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INTRODUCAO

O Rhipicephalus sanguineus ¢ um carrapato trioxénico que se distribui mundialmente,
que parasita principalmente o cdo doméstico e cujos estagios de vida livre sdo bem adaptados
ao ambiente de seu hospedeiro. E responsavel por danos diretos e pela transmissio de
patogenos aos caes, como FEhrlichia canis, Babesia canis, Haemobartonella canis e
Hepatozoon canis (WOLDEHIWET & RISTIC, 1993). No Brasil, ele assume especial
importancia uma vez que ha relatos de parasitismo humano por este carrapato (DANTAS-
TORRES et al., 2006; LOULY et al., 2006).

Como uma forma de comunicagdo, os animais utilizam substancias quimicas, ¢ estas
substancias sdo conhecidas como semioquimicos ¢ podem atuar entre individuos de uma
mesma espécie, como os feromoénios, ou entre individuos de espécies diferentes, como os
alomonios e cairomonios (SONENSHINE, 1991). Entre os carrapatos a comunica¢do também
¢ existente. O encontro de hospedeiros adequados ¢ fundamental para a sobrevivéncia e
reproducdo dos ixodideos. Através da alimentacao os carrapatos asseguram sua sobrevivéncia,
mas também causam danos aos seus hospedeiros e transmitem agentes patogénicos.
Interferéncia com a alimentacdo ¢ uma possivel estratégia a ser utilizada para o controle de
carrapatos (WALADDE.& RICE, 1982), ja que os acaricidas usados atualmente possuem uma
forte correlagdio com poluicdo ambiental, intoxicacdo dos animais € com o rapido
desenvolvimento de resisténcia pelos carrapatos (MILLER et al., 2001)

Existem diversas substancias que sao liberadas pelo hospedeiro e que
contribuem para o comportamento de localizagdo e parasitismo do carrapato. Estas
substancias sdo os cairomodnios. O CO,, componentes da urina, moléculas liberadas pela
respiracdo ou substancias encontradas na pele dos animais foram demonstradas como
atrativas para vdarias espécies de carrapatos (GARCIA et al., 1965, CARROLL, 1999,
OSTERKAMP et al., 1999, MACMAHON & GUERIN, 2002). Dentre as varias modalidades

1-Aluno de Iniciag¢do Cientifica - manuella.co@hotmail.com
2-Orientador — ligia@iptsp.ufg.br



sensoriais utilizadas pelos carrapatos na localizagdo de seus hospedeiros a olfagdo ¢ de vital
importancia, uma vez que ndo apresentam 6rgaos dos sentidos desenvolvidos, como olhos e
ouvidos. Os odores sdo potencialmente os estimulos mais especificos encontrados por eles no
campo, segundo WALADDE & RICE (1982).

O reconhecimento de feromonios e de outros odores sdo realizados pelas sensilas do
tarso do primeiro par de patas, numa estrutura conhecida como 6rgdo de Haller. A gustacao
também ¢ importante no comportamento de alimentacdo de carrapatos, nas fases de
exploragdo do hospedeiro e fixacdo, as quais precedem o ingurgitamento. Quimiossensilas de
contato envolvidas com a gustacdo localizam-se principalmente nos palpos e queliceras
(WALADDE & RICE, 1982) e diferem-se das sensilas olfatdrias por possuirem um tnico
poro terminal enquanto as sensilas olfativas apresentam multiplas perfuracdes em sua parede.

Amplas variagdes ocorrem na especificidade por hospedeiros, duracdo e
multiplicidade de contatos ¢ no comportamento de localizagdo do hospedeiro. Mosquitos
(HEATH 2000) e moscas (GIKONYO et al., 2002) sao atraidos de forma diferenciada para
hospedeiros distintos, sendo que o papel das substancias quimicas estd bem definido nesta
mediacdo. WANZALA et al. (2004) estudando os carrapatos R. appendiculatus e R. evertsi
evertsi, ambos parasitas de bovideos, mas com sitios de fixagdo distintos (orelhas e regido
anal, respectivamente), verificaram que R. appendiculatus foram atraidos por substincias
extraidas de orelhas de bovinos e repelidos por substancias da regido anal. Para R. evertsi
aconteceu exatamente o contrario. LOULY et al. (2007) observaram que caes da raca Cocker
Spaniel Inglés apresentavam-se até 11 vezes mais parasitados por adultos de R. sanguineus do
que cdes sem raca definida. Em um experimento recente (LOULY et al., 2010), com duas
racas de cdes, uma considerada sensivel, Cocker Spaniel inglés e outra resistente, beagle
(LOULY, et al., 2009), foi demonstrado que adultos de R. sanguineus conseguiam diferenciar
as substancias das duas racas. Quando testados frente as substancias de contato colhidas dos
dois hospedeiros, os adultos preferiam ficar arrestados (cessar a locomocgao) nas substancias
colhidas dos Cocker do que na dos Beagle. Estes resultados reproduzem achados observados
in vivo, pois quando cdes de ambas as racas foram mantidos em um canil infestado por R.
sanguineus, os caes Cocker apresentavam um nimero significativamente maior de carrapatos
(LOULY et al., 2009).

