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RESUMO

O estudo das relacbes hospedeiro-carrapato pode fornecer uma gama de
informacdes, incluindo aquelas necessarias para a prevencdo de doencas parasitarias
e/ou infecciosas. De ampla distribuicdo Neotropical, o carrapato Amblyomma parvum €
capaz de se alimentar em varias espécies animais, inclusive o homem, além de ser
potencial reservatorio e/ou vetor de patogenos. Populagdes de A. parvum do Brasil e da
Argentina apresentam divergéncia genética significante (3,0 - 3,7%) e relatos de
espécies hospedeiras contrastantes. O presente trabalho avaliou a compatibilidade
reprodutiva entre carrapatos da Argentina e do Brasil e comparou a biologia de parasitos
das duas origens em algumas espécies animais. Além disso, buscou-se compreender
também se cobaias desenvolvem resisténcia a sucessivas infestacfes com carrapatos de
ambas as origens, bem como, avaliar a reacdo cutdnea em cobaias sensibilizadas por
infestacdo com parasitos do Brasil. Foi observado que descendentes do cruzamento
entre carrapatos de origens distintas sdo férteis, demonstrado pela taxa de eclosdo de
larvas de carrapatos hibridos. Cobaias foram os melhores hospedeiros para as formas
imaturas e, cdes e bovinos, para as formas adultas de carrapatos de ambas as origens,
dadas a recuperacdo de larvas, peso de ninfas e producdo de larvas por uma fémea
maiores nestes hospedeiros. Foi observado ainda, que bovinos sdo hospedeiros mais
adequados para larvas da Argentina que para larvas do Brasil, 0 que pode indicar uma
adaptacdo e eventualmente, estabilizacdo de um substituto ciclo de vida neste
hospedeiro n&o-Neotropical. Cobaias ndo desenvolveram resisténcia a repetidas
infestacbes por A. parvum do Brasil, como mostrado pelo favorecimento do
desempenho de formas imaturas na terceira infestacdo destes animais. Também, nédo

expressaram reagdo de hipersensibilidade ao extrato do carrapato, como Vvisto no
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desenvolvimento de reacfes cutaneas reduzidas nos animais testados, a semelhanca dos
animais controle. Conclui-se que a biologia de A. parvum do Brasil e da Argentina é
bastante semelhante. Ficou evidente que preas podem agir como hospedeiros primarios
para imaturos de A. parvum do Brasil assim como o sdo para aqueles da Argentina, e
seu verdadeiro papel na manutencdo de larvas e ninfas deste parasito deve ser melhor
investigado no Brasil. Por fim, ressalta-se que a divergéncia genética encontrada entre
carrapatos das duas origens ndo é suficiente para isola-los reprodutivamente e a
importancia da reavaliacdo da utilizacdo do gene mitocondrial 16S de rDNA para a

distingdo de espécies de ixodideos.

Palavras-chave: Amblyomma parvum, biologia, compatibilidade reprodutiva,

hipersensibilidade cutanea, Argentina, Brasil.
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ABSTRACT

The study of tick-parasite relationships can provide a range of information,
including those necessary for the prevention of parasitic and/or infectious diseases.
Widely distributed in the Neotropics, Amblyomma parvum ticks can feed in several
animal species, including man, besides being a potential reservoir and/or vector of
pathogens. Populations of A. parvum from Brazil and Argentina have significant genetic
divergence (3.0 - 3.7%) and contrasting reports of host species. This study evaluated the
reproductive compatibility between ticks from Argentina and from Brazil and compared
the biology of parasites from the two sources in a few animal species. In addition, we
also evaluated the capacity of guinea pigs to develop resistance to successive
infestations with ticks from both sources, as well as the skin reaction in sensitized
guinea pigs by infestation with parasites from Brazil. It was observed that the
descendants of crosses between ticks from different origins are fertile, demonstrated by
the hatching rate of eggs of hybrid ticks. Guinea pigs were the best hosts for immature
forms, and dogs and bovines for adult ticks from both sources, given the highest
recovery rate of larvae, the greatest weight of engorged nymphs and the highest number
of larvae produced by a female on these hosts. It was also observed that bovines are
more suitable hosts for larvae from Argentina than for Brazilian cohorts, which may
indicate an adaptation and possibly stabilization of a surrogate life cycle in this non-
Neotropical host. Guinea pigs did not develop resistance to repeated infestation by A.
parvum ticks from Brazil, as shown by the enhancement of the immature performance
on these animals in the third infestation. Also, these hosts did not express
hypersensitivity to the tick extract, as seen in the development of reduced skin reactions

in test animals, like the control animals. We conclude that the biology of A. parvum
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ticks from Brazil and from Argentina is very similar. It was evident that cavies can act
as primary hosts for immature forms of Brazilian A. parvum as they are for those from
Argentina, and its true role in the maintenance of larvae and nymphs of this parasite
should be better investigated in Brazil. Finally, we emphasize that the genetic
divergence found between ticks from the two sources is not enough to isolate them
reproductively and the importance of reevaluate the mitochondrial 16S rDNA gene for

distinguishing species of ticks.

Keywords: Amblyomma parvum, biology, reproductive compatibility, cutaneous

hypersensitivity, Argentina, Brazil.
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1. INTRODUCAO

1.1. Ecologia e relacdes hospedeiro-parasito

As relacdes hospedeiro-parasito sdo interacGes dinamicas movidas por pressdes
seletivas do ecossistema em questdo. Em um ecossistema estavel, uma pressdo
constante molda progressivamente as relacfes, tendendo a estabilizar as espécies
envolvidas em um estado de equilibrio e de conforto. Porém, diferentes fatores podem
modificar as relacbes de um meio, dentre eles a interferéncia humana (PATZ et al.,
2004), alterando desta forma, as pressfes seletivas. Assim, nas areas urbanas e rurais,
muitas das relagdes hospedeiro-parasito representam interacfes estabelecidas em um
contexto ecoldgico distinto e agora, em desequilibrio. A percepcdo humana desta
situacdo é muitas vezes dada por uma de suas consequéncias: a emergéncia ou
reemergéncia de doencas; e embora isto represente o aspecto mais sensivel deste
desequilibrio ao homem, em verdade é apenas uma pequena parte de todo um processo.
Por este motivo, para a prevencdo de doencas parasitarias/infecciosas ha de se buscar
também informacg6es mais gerais sobre a relacdo hospedeiro-parasito.

De forma crescente e a0 mesmo tempo preocupante, € o interesse mundial em
preservar nichos naturais em interface com a civilizagdo. Assim, criam-se areas de fauna
e flora “preservadas” com fins principalmente para praticas de lazer humano.
Entretanto, raramente sdo consideradas as relacdes hospedeiro-parasito destes locais, e
muito menos, que o encontro de nichos ecologicos distintos pode favorecer a difusdo de
parasitos e patdgenos entre as populacdes de animais domeésticos, selvagens e ainda, o
homem. Szabd e colaboradores (2003a) descreveram o impacto de nichos naturais
devido a introducéo de carrapatos de animais domésticos e/ou doencas transmitidas por

estes vetores ameacando a vida selvagem. De forma semelhante, pode-se afirmar que a
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introducdo ou reintroducéo de animais silvestres em habitats naturais, também favorece
a translocacdo de parasitos e agentes patogénicos (CUNNINGHAM, 1996; DEEM et
al., 2012). Todas as situacdes anteriormente citadas tém tido relevancia no cenario atual,
principalmente no que diz respeito a epidemiologia e até mesmo, ao surgimento de
novas doencas infecciosas transmitidas por carrapatos.

Para a compreensdo das relacfes hospedeiro-parasito, um aspecto fundamental é
a definicdo dos seres envolvidos no processo. Trata-se de um aspecto muitas vezes
ingrato, j& que para este fim, o ser humano utiliza a denominacdo de espécie, um
conceito com limites muito imprecisos, principalmente em se tratando de parasitos
(KUNZ, 2002). Esta imprecisdo ocorre em funcdo de espécie ndo ser uma entidade
estatica, mas um processo moldado pelo ambiente ao longo do tempo. De qualquer
forma, a definicdo de espécie foi consideravelmente refinada com a utilizacdo de
técnicas moleculares desencadeando uma profunda revisdo na taxonomia. No entanto,
ndo tardou para se perceber que a taxonomia molecular por si sé ndo é capaz de resolver
muitas das davidas taxondmicas e de filogenia. Portanto, ficou claro que a definicdo de
espécie, assim como a sua participacdo nas diversas relacdes hospedeiro-parasito,
precisa de um conjunto de dados que incluam parametros morfolégicos, bioldgicos,
ecologicos, moleculares, dentre outros.

Esta situacdo se faz presente também no caso dos carrapatos, um grupo
importante de ectoparasitos para animais e humanos. Cada vez mais torna-se evidente
que algumas espécies de carrapatos de ampla distribuicdo geogréafica sdo na verdade um
agregado de espécies com morfologia similar mas com caracteristicas biologicas,
ecoldgicas e capacidade vetorial distintas (SZABO et al., 2005; LABRUNA et al., 2009;
LABRUNA et al., 2011; MASTROPAULO et al., 2011). Esta constatacdo exige uma

reavaliacdo inicialmente das espécies de ampla distribuicdo geografica nas diversas
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areas de sua ocorréncia. Além disso, a avaliacdo deveria considerar, como ja
mencionados, 0s mais diversos parametros, tais como perfis moleculares de genes alvo,

biologia, hospedeiros potenciais, ecologia e isolamento reprodutivo.

1.2. Taxonomia e ciclo de vida de carrapatos

Sendo éacaros (filo Arthropoda, classe Arachnida) pertencentes a subordem
Ixodida, os carrapatos sdo divididos segundo Barros-Battesti e colaboradores (2006), em
trés Familias; Ixodidae (“carrapatos duros” devido a presengca de escudo dorsal),
Argasidae (“carrapatos moles”) e Nuttalliellidae. Esta ultima familia é representada por
apenas uma espécie de carrapato, restrita ao continente Africano e que possui
caracteristicas intermediarias entre as duas primeiras. Em uma recente revisao,
Guglielmone e colaboradores (2010) reconheceram 896 espécies de carrapatos, sendo a
familia Ixodidae a mais numerosa, com 702 espécies em 14 géneros.

O ciclo de vida dos carrapatos varia conforme a espécie, e ainda, dentro de
algumas espécies, pode variar dependendo das condigdes ambientais e da
disponibilidade de hospedeiro (DAS; SUBRAMANIAN, 1972; OUHELI, 1994;
ELGHALI; HASSAN, 2010). De modo geral para os ixodideos, fémeas ingurgitadas,
apos a copula e seu completo ingurgitamento, se desprendem de seu hospedeiro para
realizarem a ovipostura em local adequado e protegido. Dos ovos eclodem as larvas
(hexépodas), que ao se alimentarem em um hospedeiro, ingurgitam e sofrem muda para
formar o estdgio de ninfa (octépoda). Da mesma maneira, ninfas se alimentam de
sangue de seu hospedeiro e apds seu ingurgitamento, sofrem nova ecdise,
transformando-se em adultos. Estes procuram o hospedeiro, fémeas e machos entéo
copulam e apds o ingurgitamento, as fémeas se desprendem e fazem postura dos ovos,

fechando o ciclo (NEVES, 2005).
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Uma espécie de carrapato pode ser classificada em monoxena, quando todas as
mudas ocorrem no hospedeiro, ou em heteroxena (ou carrapato de trés hospedeiros),
quando o carrapato se desprende de seu hospedeiro para realizar a muda de larvas e
ninfas no ambiente. Dentro desta ultima classificagdo, ainda encontram-se espécies
conhecidas como “carrapatos de dois hospedeiros”. Nestes, tém-se que as larvas e as
ninfas se ingurgitam sobre 0 mesmo hospedeiro se desprendendo para sofrer a ecdise de
ninfa para adulto no ambiente (NEVES, 2005).

O periodo que estes parasitos levam para se alimentar (ingurgitar), sofrer ecdise
e, no caso das fémeas acasaladas e ingurgitadas, para ovipor e as larvas eclodirem dos
ovos, depende essencialmente de cada espécie. Ainda, e talvez de maior importancia,
todos os ixodideos dependem das condi¢cdes ambientais, principalmente de temperatura
e umidade adequadas para a sua sobrevivéncia no periodo nao parasitario. Assim, essas
condi¢des abidticas regulam a duracdo das fases que ocorrem fora do hospedeiro
(FACCINI; BARROS-BATTESTI, 2006), e de forma geral, correlaciona-se
temperaturas amenas e alta umidade a maior sobrevivéncia de carrapatos no meio

ambiente.

1.3. Interacdo hospedeiro-carrapato

Sendo organismos obrigatoriamente hematdéfagos, para obterem alimento, os
carrapatos necessitam penetrar suas pecas bucais na pele do hospedeiro e lesionar os
vasos sanguineos de maneira suficiente a liberar o sangue (MANS; NEITZ, 2004). O
periodo parasitario pode variar muito dentre as espécies, mas sabe-se que carrapatos
conseguem se alimentar em seus hospedeiros por um periodo relativamente longo
quando comparados aos demais ectoparasitos (SAUER et al., 2000). Para se ter uma

ideia, no caso dos “carrapatos duros”, o volume de sangue que ¢ ingerido por uma
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fémea pode fazer seu peso aumentar cerca de cem vezes em relacdo ao peso inicial
(ROMOSER et al., 1996). Desta forma, ja € bem conhecido que, em consequéncia tanto
do habito hematofagico, quanto do longo periodo de alimentacdo, eventuais lesdes de
pequenos vasos sanguineos e rompimento de células hospedeiras podem ocorrer,
culminando assim, com a ativacdo das reacdes de defesa por parte dos hospedeiros, que
incluem tanto a hemostasia (coagulacdo sanguinea, agregacdo plaquetaria e
vasoconstri¢ao), quanto o sistema imune (RIBEIRO et al., 1987). Entretanto, se estas
respostas culminardo com a resisténcia adquirida do hospedeiro ao carrapato, depende
de varios fatores, dentre eles, as proprias espécies envolvidas na interacdo hospedeiro-
parasito em questdo (FRANCISCHETT], 2009).

