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process of Rhipicephalus sanguineus, (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) under laboratory conditions.] Influ-
éncia do comportamento gregério nos processos de muda de Rhipicephalus sanguineus (latreille, 1806) (acari:
ixodidae), em condigBes laboratoriais. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 16, n. 4, p. 205-210,
2007. Curso de Pés-graduacdo em Ciéncias Veterinérias, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Km 07 da BR 465, Seropédica, RJ, 23890-000. E-mail: cancadop@bol.com.br

The objective of this experiment was to evaluate the influence of different aggregations on the molting process
of Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806). Tick-naive domestic rabbits (Oryctolagus cuniculus) were used as
experimental hosts for the parasitic phase. A total of 10 rabbits were used on the experiment. All tick free-living
phases were kept in incubator at 27+1°C, 80+5% relative humidity and scotophase. The periods of pre-molt, molt,
percentage of ecdisis and molt rhythm of larvae and nymphs were studied. A total of 1560 engorged larvae and
1560 nymphs of R. sanguineus were divided in six groups of aggregations: 1, 5, 10, 20, 40 and 80 ticks with ten
repetitions each one. The ecdises of nymphs and adults were daily observed. The percentage of ecdysis was the
only parameter with no aggregations effects. All others parameters were statistically different (p<0,05). The results

suggested that highest aggregations accelerate the molting process.
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RESUMO

Objetivou-se com o experimento verificar a influéncia de di-
ferentes agregacdes sobre os parametros relacionados ao pro-
cesso de ecdise ninfal e de adulto de Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1806). Foram utilizados como hospedeiros 10 coe-
Ihos domésticos (Oryctolagus cuniculus) primos-infestados.
Foram analisados os periodos de pré-ecdise, de ecdise e de
muda, o percentual e o ritmo de ecdise para todos os estagios
estudados. Durante toda a fase ndo-parasitaria, os carrapatos
foram mantidos em condi¢bes controladas de umidade
(80+£5%) e temperatura (27+1°C). Um total de 1560 larvas
ingurgitadas e de 1560 ninfas ingurgitadas foi utilizado. Os
carrapatos foram divididos em seis grupos contendo um, cin-
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co, dez, 20, 40 e 80 espécimes cada. Para cada um desses
grupos foram realizadas dez repeticdes. Os processos de ecdise
ninfal e de adulto foram acompanhados diariamente. Apos a
analise dos resultados, verificou-se que nao houve relacéo entre
as diferentes agregaces e o percentual de ecdise em nenhu-
ma etapa experimental. Em todos os outros parametros biol6-
gicos estudados, verificaram-se diferencas significativas
(p<0,05). Os resultados obtidos sugerem que em elevadas
agregacdes o processo de ecdise tende a ser mais rapido.

PALAVRAS-CHAVE: Muda, agregacao, Ixodidae.

INTRODUCAO

O processo de estabelecimento e manutencéo de col6nias
de laboratdrio de artropodes depende de varios fatores, inclu-
indo equipamento adequado e pessoal qualificado no manu-
seio e conhecimento bioldgico da espécie que se pretende cri-
ar/ manter em laboratério. Neste sentido, a relacdo entre nu-
mero de carrapatos e o espago disponivel é um dos fatores
que podem determinar a velocidade do ciclo biolégico, as-
sim, este € um dos importantes parametros que devem ser
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considerados para o sucesso da col6nia. Em estudo sobre o
comportamento gregario de Haemaphysalis leporispalustris,
Cancado et al. (2007) observaram, além de outros fatores,
uma relacdo entre 0 aumento da agregacdo e o ritmo de ecdise.

Em um artigo de revisdo, Zuben (2000) reuniu algumas
referéncias indicando que a agregacdo pode aumentar a com-
peti¢do por espaco, com conseqiiéncias deletérias para a po-
pulagdo. Em contrapartida, esta mesma agregagdo poderia
contrabalancar os efeitos deletérios pela maior sobrevivéncia
do grupo, através do aumento da capacidade defensiva ou
modificacfes do micro-clima e micro-habitat.

Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) é uma das es-
pécies que possuem 0 comportamento gregario de forma
marcante, cujos individuos séo freqiientemente encontrados
agrupados em frestas ou fendas, formando verdadeiros “ni-
nhos de carrapatos”. E de reconhecida importancia na trans-
misséo de agentes causadores de Erlichiose e Babesiose Ca-
nina (SHAW et al., 2001) e, nos Gltimos anos, vem sendo
investigada pelo seu papel na epidemiologia da Leishmaniose
Visceral Canina (COUTINHO et al., 2005). Perfeitamente
adaptada ao ambiente urbano, esta espécie esté relacionada
ao domicilio, em intimo contato com humanos. Apesar da ele-
vada especificidade para canideos, ja existem relatos de
parasitismo em humanos (ESTRADA-PENA, JONGEJAN,
1999; DANTAS-TORRES et al., 2005). Infec¢des naturais
de patégenos, como Rickettsia rickettsii e Bartonella henselae
ja foram registradas (BUSTAMANTE, 1943; DEMMAetal.
2005; WIKSWO et al., 2007), tornado R. sanguineus poten-
cial transmissora para 0 homem.

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do com-
portamento gregario nos estagios imaturos de R. sanguineus
durante o processo de muda. E desta maneira entender me-
Ihor o processo de ecdise para facilitar a criacdo em condi-
cOes laboratoriais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Ixodologia
do Departamento de Parasitologia Animal (DPA), Instituto de
Veterinéria (IV), localizado na Estagdo para Pesquisas
Parasitologicas W. O. Neitz, da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Municipio de Seropédica, RJ, Brasil.

Como hospedeiros foram utilizados coelhos domésticos
(Oryctolagus cuniculus) mesticos (Nova Zelandia X
Califdrnia), de ambos os sexos, cedidos a titulo de emprésti-
mo pelo Setor de Cunicultura do Instituto de Zootecnia/
UFRRJ. Estes foram mantidos em gaiolas individuais, alimen-
tados com racdo comercial para coelhos e agua fornecida ad
libitum. Neste experimento, foi seguido o protocolo de Prin-
cipios Eticos em Pesquisa Animal adotado pelo Colégio Bra-
sileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Os carrapatos utilizados no experimento foram oriundos
da segunda geracdo de uma coldnia pré-estabelecida no La-
boratdrio de ixodologia/ UFRRJ — DPA/IV, mantida em con-
digBes controladas de temperatura e umidade relativa (UR).
Durante todo o experimento a fase ndo-parasitaria foi mantida
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em estufa incubadora tipo B.O.D regulada a temperatura de
27+1°C e 80+5%UR.

Todas as infestagGes seguiram a técnica utilizada por Neitz
etal. (1971), que consiste de um saco de orelha confecciona-
do com pano, pasta UNA e esparadrapo para sua fixacdo no
coelho. Foram utilizados cinco coelhos para alimentagéo das
larvas e outros cinco para as ninfas. Cada coelho recebeu apro-
ximadamente 2500 larvas (12500 larvas para cada grama de
ovos) com 25 dias de idade segundo as orientacoes de Sartor
(1994) e aproximadamente 1000 ninfas (3600 ninfas para cada
grama de larvas ingurgitadas) com 25 dias de idade, basean-
do-se em Fernandes et al. (2004).

A partir do primeiro dia apds a infestacdo, os sacos de
pano foram abertos para limpeza e coleta dos espécimes
ingurgitados, tdo logo se iniciou o desprendimento. Todos 0s
dias, as larvas ingurgitadas recuperadas foram limpas com
pincel de cerdas macias. Parte do material foi utilizado para
montagem do experimento e o restante foi novamente arma-
zenado em seringas plasticas cortadas, fechadas com buchas
de algod&o e mantidas sob as mesmas condicdes de tempera-
tura e umidade relativa ja mencionadas.

Essas larvas ingurgitadas deram origem as ninfas que fo-
ram utilizadas para a segunda etapa do experimento. O pro-
cesso de infestacdo e recuperacdo para obtencéo das ninfas
ingurgitadas foi o mesmo anteriormente descrito para larvas.

O delineamento experimental seguiu os moldes publica-
dos por Cancado et al. (2007), ou seja, 1560 larvas
ingurgitadas para ecdise ninfal e 1560 ninfas ingurgitadas para
ecdise de adulto foram divididas em seis grupos A, B, C, D, E
e F, contendo um, cinco, dez, 20, 40 e 80 espécimes cada
respectivo grupo. Foram realizadas dez repetiges por grupo.
Os processos de ecdise ninfal e de adulto foram acompanha-
dos diariamente.

Para a analise do periodo de pré-ecdise, percentual de
ecdise e 0 periodo de muda, foram feitos testes de Analise de
Variancia (ANOVA) seguidos do teste de Tukey-Kramer.
Quando, os desvios padrdes mostraram diferenga significati-
va entre as populac@es atraves do teste de Bartlett, foi neces-
séria a realizacdo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn’s. Quando foi analisado o periodo
de ecdise, 0 grupo A foi retirado da analise por possuir apenas
um individuo por frasco, ndo sendo possivel realizar uma anéa-
lise fidedigha com esses dados. Os demais grupos foram ana-
lisados pelos testes acima citados. A analise do ritmo de ecdise
foi feita pela comparacéo das curvas de ecdise em gréficos de
linhas. Os processos de muda para ninfa e adultos tiveram os
mesmos parametros observados e analisados.

