
responsavel pela liberacdo de ovos mais viaveis.

O monitoramento de sinais elétricos gerados durante a alimentacdo e a microscopia
intravital sdo técnicas ja empregadas anteriormente no estudo de insetos hematdfagos e
carrapatos ixodideos. Entretanto, até onde se sabe, este € primeiro trabalho que avalia de
forma quantitativa os fenbmenos que acontecem na alimentacdo de uma espécie da

familia Argasidae, tornando impossivel comparar os resultados encontrados no presente
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trabalho com estudos anteriores. Lavoipierre & Riek (1955) realizaram um estudo
pioneiro sobre o comportamento alimentar de carrapatos argasideos, mas usaram apenas
a técnica de microscopia intravital para desenvolver uma analise qualitativa.

As duas técnicas utilizadas neste trabalho sdo complementares e, quando utilizadas
em conjunto, promovem um ganho imenso nas analises. A microscopia intravital
permite a visualizagdo dos eventos que estdo acontecendo no sitio alimentar, com isso
ela gera informagbes ndo vistas no eletromiograma e é extremamente (til para
relacionar os sinais aos eventos da alimentacdo. A maior desvantagem, é que uma vez
que as analises sdo feitas de forma manual, através de visualizacdo, a quantificacdo de
alguns eventos fica prejudicada. Uma opcdo para contornar este problema é a utilizacdo
de softwares de andlise de imagens (como o Imagel) que auxiliam na analise e
quantificacdo de parametros dos eventos. Mas mesmo utilizando estes softwares, a
ocorréncia de erros ainda € significativa, porque qualquer variacdo nas imagens causada
por fatores externos prejudicam a construcdo de graficos. Exemplos de fatores
prejudiciais que acontecem comumente s&o movimentacdo do hospedeiro ou do
artropode durante a alimentacédo, auséncia de contraste no po¢o alimentar e na salivacao,
como visto no inicio da alimentacdo, excesso de sangue no poco, como observado
principalmente no final da alimentacdo além de possiveis distirbios com equipamentos
como alteracdo de intensidade na luz e necessidade de ajuste do foco da imagem no
inicio ou ao longo do experimento. Outro fator limitante da microscopia intravital é que
o sitio de alimentacdo precisa ser translicido para permitir a visualizacdo de processos.
No presente trabalho, foi usada a orelha dos camundongos. Devido ao fato da orelha néo
ser um sitio usual de alimentacdo de O. rostratus (observacdes pessoais), as alteracoes
feitas no sitio alimentar podem causar vieses na frequéncia e duragdo dos parametros
que ocorrem na alimentacao.

As maiores vantagens do eletromiograma séo o fato de poder ser realizado em
locais do hospedeiro onde os artropodes normalmente realizam o repasto e o fato de ser
consideravelmente melhor para a quantificacdo de eventos, pois os dados gerados de
toda a alimentacdo sofrem menos interferéncias externas e podem ser quantificados
manualmente ou por softwares a fim de realcar diferengas sutis que ndo podem ser
vistas nas imagens, como, por exemplo, os perfis dos sinais aqui chamados de Padréo de
Alta e Média Qualidade e os sinais Sem Padrdo Definido. Porém, a identificacdo do

perfil gerado por cada evento deve ser realizada anteriormente a quantificagdo de todo o
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processo alimentar, caso contrario as interpretacdes podem ser feitas de maneira errbnea
ou Vvérios sinais ndo poderdo ser interpretados, como ja aconteceu anteriormente
(Lavoipierre & Riek 1955, Sweatman & Gregson 1970, Tatchell et al. 1972). Desta
forma, no presente trabalho a microscopia intravital foi utilizada na identificacdo do
significado dos sinais elétricos enquanto o eletromiograma foi utilizado na quantificacdo
desses sinais.