Na verdade, nota-se entdo que para obterem sucesso na hematofagia, esses
parasitos necessitam lidar com a defesa de seu hospedeiro, e o fazem através da
producdo de moléculas salivares capazes de driblar mecanismos reativos a eles.
Recentes pesquisas e revisdes trazem uma gama de moléculas com acdo anticoagulante
e imunossupressora presentes na saliva de ixodideos (WAXMAN et al., 1990;
VALENZUELA, 2004; FUKUMOTO et al., 2006; HEPBURN et al., 2007;
PAVEGLIO et al.,, 2007; HOVIUS et al., 2008). A producdo e inoculacdo destas
substancias no local de fixacdo dos carrapatos acabam facilitando também a transmisséo
de patogenos albergados nestes parasitos para seus hospedeiros (WIKEL, 1999;
NUTTALL; LABUDA, 2004; RAMAMOORTHI et al., 2005). Sem duvida, pesquisas
futuras nas interacOes carrapato-hospedeiro e tambeém, carrapato-patégeno-hospedeiro
poderdo revelar moléculas com potencial de utilizacdo na pratica clinica (HOVIUS et

al., 2008).
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1.4. Transmissdo de patdgenos e doencas

Desde o inicio do século XX, carrapatos sdo reconhecidos como vetores de
agentes infecciosos para humanos. Tais agentes incluem bactérias (GRANSTROM,
1997; PAROLA; RAOULT, 2001), virus (GRANSTROM, 1997; DUMPIS et al., 1999)
e protozoarios (GRANSTROM, 1997; HOMER et al., 2000). De fato, carrapatos sdo 0s
principais parasitos dentro do filo Arthropoda a transmitirem patdgenos para os animais,
e no caso de agentes causadores de doencas em humanos, estdo em segundo lugar, apds
0s mosquitos (BALASHOV, 1972). No que se refere aos animais de producdo, as
perdas econémicas estdo ligadas ndo somente as doencas transmitidas, mas também aos
efeitos diretos da infestacdo por carrapatos (JONGEJAN; UILENBERG, 2004), tais
como lesdes cutaneas e espoliacdo sanguinea (ESTRADA-PENA; JONGEJAN, 1999).
Castro (1997) estimou os custos globais com carrapatos e doencas por eles transmitidas
em rebanhos bovinos entre 13,9 e 18,7 bilhdes de dolares ao ano.

Dentre as principais enfermidades transmitidas por carrapatos ao homem,
destacam-se a Doenca de Lyme e a Febre Maculosa. A primeira tem como agentes
etiologicos algumas espécies de bactérias pertencentes ao complexo Borrelia
burgdorferi sensu lato e, como vetores, carrapatos do complexo Ixodes ricinus
(KURTENBACH et al, 2002). Além disso, é a doenca transmitida por artropode mais
comum no Hemisfério Norte (MARGOS et al., 2008). No Brasil, apesar da verificacdo
de espiroquetas semelhantes a Borrelia em carrapatos do género Amblyomma sp.
(COSTA et al.,, 2002) e Ixodes sp. (ABEL et al., 2000) e de casos humanos com
sintomatologia parecida (YOSHINARI et al., 1999; COSTA et al., 2001;
MANTOVANI et al., 2007), ainda ndo se isolou o agente de amostras de pacientes,

sendo por isso, denominada de “Lyme-simile” ou Sindrome de Baggio-Yoshinari.
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A Febre Maculosa, doenca esta de notificacdo obrigatoria e potencialmente fatal,
tem como agente etioldgico bactérias do género Rickettsia, sendo R. rickettsii no Brasil,
a principal espécie envolvida. Com relacdo aos vetores, estdo envolvidos artropodes do
género Amblyomma como Amblyomma cajennense Fabricius, 1787 e Amblyomma
aureolatum Pallas, 1772 (SANGIONI et al., 2005). Porém, mais recentemente,
Spolidorio e colaboradores (2010) no estado de S&o Paulo e Silva e colaboradores
(2011) na Bahia, confirmaram casos desta doenca em que uma nova espécie do género
Rickettsia (molecularmente proxima de R. parkeri, R. africae, e R. sibirica) esteve
envolvida, agente este que pode estar distribuido por algumas areas da Mata Atlantica.
Posteriormente, Szab6é e colaboradores (dados submetidos), confirmaram que o
carrapato envolvido no caso de Sdo Paulo foi Amblyomma ovale Koch, 1844, espécie
esta nunca antes relacionada a Febre Maculosa, mas ja conhecida e relatada como

potencial transmissor da doenca a humanos (FIGUEIREDO et al., 1999).

1.5. Imunobiologia e resisténcia a carrapatos

O resultado da relacdo hospedeiro-carrapato, na verdade, depende da resisténcia
expressa pelo hospedeiro. Sendo assim, hospedeiros que desenvolvem forte resisténcia a
determinada espécie de carrapato, ndo podem manté-lo no ambiente, pois dificultam a
alimentac&o do parasito, impedindo o seu desenvolvimento biol6gico maximo (SZABO
et al., 1995a). Por outro lado, 0 ndo desenvolvimento de resisténcia parece estar
associado as relacbes hospedeiro-carrapato naturais (RANDOLPH, 1979) e tende
também a facilitar a transmissdo de agentes que, por ventura, estejam albergados nos
parasitos. Assim, um hospedeiro é considerado adequado (ou primario) quando sua
resisténcia desenvolvida ao parasito é ineficiente ou inexistente (RANDOLPH, 1979;

RIBEIRO, 1989; FIELDEN et al., 1992; RIBEIRO, 1995). Além disso, hospedeiros que



21

ndo manifestam resisténcia ao carrapato sdo também mais susceptiveis a doencas
transmitidas por estes vetores (WIKEL et al., 1997), podendo desenvolver infeccdes
e/ou se constituirem em reservatorios dos agentes patogénicos.

O desencadeamento da resposta do hospedeiro frente ao carrapato tem inicio
quando da insercéo das pecas bucais na pele, pois é quando ocorre a quebra da primeira
barreira fisica de defesa (FRANCISCHETTI, 2009). O recrutamento de células
inflamatdrias para o local culmina com a liberacdo de mediadores vasoativos, por
exemplo, a histamina por basofilos. Estes mediadores sdo responsaveis pelo aumento da
permeabilidade vascular, aléem de dor, prurido e eritema locais. Os sinais classicos de
desconforto da inflamacdo na pele do hospedeiro induzem a comportamentos de
autolimpeza (ALEXANDER, 1986), que acabam constituindo um importante fator para
reduzir a carga parasitaria e, portanto, de resisténcia ao parasito (BENNETTI, 1969).

Materiais antigénicos e o proprio cemento, que sdo secretados pelos carrapatos
qguando da sua alimentacdo (KAUFMAN, 1989) estimulam os mecanismos de defesa
dos hospedeiros, que envolvem células apresentadoras de antigenos, citocinas,
complemento, linfécitos T e B e producdo de anticorpos (WIKEL; BERGMAN, 1997),
além do recrutamento de células inflamatérias para o local, tais como neutréfilos,
eosinofilos, mastdcitos e basofilos (FRANCISCHETTI, 2009). Em varios relatos, a
resisténcia dos hospedeiros aos carrapatos foi observada a partir da segunda infestacgéo,
além de estar associada a um infiltrado predominantemente de baséfilos (ALLEN, 1973;
WIKEL, 1996; SZABO; BECHARA, 1999; SZABO et al, 2003), também denominado
de hipersensibilidade cutanea basofilica ou Reacdo de Jones-Mote (DVORAK;
DVORAK, 1993).

A resisténcia adquirida por hospedeiros pode ser avaliada através de sucessivas

infestacdes, nas quais os parametros bioldgicos dos carrapatos séo analisados. Desta
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forma, a resisténcia pode ser manifestada por alteracfes nos parametros bioldgicos
daqueles carrapatos alimentados em hospedeiros sensibilizados (previamente
infestados) quando comparados a primoinfestacdo simultanea de outros hospedeiros
(SZABO et al., 1995a; CASTAGNOLLI et al., 2003). Tais alteracbes no desempenho
dos carrapatos podem constituir em diminuicdo do numero de carrapatos que se fixam e
gue completam o ingurgitamento, reducdo do peso, do nimero de carrapatos que sofrem
ecdise, aumento no periodo de ingurgitamento e consequente reducao da fecundidade e

morte dos parasitos (WILLADSEN, 1980).

1.6. Populacgdes de carrapatos amplamente distribuidas

Aspecto relacionado aos carrapatos que também tem merecido estudos e que nas
ultimas décadas sofreu revolucdes é a sisteméatica (GUGLIELMONE et al., 2010). Tem-
se observado que algumas espécies de carrapatos amplamente distribuidas podem
apresentar divergéncias genéticas e/ou comportamentais quando estdo em localidades
diferentes. Rhipicephalus sanguineus Latreille, 1806, o carrapato mais difundido pelo
mundo (PEGRAM et al., 1987, DANTAS-TORRES, 2010) e antes considerado uma
populacdo homogénea, pode ser representado por um complexo de espécies (SZABO et
al., 2005). Relatos desta espécie de carrapato parasitando seres humanos sdo muito
frequentes no hemisfério Norte, principalmente nos Estados Unidos (GODDARD,
1989; CAMPBELL; BOWLES, 1994; FELZ et al., 1996; HARRISON, 1997) e na
regido do Mediterraneo, onde R. sanguineus atua como vetor e reservatorio de
Rickettsia conorii, agente da Febre Maculosa do Mediterraneo (MATSUMOTO et al.,
2005). Por outro lado, no Brasil, esta espécie de carrapato € quase que inteiramente

relacionada aos cdes (SZABO et al., 2005).
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De grande importancia na pecuaria, o carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus Canestrini, 1887 de regibes diferentes também tem sido alvo de estudos e ja
foi relatada a divergéncia (genética e reprodutiva) entre exemplares provenientes da
Australia e da Argentina (LABRUNA et al., 2009). Mais recentemente, Labruna e
colaboradores (2011) realizaram estudos semelhantes com o carrapato A. cajennense,
espécie esta de maior importancia médica e veterinaria (ESTRADA-PENA et al., 2004),
além de ser a mais agressiva ao homem na regido Neotropical (GUGLIELMONE et al.,
2006). Populacdes de carrapatos de duas localidades geograficas distintas do Brasil (Sdo
Paulo e Rond6nia) e uma da Colémbia foram cruzadas e, uma populacdo do Brasil
também foi cruzada com uma da Argentina. Os resultados mostraram que A. cajennense
também pode ser representada por um complexo de diferentes espécies, visto que as
populacdes de Sao Paulo, Rondodnia e Colémbia foram incompativeis reprodutivamente,
enquanto a populacdo de Sdo Paulo foi compativel com a da Argentina (LABRUNA et
al.,, 2011). Estudos moleculares anteriores ja sugeriam a existéncia desta
incompatibilidade entre populacbes de A. cajennense, sendo ela associada as regides

biogeogréficas particulares (BEATI et al., 2007).

1.7. Amblyomma parvum Aragao, 1908

De importéncia ainda ndo tdo bem conhecida, a espécie Amblyomma parvum
(Acari: Ixodidae) se classifica como um parasito heteroxeno e seu ciclo de vida se
completa em trés hospedeiros.

A distribuicdo deste ixodideo abrange extensa area que vai do sul do México ao
norte da Argentina (GUGLIELMONE et al., 2003; NAVA et al.,, 2008a; 2008b),
ganhando destaque principalmente na provincia do Chaco argentino, seguido pelo

Cerrado brasileiro (NAVA et al., 2008a). Acompanhando sua ampla distribuicédo, é
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vasto 0 numero de espécies hospedeiras para este parasito, incluindo animais
domésticos, selvagens e até mesmo o homem (GUGLIELMONE, et al., 1991, NAVA et
al., 2006a).

No Brasil, uma série de relatos mostraram que este carrapato é encontrado
parasitando principalmente animais silvestres, dentre eles, veado-catingueiro (Mazama
gouazoubira), quatis (Nasua nasua) (PEREIRA et al., 2000), tamandua-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) e tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla) (MARTINS et
al., 2004), todos na regido do Pantanal Sul Mato-Grossense. Nesta mesma regido,
Cancado (2008) encontrou algumas destas espécies anteriormente citadas sendo
parasitadas, além de cutia (Dasiprocta asarae), cateto (Tayagu tajacu), porco-monteiro
(Sus scrofa), médo-pelada (Procyon cancrivorus) e em pequenos roedores do género
Trichomys sp.

Diversas espécies de carnivoros selvagens também foram encontradas
parasitadas por A. parvum, tais como, onc¢a parda (Puma concolor), on¢a pintada
(Panthera onca), jaguatirica (Leopardus pardalis), gato-mourisco (Herpailurus
yagouaroundi), cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e lobo-guard (Chrysocyon
brachyurus) em diferentes regibes do pais (LABRUNA et al., 2005a). Mais
recentemente, Horta e colaboradores (2011) encontraram ninfas desta espécie de
carrapato em roedor cavideo (Galea spixii) e equimideo (Thricomys apereoides) em
areas de caatinga do estado de Pernambuco.

Interessantemente, dentre os poucos relatos em animais domeésticos, Szabo e
colaboradores (2007) registraram A. parvum parasitando bufalos, cdes e equinos em
areas de Cerrado. E apesar de ndo encontrar este carrapato efetivamente parasitando
bovinos, ndo descartou essa possibilidade devido a alta prevaléncia de outra espéecie de

carrapato, R. microplus, podendo mascarar a presenca do primeiro. No Pantanal Sul
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Mato-Grossense, Cangado (2008) também relatou cdes domesticos e bovinos sendo
parasitados por A. parvum. A agressividade desta espécie de ixodideo ao homem e a sua
abundancia na vegetacdo, tendo predominancia em areas de cerrado sensu stricto
também foram relatadas (SZABO et al., 2007; CANCADO, 2008).

Estudos da suscetibilidade de diferentes espécies hospedeiras ao parasitismo por
A. parvum realizados no Brasil, demonstraram que este carrapato pode ser considerado
tdo generalista (OLEGARIO et al., 2011), que se assemelha a A. cajennnese. Esses
autores demonstraram que apesar da preferéncia variavel dos diversos estagios do
parasito por diferentes espécies de animais, tais como, cées, equinos, bovinos, caprinos,
coelhos e cobaias, sua distribuicdo pode ser mais favorecida por condi¢cGes ambientais
que pela propria diversidade de hospedeiros.

Na Argentina, por outro lado, estudos mostraram que o ciclo de vida de A.
parvum esta associado a animais domésticos, bovinos e caprinos principalmente, como
hospedeiros de estagios adultos (NAVA et al., 2008b), e de pequenos roedores cavideos
para as formas imaturas (NAVA et al., 2006b).

Na verdade, roedores da subfamilia Caviinae (Rodentia: Caviidae) encontram-se
divididos em trés géneros, Cavia Pallas, 1976, Galea Meyen, 1883 e Microcavia
Gervais; Ameghino, 1880; e o niumero de espécies que compdem cada um deles ainda €
controverso, principalmente entre os géneros Cavia e Galea (GUGLIELMONE;
NAVA, 2010). A distribuicdo destes animais é ampla na América do Sul, abrangendo
quase todo o continente, com exce¢do da Bacia Amazonica (GUGLIELMONE; NAVA,
2010). Alguns membros da familia Caviidae passaram por um processo de
domesticacdo ha cerca de 6.000 anos, e compdem agora a especie Cavia porcellus,
também denominada de “cobaia” ou “porquinho-da-india”. Por outro lado, os

equivalentes selvagens deste grupo de animais sdao denominados de “preas”, sendo



26

Cavia aperea um dos representantes da espécie ancestral que lhes deu origem
(EISENBERG, 1989; FURNARI, 2006).