RESULTADOS

A analise dos resultados referentes ao processo de ecdise
ninfal indicam que ha diferencas (p<0,05) entre os tratamen-
tos, conforme dispostos na Tabela 1 e Figura 1.

O periodo de pré-ecdise ninfal mostra uma clara tendén-
cia a diminuir quando se aumenta a agregacéo (Tabela 1). O
limite minimo foi alcangado pelo grupo E e repetido no grupo
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Tabela 1. Valores médios, seguidos de desvio padrao e limi-
tes, dos parametros relacionados a ecdise ninfal de
Rhipicephalus sanguineus em seis niveis de agregacao,
mantidos em estufas tipo B.O.D. a 27+1°C e 80+5% UR.

Parametros Grupos com diferentes agregacfes*
Bioldgicos A B C D E F
n=10 n=50 N=100 n=200 n=400  n=800
Pré-ecdise 8,9+1,0® 7,6+0,7% 7,8+0,4* 7,3+0,7> 7,0+0° 7,0+0°
(dias) 7-10 7-9 7-8 6-8 77 77
Ecdise - 3,2#0,8° 2,9+0,6° 3,6+1,0° 4,9+14* 4,4+1,3°
(dias) €2-4 2-4 25 37 37
Muda  8,9+0,92 8,7+0,® 8,6+0,7* 8,6+0,9* 8,7+1,8> 8,3+1,0°

(dias) 7-10 7-11 7-10 6-11 7-20 7-13
Percentual 100+0a 98+6,3* 100+0° 97,5+35% 982+34% 97,8+2,9°
deecdise 100-100 80-100 100-100 90-100 90-100  90-100

As letras A, B, C, D, E e F sdo os grupos com diferentes niveis de
agregacao (1, 5, 10, 20, 40, 80 individuos/ frasco respectivamente)
Médias seguidas de letras iguais, na mesma linha, quando estas
ndo diferirem entre si (p>0,05)

F. Ambos 0s grupos obtiveram a mesma média, sete dias, e 0
desvio padrdo foi zero. Em todos os grupos o valor minimo
foi alcangado, porém sé nos grupos que tiveram maior agre-
gacdo, as médias se igualaram aos limites inferiores.

As médias aqui obtidas foram significativamente diferen-
tes: 0 grupo A obteve a maior média (8,9+0,99 dias) que foi
diferente das médias dos grupos E e F (7,00 dias). O grupo
D foi 0 Unico grupo em que o periodo de pré-ecdise atingiu o
valor de seis dias (Tabela 1), e a sua média ndo diferiu signi-
ficativamente dos grupos B, C,Ee F.

O grupo E de R. sanguineus obteve a maior média para o
periodo de ecdise ninfal (4,9+1,44 dias), seguida pelas médi-
as dos grupos F, D, B e C respectivamente.

Para o periodo médio de muda ninfal observou-se reducao
gradativa, exceto para o grupo E, na medida em que se au-
mentou o nimero de carrapatos, caracterizando reducéo do
periodo ndo parasitario. O grupo E foi o Gnico grupo que fu-
giu aregra, isto pode ser explicado pelo limite superior obser-

&0 &0
50 50
A D
340 # 3“‘ ’\
% /\ A
830 Em
s/ A
3220 a!20
7 X
0 E T 0 -/J ST ———
& 7 & @ 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 & 7 & @ 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Dias apos desprendimento Dias apos desprendimento
&0 &0
50 50
3 A €
Sw 310
: A
830 A S0
AN 1\
20 EF
T\ [\
10 \ 10 1 \
] = . - - - - . - . - - . - . 0 4+ —4 . i . o - o .
€ 7 & 9@ 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Dias apos desprendimento Dias ap6s desprendimento
&0 &0
% , w )\
N : /\ :
g 40
N A  NEA
&30 @30
o 1\
#29 L)
[ A TN
] 1 10
o o\
& 7 &8 @ 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 & 7 & @ 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Dias apos desprendimento Dias ap6s desprendimento

Figura 1. Ritmo de ecdise ninfal de Rhipicephalus sanguineus em diferentes niveis de agregagao e a temperatura (27+1° C) e umidade relativa
(80£5%) controladas. Grupo A: n=1; Grupo B: n=5; Grupo C: n=10; Grupo D: n=20; Grupo E: n=40; Grupo F: n=80.
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Tabela 2. Valores médios, seguidos de desvio padrao e limites, dos parametros
relacionados a ecdise de adulto de Rhipicephalus sanguineus em seis niveis
de agregacgédo, mantidos em estufas tipo B.O.D. a 27+1° C e 80+5% UR.