Quatro eventos foram observados durante o processo alimentar, sendo eles Succéo,
Salivacdo, Movimentacdo de queliceras e Inatividade. O evento de succdo foi o mais
comum durante o processo alimentar. Seu sinal elétrico tipico mostra uma variacdo da
voltagem, gerando no eletromiograma um pico com vértice pontiagudo voltado para
baixo (forma regular), que indica contracdo simultanea da musculatura responsavel pela
abertura da camara da bomba faringeal. Além do sinal tipico, a suc¢do também gerou
sinais elétricos com diferentes formatos, vistos aqui como picos com vértices duplos e
variacdo de voltagem sem padréo definido.

Em triatomineos, foi mostrado que quando a bomba de sucgdo estd em amplo
funcionamento e sem dificuldades no bombeamento, os sinais elétricos apresentam
picos com forma regulares (vértice Unico) e quando ha& algum problema no
bombeamento deste sangue, 0s sinais comecam a apresentar formas com vértices duplos
ou triplos (picos irregulares) (Araujo et al., 2009c; Soares et al., 2013). Estes trabalhos
demonstraram que o intervalo entre os picos também pode ser afetado, 0s picos com
forma regular normalmente apresentam intervalos iguais engquanto os intervalos entre
picos irregulares variam e possuem implicagdes no enchimento da cdmara da bomba de
succdo. Acredita-se que este formato irregular dos sinais possa indicar um falta de
sincronia entre os feixes musculares responsaveis pelo funcionamento da bomba de
sucgdo formando picos duplos devido a contragdo em momentos diferentes de cada
feixe muscular.

Em R. microplus, Tatchell et al. (1972) descreve um pequeno pico, ou pico
subsidiario, conectado ao pico principal que representa a abertura da valvula faringeal.
Estes sinais ndo foram observados aqui e podem ter sido descartados juntamente com
outros sinais considerados como ruido e que sdo excluidos pelo filtro usado no sistema.

O sinal de salivagdo foi caracterizado por um aumento repentino na voltagem
seguido pelo retorno da voltagem ao valor basal. Este aumento apresentou amplitudes

variadas, porém a comparacdo das imagens mostrou que 0S eventos eram sempre 0S
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mesmos, i.e., ejecdo de saliva no sitio alimentar. Estas observacdes diferem das
encontradas por Sweatman & Gregson (1970) em estudos com o ixodideo Hyaloma
aegyptium onde os autores caracterizaram diferentes agdes do aparato salivar durante a
hematofagia, dentre eles a ejecao de saliva, periodo de inatividade com salivario aberto,
abertura do salivario e atividade do salivario durante o periodo de succdo, de forma que
cada uma destas acOes apresentava um sinal elétrico caracteristico. Estes resultados
podem indicar um mecanismo de salivagdo diferente entre ixodideos e argasideos, que é
coerente uma vez que argasideos precisam de uma frequéncia de salivacdo muito maior
devido ao curto periodo de tempo que permanecem com seus hospedeiros.

E interessante ressaltar as diferencas entre a salivagdo de insetos hematdfagos e
carrapatos. Os insetos possuem dois canais (um alimentar e um salivar) (Lavoipierre et
al., 1959) e apresentam um funcionamento continuo da bomba de succdo mesmo
durante a salivacdo (Smith and Friend, 1970). Carrapatos possuem apenas um canal que
serve para salivagdo e ingestdo de sangue e para que a salivagdo aconteca, a ingestao de
sangue (succgédo) deve ser interrompida (Kemp et al. 1982, Sonenshine 1991). Este perfil
faz com que durante a fase de ingurgitamento, a salivacdo seja facilmente identificada
nos eletrogramas de carrapatos.

A movimentacao das queliceras apresentou sinais com varia¢do de voltagem em um
padrdo desordenado. Este é o primeiro trabalho que descreve sinais elétricos de
movimentacdo de queliceras, uma vez que todos os trabalhos anteriores avaliaram o0s
sinais em carrapatos ixodideos ja fixados ao hospedeiro, quando praticamente ndo ha
mais movimentacdo das queliceras. Este evento foi observado apenas no inicio da
alimentacdo, sempre com o intuito de auxiliar a penetracdo das pecas bucais e formar o
pogo alimentar. Apds algum periodo do inicio da alimentacdo, estes movimentos
cessaram e sO aconteceram novamente em situacGes em que o carrapato interrompeu a
alimentacéo e iniciou novamente a hematofagia em outro local.