Descreve-se que o carrapato utiliza de ferramentas importantes antes de iniciar o
repasto sanguineo, mas ndo foi demonstrado quais as sensilas de maior influéncia nesta
decisdo do carrapato, se sdo as sensilas olfatorias ou as sensilas gustativas. Propde-se entdo,

avaliar a capacidade do carrapato adulto em diferenciar as substancias atraentes/repelentes



presentes nos odores de cdes da raga Beagle e Cocker, seja pelos 6rgaos olfativo (6rgdo de

Haller) ou pelo 6rgao gustativo (palpos e queliceras).

METODOLOGIA
Carrapatos

Foram colhidas fémeas ingurgitadas de R. sanguineus de caes naturalmente infestados
para estabelecimento de uma coldnia. Os carrapatos foram mantidos em estufa (27°C e 80%
U.R.) e alimentados em coelhos (Oryctolagus cuniculus) para obtengdo de adultos (estagio de
testes). A cada 15 dias realizavam-se infestacdes de larvas, ninfas ou adultos nos coelhos,
com o objetivo de manter carrapatos adultos de 7 a 21 dias de idade, fase ideal pra realizacao

dos testes.

Teste de Arrestamento com carrapatos bloqueados e nao bloqueados

Foram colhidas substancias de contato da pele de quatro caes da raca Cocker Spaniel
Inglés (3 machos e 1 fémea) e de 5 cdes da raca Beagle (5 fémeas), os quais ja foram
definidos por LOULY et al. (2009) como sensiveis e resistentes, respectivamente, ao R.
sanguineus. Para isso, os cdes ficaram um periodo de 15 dias sem banho e 30 dias sem
tratamento acaricida.

As substancias foram colhidas usando uma modificagdo da técnica de CARROLL
(2002) descrita por LOULY et al. (2010). Varias flanelas de algoddo foram lavadas com
detergente neutro, enxaguadas com agua destilada e secas em estufa a 100°C por uma hora.
Posteriormente foram imersas em hexano, depois em acetona e secas em estufa a 100°C por
uma hora. As flanelas foram esfregadas nas costas, cabeca e parte externa das orelhas dos
cdes, por aproximadamente 5 minutos. As amostras colhidas de cada cdo foram
acondicionadas em plésticos selados e estocadas em freezer a -20°C.

Os caes foram numerados aleatoriamente de 1 a 5, sendo que, nos caes da raca Cocker
houve uma repeticdo de um cdo para totalizar 5 pares, sendo classificados da seguinte
maneira: B1- Brigite, B2- Luna, B3- Bela, B4- Mel, B5- Clara, C1 e C5- Nino, C2- Mel
fémea, C3- Principe, C4- Mel macho.

Para realizag¢do dos testes utilizaram-se bandejas retangulares (20 cm x 40 cm x 8 cm)
contendo agua destilada. Um retangulo de isopor (15 cm x 30 cm x 2 cm) foi fixado no centro

da bandeja usando agulhas fixadas com esparadrapo, evitando assim a fuga dos carrapatos. Na



extremidade oposta do isopor foi colocado um pedaco da flanela de algoddao contendo uma
das substancias em teste (Cocker ou Beagle). Dez carrapatos adultos, cinco machos e cinco
fémeas, nao alimentados, com idade de 7 a 21 dias foram liberados no centro do isopor. Apos
1, 18 e 24 horas da liberagdo, o local e nimero de carrapatos arrestados foram registrados.
Quatro repeticdes de cada tratamento foram feitas.