Preés, na Argentina, tém alta abundancia na natureza e sdo reconhecidamente
importantes para a manutencéo do ciclo de A. parvum, especialmente Galea musteoides
(NAVA et al., 2006b; 2008a). No Brasil, indicios de que o mesmo ocorre foram
registrados por Szabo e colaboradores (2007), quando se associou a alta infestacdo por
A. parvum de um cdo, inclusive com fémeas ingurgitadas, o seu habito de perseguir
roedores. Entretanto, a defini¢cdo de hospedeiros naturais para imaturos desta espécie de
carrapato em territério brasileiro ndo é clara ainda, apesar de alguns relatos terem
mostrado aves (LUZ et al., 2012) e roedores (cavideos e equimideos) sendo parasitados
(CANCADO, 2008; HORTA et al.,, 2011). Os equimidios sdo filogeneticamente
préximos aos cavideos, porém até agora, ndo ha relatos de sua importancia para o ciclo
de A. parvum.

De notavel importancia ainda, € a existéncia de A. parvum preferencialmente em
regides secas (NAVA et al., 2008a), se favorecendo assim, da perda de florestas Umidas,
principalmente na América do Sul, como A. cajennense (ESTRADA-PENA et al.,
2004). Assim, na comparacdo que se pode fazer entre A. parvum e A. cajennense
observam-se a preferéncia por determinadas condicGes abidticas e a capacidade de
parasitar ampla gama de hospedeiros, dentre eles, animais domésticos, selvagens e seres
humanos. Adicionalmente, a semelhanca entre essas espécies de carrapatos tem uma
possivel e maior preocupagdo: o potencial de veiculagdo de patdgenos. Ja foram
detectados em A. parvum da Argentina, bactérias como Ehrlichia chaffensis, agente
etioldgico da Erliquiose Monocitica Humana (TOMASSONE et al., 2008) e ainda, uma

Rickettsia de patogenicidade desconhecida (PACHECO et al., 2007). Portanto, aliada a
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ampla distribuicdo geogréafica e a menor especificidade por hospedeiros de A. parvum,
estd a capacidade de transmissao de doencas a0 homem e aos animais.

Entretanto, apesar dos expostos, ainda se tem pouco conhecimento sobre o ciclo
de vida desta espécie de carrapato na natureza. Percebe-se também, que pode haver uma
divergéncia quanto as espécies animais parasitadas por A. parvum entre carrapatos da
Argentina e do Brasil. Além disso, ao se comparar as sequéncias do gene mitocondrial
16S rDNA de A. parvum do Brasil e da Argentina, foram constatadas divergéncias
capazes de serem consideradas espécies diferentes (NAVA et al., 2008a). Destaca-se
assim, a importancia de se aprofundar o conhecimento a respeito do seu ciclo de vida e
das eventuais diferencas de aspectos da sua biologia e, consequentemente, capacidade

vetorial, entre carrapatos do Brasil e da Argentina.
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2. JUSTIFICATIVA

A determinacdo clara das similaridades e dissimilaridades entre as populacGes de
carrapatos A. parvum do Brasil e Argentina quando alimentados sobre hospedeiros
domésticos variados, bem com a constatacdo ou nédo de barreira reprodutiva, permitem
verificar se estas devem ser tratadas como espécies distintas ou apenas subpopulagdes
com caracteristicas peculiares. Também, a confirmacao de hospedeiros nao resistentes a
esta espécie de ixodideo pode fornecer informacg6es adicionais sobre o ciclo de vida de
A. parvum na natureza. Sendo assim, todas estas constatagdes tém implicacdes na lida
com a epidemiologia de agentes transmitidos e potencial difusdo do parasito no meio
rural e doméstico. Além disso, pode-se inferir sobre a dissimilaridade minima do gene
mitocondrial 16S rDNA para a distincdo de espécies de carrapatos, principalmente
quando se trata de populacdes de ixodideos amplamente distribuidas, morfologicamente

idénticas, mas com caracteristicas contrastantes em sua biologia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Comparar a biologia de carrapatos A. parvum do Brasil e da Argentina,
elucidando o potencial de algumas espécies animais em atuarem como seus hospedeiros
(primarios ou ndo) e, verificar se ha isolamento reprodutivo entre as duas populacdes do

parasito.

3.2. Objetivos especificos

. Confirmar se hd ou ndo barreira reprodutiva entre A. parvum da
Argentina e do Brasil por meio da avaliagdo da fertilidade dos descendentes do
cruzamento entre eles, averiguando também a possibilidade de partenogénese por esta

espécie de carrapato;

o Comparar o desempenho bioloégico de A. parvum do Brasil e da
Argentina quando alimentados sobre algumas espécies de animais domésticos atraves de

infestacdes artificiais;

o Verificar se cobaias adquirem resisténcia a A. parvum do Brasil e da

Argentina no decorrer de infestagGes sucessivas;

o Avaliar a reacdo imune induzida em cobaias por infestagbes com A.

parvum do Brasil através do teste cutaneo de hipersensibilidade.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. COMPATIBILIDADE REPRODUTIVA ENTRE CARRAPATOS A. parvum

DO BRASIL E DA ARGENTINA

4.1.1. Hospedeiros

Nos experimentos foram utilizados quatro coelhos (Oryctolagus cuniculus)
adultos, sem distin¢do de sexo e isentos de contato prévio com carrapatos. Esta espécie
hospedeira foi escolhida devido a maior disponibilidade, facilidade de manipulacdo e
por ser usada rotineiramente para alimentacdo de diversas espécies de carrapato em
laboratdrio. Durante o periodo experimental, os animais utilizaram colares de restri¢do
para limitar a autolimpeza oral e dificultar a retirada das camaras de alimentacdo. A

alimentacdo dos mesmos foi feita com racdo comercial e agua ad libitum.

4.1.2. Parasitos

Foram utilizados nos experimentos amostras do carrapato A. parvum de duas
origens distintas e de colbnias ja estabelecidas no Laboratério de Ixodologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU). A primeira derivada de exemplares de Araguapaz, Goias, Brasil (15°04° 18 S;
50° 25’ 03>> W) e a segunda de carrapatos (col6nia) fornecidos pelo Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuéria, Estacdo Experimental Agropecuaria Rafaela (Santa Fé),
Argentina. No periodo experimental, os carrapatos foram mantidos em frascos
transparentes com tampa perfurada. Os frascos foram identificados quanto a data e a
origem e acondicionados em dessecador contendo no compartimento inferior, solugédo

saturada de cloreto de potassio (KCL PA Synth), que visa manter uma umidade relativa
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de aproximadamente 85% (WIKEL, 1979). Os dessecadores foram entdo mantidos em
estufas BOD a 27°C com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Todos 0s
carrapatos utilizados (adultos) foram liberados sobre os hospedeiros com

aproximadamente quinze dias de idade (ap0s ecdise das ninfas ingurgitadas).

4.1.3. InfestacOes

As infestacOes desta etapa experimental foram realizadas no Laboratorio de
Ixodologia da Universidade Federal de Uberlandia e se basearam nas descri¢cbes de
Szab0 e colaboradores (1995a). Para tal, carrapatos foram restritos aos hospedeiros por
camaras de pléastico transparente coladas com material atoxico (Brascoplast® Standard,
Brascola LTDA) e reforcadas com esparadrapo ao dorso depilado do animal (Fig.1a).
Os carrapatos foram liberados para o interior destas cdmaras de alimentacdo um dia
apos sua montagem sobre o hospedeiro e foram entdo fechadas com tampas perfuradas.
As camaras foram examinadas diariamente e os carrapatos ingurgitados recolhidos e
pesados. Posteriormente, os parasitos foram acondicionados em potes de acrilico
devidamente identificados e levados para estufa BOD, como descrito anteriormente

(4.1.2).

4.1.3.1. Obtencao dos adultos hibridos

Inicialmente, carrapatos adultos (primeira geracdo) das duas origens foram
cruzados entre si utilizando-se como hospedeiro um coelho. Quatro camaras de
alimentacdo foram montadas sobre o animal, sendo duas para cruzamentos homalogos e
duas para cruzamentos heterologos. Nas duas primeiras camaras, carrapatos puros
(cinco casais) de ambas as origens foram alimentados, sendo uma camara para

carrapatos da Argentina e a outra para carrapatos do Brasil (cruzamentos homologos).
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Nas outras duas camaras foram colocadas fémeas da Argentina com machos do Brasil
(cinco casais) e na segunda, cinco fémeas do Brasil e cinco machos da Argentina
(cruzamentos heterélogos). As larvas e ninfas provenientes de todos os cruzamentos
foram alimentadas separadamente também em coelhos até se obterem os adultos que
foram entdo utilizados na etapa seguinte (vide 4.1.4). As fémeas resultantes dos
cruzamentos heter6logos serdo denominadas daqui por diante como ‘“hibridas” para

facilitar a identificacdo dos diferentes tratamentos.

4.1.4. Avaliacdo da fertilidade

Seis camaras de alimentacdo foram montadas sobre cada coelho, utilizando-se
no total, quatro animais (replicatas). Na primeira camara, foram liberados seis casais de
A. parvum da Argentina e na segunda, 0 mesmo numero de casais de A. parvum do
Brasil. A terceira e a quarta cdmaras foram utilizadas para alimentar respectivamente,
seis casais hibridos de fémeas da Argentina e machos do Brasil, e seis casais hibridos do
cruzamento inverso (fémeas do Brasil e machos da Argentina). Finalmente, nas duas
ltimas camaras, somente fémeas puras dos carrapatos de origens diferentes foram
utilizadas (seis fémeas da Argentina em uma camara e seis fémeas do Brasil na outra).
Estas duas Ultimas camaras objetivaram averiguar se eventuais ovipostura e eclosdo das
larvas daquelas fémeas hibridas ndo poderiam ser devido a possivel capacidade de

partenogénese desta espécie de carrapato e nao a sua fecundacdo pelo macho hibrido.

4.1.5. Parametros biologicos analisados
Todos os parametros biologicos das fémeas foram observados (como descrito

mais adiante em 4.2.5), mas a fertilidade das fémeas hibridas foi avaliada por suas
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oviposturas e taxa de eclosdo de larvas em relacdo aos obtidos das amostras de casais

puros e de fémeas colocadas para alimentar na auséncia de machos.

4.2. COMPARACAO DOS PARAMETROS BIOLOGICOS DE CARRAPATOS

A. parvum DO BRASIL E DA ARGENTINA

4.2.1. Hospedeiros

As infestacOes foram realizadas sobre cinco ou seis hospedeiros de cada espécie
(dependendo da disponibilidade e descrito mais adiante) tais como, bovinos (Bos taurus
taurus), cdes (Canis familiares), coelhos (Oryctolagus cuniculus) e cobaias (Cavia
porcellus). Todos os animais estavam em idade adulta, com excecdo de bovinos, que
foram utilizados ainda na condicdo de bezerros, entre dez e vinte dias de idade, devido a
maior facilidade de manipulacdo. Caes, coelhos e cobaias foram alimentados
diariamente com racdo comercial e tinham agua a vontade e bezerros foram tratados
conforme aos habitos e regras da fazenda experimental.

Estes animais foram utilizados por diversos fatores. Cdes foram escolhidos
devido a observacdo no cerrado de Goids que essa espécie de hospedeiro pode ser
naturalmente infestada com adultos de A. parvum (SZABO et al., 2007). Coelhos foram
utilizados devido a facilidade de obtencdo, manipulacdo e uso rotineiro no laboratorio,
como ja citado anteriormente. NAVA e colaboradores (2008b) descreveram, na
Argentina, a infestacdo de bovinos com adultos de A. parvum e, roedores cavideos
como hospedeiros essenciais para completar o ciclo deste carrapato na natureza, pois
alimentam as formas imaturas. Por isso, bovinos e cobaias também foram utilizados

neste estudo.
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4.2.2. Parasitos

Utilizados como descrito em 4.1.2.

Os parasitos utilizados nesta etapa experimental variaram da terceira a sexta
geracdo das colonias e foram mantidos por alimentacdo em coelhos. Os carrapatos
liberados sobre os hospedeiros tiveram sempre a mesma idade, ou seja,
aproximadamente quinze dias, sendo para larvas esta idade contada a partir do término
da ecloséo, para ninfas e adultos, apés a ecdise de ambos. Com relacdo ao numero de
carrapatos por camara, foram utilizados sempre cinco casais de adultos, vinte ninfas e

larvas correspondentes a 20 mg de ovos.

4.2.3. Numero de ovos contados em amostras de 20 mg de massa de ovos

A fim de se evitar efeitos prejudiciais as larvas que podem ocorrer quando da
contagem das mesmas para posterior liberacdo no interior das camaras, foi realizada
uma estimativa do numero de larvas eclodidas em uma quantidade fixa de ovos. Para
tal, fez-se uma contagem de dez amostras de 20 mg de ovos de fémeas da Argentina e a
mesma quantidade de ovos de fémeas do Brasil. Tais fémeas foram alimentadas em
coelhos e, portanto, todas as larvas utilizadas para as infestacdes das diversas espécies
hospedeiras também foram provenientes de carrapatos alimentados em coelhos. Além
disso, somente massas de ovos com taxa de eclosdo variando entre 95 e 100% foram
selecionadas para os experimentos (adaptado de Lopes e colaboradores (1998)). A
pesagem dos ovos foi feita em balanca eletronica analitica de alta precisdo (GEHAKA

AG200) e a contagem em lupa estereoscopica (Leica CLS 150x).
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4.2.4. InfestacOes

As infestacdes experimentais foram realizadas em canis no Hospital Veterinario,
na Fazenda Experimental do Gléria e no Laboratério de Ixodologia da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). O procedimento de contencdo dos parasitos nos animais
foi feito como descrito em 4.1.3. As infestacdes nas diversas espécies hospedeiras foram
realizadas no verdo de 2011/2012, diminuindo assim, possiveis variacdes sazonais dos
carrapatos.

Para cdes, bovinos e coelhos, foram utilizadas seis cAmaras por animal, sendo
trés para carrapatos da Argentina e trés para carrapatos do Brasil (uma para cada estagio
do carrapato - larva, ninfa e adulto). Para cada espécie de hospedeiro referida, foram
utilizados cinco animais (replicatas). Ja em cobaias, cuja extensdo corporal € menor que
0s animais anteriormente citados, foram utilizadas somente duas camaras por animal,
sendo uma para carrapatos da Argentina e outra para carrapatos do Brasil. Nestes
animais, ao contrario dos primeiros, as infestacdes com diferentes estagios do carrapato
ndo foram feitas simultaneamente, ou seja, foram utilizados seis animais (replicatas)
para alimentar larvas e, posteriormente, seis animais para ninfas. Formas adultas dos
carrapatos ndo foram utilizadas nas cobaias. Em todas as espécies hospedeiras, com

excecdo dos bovinos, foram utilizados colares de restri¢do (Fig.1a-d).

