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Influéncia do comportamento gregario nos processos de muda de Haemaphysalis leporispalustris (Acari: Ixodidae)
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The aim of the experiment was to evaluate the influence of different aggregations on the molting process of the
nidicoulus ticks, Haemaphysalis leporispalustris. Tick-naive domestic rabbits (Oryctolagus cuniculus) were used
as experimental hosts for the parasitic phase. All free-living phases were kept into 4.5 mL glass vials in incubators
at 27+1°C, 80+5% relative humidity and scotophase. The periods of pre-molt, molt, percentage of ecdisis and
molting pattern of larvae and nymphs were studied. A total of 1560 engorged larvae and nymphs were divided in six
groups of aggregations: 1, 5, 10, 20, 40 and 80 ticks with ten repetitions. The molting of nymphs and adults were
observed daily. The percentage of ecdysis was the only parameter with no statistical difference among the groups
(p>0.05). All others parameters were statisticaly different (p<0.05). The results suggested that highest aggregations
accelerate the molting process of H. leporispalustris. We recommended the following aggregations: 4.4 ticks/ml

for scientific research and less than 7.7 tick/ml for ticks maintenance.
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RESUMO

O experimento objetivou verificar a influéncia de diferentes
agregac0es sobre os parametros relacionados aos processos de
muda ninfal e de adulto de Haemaphysalis leporispalustris.
Foram utilizados como hospedeiros coelhos domésticos
(Oryctolagus cuniculus) primo-infestados. Foram analisados
os periodos de pré-ecdise, de ecdise e de muda, o percentual e
o ritmo de ecdise para ambos 0s estagios estudados. Durante
toda a fase ndo-parasitaria, os carrapatos foram mantidos em
frascos de vidro com capacidade de 4,5 ml em condi¢des con-
troladas de temperatura (27+1°C), umidade (80+£5%) e
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escotofase. Um total de 1560 larvas ingurgitadas e de 1560
ninfas ingurgitadas foi utilizado. Os carrapatos foram dividi-
dos em seis grupos contendo um, cinco, dez, 20, 40 e 80 espé-
cimes cada. Para cada um desses grupos foram realizadas dez
repeticdes. Os processos de muda ninfal e de adulto foram acom-
panhados diariamente. Verificou-se que ndo houve relacéo en-
tre as diferentes agregagdes e o percentual de ecdise em nenhu-
ma etapa experimental (p>0,05). Em todos os outros parametros
bioldgicos estudados, verificaram-se diferencas significativas
(p<0,05). Os resultados obtidos sugerem que agregacdes com
40 e 80 exemplares aceleraram os processos de muda. Reco-
menda-se agregacoes de até 17 carrapatos/ml para manutencdo
de coldnias e 4,4 carrapatos /ml para experimentagao cientifica

PALAVRAS-CHAVE: Haemaphysalis leporispalustris; Agre-
gacdo; Muda, Ixodidae, Larvas; Ninfas.

INTRODUCAO

Nos artrépodes, o processo de muda é determinado pela
existéncia de um exoesqueleto que necessita ser substituido
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sempre que se torna pequeno para 0 0rganismo em cresci-
mento. A muda pode ser definida como todo o processo que
envolve a substituicdo do exoesqueleto; sendo a ecdise ape-
nas a etapa final deste processo (COLLAHAN, 1972). Nos
ixodideos, as ecdises ninfal e de adulto sdo processos obriga-
torios no ciclo biolégico. Desta maneira, o entendimento dos
processos de muda de cada espécie é fundamental paraa com-
preensdo do ciclo bioldgico da mesma.

Os beneficios do comportamento gregario para algumas
espécies de ixodideos durante a alimentacdo sdo notérios e ja
se conhece o papel de alguns feromdnios neste processo
(RECHAV et al., 1997; WANG et al., 2001). Em relagdo a
fase ndo parasitaria, o feroménio de reunido esta relacionado
com o comportamento gregario, sendo este, no entanto, pou-
co estudado. Sabe-se que algumas espécies de carrapatos tém
comportamento gregario durante o processo de muda, porém
ndo existem estudos direcionados para tal fim (HAMILTON,
1992).