Parametros Grupos com diferentes agregacdes*
Biolégicos A B C D E F
n=10 n=50 n=100 n=200 n=400 n=800
Pré-ecdise 15,9+1,82 14,5+1,2% 13,1+0,7*° 13,0+0,5*° 12,8+0,6> 12,1+0,3°
(dias) 14-19 13-16 12-14 12-14 12-14 12-13
Ecdise - 6+2,7¢ 8,2+2,0c 9,3+2,2* 10,6+1,3* 12,4+1,82
(dias) 2-10 5-11 5-12 8-12 9-15
Muda 15,9+1,7% 16,8+2,42 15,8+2,4° 159+2 4> 159+2,4" 16,1+2,8%
(dias) 12-19 13-23 12-24 12-24 12-24 12-26
Percentual 10002  84+18,4% 69+15,9® 74+8,1° 83+7,3*® 83,5+5,4%
de ecdise  100-100 60-100 30-90 60-90 70-90  77,5-93,75

As letras A, B, C, D, E e F séo os grupos com diferentes niveis de agregacéo (1, 5, 10,
20, 40, 80 individuos/ frasco respectivamente)
Médias seguidas de letras iguais, na mesma linha, quando estas nao diferirem entre si

(p>0,05)
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Figura 2. Ritmo de ecdise de adulto de Rhipicephalus sanguineus em diferentes niveis de agregagdo e a temperatura (27+1° C) e umidade
relativa (80£5%) controladas. Grupo (A): n=1; Grupo (B): n=5; Grupo (C): n=10; Grupo (D): n=20; Grupo (E): n=40; Grupo (F): n=80.
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vado, de 20 dias. As médias obtidas para R. sanguineus foram
significativamente distintas entre os seguintes grupos: o gru-
po A foi diferente dos grupos E e F. O grupo B também foi
diferente do grupo F.

Apesar de haver diferenga nos valores médios do
percentual de ecdise ninfal de R. sanguineus, esta diferenca
deve ser avaliada com cautela, ja que todos os grupos obtive-
ram sucesso no processo de muda superior a 97,5%. Os valo-
res médios dos percentuais de ecdise ninfal variaram de
97,5+3,54 (D) a 100,0+0 (A e C).

Uma clara tendéncia a aceleragdo do ritmo de ecdise ninfal
foi observada em grupos maiores. O dia modal ocorreu pri-
meiro nos tratamentos onde os carrapatos foram mantidos
agrupados. O grupo A, com apenas um individuo e o grupo B
tiveram uma curva de ritmo distinta dos demais grupos, po-
rém deve se levar em consideragcdo o tamanho da amostra
destes grupos (Figura 1).

E possivel observar na Figura 1 que os grupos C, D, Ee F
tiveram o pico de ecdise bem marcado no oitavo dia ap6s o
desprendimento do hospedeiro. O grupo F foi o que teve o dia
modal melhor definido com mais de 50% das ecdises ocor-
rendo no oitavo dia.

Os resultados referentes ao processo de ecdise de adulto
indicaram que hé diferengas entre os tratamentos (p<0,05).
Tais resultados estéo dispostos na Tabela 2 e na Figura 2.

O periodo de pré ecdise do grupo A (15,9+1,79 dias) foi
diferente dos grupos C (13,1+0,74 dias), D (130,47 dias), E
(12,8+0,63 dias) e F (12,1+0,32 dias) (Tabela 2).

O periodo de muda ndo mostrou tendéncia de prolonga-
mento ou de reducéo.

O percentual de ecdise de adulto foi particularmente dis-
tinto, porém sem que houvesse relacdo entre os valores obti-
dos e as diferentes agregac6es. N&o existiu diferenca signifi-
cativa entre o grupo F e o grupo A. O grupo A (100+0%)
mostrou mais uma vez que a individualidade ndo é deletéria
ao desenvolvimento. Os outros grupos tiveram as suas médi-
as variando entre 69+15,95%(C) e 84+18,38%(B). Os resul-
tados mostraram que a agregacao ndo foi responsavel pela
mortalidade observada no processo de ecdise de adulto de R.
sanguineus.