4.2.5. Parametros biol6gicos analisados

Os seguintes parametros bioldgicos dos carrapatos foram avaliados durante e
apos as infestagdes: peso das formas imaturas ingurgitadas (Pl); peso da fémea
ingurgitada (PFI); peso da massa de ovos (PMO) vinte dias apds inicio da ovipostura;
periodos de ingurgitamento (Ping), de ecdise (Pecd), de pré-postura (Ppp) e de

incubacdo dos ovos (Pinc); taxa de ecdise (% Ecd) das formas imaturas; indice de
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eficiéncia de conversdo da reserva alimentar em ovos (% IECO), taxa de ecloséo de
larvas (% Eclo); porcentagem de recuperacéo (% Rec) de carrapatos.
Onde:
Ping = numero de dias decorridos desde a liberacdo dos carrapatos sobre o hospedeiro
até o seu desprendimento;
Pecd = numero de dias decorridos desde o desprendimento dos carrapatos até o inicio
da ecdise;
Ppp = nimero de dias decorridos desde o desprendimento da fémea até o inicio da
ovipostura;
Pinc = numero de dias decorridos desde o inicio da ovipostura até o inicio da eclosdo da
primeira larva;
% IECO =PMO x 100;

PFI

% Ecd = numero de carrapatos (larvas ou ninfas) que sofreram ecdise x 100

namero de carrapatos (larvas ou ninfas) liberadas
% Eclo = obtida pela média da avaliacdo visual, por trés pessoas, da massa de larvas
que eclodiram, conforme Szabo e colaboradores (1995a);

% Rec = numero de fémeas alimentadas (ou larvas ou ninfas) inqurgitadas x 100

namero de fémeas (ou larvas ou ninfas) liberadas

Para comparar a adequacéo das diferentes espécies hospedeiras aos carrapatos de
origens distintas, calculou-se o nUmero médio de carrapatos produzidos em cada espécie

animal, conforme Olegario e colaboradores (2011), onde:
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Numero medio de carrapatos adultos obtidos a partir de uma fémea ingurgitada =
1 x recuperacdo média de adultos x peso médio da massa de ovos X numero médio de
carrapatos em 1mg de ovos x eclosdo média de larvas x recuperacdo média de larvas x
ecdise média das larvas x recuperacdo média das ninfas x ecdise media das ninfas;
Numero médio de larvas produzidas por uma fémea ingurgitada = 1 X recuperacao
média de adultos x peso médio da massa de ovos X nimero médio de carrapatos em
1mg de ovos x eclosdo média de larvas;

Numero médio de ninfas obtidas de 100 larvas = 100 x recuperacdo média de larvas x
ecdise media das larvas;

Numero médio de adultos obtidos de 10 ninfas = 10 x recuperacdo média das ninfas x
ecdise media das ninfas;

Numero médio de adultos obtidos de 100 larvas = 100 x recuperacao média de larvas

x ecdise média das larvas x recuperacdo media das ninfas x ecdise média das ninfas.

43. RESISTENCIA ADQUIRIDA POR COBAIAS A A. parvum EM

INFESTACOES SUCESSIVAS

4.3.1. Hospedeiros e parasitos

Utilizaram-se neste experimento cobaias (C. porcellus) como hospedeiros, que
foram mantidas no Laboratério de Ixodologia desta Universidade. Durante o0s
experimentos foram alimentados com racéo comercial e tiveram agua a vontade.

Estagios imaturos (larvas e ninfas) de A. parvum do Brasil e da Argentina foram

utilizados para as infestacgoes.
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4.3.2. InfestacOes

As infestacbes contaram com um total de vinte e quatro cobaias como
hospedeiros. Inicialmente, seis animais (replicatas) foram infestados (como descrito em
4.1.3) utilizando-se duas camaras por animal (Fig.1b). Na primeira camara, foram
liberadas vinte ninfas de origem brasileira, e na segunda, 0 mesmo numero de ninfas de
origem argentina. Apds o término da coleta dos carrapatos e a retirada das camaras de
alimentacdo, com um intervalo de quinze dias foi realizada uma segunda infestacédo
nestes animais, da mesma forma que a primeira. Finalmente, uma terceira infestacdo foi
realizada quinze dias apds o término da segunda e, simultaneamente a ela, 0 mesmo
nimero de cobaias (Seis) sem contato prévio com carrapatos, foram infestados da
mesma maneira que o0s primeiros. Assim, foram comparados os parametros bioldgicos
dos carrapatos entre cobaias de terceira infestacdo (animais sensibilizados) e cobaias de
primeira infestacdo, ou cobaias primoinfestadas (sem contato prévio com carrapatos).
Além disso, o comportamento dos animais quanto ao prurido foi observado em todas as
infestacdes. De maneira idéntica, foram realizadas infestacGes para o estagio de larva

(correspondente a 20 mg de ovos) de ambas as origens, como descrito em 4.2.3.

4.4. REACAO CUTANEA AO EXTRATO DE A. parvum EM COBAIAS

SENSIBILIZADAS POR INFESTACOES

4.4.1. Hospedeiros e parasitos
Nesta etapa experimental, foram utilizados somente carrapatos de origem
brasileira. Buscou-se compreender se preas poderiam ser hospedeiros adequados para as

formas imaturas de A. parvum do Brasil assim como sdo para estes parasitos na
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Argentina, uma vez que relatos desta espécie em roedores cavideos sdo escassos no
Brasil.

O teste cutaneo de hipersensibilidade foi escolhido por permitir uma analise das
reacOes de cada hospedeiro aos tecidos do carrapato sem interferéncia da saliva do
acaro. Desta forma, tentou-se correlacionar a intensidade e qualidade da reacdo cutanea

induzida pelo extrato de carrapato, ao grau de resisténcia do hospedeiro.

4.4.2. Preparo do extrato total de carrapatos

O extrato de carrapatos foi preparado de acordo com a técnica utilizada por
Szab0 e colaboradores (1995b) para carrapatos R. sanguineus. Duzentos exemplares
adultos ndo alimentados de A. parvum do Brasil provenientes da col6nia (descrito em
4.1.2) foram lavados exaustivamente em salina tamponada com fosfatos (PBS) estéril,
mantidos em alcool 70% por dois minutos e lavados novamente em PBS estéril. Apos
serem secos em gaze estéril, foram mantidos por setenta e duas horas em freezer a -
18°C (tempo suficiente para causar a morte dos acaros), triturados (em graal e pistilo de
porcelana) juntamente com PBS estéril, refrigerada, pH 7,2 e mantidos em cama de gelo
picado. O material resultante (aproximadamente 10% p/v) foi ultrassonicado em
frequéncia de 20kHz (dez ciclos de trinta segundos cada) (Bandelin SONOPULS
mini20). Em seguida, o extrato foi centrifugado a 12.000g por uma hora a 4°C. O
sedimento resultante foi entdo descartado e o sobrenadante filtrado através de filtro para
seringa com membrana poliestersulfonica (PES) de 0,22um de porosidade. Ao final, foi
determinada a concentracgdo proteica utilizando o método de Bradford (1976) atraves de
espectrofotometria (Espectrofotdometro BEL PHOTONICS LGS 53). O extrato foi

mantido a -40°C até a sua utilizacdo.
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4.4.3. InfestacOes

Foram utilizadas doze cobaias como hospedeiros, sendo que somente seis delas
foram infestadas (ver adiante). Somente o estagio de ninfa dos carrapatos foi utilizado,
visto que, ha reacdo cruzada entre antigenos expostos por todos os estagios de uma
determinada espécie de carrapato (SZABO et al., 2000). Inicialmente, seis animais
(replicatas) foram infestados como descrito em 4.1.3, porém, utilizando somente uma
camara por animal (e vinte ninfas dos carrapatos do Brasil na cdmara). Apds o término
da coleta dos carrapatos e a retirada das camaras de alimentacdo, com quinze dias foi

realizada a segunda infestacdo igualmente a primeira nos mesmos animais.

4.4.4. Inoculacdo nos animais

A inoculacdo do extrato nos animais ocorreu apds quinze dias decorridos da
segunda infestacdo das cobaias sensibilizadas (descrito em 4.4.3) e, simultaneamente
em cobaias sem contato prévio com carrapatos. Para tal, procedeu-se com a tricotomia
da metade superior das faces interna e externa dos pavilhdes auriculares destes animais.
Em seguida, a superficie da area depilada foi desengordurada com éter e entdo, feita
uma antissepsia com alcool iodado. O indculo foi feito intradermicamente, em local
marcado da face interna do pavilhdo auricular esquerdo, com 25ug do extrato em
0,02ml de PBS estéril. A quantidade do extrato utilizada foi baseada em estudos
anteriores com R. sanguineus (SZABO et al., 1995b). Igual volume de PBS puro foi
injetado no pavilh&o direito para controle das reacdes inespecificas induzidas pelo ato

da injecédo. Seringas de insulina estéreis foram utilizadas para as inoculagdes.
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4.4.5. Avaliacéo da reacdo de hipersensibilidade cutdnea nos animais

A avaliacdo da reacdo nos hospedeiros foi realizada com o auxilio de um
espessimetro (Mitutoyo 0-10mm x 0,01mm) nos seguintes tempos pds inoculagédo: 10
minutos, 1, 2, 5, 18, 24, 48, 72 e 96 horas. Medidas da espessura normal do pavilhdo
antes da inoculacdo (do extrato ou do PBS) foram também anotadas. Em cada
hospedeiro, a medida da reacdo cutanea de hipersensibilidade foi expressa pela
porcentagem média de aumento do pavilhdo auricular (nos diferentes tempos apés a
inoculacdo) em relacdo ao tempo zero e obtida da subtracdo do valor encontrado na
orelha inoculada com PBS daquele encontrado da inoculacdo com o extrato. Assim,
descartaram-se possiveis reacdes inflamatdrias que ocorrem com o simples ato da

inoculacéo.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos parametros bioldgicos dos carrapatos alimentados nos diversos
hospedeiros e da avaliacdo da compatibilidade reprodutiva foram submetidos a uma
analise de variancia e as médias foram comparadas através do teste Tukey. Para as
contagens das amostras de 20 mg de ovos, bem como para as mensuracdes das reacdes
do teste de hipersensibilidade cutanea, os valores obtidos foram comparados através do
teste Mann Whitney ou t de Student. No teste de resisténcia adquirida a infestagdes
sucessivas, 0s parametros dos carrapatos de primeira e terceira infestacbes foram
comparados através do teste t de Student. O nivel de significancia foi determinado em

p<0,05. O programa utilizado foi GraphPad Prism® versdo 5.0 e Mystat® versdo 12.0.
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4.6. APROVACAO DO COMITE DE ETICA
Todos os experimentos foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica
na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (Protocolos

CEUA/UFU 097/11 e 030/12) (Anexos).
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5. RESULTADOS

5.1. Carrapatos A. parvum do Brasil e da Argentina foram reprodutivamente
compativeis entre si e seus descendentes foram férteis

Os parametros bioldgicos resultantes dos carrapatos sdo mostrados na Tabela 1
(Apéndice) e ilustrados nas figuras 2, 3 e 4.

O peso médio das fémeas ingurgitadas foi semelhante entre os diversos
tratamentos, variando entre 389,0 mg e 446,3 mg, com excecdo do peso daquelas
alimentadas na auséncia de machos, que teve menores valores, diferindo
significativamente das demais. Nestas, fémeas do Brasil tiveram peso médio de 80,1 mg
e as da Argentina, 47,5 mg, mas sem diferenca estatistica entre elas (Fig.2a). De
maneira semelhante, o peso médio das massas de ovos de fémeas puras e hibridas foi
significativamente maior, se comparado com aquelas alimentadas sem machos, variando
entre 198,0 mg e 273,0 mg nas duas primeiras, e entre 7,4 mg e 17,6 mg nas ultimas.
Porém, neste parametro houve uma diferenca significativa entre oviposturas de fémeas
puras do Brasil e hibridas de fémeas do Brasil, nas quais, a massa de ovos pesou cerca
de 38% a mais que as primeiras (Fig.2b).

O periodo médio de ingurgitamento de fémeas puras do Brasil foi de 8,9 dias e
significativamente menor que o das hibridas de fémea da Argentina (10,6 dias), mas nédo
diferiu das puras da Argentina (10,2 dias) e das hibridas de fémea do Brasil (10 dias). Ja
0 mesmo periodo médio das fémeas do Brasil alimentadas sem os machos, foi de 15,8
dias, sendo significativamente maior que todas as anteriores. Nas fémeas da Argentina
alimentadas sem machos, o periodo de ingurgitamento ndo pode ser calculado, visto que
todas foram retiradas e ndo desprendidas naturalmente (Fig.3a). Tal intervengéo ocorreu

no vigésimo quarto dia apos a liberagdo dos carrapatos nas camaras de alimentacéo, e
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até entdo, nenhuma fémea tinha se desprendido, apesar de ainda estarem vivas,
possibilitando assim a ovipostura.

De forma geral, o periodo médio de pré-postura foi semelhante para todas as
fémeas, variando de 4,3 dias a 6,3 dias, exceto para aquelas puras da Argentina
alimentadas na auséncia de machos, nas quais foi de 11 dias, sendo significativamente
maior (Fig.3b). Quanto ao periodo médio de incubacdo dos ovos, fémeas puras do
Brasil levaram 31,9 dias, sendo significativamente maior que as fémeas puras da
Argentina (29,6 dias), as hibridas de fémea da Argentina (29,6 dias) e as hibridas de
fémea do Brasil (30,5 dias). Fémeas que se alimentaram sem machos realizaram
oviposturas, mas nao se observou eclosdo de larvas. Este parametro foi observado por
até cem dias ap0s o inicio da ovipostura. Portanto, ndo houve periodo de incubacéo para
as posturas de tais fémeas (Fig.3c).

A taxa média de eclosdo de larvas dos diferentes tratamentos foi
significativamente maior nas posturas de hibridas de fémea do Brasil (87,9%) quando
comparada com aquelas puras do Brasil (59,9%). Porém, nas posturas de fémeas puras
da Argentina e de hibridas de fémea da Argentina, este periodo variou entre 74,8 e
77,7% e, portanto, ndo diferiram significativamente das demais. Nas posturas de fémeas
alimentadas na auséncia de machos os ovos foram inférteis, ndo se observando desta
forma, ecloséo de larvas (Fig.4a).