A espécie Haemaphysalis leporispalustris (Packard, 1869)
é ainda pouco estudada no Brasil. Nos estagios imaturos, é
um parasita de aves e pequenos mamiferos. Na fase adulta,
tem como principais hospedeiros coelhos silvestres (GUIMA-
RAES, 2001).

Esta espécie de carrapato vem sendo incriminada como
potencial vetor dos agentes da Febre Maculosa e da Borreliose
de Lyme entre seus hospedeiros silvestres, no entanto alguns
aspectos importantes necessitam de maiores esclarecimentos.
Como por exemplo, o papel da espécie na epidemiologia da
Febre Maculosa Brasileira, uma vez que Rickettsia rickettsii
ja foi isolada deste carrapato e de seus hospedeiros silvestres
(LEMOS MONTEIRO, 1933; FUENTES et al., 1985;
SHIRAI, 1961; PARKER, 1951). Haemaphysalis leporis-
palustris também ja foi relatada parasitando humanos (ES-
TRADA-PENA; JORGEJAM, 1999).

E notdria a importancia da manutencdo de coldnias de
artrépodes vetores em laboratorios, incluindo os carrapatos,
para estudos experimentais sobre a biologia dos mesmos. No
caso especifico dos carrapatos de trés hospedeiros, como é o
caso de H. leporispalustris, os trés estagios do ciclo biologi-
co passam por fases no hospedeiro (fase parasitaria) e outras
fora do mesmo (fase de vida livre). Os procedimentos
laboratoriais para a manutencgéo da fase de vida livre consis-
tem basicamente em juntar um determinado nimero de exem-
plares em tubos de ensaio, 0s quais sdo mantidos em tempera-
tura, umidade e luminosidade controladas até a ecdise. Em-
bora este seja um procedimento padrao (FREITAS etal., 2000;
LABRUNA et al., 2000;CARDOSO et al., 2002), a literatura
pertinente ndo registra dados sobre a possivel influéncia da
quantidade de exemplares das diferentes espécies de carrapa-
tos estudados até o presente em relacdo ao espago ocupado
pelos mesmos nos processos de muda.

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do com-
portamento gregario nos estdgios imaturos de H.
leporispalustris durante os processos de muda. E desta ma-
neira, entender melhor o processo de ecdise para facilitar a
criacdo desta espécie em condicdes laboratoriais.

Cancado et al.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Ixodologia
do Departamento de Parasitologia Animal / Instituto de \Vete-
rinéria, localizado na Estagdo para Pesquisas Parasitologicas
W. O. Neitz, da Universidade Federal Rural do Rio de Janei-
ro, Municipio de Seropédica / RJ, Brasil.

Como hospedeiros foram utilizados coelhos domésticos
(Oryctolagus cuniculus) mesticos (Nova Zelandia X
Califérnia), de ambos os sexos cedidos pelo Setor de
Cunicultura do Instituto de Zootecnia/UFRRJ. Estes foram
mantidos em gaiolas individuais, alimentados com ragao co-
mercial para coelhos e 4gua fornecida ad libitum. Neste expe-
rimento, foi seguido o protocolo de Principios Eticos em Pes-
quisa Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimen-
tacdo Animal (COBEA).

O experimento teve seu inicio a partir de fémeas perten-
centes a nona geracdo de uma colbnia pré-estabelecida no
Laboratorio de Ixodologia/lUFRRJ. Durante todo 0 experimen-
to, a fase ndo-parasitaria foi mantida em estufa incubadora
para B.O.D reguladas a temperatura de 27+1°C, umidade re-
lativa de (UR) 80+5% e escotofase. Apos o final da postura,
um “pool” foi formado. Este “pool” de ovos foi pesado, divi-
dido e armazenado em seringas plasticas de 5ml, cortadas e
tampadas com buchas de algod&o hidrofilico. O processo de
ecloséo das larvas foi observado diariamente. As larvas fo-
ram mantidas estocadas até atingirem idade adequada para as
infestacdes dos coelhos domésticos.