As curvas de ritmo de ecdise de adulto seguiram a tendén-
cia a reducdo do periodo ndo-parasitario. Para R. sanguineus,
parece que pequenas agregacgdes sdo suficientes para promo-
ver esta aceleragdo. Quase todos 0s grupos tiveram as curvas
parecidas a excecdo dos grupos A e B que foram distintos. O
grupo B foi nitidamente mais lento e o0 grupo A teve o dia
modal no primeiro dia de ecdise e outro pico de ecdises no
quarto dia ap6s o inicio (Figura 2).

DISCUSSAO

Os resultados referentes ao periodo de pré-ecdise ninfal
sdo semelhantes aos encontrados por Cancado et al. (2007)
estudando H. leporispalustris, que mostrou reducéo do perio-
do quando se aumentou a agregacdo. Os resultados obtidos

para o periodo de pré-ecdise de adulto estdo em concordancia
com aqueles referentes ao processo de ecdise ninfal aqui rela-
tados. Também ficou clara a tendéncia da diminuicédo dos va-
lores médios do periodo de pré-ecdise quando se aumenta a
agregagcéo.

Olivieri e Serra-Freire (1984), estudando A. cajennese,
consideraram que o periodo de ecdise é mais influenciado
pelo tamanho da amostra do que por outros fatores. Para H.
leporispalustris, Cancado et al. (2007) observaram que hou-
ve tendéncia a aumentar este periodo quando se aumentou a
agregacdo e conseqlientemente o tamanho da amostra. Este
achado ndo ficou evidente para ecdise ninfal de R. sanguineus
(Tabela 1). Ainda sobre a ecdise ninfal, ocorreu uma redugéo
no periodo de ecdise do grupo E para o grupo F. O mesmo
pode ser observado na ecdise de adulto de H. leporispalustris
(CANCADO et al., 2007); entretanto este fendmeno néo foi
observado em R. sanguineus. E provavel que utilizando-se
niveis gregarios ainda maiores oberve-se a redu¢do do perio-
do de ecdise em agregacdes elevadas.

O periodo de muda é o parametro que melhor representa a
velocidade do processo de ecdise (CANCADO et al., 2007).
Neste sentido ocorreu reducéo no periodo de muda ninfal em
maiores agregacoes, e o periodo de muda de adulto ndo mos-
trou tendencia de prolongamento ou reducéo.

Wang et al. (2001), estudando a alimentacdo de forma
agregada de R. appendiculatus, verificou aceleracédo do
ingurgitamento e consequente reducédo do periodo parasitario
em carrapatos que se alimentavam em grupo. O autor atribuiu
este resultado a agdo da saliva dos carrapatos que inibem o
sistema imune do hospedeiro. Os carrapatos que néo se ali-
mentavam em grupo foram prejudicados pelo padréo de ali-
mentacdo agregado. Quando os carrapatos agregados se des-
prendiam, promoviam uma resposta imune mais forte sobre
aqueles que se alimentavam sozinhos. Diversos outros auto-
res ja constataram os beneficios da alimentacéo de forma agre-
gada (SONENSHINE; ATWOOD, 1967; HAZLER,;
OSTFELD, 1995; RECHAV et al., 1997; LEVIN; FISH,
1998).

Haemaphysalis leporispalustris (CANCADO et al., 2007)
pareceu ser mais sensivel as diferencas nas agregagdes quan-
do comparado a R. sanguineus. Este por sua vez mostrou que
baixas agregac@es sdo suficientes para provocar aceleragdo
da ecdise ninfal. Quanto ao processo de ecdise de adulto de
R. sanguineus, o padréo de aceleracdo do processo em fun-
cao de maiores agregagdes ndo foi muito claro. Porém, a ana-
lise do gréafico de ritmo indica este fenémeno.

N&o ocorreu prejuizo no percentual de ecdise em qual-
quer agregacao utilizada. Entretanto, nas maiores agregacoes,
8,9 e 17,8 individuos/ml. (grupos E e F, respectivamente) a
visualizagdo do processo fica prejudicada em funcéo dos re-
siduos resultantes do processo de muda. Desta forma, a utili-
zagdo destas agregagdes para experimentos cientificos ndo é
aconselhada. Para a manutencdo de col6nias em laboratorio
estas podem ser utilizadas.

As agregagdes de até 4,4 individuos/ml (grupo D) propi-
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ciam uma boa visualizag&o de todo o processo de ecdise sen-
do estas as agregacdes recomendadas para a experimentacdo
cientifica. Quando necessaria a manutencéo de individuos iso-
ladamente pode ser utilizada sem prejuizos para a col6nia.
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