O indice médio de eficiéncia de conversdo da reserva alimentar em ovos foi
semelhante entre todas as fémeas alimentadas na presenca de machos (puras e hibridas),
variando entre 48,2% e 58,2%. Mas estes valores foram significativamente maiores que
daquelas fémeas alimentadas sem os machos (9,8% e 11,2% para fémeas da Argentina e

do Brasil respectivamente) (Fig.4b).
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A maior taxa média de recuperacdo foi encontrada para fémeas puras da
Argentina (91,7%), porém, sem diferenca significativa daquelas puras do Brasil e das
hibridas (87,5%). Nas fémeas puras alimentadas sem machos, a recuperacdo media
diferiu significativamente das primeiras, sendo que nas da Argentina, a recuperacao foi
nula (devido a nenhuma fémea ter se desprendido naturalmente) e nas do Brasil, foi de
20,8%, cerca de quatro vezes menor que as puras e hibridas alimentadas com machos.
N&o houve diferenca significativa entre as fémeas alimentadas sem machos de ambas as

origens (Fig.4c).

5.2. Para@metros bioldgicos de carrapatos A. parvum do Brasil e da Argentina
foram semelhantes quando alimentados sobre a mesma espécie hospedeira

No geral, foi observado que a maioria das diferencas significativas entre
parametros de carrapatos da Argentina e do Brasil esteve relacionada ao desempenho
dos parasitos em espécies hospedeiras diferentes, e ndo relacionada a sua origem
geogréfica. Ainda assim, poucas diferencas significativas foram notadas entre

parametros de carrapatos do Brasil e da Argentina.

5.2.1. Adultos

Quando comparados separadamente em cada espécie hospedeira utilizada, o0s
parametros bioldgicos de fémeas de A. parvum ingurgitadas ndo apresentaram
diferencas significativas entre carrapatos do Brasil e da Argentina. Os dados na integra
estdo discriminados na Tabela 2 (Apéndice).

Os pesos médios da fémea ingurgitada e da massa de ovos variaram

respectivamente de 370,5 mg a 454,5 mg (Fig.5a) e de 185,9 mg a 238,3 mg (Fig.5b).
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O periodo médio de ingurgitamento variou de 8,6 a 10,7 dias, sendo 0 menor
valor obtido em carrapatos do Brasil alimentados em cées, poréem, sem diferenca
significativa em relacdo aos carrapatos da Argentina alimentados nos mesmo hospedeiro
(Fig.6a). O periodo médio de pré-postura foi mais curto em fémeas do Brasil
alimentadas em bovinos (3,8 dias), mas sem diferir significativamente daquele das
fémeas da Argentina alimentados também em bovinos. O maior valor médio encontrado
neste parametro (4,7 dias) foi para carrapatos das duas origens alimentados sobre cées
(Fig.6b). O periodo de incubacdo médio de ovos foi significativamente mais longo em
carrapatos de ambas as origens quando alimentados sobre cdes e bovinos (variando
entre 32,8 e 33,6 dias) em relacdo aqueles alimentados sobre coelhos (28,5 e 29,2 dias)
(Fig.6c).

Valores médios da taxa de recuperacdo variaram entre 68% e 92%, e do indice
de conversdo da reserva alimentar, entre 46,3% e 56,4%, mas sem diferenca
significativa entre todos os tratamentos (Fig.7a e 7b). Finalmente, a taxa média de
eclosdo de larvas foi significativamente menor em fémeas do Brasil alimentadas sobre
coelhos (65,4%), ndo diferindo estatisticamente das fémeas da Argentina alimentadas do
mesmo hospedeiro (82,5%) e do Brasil alimentadas em céo (86,4%). Estas duas Ultimas,
entretanto, ndo diferiram dos maiores valores encontrados, que variaram de 90,6 a

97,6% nas fémeas da Argentina de cdo e de ambas as origens de bovino (Fig.7c).

5.2.2. Larvas

Diferentemente dos adultos, alguns parametros bioldgicos de larvas se
mostraram estatisticamente diferentes entre carrapatos da Argentina e do Brasil, quando
analisados por espécie hospedeira. Os dados referentes a todos os parametros deste

estagio s&o mostrados na Tabela 3 (Apéndice).
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Os pesos médios de larvas ingurgitadas variaram de 0,48 a 0,55 mg e sem
diferenca estatistica entre todos os tratamentos (Fig.8a). Por outro lado, o periodo de
ingurgitamento médio, que variou entre 4,2 e 5,7 dias, foi mais curto nos carrapatos
alimentados em cdes (ambas as origens) e do Brasil alimentados em bovinos, mas sem
diferenca significativa em relacdo aos carrapatos do Brasil de cobaias e da Argentina de
bovinos (Fig.8b).

O periodo médio de ecdise das larvas ingurgitadas foi mais curto em carrapatos
da Argentina alimentados em coelho (9,1 dias) e este valor diferiu significativamente do
valor obtido de carrapatos do Brasil alimentados no mesmo hospedeiro. J& o0 maior valor
encontrado deste parametro (12 dias) foi em carrapatos do Brasil alimentados em céo,
mas sem diferenca significativa em relacdo aqueles de origem argentina do mesmo
hospedeiro (Fig.8c).

A maior taxa média de recuperacao deste estagio foi de 55,9% em carrapatos do
Brasil alimentados em cobaias, e ainda, os parasitos da Argentina deste mesmo
hospedeiro tiveram o mesmo parametro significativamente menor (42,5%). Por outro
lado, carrapatos do Brasil alimentados em bovino tiveram uma taxa de recuperacao
média de 11,3%. Este valor também diferiu significativamente daqueles de carrapatos
de origem argentina no mesmo hospedeiro, que foi de 26,7% (Fig.8d). Por fim, a taxa
média de ecdise das larvas ingurgitadas foi menor em carrapatos do Brasil alimentados
em bovinos (76,3%), porém, este valor ndo diferiu dos carrapatos de origem argentina
do mesmo hospedeiro (86,4%). Nos demais hospedeiros, este parametro ndo diferiu

significativamente (Fig.8e).
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5.2.3. Ninfas

Quando alimentadas sobre a mesma espécie hospedeira, ninfas de A. parvum,
assim como larvas, apresentaram algumas diferencas significativas entre parasitos de
origem brasileira e argentina. Os parametros bioldgicos das ninfas sdo mostrados na
Tabela 4 (Apéndice).

Ninfas do Brasil ingurgitadas tiveram um peso médio significativamente maior
(7,3 mg) que as da Argentina (6,3 mg) quando alimentadas em cobaias. O menor peso
médio observado foi de 4,4 mg em carrapatos da Argentina alimentados em cdo, porém,
sem diferir estatisticamente dos pesos médios de carrapatos do Brasil alimentados no
mesmo hospedeiro (Fig.9a).

O periodo médio de ingurgitamento foi significativamente mais longo (6,8 dias)
em carrapatos da Argentina alimentados em coelho, em relacdo aquele de carrapatos do
Brasil do mesmo hospedeiro (4,6 dias). O periodo mais curto observado foi de 3,7 dias
em carrapatos da Argentina alimentados sobre cdo, porém sem diferir
significativamente daqueles de origem brasileira do mesmo hospedeiro (Fig.9b).

Carrapatos alimentados em cobaias, de ambas as origens apresentaram o periodo
médio de ecdise mais longo (16,6 dias). Nos demais tratamentos este parametro variou
de 13,8 a 15,4 dias, mas sem diferir significativamente entre carrapatos das duas origens
(Fig.9c). Com relacdo a taxa média de recuperacdo, os valores encontrados variaram de
46 a 81,7 %, entretanto, sem diferenca estatistica entre todos os tratamentos (Fig.9d).
Por outro lado, a menor taxa média de ecdise foi observada em carrapatos de bovinos,
tanto do Brasil (82,9 %), como da Argentina (79,5 %). Esta taxa foi maior em
carrapatos alimentados em cobaias, coelhos e cées e variou de 97,5 a 100 %, mas sem
diferenca significativa entre carrapatos da Argentina e do Brasil em cada espécie

hospedeira (Fig.9e).



49

5.2.4. Numero de ovos contados em amostras de 20 mg de massa de ovos

Em amostras de 20 mg de ovos provenientes de fémeas de A. parvum do Brasil,
foram contados em média 389,9 ovos (329 - 426) e nas de fémeas da Argentina, 368,4
ovos (346 - 383) (Fig.10). Portanto, foram considerados os valores médios de 390 e
368, respectivamente, para definir o numero de larvas do Brasil e da Argentina que
foram liberados nos hospedeiros apos a eclosdo. Ressalta-se que os valores obtidos nas
contagens de ovos variaram de forma heterogénea e suas medianas foram

significativamente diferentes entre si nas contagens (Tabela 5 - Apéndice).

5.3. A adequacao hospedeira de cada espécie animal aos carrapatos A. parvum do
Brasil e da Argentina foi semelhante, porém, estagio-especifica

De forma complementar a comparacao dos parametros biologicos de carrapatos
da Argentina e do Brasil, buscou-se elucidar qual o potencial de cada espécie hospedeira
utilizada para manter A. parvum na natureza, e em qual espécie animal estes carrapatos
produziriam um maior ndmero de descendentes. Assim, foram feitos célculos da
producdo de um determinado estagio a partir de outro, e os resultados sdo mostrados na
Tabela 6 (Apéndice).

Novamente, a maioria das diferencas encontradas foi entre carrapatos
alimentados nos diferentes hospedeiros e ndo entre os carrapatos de origem geografica
distinta. Entretanto, em um caso foi notada diferenca entre carrapatos da Argentina e do
Brasil.

A produgdo média de ninfas a partir de 100 larvas foi significativamente maior
nos carrapatos da Argentina e do Brasil alimentados em cobaias se comparada aos
outros hospedeiros, sendo respectivamente de 58 e 53,1 ninfas. Por outro lado nos

bovinos, obteve-se o menor valor, com apenas 5,7 ninfas de origem brasileira
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produzidas. Interessantemente, este valor foi significativamente menor que o nimero de
ninfas de origem argentina produzidas neste mesmo hospedeiro (23,2 ninfas) (Fig.11a).

Na obtencdo de adultos a partir de 100 larvas, cobaias forneceram os melhores
resultados com médias de 46,4 e 40,5 adultos de carrapatos do Brasil e da Argentina,
respectivamente. O menor valor encontrado para esta andlise foi de 3,6 adultos do Brasil
em bovinos, porém sem diferenca significativa em relacdo aos de origem argentina
alimentados neste mesmo hospedeiro (Fig.11b).

A producdo média de adultos a partir de 10 ninfas variou entre 4,6 e 8
carrapatos. Embora estes valores ndo tenham diferido entre si, um nimero maior de
carrapatos foi obtido de cobaias (Fig.12).

Um maior niumero médio de larvas foi obtido a partir de um casal de adultos
quando carrapatos do Brasil foram alimentados em céo (4595 larvas), porém, sem
diferir significativamente do nimero de carrapatos da Argentina obtidos do mesmo
hospedeiro. O menor valor encontrado nesta analise foi de 2134 larvas do Brasil de
adultos alimentados em coelhos. Ainda assim, ndo foi observada nenhuma diferenca
significativa entre carrapatos de origem argentina e brasileira em cada espécie
hospedeira utilizada (Fig.13a).

Por ultimo, o nimero médio de adultos obtidos a partir de um casal de adultos
variou entre 196,2 e 450,5 carrapatos, mas ndo foi detectada nenhuma diferenca

significativa entre os tratamentos (Fig.13b).

5.4. Cobaias ndo desenvolveram resisténcia a infestacdes sucessivas com imaturos
de carrapatos A. parvum do Brasil e da Argentina
De maneira geral, os parametros biologicos de carrapatos imaturos alimentados

em cobaias de terceira infestacdo (sensibilizadas) e primoinfestadas (controle) néo
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diferiram entre si significativamente. Este resultado demonstra a auséncia de resisténcia
adquirida por cobaias aos imaturos de A. parvum ao longo de infestacBes sucessivas. Os
dados dos parametros biologicos dos carrapatos deste experimento estdo apresentados
nas Tabelas 7 a 10 (Apéndice).

Larvas do Brasil apresentaram parametros biologicos médios tais como, peso,
periodos de ingurgitamento e de ecdise, taxas de recuperacdo e de ecdise
estatisticamente semelhantes entre si nas diferentes infestacbes (Fig.14a-e). Por outro
lado, ninfas do Brasil alimentadas em cobaias de terceira infestacdo apresentaram um
periodo de ingurgitamento médio de 4,7 dias e significativamente mais curto que o
mesmo periodo de ninfas alimentadas em cobaias de primeira infestacdo (5,2 dias)
(Fig.15b). Os demais parametros de ninfas de origem brasileira ndo diferiram entre
cobaias de diferentes infestacdes (Fig.15a, c, d, e).

Com relacdo aos carrapatos de origem argentina, o peso médio de larvas
ingurgitadas em cobaias de terceira infestacdo foi de 0,6 mg, sendo significativamente
maior que os de primeira (0,5 mg) (Fig.16a). Além disso, o periodo de ingurgitamento
deste estagio em cobaias de terceira infestacdo foi de 4,7 dias em média e, portando,
significativamente mais curto que os de primeira (5,5 dias) (Fig.16b). Parametros como
periodo médio de ecdise, taxa média de ecdise e taxa média de recuperacdo nao
diferiram significativamente entre carrapatos alimentados em cobaias de primeira e
terceira infestacGes (Fig.16c¢, d, e).

Por fim, ninfas da Argentina, assim como larvas do Brasil mostraram parametros
biologicos médios estatisticamente semelhantes quando alimentados em cobaias
previamente expostos aos carrapatos (terceira infestacdo) ou sem contato previo com 0s

mesmos (primeira infestagéo) (Fig.17a-e).
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5.5. Cobaias sensibilizadas por infestacdes com A. parvum do Brasil nédo
expressaram reacdo de hipersensibilidade ao extrato do carrapato

Tanto no grupo de animais teste (previamente sensibilizados), quanto no grupo
controle (ndo infestados), observou-se um pequeno e rapido aumento no local da
inoculacdo, mas sem diferenca estatistica entre eles nos diferentes tempos (Tabela 11 -
Apéndice).

No grupo teste, a primeira medida do pavilhdo auricular (10 minutos apos a
inoculacdo) mostrou um aumento médio de 13,3%, atingindo o pico maximo de
aumento nas 18 horas apds a inoculacdo, que foi de 33,1%. Ao final das aferi¢Ges, ou
seja, passadas 96 horas da inoculacdo, 0 grupo teste apresentou um aumento médio do
pavilhdo auricular de 17,3%. No grupo controle, por outro lado, foi observada uma
reacdo imediata, sendo o pico maximo de aumento de 41,4% ja na primeira afericdo
pos-inoculacdo (10 minutos). Ao final (96 horas), o aumento médio do pavilhdo deste
grupo ficou em 9,8%. Embora tenha havido contrastes entre valores que quantificam a
reacao local de cada grupo, em nenhum tempo pés-inoculacéo foi observada diferenca

significativa entre valores obtidos no grupo teste e no grupo controle (Fig.18).
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6. DISCUSSAO

Diversos critérios para diferenciacdo de espécies estdo descritos na literatura, e
esta divergéncia de ideias € esperada, uma vez que é baseada em propriedades de maior
interesse aos diferentes grupos de pesquisadores (QUEIROZ, 2005; TIBAYRENC,
2006). No entanto, nem mesmo as teorias dos pioneiros e talvez, mais importantes
cientistas, como Darwin, Mayr, Simpson, tém convencido quanto ao conceito de
“espécie” ¢ também, como devemos identifica-la (HEY, 2001). Na verdade, deve-se ter
cautela quanto aos critérios utilizados para definir populacdes de patdgenos e de
parasitos amplamente distribuidos como pertencentes ou ndo a um mesmo taxon, no
caso, a mesma especie.