Todas as infestacfes seguiram a técnica utilizada por Neitz
et al. (1971), utilizando saco de orelha confeccionado com
pano, pasta UNA e esparadrapo para sua fixagdo. Cinco coe-
lhos foram infestados com 4000 larvas com 20 dias de jejum
(LABRUNA etal., 1997) e outros cinco com 2000 ninfas com
25 dias de jejum (FREITAS et al., 2000).

A partir do primeiro dia ap6s a infestacdo, os sacos de
pano foram abertos para limpeza e coleta dos espécimes
ingurgitados tdo logo iniciaram o desprendimento.

Todos os dias, as larvas ingurgitadas recuperadas foram
limpas e pesadas. Parte do material foi utilizado para monta-
gem do experimento e o restante foi novamente armazenado
em seringas plasticas cortadas, fechadas com buchas de algo-
dao e mantidas sob as mesmas condicdes de temperatura e
umidade relativa. Essas larvas ingurgitadas deram origem as
ninfas que foram utilizadas para a segunda etapa do experi-
mento.

No dia modal de recuperacéo, as larvas ingurgitadas fo-
ram coletadas, limpas e pesadas. Ap6s a formacdo de um
“pool” contendo todas as larvas ingurgitadas coletadas na-
quele dia, estas foram divididas em seis grupos A, B, C, D, E
e F contendo um, cinco, dez, 20, 40 e 80 espécimes por frasco
de vidro de 4,5ml de volume, respectivamente. Para cada grupo
foram formadas dez repeticGes, todas no mesmo dia. Os fras-
cos foram identificados, tampados com buchas de algodao
hidrofilico e mantidos em estufa incubadora para B.O.D. nas
mesmas condicBes para acompanhamento de todo o processo
de muda.
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A montagem do experimento para observacdo do proces-
so de ecdise de adulto seguiu os moldes do experimento de
ecdise ninfal. Formaram-se os grupos A, B, C, D, E e F con-
tendo um, cinco, dez, 20, 40, e 80 individuos respectivamen-
te. Nesta etapa, formou-se o nimero maximo possivel de re-
peticOes por dia, respeitando-se a uniformidade dos tratamen-
tos, até que fossem completadas dez repeticGes. Da mesma
forma que para as larvas ingurgitadas, os frascos foram fecha-
dos e mantidos em condicGes controladas para observacéo de
todo o processo.

Os parametros analisados para 0s processos de muda para
ninfa e para adultos foram: periodos de pré-ecdise e de ecdise
(CHACON et al., 2003); periodo de muda (ou “pre-molting
period”) e percentual de ecdise (BELLATO; DAEMON, 1997)
e ritmo de ecdise definido como percentual médio diario de
ecdise.

Para a andlise do periodo de pré-ecdise, percentual de
ecdise e o periodo de muda foram feitos testes de Analise de
Variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey-Kramer. Quan-
do, os desvios padrdes mostraram diferenca significativa en-
tre as populaces através do teste de Bartlett, foi necessaria a
realizacdo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis segui-

do do teste de Dunn. Para a analise do periodo de ecdise, 0
grupo A foi retirado da analise por possuir apenas um indivi-
duo por frasco, ndo sendo possivel realizar uma analise fide-
digna com esses dados. Os demais grupos foram analisados
pelos mesmos testes citados acima. Aanalise do ritmo de ecdise
foi feita pela comparacéo das curvas de ecdise em graficos de
linha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados a seguir sao pioneiros, sendo
este o primeiro estudo sobre agregacéao de ixodideos na fase
ndo-parasitaria realizado de forma controlada. Os mesmos
estdo dispostos nas Tabelas 1 e 2 e nas Figuras 1 e 2.

O periodo de pré-ecdise ninfal mostra uma clara tendén-
cia a diminuir quando se aumenta a agregacao (Tabela 1). O
grupo E e o grupo F obtiveram a mesma média 840 dias igua-
lando a média ao limite minimo observado. Este resultado
mostra que, quando a agregacao alcancou niveis elevados, 0s
efeitos decorrentes desta, chegaram ao limite. Na maioria dos
grupos, o valor minimo (oito dias) foi alcancado em alguma
repeticdo. A Unica excecdo foi 0 grupo A, porém sé nos gru-
pos onde a agregacao era maior, as médias se igualaram aos

Tabela 1. Efeito do comportamento gregario sobre os parametros de ecdise ninfal de
Haemaphysalis leporispalustris em seis niveis de agregagao (1, 5, 10, 20, 40, 80 individuos/
frasco) mantido em estufas tipo B.O.D. a 27+1°.C e 80+5% UR. Médias seguidas de desvio

padréo e amplitude.