A anélise ao longo da alimentacdo mostrou que os periodos de inatividade foram
raros, curtos e apareceram basicamente no inicio da alimentacdo (fase 1a). Este perfil é
mais parecido com o observado em insetos hemat6fagos (Sant’Anna et al. 2001, Araujo
et al. 2009a) e diferente de carrapatos ixodideos, que apresentam varios periodos de
inatividade e podem chegar a varios minutos em determinadas situacdes (Gregson 1969,
Sweatman & Gregson 1970, Tatchell et al. 1972). Lavoipierre & Riek (1955) também

descreveram longos periodos de inatividade apds alguns minutos do inicio da
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hematofagia de espécies de argasideos (Ornihtodoros moubata e O. tholozani var.
typicus), principalmente apos a salivacdo. Este perfil ndo foi observado aqui, ja que
vimos nitidamente uma succ¢do continua do contetdo do pogo a partir do inicio do
ingurgitamento ate o final da alimentacéo, com rarissimos periodos de inatividade.

Ao avaliar as fases do processo alimentar, foi importante constatar que 0s
parametros alimentares das N4 usadas nos experimentos foram muito parecidos com o
observado nas N4 envolvidas na descricdo do ciclo alimentar, indicando que os
procedimentos utilizados no eletromiograma ndo interferiram no processo alimentar das
ninfas. Ao analisar o conjunto de sinais ao longo do periodo alimentar foi possivel
caracterizar de forma detalhada a alimentagdo do O. rostratus em camundongos. O
processo alimentar se inicia com o contato das pecas bucais do carrapato com o
hospedeiro. Apds o contato inicial, alguns espécimes (75% neste trabalho) permanecem
por alguns segundos (~14 segundos) sem atividade para em seguida iniciar a
movimentacdo das queliceras, enquanto 25% dos carrapatos iniciam a movimentagdo
das queliceras imediatamente ap6s o contato com o hospedeiro. Juntamente com a
movimentacdo das queliceras, ha intensa salivacdo, que teria como objetivo liberar
proteases no sitio de alimentacdo para digerir os tecidos e formar o po¢o alimentar e
também inibir as reacGes reparatorias desencadeadas no hospedeiro, como hemostasia,
inflamacéo e resposta imune (Ribeiro 1987).

Apdbs algum tempo (~48,5 segundos), sdo observados os primeiros eventos de
succdo que aparecem inicialmente por poucos segundos intercalados com salivacéo e
movimentacdo das queliceras. Neste momento perece ndao haver ingestdo de sangue.
Essa conclusdo é obtida principalmente porque a saliva ejetada nestes momentos ainda
estd limpida, indicando que ndo ha ou h& pouco sangue no canal alimentar.
Provavelmente estes eventos iniciais de succ¢ao servem para avaliar a qualidade do pogo
alimentar e indicar se o carrapato ainda deve continuar trabalhando para melhorar o
poco ou se ja pode passar para a fase de ingurgitamento. Eventos similares foram
observados no processo alimentar de Rhodnius prolixus, que testa a qualidade da dieta
antes de iniciar a fase de ingurgitamento (Friend & Smith 1971).

Com o tempo, os eventos de movimentacdo das queliceras vao se tornado mais
raros até cessarem, enquanto os eventos de succdo se tornam mais frequentes até se
tornarem continuos e intercalados apenas por salivacdo. Nesta parte, inicia-se a fase de

ingurgitamento, na qual ndo observamos aqui, nenhuma movimentacéo das queliceras.
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Lavoipierre and Riek (1955) também relataram que as queliceras em argasideos séo
ativas durante a penetracdo das pecas bucais e movem apenas ocasionalmente apds o
inicio da sucgdo de sangue.