Um dos objetivos deste estudo foi avaliar a compatibilidade reprodutiva entre
carrapatos A. parvum do Brasil e da Argentina. Esta meta foi tracada desde que sdo
notdrias algumas diferencas entre as duas populacdes quando se trata de hospedeiros de
maior ocorréncia. Além disso, divergéncia importante foi encontrada na sequéncia do
gene mitocondrial 16S rDNA entre as duas populacdes (NAVA et al., 2008a).

Entretanto, os resultados deste trabalho mostraram que os hibridos de carrapatos
A. parvum da Argentina e do Brasil sdo férteis. Além disso, os descendentes dos
cruzamentos heterdlogos aqui obtidos, mostraram melhor desempenho reprodutivo
quando comparados com aqueles provenientes de cruzamentos homologos,
exemplificado por maiores valores do peso da massa de ovos e da taxa de ecloséo de
larvas. Estes resultados foram semelhantes ao encontrado por Labruna e colaboradores
(2011) para populacdes de A. cajennense do Brasil (Sdo Paulo) e da Argentina, que
também foram compativeis entre si; e ainda, remontam ao fendmeno da heterose, ja que

populacbes de localidades geograficas distintas foram cruzadas. Este fendmeno foi
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descrito primeiramente por Darwin (1876) e relatado mais recentemente em VAarios
grupos de animais e vegetais (VEITIA; VAIMAN, 2011).

A alimentacdo de fémeas na auséncia de machos simultaneamente a alimentagéo
de carrapatos puros e hibridos forneceu, neste trabalho, um controle adicional aos
experimentos. Assim, excluiu-se a possibilidade de partenogénese por esta espécie de
carrapato. Este processo reprodutivo em que machos sdo dispensaveis para a reproducéo
¢ bem conhecido em carrapatos Amblyomma rotundatum Koch, 1844 (OBA;
SCHUMAKER, 1983; KEIRANS; OLIVER, 1993; LABRUNA et al., 2005b), e poderia
ser responsavel por oviposturas de fémeas hibridas de A. parvum, colocando em duvida
assim, a existéncia de cruzamento e fecundacdo entre machos e fémeas hibridas.

Dentre os parametros biologicos dos carrapatos, 0 peso de cada estagio
ingurgitado e a taxa de recuperacdo refletem bem o sucesso dos parasitos em se
alimentar em determinada espécie de hospedeiro. Assim, neste trabalho, quando
analisado o desempenho biologico dos parasitos nas varias espécies hospedeiras, as
observacdes gerais reforcam resultados prévios (OLEGARIO et al., 2011; NAVA et al.,
2008a). Cobaias foram os hospedeiros mais adequados para imaturos de A. parvum de
ambas as origens, como mostrado pela alta taxa de recuperacdo de larvas e maior peso
de ninfas ingurgitadas. Este Gltimo parametro esta associado a emergéncia de fémeas de
maior tamanho e, portanto, potencial para maior peso de fémeas ingurgitadas e das
respectivas massas de ovos. Assim, um maior nimero de descendentes é gerado e seu
ciclo € mantido com sucesso na natureza. A adequacdo de cobaias como hospedeiros
para as larvas de A. parvum foi reforcada pela elevada producéo de carrapatos por esta
especie hospedeira. Maior quantidade de adultos e ninfas foi produzida a partir de larvas
(de ambas as origens) alimentadas sobre cobaias quando comparados com as demais

especies hospedeiras.
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Dentre todos os estagios, ninfas de A. parvum deste trabalho tiveram o
desempenho mais uniforme nos diversos hospedeiros. Na verdade, o estagio de ninfa de
varias espécies de carrapato € bem conhecido por sua menor especificidade por
hospedeiro e, consequentemente, maior capacidade vetorial (PETERKOVA et al.,
2008). Olegario e colaboradores (2011) compararam o desempenho biolégico de A.
parvum do Brasil em vaérias espécies hospedeiras e também relataram a maior
plasticidade de ninfas. Assim, a ninfa de A. parvum talvez seja 0 estdgio mais
importante em se tratando de transmissdo de patdgenos entre varias espécies animais,
incluindo o homem.

Cées e bovinos mostraram uma tendéncia a melhor adequacdo para adultos de
carrapatos de origem brasileira e argentina. Destes hospedeiros foi obtido o maior
nimero de larvas por fémea ingurgitada. De fato, A. parvum € frequentemente
encontrado em canideos selvagens (LABRUNA et al., 2005a) e cdes domésticos
(SZABO et al., 2007) no Brasil e em bovinos na Argentina (NAVA et al., 2008a). De
maneira geral, coelhos foram hospedeiros adequados para A. parvum ao permitirem
desempenho bioldgico proximo ao observado nos melhores hospedeiros.

Apesar dos resultados anteriormente expostos que estabeleceram as duas
populacdes como pertencentes & mesma espécie e que demostraram o desempenho
biologico similar entre A. parvum do Brasil e da Argentina nas vérias espécies
hospedeiras, uma diferenca interessante foi detectada entre carrapatos das duas origens.
Quando alimentadas em bovinos, larvas de origem argentina apresentaram taxa de
recuperacdo significativamente maior em relacdo as larvas do Brasil. Neste contexto, é
na Argentina que ocorre maior numero de relatos de carrapatos adultos em bovinos
(Nava et al., 2008b). Na verdade, ndo seria a primeira vez; Nava e colaboradores

(2006b) observaram que bovinos poderiam manter o ciclo completo de Amblyomma
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neumanni Ribaga, 1902, outra espécie Neotropical de carrapato. Os resultados do
presente estudo foram ainda reforcados pela observacdo de que os imaturos do Brasil
tiveram melhor desempenho bioldgico (recuperacdo das larvas e peso de ninfas) em
cobaias em relacdo aos imaturos da Argentina, sugerindo que carrapatos do Brasil sdo
mais dependentes de roedores cavideos nestes estagios. A esse respeito € possivel supor
que, mesmo sendo roedores cavideos 0s hospedeiros mais adequados para imaturos de
A. parvum (Nava et al., 2008b), o contato frequente pode estar levando a uma adaptagédo
das larvas aos bovinos na Argentina e eventualmente, estabilizar um ciclo de vida neste
hospedeiro ndo-Neotropical.

Contrastes encontrados neste trabalho ja eram esperados uma vez que,
considerando populacGes amplamente distribuidas, os padrdes de especificidade dos
carrapatos por hospedeiros podem variar em funcdo da extensdo geografica e de
diferencas ambientais. Além disso, a introducdo de espécies hospedeiras
fisiologicamente aceitaveis no ambiente do carrapato pode também levar a novos
padroes de infestacdes (FACCINI; BARROS-BATTESTI, 2006). Mesmo assim, é
possivel supor ainda que uma especiacao possa estar a caminho, pelo menos em relacao
as populacBes argentina e brasileira de A. parvum, justificando em partes, o contraste
observado na preferéncia por hospedeiros das duas populacBes. Implicacbes destas
observacgdes na transmissao de patdgenos sdo até o momento desconhecidas, mas ndo
descartadas, uma vez que A. parvum também é agressivo para humanos (SZABO et al.,
2007; CANCADO et al, 2008).

O reconhecimento de hospedeiros primarios e/ou naturais de uma espécie de
carrapato constitui importante informacao para se inferir a respeito da ecologia e até
mesmo da epidemiologia de doencgas transmitidas por esses vetores. Diversos estudos ja

demonstraram que em relagdes hospedeiro-carrapato tidas como naturais ndo ha
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manifestacdo de resisténcia por parte do hospedeiro (RANDOLPH, 1979; RIBEIRO,
1989; FIELDEN et al., 1992; RIBEIRO, 1995). Assim, mecanismos de defesa de
hospedeiros envolvidos na suscetibilidade ou na resisténcia as infestagdes com
carrapatos, tém sido deveras estudado, principalmente naquelas espécies de parasito que
mais exigem controle estratégico. De fato, had décadas ja é nitido que em relacbes
hospedeiro-parasito naturais, a saliva dos acaros controla com eficiéncia respostas
imunes de seus hospedeiros, respostas estas que seriam capazes de rejeitar seus
parasitos. Assim, o conhecimento das moléculas envolvidas na inducdo de
imunossupressao do hospedeiro pode ser de extrema importancia na identificacdo de
antigenos vacinais. Uma imunizacdo adequada seria aquela que induzisse uma resposta
imune eficiente, a qual é normalmente suprimida durante a alimentacdo do acaro devido
a presenca da saliva (WIKEL et al., 1994).

Dentro deste contexto, outro objetivo do presente trabalho foi verificar se
roedores cavideos (representados aqui por cobaias) desenvolvem resisténcia a repetidas
infestacdes de A. parvum do Brasil comparativamente aos carrapatos da Argentina.
Assim, os parametros bioldgicos de A. parvum alimentado em animais sensibilizados,
ou seja, quando decorrido tempo suficiente para o hospedeiro desenvolver resposta
imune de resisténcia ao parasito, foram comparados com parasitos alimentados em
animais primoinfestados (sem desenvolvimento de resposta imune). Foi observado que
nas duas situacdes o desempenho dos carrapatos foi bastante semelhante. Além do que,
pode-se notar que as infestacfes sucessivas ndo prejudicaram parametros alimentares
dos parasitos, ao invés disso, as diferencas significativas encontradas entre parametros
das diferentes infestacGes, mostrou um maior peso e menor periodo de ingurgitamento

na terceira infestacéo.
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Szabo e colaboradores (1995a; 2003b) obtiveram resultados bem préximos aos
deste estudo quando da infestacdo de cédes (hospedeiros naturais) e roedores, como
hamsters e cobaias (hospedeiros resistentes) com adultos de R. sanguineus. Na primeira
espécie animal, os parametros biologicos dos carrapatos foram semelhantes ao longo
das diferentes infestacdes e com uma tendéncia a melhoria do desempenho dos parasitos
com a sucessdo das mesmas. Por outro lado, em roedores, especialmente em cobaias, 0s
parametros foram significativamente prejudicados na segunda e terceira infestacoes.

Estudos semelhantes foram realizados por Castagnolli e colaboradores (2003)
utilizando equinos (Equus caballus) e asininos (Equus asinus) como hospedeiros de A.
cajennense. Capivaras e antas sdo relatadas como hospedeiros naturais para o parasito
(ARAGAO, 1936; LABRUNA et al., 2001), mas tem sido demonstrado que cavalos
podem manter populacdes deste carrapato na pastagem, alimentando todos o0s seus
estagios. Por outro lado, observacdes empiricas destes autores indicavam asininos como
hospedeiros resistentes a A. cajennense. Assim, infestacdes sucessivas nestes animais a
campo, comparativamente com animais sem contato prévio com carrapatos, mostraram
que cavalos manifestam alguma resisténcia, embora baixa, a A. cajennense,
demonstrada pelos menores valores de recuperacdo de larvas e peso de ninfas na
segunda infestacdo. Em asininos, ao contrario, observaram forte reducdo do peso de
todos os estagios ingurgitados e da massa de ovos, quando comparados tanto aos
cavalos primoinfestados (sem resisténcia) quanto aos cavalos sensibilizados
(CASTAGNOLLI et al., 2003).

O mecanismo basico e a intensidade da reacdo imune adquirida em hospedeiros
resistentes a determinada espécie de carrapato, podem ser avaliados atraves do teste
cutdneo de hipersensibilidade em animais sensibilizados por infestagbes com o

carrapato em questdo. No Brasil, o carrapato do céo, R. sanguineus € o principal alvo
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destes estudos (BECHARA et al.; 1994; SZABO et al., 1995a; 1995b; 2003;
VERONEZ et al.,, 2010). Ja se sabe que cées e cobaias, sendo respectivamente,
hospedeiros suscetiveis (naturais) e resistentes a este parasito, se comportam de maneira
fisiologicamente diferente quando infestados. Além das diferencas anteriormente
citadas com relacdo ao desempenho de R. sanguineus, cdes apresentam infiltrados locais
(fixacdo dos carrapatos) de neutrofilos e uma intensa reacdo de hipersensibilidade
imediata. Por outro lado, roedores apresentam infiltrados locais basofilico e eosinifilico,
além de moderada reacdo de hipersensibilidade imediata e forte reacdo tardia (SZABO
et al. 1995b; SZABO; BECHARA, 1999).

No presente trabalho, a reacdo cutnea aos antigenos do carrapato A. parvum
também foi avaliada em cobaias sensibilizadas por repetidas infestacdes. Este teste
permite uma analise quantitativa, dada pelo grau da distensdo tecidual, e andlise
qualitativa dada pelo surgimento temporal do tumor (aumento de volume) no ponto de
inoculacdo do extrato. De forma mais especifica, o padrdo reativo pode fornecer
indicios de maior ou menor envolvimento da imunidade celular (hipersensibilidade
tardia), da imunidade humoral histamindide (hipersensibilidade imediata) ou de anergia
no processo. Foi observado que as reacfes cutaneas de cobaias ao extrato de A. parvum
ndo diferiram significativamente entre animais sensibilizados por infestacdes e aqueles
ndo sensibilizados nos diferentes tempos apds a inoculagdo. Assim, 0s aumentos de
volume observados podem ser atribuidos a reagdes inespecificas de carater inflamatério.
Na verdade, se ocorreram reacdes de hipersensibilidade por mecanismos imunes, estas
foram reduzidas e mascaradas pela reacéo inespecifica. Portanto, de forma geral, o teste
cutaneo indicou que as cobaias sensibilizadas expressam reacOes cutaneas reduzidas, o

que favoreceria o parasito, e ainda explica, pelo menos em parte, 0 sucesso alimentar
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das formas imaturas neste hospedeiro, se comportando entdo, como hospedeiro primario
para larvas e ninfas de A. parvum.