Parametros Grupos com diferentes agregacgdes
Bioldgicos A B C D E F
n=10 n=50 n=100 n=200 n=400 n=800
Periodo de Pré-ecdise (dias) 12,4+1,78 9,4+0,1%® 8,6+0,7°° 8,2+0,4%° 8+0° 8+0°
10-15 8-11 8-10 8-9 8-8 8-8
Periodo de Ecdise (dias) - 6,3+1,7° 8,7+2,7% 94+4,3® 12 2+3 5% 10,2+2,12
5-9 4-13 5-17 6-19 7-13
Periodo de Muda (dias) 12,4+1,62 11,5+2,2> 11,542,4°> 11,1425 11,2+2,6° 10,5+2,0°
10-15 8-18 8-19 8-25 8-21 8-20
Percentual de ecdise 70+48,3%  88+10,3*  92+7,92 89+4,62 83+11,22  89,1+3,92
0-100 80-100 80-100 80-95 65-100 80-92

Letras iguais, na mesma linha, médias néo diferem entre si (p>0,05).

Tabela 2. Efeito do comportamento gregario sobre os parametros de ecdise de adultos de
Haemaphysalis leporispalustris em seis niveis de agregagéo (1, 5, 10, 20, 40, 80 individuos/
frasco) mantidos em estufas tipo B.O.D. a 27+1°.C e 80+5% UR. Médias seguidas de desvio

padréo e amplitude.

Parametros Grupos com diferentes agregacgoes
Biologicos A B C D E F
n=10 n=50 n=100 n=200 n=400 n=720
Periodo de Pré-ecdise (dias) 12,840,682 11,7+0,5® 11,7+0,9%  10+0° 1140,7 ®* 10+0¢
12-14 11-12 10-13 10-10 10-12 10-10
Periodo de Ecdise (dias) - 3,4+1,00  4,7+t14% 5,6%0,72 5,7+0,92 5,2+0,72
2-5 3-8 4-6 5-7 4-6
Periodo de Muda (dias) 12,8+40,62 12,9+1,1® 13,2+1,3* 12,0+1,2° 134122 11,9+41,1°
12-14 11-16 10-18 10-15 10-17 10-15
Percentual de ecdise 100+02 96+8,42 99+3,22 97+3,5° 99,8+0,4¢ 99,1+1,52
100 80-100 90-100 90-100 99-100 95-100

Letras iguais, na mesma linha, médias ndo diferem entre si (p>0,05).
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Figura 1. Ritmo de ecdise ninfal de Haemaphysalis leporispalustris em diferentes niveis de agregacgéo e a
temperatura (27+1°. C) e umidade relativa (80-5%) controladas. Grupo A: n=1; Grupo B:n=5; Grupo C:n=10;

Grupo D:n=20; Grupo E:n=40; Grupo F:n=80.

limites inferiores; provavelmente porque nestes grupos a va-
riabilidade genética alcangou niveis elevados. As médias ob-
tidas para H. leporispalustris foram significativamente dife-
rentes entre os seguintes grupos: a média do grupo A foi sig-
nificativamente maior que a dos grupos C, D, E e F. O Grupo
B teve sua média significativamente maior que a dos grupos
E e F (Tabela 1).

Quando se avalia o periodo de ecdise, é esperado que 0
valor médio seja maior em grupos maiores, uma vez que, com
maior variabilidade genética aumenta-se a possibilidade de
aparecerem valores extremos. Olivieri e Serra-Freire (1984)
afirmaram que o periodo de ecdise é mais influenciado pelo
tamanho da amostra do que por outros fatores. Desta forma,
os resultados relativos ao periodo de ecdise ninfal mostraram
tendéncia a aumentar o periodo quando se aumentou a agre-
gacdo até o grupo E (Tabela 2). Nos periodos de ecdise ninfal
de H. leporispalustris o grupo B foi significativamente inferi-
or que e os grupos E e F. (Tabela 1).