Na fase de ingurgitamento ha intenso funcionamento da bomba de succdo para
transferir o sangue do hospedeiro para seu intestino, 0 que somente se encerra com 0
término da alimentagdo. Durante este periodo, a ingestdo de sangue € feita por repetidos
complexos alimentares compostos por salivacdo seguida de succdo constante. A
alimentacdo em complexos alimentares é relatada por varios autores (Gregson 1969,
Sweatman & Gregson 1970, Tatchell et al. 1972, Waladde et al. 1979) que estudaram a
alimentacdo de carrapatos, porém todos eles estudaram ixodideos e noticiaram a
presenca de um periodo de inatividade no complexo alimentar, fato ndo observado aqui.
Em argasideos, Lavoipierre & Riek (1955) comentaram sobre periodos curtos de
inatividade no inicio da alimentacdo progressivamente mais demorados ao longo do
repasto. No entanto, a duracdo desses periodos ndo foi calculada pelos autores. A
diferenca pode ser explicada pelo fato dos carrapatos utilizados naquele estudo serem
pertencentes a outras espécies do género Ornithodoros, além das diferentes condicbes
experimentais empregadas nos dois estudos.

Carrapatos ixodideos também seguem este padrdo de alimentacdo em complexos
alimentares, porém sua duracao € consideravelmente mais longa (de 22 segundos a mais
de um minuto) (Sweatman & Gregson 1970) e os momentos de inatividades podem
representar até 96% de todo o complexo (Tatchell et al. 1972). A duracdo dos
complexos alimentares foi calculada nos repastos de R. microplus, Dermacentor
andersoni and Hyalomma aegypticum e mostrou ser influenciada por fatores como
luminosidade, tamanho da fémea, temperatura do hospedeiro/dieta e composi¢do da
dieta (Gregson 1969, Sweatman & Gregson 1970, Tatchell et al. 1972, Waladde et al.
1979).

Durante o ingurgitamento, aqui representado pela fase 2 (Fig. 5), foram observados
sinais de succdo em Padréo de alta qualidade, média qualidade e sem padréo definido,
que permitiram dividir o ingurgitamento em 4 momentos. Como dito acima, estes sinais
podem refletir o esforgo despendido para ingerir sangue em cada fase da hematofagia.

A fase 2a apresentou sinais em Padréo de Média Qualidade com intensa salivacéo,
que é sugestivo de dificuldade em ingerir sangue. Neste momento, € provavel que esta

dificuldade em ingerir sangue seja devido a qualidade do pogo alimentar que ainda néo
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estd em condicOes totalmente favoradveis para ingestdo de sangue, talvez porque o
contetido ainda apresente alta viscosidade e justifique a intensa salivacao que visa inibir
os fendbmenos hemostaticos do hospedeiro e aumentar a fluidez da dieta. Em insetos
hematofagos, dietas mais viscosas aumentam significativamente a dificuldade alimentar,
reduzindo a frequéncia de funcionamento da bomba faringeal e o volume médio de
bombeamento (Smith 1979, Soares et al. 2013). Dessa forma, a salivagdo em maior
frequéncia nesta fase deve acontecer com esse propdsito. Trabalhos anteriores
mostraram que é importante manter o sangue fluido no intestino para que a ingestao seja
aumentada. Através da inibicdo da coagulacdo (Araujo et al. 2007) e inducdo da
hemaglutinacdo (Araujo et al. 2009b), é possivel realizar o remanejamento do sangue e
a separacgdo da parte fluida da parte solida da dieta, o que poderia facilitar a diurese e,
em carrapatos argasideos, poderiam favorecer a secrecdo do excesso de fluido pelas
glandulas coxais.

A fase 2b seria aquela em que ocorre maior ingestdo de sangue. Provavelmente, o
poco alimentar esta em sua melhor situacdo, com um volume relativamente maior de
sangue sendo extravasado dos tecidos e com contetdo fluido permitindo que a sucgéo
ocorra em alta frequéncia sem maiores dificuldades na passagem de sangue pelo canal
alimentar e tubo digestivo, o que pode ser constatado pela geracéo de sinais elétricos em
Padrdo de Alta Qualidade.