Questdo importante relacionada ao reconhecimento de hospedeiros naturais e/ou
primarios para estes ectoparasitos foi verificada por Wikel e colaboradores (1997). Estes
autores demonstraram que hospedeiros que ndao manifestam resisténcia a determinada
espécie de carrapato sdo também mais susceptiveis as doencas transmitidas por estes
vetores. Assim, destaca-se a possibilidade de roedores cavideos desenvolverem
infeccBes e/ou se constituirem em reservatorios dos agentes patogénicos envolvidos,
especificamente Rickettsia sp. pertencente ao grupo da Febre Maculosa, como ja isolado
de A. parvum da Argentina (PACHECO et al.,2007). Neste caso, infere-se o risco de
agentes zoono6ticos serem mantidos na natureza e entdo transmitidos destes hospedeiros
a outros animais e até mesmo ao homem, visto a ampla gama de hospedeiros suscetiveis
a A. parvum (LABRUNA et al., 2005a; CANCADO, 2008; SZABO et al., 2007).

O presente trabalho demonstrou claramente que roedores cavideos
(representados aqui por C. porcellus) apresentam suscetibilidade a infestacdes por A.
parvum originario do Brasil. Assim, a inexisténcia de relatos habituais destes
hospedeiros sendo naturalmente infestados por A. parvum no pais, pode estar associada
a alguma dificuldade de captura ou a possivel menor abundancia destes animais na
natureza. De forma complementar, divergéncias encontradas entre A. parvum do Brasil
e da Argentina quanto as espécies animais parasitadas (NAVA et al., 2006b; 2008b;
SZABO et al., 2007) podem ser devidas também, & coevolugdo dos parasitos com
especies hospedeiras diferentes nas localidades geograficas distintas. Na verdade, as
relacbes hospedeiro-parasito sdo movidas por pressdes seletivas do ecossistema em

questdo e populacdes de uma mesma espécie que evoluem em meios diferentes, podem
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ter especificidades distintas por hospedeiros sendo incorporadas a sua carga genética
(THOMPSON, 2001).

Em termos de evolucgdo, estima-se que roedores da subfamilia Caviinae tenham
surgido na América do Sul ha 10 milhdes de anos (DUNNUM; SALAZAR-BRAVO,
2010a; 2010b), enquanto os ixodideos, ha 100 milhdes (GRIMALDI et al., 2002) e
portanto, as relacdes Ixodidae-Caviinae sdo consideradas relativamente recentes
(GUGLIELMONE; NAVA, 2010). De qualquer forma, o verdadeiro papel na
manutencdo de formas imaturas de A. parvum por roedores cavideos deve ser melhor
investigado no Brasil, principalmente naqueles locais onde se encontram diversas
espécies animais parasitadas, dentre animais domésticos e selvagens e ainda, com
abundancia na vegetacdo, como o Cerrado brasileiro e as regiées do Pantanal Sul-Mato-
Grossense (SZABO et al., 2007; CANCADO, 2008).

Ressalta-se ainda que este trabalho relata a primeira espécie de carrapato que
ndo induz a manifestacdo de resisténcia em cobaias, como ja relatados com
Dermacentor andersoni Stiles, 1908 (ALLEN, 1973), Amblyomma americanum
Linnaeus, 1758 (McLAREN et al., 1983), Rhipicephalus appendiculatus Neumman,
1901 (BROWN, 1988) e R. sanguineus (SZABO et al., 1995a; 1995b). Allen (1989)
discutiu fatores que poderiam fazer com que animais de laboratério, como coelhos,
camundongos e cobaias fossem mais resistentes a ixodideos que as demais espécies
animais. Porém, se reacOes de hipersensibilidade nestes animais sdo mais eficazes ao
ponto de inducdo de resisténcia a varias espécies de ixodideos, a saliva de A. parvum
com certeza contém moléculas capazes de controla-la e obtém sucesso, pelo menos em
cobaias. Desta informacao ressalta-se ainda, a importancia de estudos de moléculas

salivares presentes quando da alimentacdo de carrapatos em seus hospedeiros primarios



62

e/ou naturais, e a posterior utilizacdo de tais substancias em areas farmacoldgicas, visto
que sdo potentes imunossupressoras e anticoagulantes.

Todos os resultados aqui obtidos reforcam mais uma vez a dificuldade para
diferenciacéo definitiva de espécies, principalmente entre parasitos e patdgenos, como
descrito por Tybairenc (2006). Em suma, a divergéncia encontrada na sequéncia génica
mitocondrial 16S rDNA por NAVA e colaboradores (2008a) entre A. parvum do Brasil
e da Argentina ndo é suficiente para distingui-los taxonomicamente, visto que ha
compatibilidade reprodutiva entre eles e ainda, o desempenho bioldgico das duas
populacdes € bastante semelhante quando alimentados sobre a mesma espécie
hospedeira. Além disso, cobaias foram hospedeiros adequados para imaturos do parasito
originario do Brasil, assim como é também para carrapatos da Argentina. Sugere-se
entdo, a necessidade de estudos comparativos morfologicos, biologicos e moleculares,
juntamente com aqueles reprodutivos para a diferenciacdo de espécies de ixodideos.

Um exemplo claro dentro de revisdes de sistematicas da ixodologia foi a
sinonimizacdo de Boophilus a Rhipicephalus (MURRELL; BARKER, 2003).
Anteriormente, varios estudos apenas evidenciavam que 0s géneros eram parafiléticos
utilizando diferentes genes, dentre eles, as sequéncias 16S de rDNA (MANGOLD et al.,
1998); 12S de rDNA (MURRELL et al., 1999); 12S e COIl de DNA mitocondrial
(MURRELL et al., 2000) e ITS2 (MURRELL et al., 2001). Entretanto, foi com a
andlise de quatro sequéncias génicas (12S rDNA, COI, ITS2 e 18S) e de trinta padrdes
morfologicos que se pode confirmar todas as evidéncias (MURRELL; BARKER,
2003).

Por fim, sugere-se que as populacdes brasileira e argentina de A. parvum, apesar
de apresentarem grande divergéncia molecular na sequencia 16S rDNA mitocondrial,

sdo populagdes pertencentes a uma mesma especie. Esta observacdo demonstra a
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necessidade de se rever a utilizagdo deste gene para a distincdo de espécies de

carrapatos.
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7. CONCLUSOES

- Hibridos de A. parvum do Brasil e Argentina foram férteis;

- A. parvum do Brasil e da Argentina ndo realizaram partenogénese;

- Cobaias foram hospedeiros adequados para imaturos (larvas e ninfas) de A. parvum,

do Brasil e da Argentina;

- Cées e bovinos foram hospedeiros adequados para adultos de A. parvum do Brasil e da

Argentina;

- Ninfas de A. parvum apresentaram menor especificidade por hospedeiro em relacédo

aos outros estagios;

- Bovinos foram hospedeiros mais adequados para larvas de A. parvum da Argentina

gue para 0 mesmo estagio do carrapato do Brasil;

- Cobaias ndo desenvolveram resisténcia a A. parvum do Brasil e da Argentina apds

infestagOes sucessivas com larvas e ninfas;

- Cobaias sensibilizadas por infestacbes com A. parvum do Brasil ndo expressaram

reacOes cutaneas significativas de hipersensibilidade ao extrato de carrapato;



65

- A divergéncia de 3 - 3,7 % encontrada na sequéncia 16S de DNA ribosomal
mitocondrial (rDNA) entre A. parvum do Brasil e da Argentina ndo € suficiente para

separa-los como espécies distintas.
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Figura 1. Camaras de alimentacdo para infestacdo em (a) coelho (O. cuniculus), tanto
para a comparagdo dos parametros quanto para o teste de isolamento reprodutivo; (b)
cobaia (C. porcellus), (c) cado (C. familiares) e (d) bovino (B. taurus taurus),
Uberlandia, 2012.
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Figura 2. (a) Peso da fémea ingurgitada (PFI); (b) peso da massa de ovos (PMO) de
fémeas de A. parvum do Brasil e da Argentina (alimentados na presenca ou na auséncia
de machos) e hibridos resultantes do cruzamento entre carrapatos de origem argentina e
brasileira, Uberlandia, 2011. Dados expressos em média e desvio padrdo. Letras

diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).
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70

| .AFQE.‘I"I“I"IE]
100+ b 1 Brasil
Em Hibrido A (F Arg x M Bra)
1 Hibrido B (F Bra x M Arg)
£
2
[
w
c c
Casais puros Casais hibridos Fémeas
80
£
o
o
w
b b
Casais puros Casais hibridos Fémeas
150
100{ 2 2 a @
£
2]
&
o
50
b
1
b
u _
Casais puros Casais hibridos FEémeas

Figura 4. (a) Taxa de eclosdo de larvas (Eclo); (b) conversao da reserva alimentar em
ovos (IECO); (c) recuperacdo (Rec) de fémeas de A. parvum do Brasil e da Argentina
(alimentados na presenca ou ndo de machos) e hibridos resultantes do cruzamento entre
carrapatos de origem argentina e brasileira, Uberlandia, 2011. Dados expressos em

média e desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).
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média e desvio padrao. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Figura 9. (a) Peso; (b) periodo de ingurgitamento; (c) periodo de ecdise; (d) taxa de
recuperacdo; (e) taxa de ecdise de ninfas A. parvum do Brasil e da Argentina
alimentados nas diversas espécies hospedeiras, Uberlandia, 2012. Dados expressos em
média e desvio padrao. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Brasil e da Argentina, quando alimentados sobre diversas espécies hospedeiras,
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Figura 14. (a) Peso; (b) periodo de ingurgitamento; (c) periodo de ecdise; (d) taxa de
recuperacao; (e) taxa de ecdise de larvas de carrapatos A. parvum do Brasil alimentados
sobre cobaias sem contato prévio com carrapatos (primeira infestacdo) e em cobaias
previamente sensibilizadas (terceira infestacdo), Uberlandia, 2012. . Dados expressos

em média e desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).
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recuperacdo; (e) taxa de ecdise de ninfas de carrapatos A. parvum do Brasil alimentados
sobre cobaias sem contato prévio com carrapatos (primeira infestacdo) e em cobaias
previamente sensibilizadas (terceira infestacdo), Uberlandia, 2012. . Dados expressos

em média e desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).
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Figura 16. (a) Peso; (b) periodo de ingurgitamento; (c) periodo de ecdise; (d) taxa de
recuperacdo; (e) taxa de ecdise de larvas de carrapatos A. parvum da Argentina
alimentados sobre cobaias sem contato prévio com carrapatos (primeira infestagdo) e
em cobaias previamente sensibilizadas (terceira infestacdo), Uberlandia, 2012. . Dados

expressos em média e desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas

(p<0,05).
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Figura 17. (a) Peso; (b) periodo de ingurgitamento; (c) periodo de ecdise; (d) taxa de
recuperacdo; (e) taxa de ecdise de ninfas de carrapatos A. parvum da Argentina
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(p<0,05).
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APENDICE



Tabela 1. Parametros bioldgicos de fémeas de A. parvum do Brasil ou da Argentina, puras e hibridas resultantes do cruzamento de fémeas e

machos de origens diferentes (brasileira ou argentina) e puras ingurgitadas na auséncia de machos, alimentadas em coelhos, Uberlandia,

2011.
Peso (mg) Periodo (dias)
Eficiéncia na
Carrapato Recuperacéo Fémea Massa de ovos  Ingurgitamento Pré Incubacdo Ecloséo de producéo de
(%) ingurgitada postura dos ovos larvas (%) ovos (%)
Casalis puros 91,7+9,62a 389,0+779a 212,0+51,1ab 10,2+0,907ab 45%0,673a 29,6+0953a 748+255ab 54,4 +8,77 a
(Arg) (83,3 - 100) (237 - 546) (108 - 283) (9-12) (3-6) (28 - 31) (15-99) (31,7 - 64,6)
Casais puros 875+16a 400,0+751a 198,0+834a 89+14la 48+133a 31,9+282hb 59,9+332a 48,2+ 16,1a
(Bra) (66,7 - 100) (287 - 549) (15,3 - 315) (8-14) (4-9) (30-42) (0-98,7) (4,29 - 60,2)
Hibrido A 875+16a 404+129,2a 228,0+100ab 10,6 +2,89b 40+105a 29,6 £0,746 a 77,7+ 14 ab 53,8+ 13,3a
(F Arg x M Bra) (66,7 - 100) (122 - 623) (27,2 - 376) (9-21) (1-5) (28 - 31) (51,7 - 98,7) (9,82 - 65)
Hibrido B 875+16a 446,3+1114a 273,0+47Db 10+1,73ab 43+0885a 305%0841la 87,9+111b 58,2+46a
(F Brax M Arg) (66,7 - 100) (30,3 -579) (189 - 351) (8 - 16) (2-6) (29 - 32) (63,3 -99,3) (43 -63,1)
F Arg 0b 475+211b 74+46¢C - 110£297b - 0c 9,8+4,76b
(18,1 - 96,4) (0,7-13,1) (8 -16) (1,18 -13,9)
E Bra 20,8+£16b 80,1+50,4b 176+176¢ 158+349¢c 6,3+582a Oc 112+72b
(0-33,3) (16,6 - 226) (2,4 -48,4) (14 - 22) (1-14) - (2,84 - 21,5)

Dados expressos em média, desvio padrdo e variacdo (entre parénteses).

Arg, Argentina; Bra, Brasil; F, fémea; M, macho. Hibrido A (F Arg M Bra), carrapatos hibridos descendentes do cruzamento entre fémea da Argentina e macho do Brasil; Hibrido B (F
Bra M Arg), carrapatos hibridos descendentes do cruzamento de fémea do Brasil e macho da Argentina.

Valores seguidos de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente (p>0,05).
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Tabela 2. Parametros bioldgicos de fémeas de A. parvum do Brasil e da Argentina alimentadas em diferentes espécies hospedeiras, Uberlandia,

2012.
Espécie Origem  Recuperagdo  Peso (mg) Periodo (dias) Ecloséo de Eficiéncia na
hospedeira (%) Fémea Massa de ovos Ingurgitamento Pré Incubacéo larvas (%) producéo de
ingurgitada postura dos ovos ovos (%)
Oryctolagus  Bra 88+10,95a 419,7+129,1a 211,3+96,07 a 10,3+132a 41+08ab 292+252a 65,4 +4251a 46,3+ 14,74 a
(80 - 100) (123,7 - 624,8) (5,4 - 361,9) (9-14) (3-6) (27 - 35) (1-99,99) (20,33 - 46,58)
cuniculus
Arg 92+17,89a 370,5+ 76,69 a 185,9+6056a 10,1+1,06ab 4,1+0,69ab 285+13la 825+2297ab  50,3+13,13a
(60 - 100) (213,4 - 523,1) (58,6 - 281,3) (8-12) (3-5) (26 - 32) (10 - 99,99) (17,33 - 69,02)
Cannis Bra 90+1155a 410,9+132,3a 238,3+ 78,77 a 86+t12c 47+077a 336%£1,39b 86,3+ 15,49 ab 56,4+5,79a
(80 - 100) (97,3-583,1) (50,4 - 348,5) (7-11) 4-7 (31-36) (50 - 99,9) (40,22 - 62,97)
familiares
Arg 90+11,55a 387,6 £102,0a 204,1+67,41a 8,8+ 1,1bc 47+057a 331+096b 97,6 £3,41b 525+9,19a
(80 - 100) (122,7 - 527,3) (65,6 - 299,2) (7-11) (4-6) (32-35) (90 -99) (28,03 - 63,58)
Bos taurus Bra 72+10,95 a 4545+8491a 222,8+ 69,29 a 108+246a 38+125b 328+0,88b 938+7,3hb 479+70a
(60 - 80) (324,7 - 628,4) (126,2 - 383,4) (7 - 15) 2-7 (32-35) (75 - 99,99) (36,87 - 61,01)
taurus
Arg 68 +£10,95a 375,1+£76,63 a 190,1 £ 65,55 a 104+132a 4,1+09ab 33,7x1,25b 90,6 £9,76 b 50,0+ 12,94 a
(60 - 80) (263,7 - 565,4) (23,2 -281,5) (8-12) (3-6) (32-36) (70 - 99,99) (7,48 - 64,05)

Dados expressos em média, desvio padréo e variacdo (entre parénteses).