O periodo de muda é o parametro que melhor representa a
velocidade do processo de muda, por levar em consideracéo

todos os individuos de cada tratamento. Os parametros ante-
riormente discutidos consideram apenas valores extremos (0
primeiro e/ou o Gltimo individuo de cada repeticao). O perio-
do médio de muda foi reduzindo gradativamente, na medida
em que a agregacéo aumentou caracterizando a tendéncia de
se encurtar o periodo ndo parasitario. As médias obtidas para
H. leporispalustris foram significativamente distintas entre 0s
seguintes grupos: o grupo A foi significativamente superior
aos demais e 0s grupos B e C superiores ao grupo F.

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos com
relacdo ao percentual de ecdise ninfal. Os resultados mostram
que a agregacao aparentemente ndo interfere neste parametro
na especie estudada. A agregacdo maxima utilizada de 80 in-
dividuos por frasco, néo foi suficiente para aumentar a com-
peticdo a ponto de provocar mortalidade. Os possiveis efeitos
téxicos dos excrementos podem ter sido suplantados pelos
efeitos benéficos da agregacdo. Os valores médios dos
percentuais de ecdise ninfal de H. leporispalustris foram es-
tatisticamente semelhantes e variaram de 70+48,30%(A) a
9247,89%(C).
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Figura 2. Ritmo de ecdise de adulto de Haemaphysalis leporispalustris em diferentes niveis de agregacéo e a
temperatura (27+1°.C) e umidade relativa (80+5%) controladas. Grupo (A): n=1; Grupo (B):n=5; Grupo (C):n=10;

Grupo (D):n=20; Grupo (E):n=40; Grupo (F):n=80.

Uma clara tendéncia a aceleracéo do ritmo de ecdise ninfal
foi observada em grupos maiores. O dia modal ocorreu pri-
meiro nos tratamentos onde os carrapatos foram mantidos
agrupados. O grupo A, com apenas um individuo, apresentou
uma curva de ritmo distinta dos demais grupos, porém deve
se levar em consideracdo o tamanho da amostra (Figura 1).
As ecdises concentraram na metade anterior do periodo total.
Nota-se que os grupos C e E tiveram a maior parte das ecdises
concentradas entre 0 10° e 12° dia ap6s a formacéo dos gru-
pos. Os grupos B, D e F tiveram no 10° dia apés o desprendi-
mento, o dia modal. Este bem definido e com mais que 30%
das ecdises de cada grupo.

Os resultados obtidos para o processo de ecdise de adulto
estdo em concordancia com aqueles referentes ao processo de
ecdise ninfal. Também ficou clara a tendéncia da reducéao dos
periodos médios quando se aumentou a agregacdo. Quando
analisado o periodo de pré-ecdise, 0s grupos D e F obtiveram
suas médias iguais ao extremo inferior (10+0dias); o grupo E
obteve uma pequena variacdo, o que elevou a média para
11+0,67 dias. Os valores médios dos grupos D e F foram sig-
nificativamente iguais ao grupo E e inferiores aos demais. O

grupo A obteve a maior média (12,8+0,63 dias) sendo superi-
or aos grupos D, E e F (Tabela 2).

Os valores médios dos periodos de ecdise sdo diretamente
proporcionais a crescente agregagdo imposta aos grupos, como
mencionado anteriormente. Desta maneira, tais diferencas
encontradas nos periodos de ecdise de adulto sdo esperadas.

O periodo de muda de adulto ndo mostrou tendéncia de
prolongamento ou de reducdo. Analisando apenas 0s grupos
D e F, observou-se a reducgdo do periodo na maior agregacao
(grupo F). Assim o efeito da agregacdo sobre o periodo de
muda foi mais evidenciado no estagio larval.

Os valores médios obtidos para o percentual de ecdise de
adulto ndo deixam davidas de que a agregacdo nao foi deleté-
ria para processo em questdo. Todas as médias foram proxi-
mas de 100%, sendo o grupo B o que obteve a menor média
(96+8,43). O grupo A teve 100% de ecdise, evidenciando que

o isolamento ndo prejudicou o processo.