Com o passar do tempo de ingurgitamento, os sinais elétricos capturados voltam a
ficar em Padrdo de Média Qualidade (Fase 2c), o que indica que podem estar
aparecendo novos problemas no bombeamento da dieta. O mais provavel neste
momento é que os problemas ndo sejam no sitio alimentar, mas por dificuldades para
bombear o sangue para o intestino. O principal problema poderia ser o excesso de
sangue no intestino e a distensdo do tegumento do idiossoma que estd causando uma
pressdo reversa no canal alimentar, dificultando a entrada de sangue, tal qual foi
observado em triatomineos por Guarneri et al. (2000b).

A partir de aproximadamente metade da fase de ingurgitamento (fase 2d), quando
observamos sinais elétricos sem padrdo definido, seria um agravamento dos problemas
da fase anterior onde o carrapato tem uma dificuldade enorme em bombear o0 sangue
para o intestino. Nesta fase, o carrapato provavelmente j& ingeriu todo o sangue
necessario e qualquer distdrbio faria com que este interrompesse a alimentagdo. Este

fato também foi comentado por Lavoipierre and Riek (1955) que descrevem que
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argasideos repletos de sangue sdo facilmente incomodados se tocados. Como nos
experimentos eles estdo se alimentando em hospedeiros anestesiados e ndo ha disturbios
que possam estimular o fim da alimentag&o, eles continuam tentando ingerir sangue até
um momento critico para a suc¢cdo. Na natureza, onde a alimentacdo € feita em
hospedeiros ndo anestesiados, essa fase provavelmente ndo duraria tanto quando nas
condicGes de laboratério e o fim da alimentacdo poderiam ocorrer até mesmo na fase 2c.

Ao longo da alimentacdo, a area do poco alimentar aumenta gradativamente e no
final observamos um borréo de sangue no local da picada (Fig. 6) que € explicado pela
falta de succdo do sangue do pool somada ao continuo extravazamento de sangue dos
tecidos, provavelmente exacerbado pela atividade anti-hemostatica desempenhada pelas
moléculas salivares no sitio alimentar. Um fato observado e comentado por Lavoipierre
& Riek (1955) diz respeito a possivel presenca de um fator de dispersao na saliva que
favoreca o aumento da area ocupada pelo poco alimentar. O aumento da area do poco
alimentar também poderia estar ligado a forma com que a saliva é ejetada nos tecidos.
As ejecOes sdo muito fortes, aparentemente com o intuido de forcar a difusdo da saliva e
aumentar a area do poco, fazendo com que o fluxo de sangue para o redor das pecas

bucais seja mantido.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Uma coldnia de O. rostratus pode ser mantida em laboratério através do uso de
camundongos como hospedeiros. Nesse caso, 0s camundongos seriam um bom modelo
experimental e possibilitariam o estudo de caracteristicas da biologia dos carrapatos,
como a identificacdo de moléculas salivares com uso potencial na industria
farmacéutica. Além disso, diferentes aspectos da interacdo parasito-hospedeiro e a
importancia do carrapato como vetor de doencas para vertebrados também poderiam ser
abordados, como sua capacidade vetorial de Rickettsia.

Os dados apresentados neste trabalho ajudaram a elucidar diferentes aspectos
relativos ao ciclo biolégico de O. rostratus em laboratério, fornecendo varias
informacdes Uteis a pesquisadores que trabalnem no campo da biologia de carrapatos
argasideos.

Os resultados encontrados nos estudos do comportamento alimentar através da
microscopia intravital e do eletromiograma geraram uma série de informacdes novas a
respeito do processo alimentar de carrapatos argasideos. A metodologia utilizada
permitiu descrever e quantificar os eventos que ocorreram no sitio alimentar e discutir
suas fungdes para a realizacdo da hematofagia. De forma complementar, foi feita a
caracterizacdo das fases do processo alimentar, 0 que gerou descobertas inéditas acerca

dos parametros alimentares de carrapatos argasideos.
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