Bra, Brasil; Arg, Argentina.

Valores seguidos de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente (p>0,05).



Tabela 3. Parametros bioldgicos de larvas de A. parvum do Brasil e da Argentina

alimentados em diferentes espécies hospedeiras, Uberlandia, 2012.
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Espécie Origem Recuperacdo (%)  Peso (mg) Periodo (dias) Ecdise (%)
hospedeira Ingurgitamento Ecdise
Cavia Bra 559+334a 055+003a 50+034ab 10,4+053bcd 944+214a
(50,76 - 60) (0,44 - 65,3) (3-8) (9-11) (91,13 - 96,83)
porcellus
Arg 425+518b 052+0,0l1a 55%0,18b 10,0 + 0,54 be 94,5+2,66a
(32,34 - 46,74) (0,37 - 62,6) (3-8) (9-11) (91,3-97,71)
Oryctolagus Bra 309+439bc 052+0,04a 57+£029b 10,6 £1,5 abd 96,1+15a
(24,62 - 35,64) (0,3-33,1) (4-11) (9-14) (94,79 - 98,5)
cuniculus
Arg 31,3+1453bc 050+0,04a 57+095b 9,1+0,1c 97,2+0,97a
(8,7 - 45, 65) (0,3 - 40,6) 3-9) (8-11) (95,83 - 98,21)
Cannis Bra 153+1,62de 048+0,03a 43+052a 12,0+0,84a 959+3,68a
(13,08 - 17,44) 0,4 -17,9) 3-7) (10-17) (89,47 - 98,39)
familiares
Arg 114+236e 053+008a 45+052a 11,5+0,75 ad 93,1+2,92a
(7,34 - 13,4) (0,41-11,2) 3-7) (9-14) (88,89 - 96,15)
Bos taurus Bra 11,3+0,75e 0,52+0,04a 42+02a 104+04bcd 76,3+1849b
(10,26 - 12,3) 0,2-17,7) (3-8) (9-14) (53,33-97,78)
taurus
Arg 26,7+781cd 054+0,02a 49+046ab 9,4+0,38 bc 86,4 +7,77 ab
(13,59 - 34,51) (0,4 - 47,9) 4-7 (9-11) (74,32 - 94,44)

Dados expressos em média, desvio padrdo e variagdo (entre parénteses).
Bra, Brasil; Arg, Argentina.
Valores seguidos de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente (p>0,05).
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Tabela 4. Parametros bioldgicos de ninfas de A. parvum do Brasil e da Argentina

alimentados em diferentes espécies hospedeiras, Uberlandia, 2012.

Espécie Origem  Recuperacéo (%) Peso (mg) Periodo (dias) Ecdise (%)
hospedeira Ingurgitamento Ecdise
Cavia Bra 81,7+9,8a 73+0,19a 52+02b 16,6 +0,32 a 98,1 +3,06a
(75 - 100) (4 -57,5) (3-8) (16 - 20) (93,33 - 100)
porcellus
Arg 76,7 +6,06 a 6,3+0,09b 4,8 +0,16 bc 16,6 +0,45 a 100+ 0a
(70 - 85) (4,65-51,2) (3-8) (16 - 19) (100 - 100)
Oryctolagus Bra 65+28,94 a 5,2+ 0,67 cd 46 +0,22 bc 13,8+0,59d 100+0a
(55 - 95) (4-433) 3B-7) (12 - 16) (100 - 100)
cuniculus
Arg 55+28,94a 54+0,5bc 6,8+2,08a 143+0,34 cd 975+5,59a
(25 - 95) (2-38,6) (4-12) (11 -16) (87,5 - 100)
Cannis Bra 70+12,25a 46 +0,62cd 45+054bc 15,2+0,64 bc 988+28a
(50 - 80) (2,7 - 46,3) (3-6) (14 -17) (93,75 - 100)
familiares
Arg 46+1981la 4,4+0,67d 3,7+0,11c 14,7+ 0,37 bc 100£0a
(30 -80) (2,6 - 53,3) 3-7) (14 - 18) (100 - 100)
Bos taurus Bra 66 £ 20,43 a 5,1+0,62cd 45+026bc 148%x0,29bc 829%12,07b
(35-90) (2,7 - 64,5) 4-7 (14 - 15) (66,67 - 100)
taurus
Arg 62+3154a 5,0+0,36 cd 4,9+0,28 bc 154+0,43b 795+12,19b
(25 - 95) (2-44,7) 3-7) (14 - 16) (69,23 - 100)

Dados expressos em média, desvio padrdo e variagdo (entre parénteses).

Bra, Brasil; Arg, Argentina.
Valores seguidos de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente (p>0,05).
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Tabela 5. Nimero de ovos em 20 mg de massa de ovos, com vinte dias de postura por

fémeas de A. parvum do Brasil e da Argentina alimentadas em coelhos, Uberlandia,

2012.

NUmero de ovos em 20mg

Ori
rigem Média Mediana
389,9+£33,43a 398,5a
Brasil (329 - 426) (367 - 415,3)
368,4 £ 13,80 a 374,0Db
Argentina (346 - 383) (358 - 379)

Dados expressos em média, desvio padréo e variagdo (entre parénteses).
ou mediana e interquartis (entre parénteses).

Valores seguidos de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente
(p>0,05).
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Tabela 6. Numero de espécimes de A. parvum do Brasil e da Argentina produzidas por

cada uma das diferentes espécies hospedeiras, apés infestacdo com larvas, ninfas e

adultos, Uberlandia, 2012.

Infestacéo 100 larvas 10 ninfas 100 larvas Um casal Um casal
inicial com: de adultos de adultos
Estagio L N LeN A A LeN
alimentado:
Produzido e N A A L A
calculado:
Hospedeiros Origem
Cavia Bra 58 +3,59a 8+0,89a 464+542a - -
porcellus (53 -63) (7 - 10) (37 -54) - -
Arg 53,1+1297a 7,7+06la 405+93la - -
(40 - 68) (7-9) (30 -54) - -
Oryctolagus Bra 297+438b 72+172a 208+236b 2134 +£ 1069 a 450,5+252,2 a
cuniculus (23-34) (6 - 10) (18 - 24) (1220 - 3977) (249,2 - 881,2)
Arg 30,4+14,05b 54+3a 15+ 10,61 bc 2556 + 653,6 ab  402,6 + 315,7 a
(8-44) (3-10) (7-33) (1927 - 3588) (165,4 - 867,3)
Cannis Bra 147+1,75bcd 69+114a 10,2+214bc 4595 + 1749 b 447+122 a
familiares (13-17) (5-8) (8-14) (2553 - 6526) (245,6 - 566,8)
Arg 12,4+502cd 4,6+198a 6,4+565c 3397 + 1276 ab 200,8+ 164 a
(7 - 20) (3-8) (3-16) (1919 - 5355) (103,2 - 492,6)
Bos taurus Bra 5,7+435d 55+2,18a 36+341c 3808 +816,4ab 196,2+1251a
taurus (2-11) (3-9) (1-9) (2642 - 4739) (63,52 - 372,2)
Arg 232+758bc 48+23%9a 12+7,97hbc 2294 + 964 a 242,3+159,8 a
(12-33) (3-8) (3-23) (742,8 - 3043) (58,34 - 451,7)

Dados expressos em média, desvio padrdo e variacdo (entre parénteses).

L, larvas; N, ninfas; A, adultos; Bra, Brasil; Arg, Argentina.

Valores seguidos de mesma letra na coluna nédo diferem estatisticamente (p>0,05).
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Tabela 7. Pardmetros bioldgicos de larvas de A. parvum do Brasil alimentadas em
cobaias sem contato prévio com carrapatos (primeira infestacdo) e em cobaias

previamente sensibilizadas (terceira infestacdo), Uberlandia, 2012.

Infestacdo ~ Recuperacédo (%) Peso (mg) Periodo (dias) Ecdise (%)
Ingurgitamento Ecdise
Primeira 559+334a 0,55+0,03a 50+0,34a 10,4+0,53a 944+214a
(50,76 - 60) (0,44 - 65,3) (3-8) (9-11) (91,13 - 96,83)
Terceira 58,1+79a 0,57+0,01a 47+012a 106 £045a 93,4+1,66a
(44,87 - 67,44) (0,43 -73,1) (3-7) (9-12) (91,25 - 95,63)

Dados expressos em média, desvio padrdo e variacdo (entre parénteses).
Valores seguidos de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

Tabela 8. Parametros bioldgicos de ninfas de A. parvum do Brasil alimentadas em
cobaias sem contato prévio com carrapatos (primeira infestacdo) e em cobaias

previamente sensibilizadas (terceira infestagdo), Uberlandia, 2012.

Infestacdo Recuperagdo (%) Peso (mg) Periodo (dias) Ecdise (%)
Ingurgitamento Ecdise
Primeira 81,7+9.8a 7,3+0,19a 52+0,2a 16,6 £0,32a 98,1 +3,06a
(75 - 100) (4-575) (3-8) (16 - 20) (93,33 - 100)
Terceira 82,5+758a 7,0£0,26a 4,7+0,26 b 16,7+0,43a 99,0+241a
(75 - 95) (4,9 -58,4) (3-8) (16 - 18) (94,11 - 100)

Dados expressos em média, desvio padrdo e variag¢do (entre parénteses).
Valores seguidos de mesma letra na coluna nédo diferem estatisticamente (p>0,05).
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Tabela 9. Parametros biologicos de larvas de A. parvum da Argentina alimentadas em

cobaias sem contato prévio com carrapatos (primeira infestacdo) e em cobaias

previamente sensibilizadas (terceira infestacdo), Uberlandia, 2012.

Peso (mg) Periodo (dias)

Infestacdo ~ Recuperacgdo (%)

Ecdise (%)

Ingurgitamento Ecdise
Primeira 425+518a 0,52+0,01a 55+0,18a 10,1+ 054 a 94,5+2,66 a
(32,34 - 46,74) (0,37 - 62,6) (3-8) (9-11) (91,3-97,71)
Terceira 51,8+95a 0,55+0,01b 4,7+0,13b 10,0+ 041a 96,5+2,04a
(94,55 - 99,32)

(40,22-64,4)  (0,5-78,3) (3-7) (9-11)

Dados expressos em média, desvio padrdo e variacdo (entre parénteses).
Valores seguidos de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente (p>0,05).

Tabela 10. Parametros biologicos de ninfas de A. parvum da Argentina alimentadas em

cobaias sem contato prévio com carrapatos (primeira infestacdo) e em cobaias

previamente sensibilizadas (terceira infestacdo), Uberlandia, 2012.

Peso (mg) Periodo (dias)

Ecdise (%)

Infestacdo ~ Recuperagdo (%)

Ingurgitamento Ecdise
Primeira 76,7 £ 6,06 a 6,3+0,09a 48+0,16a 16,6 £0,45a 100+0a
(70 - 85) (4,65 -51,2) (3-8) (16 - 19) (100 - 100)
Terceira 78,3+6,06 a 6,3+0,18a 48+0,16a 16,6 + 0,16 a 100+£0a
(15 -18) (100 - 100)

(70 - 85) (4,9 - 55.8) (3-7)

Dados expressos em média, desvio padrdo e variacdo (entre parénteses).
Valores seguidos de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente (p>0,05).
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Tabela 11. Porcentagens de aumento do pavilhdo auricular de cobaias, ao longo do tempo, apds inoculacdo com extrato total de adultos nédo

alimentados de A. parvum, Uberlandia, 2012.

Tempo
Grupos
10min 1h 2h 5h 18h 24h 48h 72h 96h
Teste 13,3+6,59 215+129  31,7+1551 30,0%+11,79 33,1+£16,94 27,4 +16,42 22,8 + 16,64 20,3+ 15,75 17,3+ 157
(16,5 a) (19,1a) (32,7 ) (23,33) (37,1a) (32,8a) (17,5a) (15,8 @) (15,8 a)
Controle 41,4+ 37,0 394+34,15 30,7+£27,96  33,4%23,62 16,4 £ 10,52 26,1 + 20,79 19,0 £14,68 13,4+11,81 9,8 +8,92
(42,7 @) (37,4a) (26,7 a) (32,9 a) (16,0 a) (30,8 a) (20,1 a) (12,4 a) (8,8 a)

Dados expressos em média, desvio padrdo e mediana (entre parénteses).
Valores seguidos de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente (p>0,05).
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Projeto Pesquisa: “Estudo comparativo da biclogia de carrapatos Amblyomma
parvum (Aragdo: 1908) (Acari: Ixodidag) de duas populagbes distintas quando
alimentados em diversas espécies animais e avaliagido de isolamento
reprodutivo entre eles™

Pesquisador Responsavel: Matias Pablo Juan Szabd

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redagdo e da metodologia apresentadas.

SITUACAQ: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE A CEUA PARA FINS DE

ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

AO FINAL DA PESQUISA DEVE SER ENTREGUE A CEUA UM RELATORIO.
O MODELO DESTE ESTA NO SITE.

Uberlindia, 20 de dezembro de 2011
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Prof. Dr. Evandro de Abreu Femandes
Presidente da CEUA/UFLU
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ANALISE FINAL N2 057/12 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 030/12

Projeto Pesquisa: “Estudo comparativo da biclogia de carrapatos
mblyommaparvum (Aragdo: 1908) (Acari: Ixodidae) de duas populacdes
distintas quando alimentados em diversas espécies animais e avaliacédo de
isolamento reprodutivo entre eles.”

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Matias Pablo Juan Szabd

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacéo e da metodologia apresentadas.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

AO FINAL DA PESQUISA DEVE SER ENTREGUE A CEUA UM RELATORIO.
O MODELO DESTE ESTA NO SITE.

Uberlindia, 27 de Junho de 2012

HOn .;'-.p-F-«.-' - j'-.}.-

Prof. Dr. Jonas Dantas Batista
Coordenador Pro tempore da CEUA/UFU
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