O ritmo de ecdise de adulto seguiu a tendéncia a reducédo
do periodo ndo-parasitéario. E evidente que os grupos D e F
tiveram seu ritmo acelerado. O grupo E teve apenas um pe-
queno desvio neste sentido (Figura 2).
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Estes resultados deixaram clara a tendéncia de reducgéo da
fase ndo parasitaria em elevadas agregagdes. O aumento do
metabolismo dos carrapatos agregados pode ter ocorrido em
funcdo da alteragdo micro-climatica proporcionada pela agre-
gacdo. A alteracdo ou formacdo de micro-climas em popula-
cOes agregadas € colocada por outros autores como benéfica.
Hamilton (1992) considerou o aumento da sobrevivéncia como
conseqliéncia da manutencdo de um micro-clima favoravel
quando as condigdes ambientais sdo desfavoraveis. A compe-
ticdo intra-especifica provocada pela agregagdo é
contrabalancada pelos efeitos benéficos da agregacgao: maior
capacidade de defesa, de encontrar recursos e modificar o
micro-clima favorecendo a sobrevivéncia (ZUBEN, 2000).
Porém ndo ha relatos especificos sobre efeitos de alteragdes
micro-climaticas nos parametros aqui estudados. Possiveis
consequéncias benéficas da aceleracdo do processo sao a
menor exposicdo a predadores e a maior probabilidade de
encontrar novos hospedeiros pelo fato dos carrapatos estarem
aptos mais cedo. O processo de ecdise de adulto de forma
agrupada pode ter efeito positivo sobre a reproducéo dos car-
rapatos, uma vez que aumentam as chances de parasitarem o
mesmo hospedeiro.

Os trabalhos sobre H. leporspalustris ndo trazem infor-
mac0es sobre as condi¢des de agregagao as quais 0s carrapa-
tos foram submetidos. Davis (1974), ao estudar a perda de
agua de ninfas e fémeas ingurgitadas de H. Leporispalustris
em diferentes temperaturas criticas, utilizou duas condicdes
de agregacgdo. No entanto, o autor ndo avaliou a possivel in-
fluéncia da agregacéo sobre o experimento. Freitas et al.,
(2000) utilizaram grupos de 50 individuos sem descrever a
relagdo entre o nimero de carrapatos e o volume de
armazenamento. Labruna et al. (2000) ndo mencionaram a
quantidade de exemplares mantidos nos frascos. Para estudar
a longevidade de adultos de H. leporispalustis, Cardoso et al.
(2002), separaram os carrapatos em grupos de 10 individuos,
no entanto n&o relataram o tamanho dos tubos de ensaio utili-
zados, impossibilitando estabelecer uma relacdo de numero
de carrapatos por volume.

A escassez de informacg6es sobre as condi¢Oes detalhadas
de manutencdo, onde se inclui a agregacdo, dos carrapatos
pode trazer falhas na interpretacdo e discussdo dos resulta-
dos, bem como dificultar a repeticdo do experimento. Desta
maneira, em virtude dos resultados apresentados sugere-se a
padronizacédo das condicdes gregarias de manutengdo dos es-
tagios imaturos de H. leporispalustis para experimentacao.

CONCLUSOES

N&o ocorreu prejuizo no percentual de ecdise em qual-
quer agregacao utilizada. Entretanto, nas maiores agregacoes,
8,9 e 17,8 individuos/ml. (grupos E e F, respectivamente), a
visualizagdo do processo fica prejudicada em funcéo dos re-
siduos resultantes do processo de muda. Desta forma, a utili-
zagao destas agregacgdes para experimentos cientificos ndo é
aconselhada. Para a manutencéo de colbnias em laborat6rio
estas podem ser utilizadas.

Cancado et al.

As agregacdes de até 4,4 individuos/ml (grupo D) propi-
ciam uma boa visualizacdo de todo o processo de ecdise, sen-
do esta a agregacdo recomendada para a experimentacao ci-
entifica (20 exemplares por frasco de 4,5ml). Quando neces-
saria, a manutencdo de individuos isoladamente pode ser uti-
lizada sem prejuizos para a colonia.
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