Os orgdos sensoriais responsaveis pela deteccdo das substancias percebidas pelos
carrapatos nos testes de arrestamento foram avaliados. Carrapatos com os principais 0rgaos
sensoriais bloqueados foram testados frente as substincias colhidas do Beagle 1 e Cocker 1.
Para isso, usando Tinta para Tecido Acrilex, os carrapatos foram bloqueados alternadamente,
o primeiro articulo dos palpos e queliceras ou o primeiro par de patas. Carrapatos com todos
os orgaos sensoriais bloqueados também foram avaliados. Foram feitas 10 repeti¢des com 10
carrapatos em cada, sendo 5 machos ¢ 5 fémeas nas mesmas condigdes mencionadas

anteriormente.

Teste de repeléncia/atratividade

Colheu-se o odor de um Beagle ¢ de um Cocker como descrito por GIKONYO (2000)
e LOULY et al. (2010). Uma capsula retangular (10 cm x 8 cm) similar a um envelope,
envolta de papel aluminio, e contendo um sache de filtro de papel (9 cm x 7 cm) (Whatman
n°l Qualitativo) com carvao ativado (350 mg, 40 pm Fluka - Sigma Aldrich) e Octadecy
ligado a silica-C18 (450 mg, tamanho da particula 40 um JT Baker - Hexis-Sigma Aldrich)
como adsorventes. Quatro capsulas foram fixadas no pescogo dos caes, com a face de papel
filtro em contato com a pele e deixada por 12 h e a face de aluminio pregada ao esparadrapo,
o qual formou uma coleira no pescoco dos animais. Os saches foram estocados em freezer a -
20°C até a extragdo. Os adsorventes dos saches foram agrupados e transferidos para um
cartucho de ODS (Accu Bond, Solid Phase Extraction-J&W Scientifc), diluidos com 8 ml de
hexano e posteriormente concentrados até 150 pL. sobre uma corrente de nitrogénio limpo e
estocado a -20°C.

Os testes foram realizados em um olfatometro de quatro entradas de acordo com
LOUISE et al. (1983). No tempo em que o carrapato cruzou uma das linhas “first choice”
(Figura 1) foi marcado a primeira escolha. Em seguida acompanhou seu comportamento por
10 minutos, registrando o setor escolhido e o tempo em cada setor. Quando o carrapato entrou
no tubo de captura e nele permaneceu por 2 minutos, o teste foi considerado terminado,

registrando assim sua escolha final. Também, a permanéncia do carrapato por 2 minutos em



qualquer lugar do olfatdmetro, exceto no local de entrada do carrapato, foi considerado como
ultima escolha e fim do teste. Foram testados 40 carrapatos fémeas, ndo alimentadas e com
idade de 7 a 21 dias. Apos testes com 10 individuos a camera foi rotacionada 90° e limpa com
alcool 96%. Antes de iniciar os testes, a camera foi lavada com detergente neutro, seca e
limpa com alcool 96%. Testou-se primeiro, como padroniza¢do do olfatometro, NH4OH e
HCL (teste de fumaca) para verificar a distribui¢ao equilibrada do fluxo de ar nos quatro
campos do olfatdmetro. Os odores de um Cocker e de um Beagle foram liberados em bracos

adjacentes do olfatometro.

Figura 1 - Olfatometro de 4 vias utilizado nos testes de atragao/repeléncia
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Os resultados de tempo, nos testes de olfatometria foram submetidos a andlise de
variancia de Friedman. Tantos os resultados de arrestamento, quanto os resultados de escolha
das arenas nos testes de olfatometria foram comparados pelo teste do chi-quadrado. Em

ambos os testes considerou-se um nivel de significancia de P<0,05.

RESULTADOS



Com 1 hora de teste, o nimero de carrapatos nao arrestados era bastante alto (31 a 38),
mas nas leituras de 18 e 24 horas, este nimero diminui significativamente, sendo de 0 a 10.
Nas leituras de 18 e 24 horas, em todos os pares de caes avaliados nos testes de arrestamento
0s carrapatos cessaram os movimentos com mais intensidade nas substancias dos caes da raca
Cocker (22 a 31) que nos Beagle (2 a 12) (Tabela 1).

Na primeira escolha, embora o nimero de carrapatos tenha sido menor no odor do
Beagle, ndo houve diferenca significativa entre os diferentes setores. Por outro lado, na
escolha final, o odor de Beagle foi repelente para as fémeas de R. sanguineus, pois menos
carrapatos foram encontrados neste setor (P= 0,009) e o tempo gasto pelo carrapato no setor
do Beagle foi menor (2585 segundos) contra 7569 segundos no odor do Cocker e 13621
segundos nos dois bracos controle (Tab. 2).

Nos testes para se avaliar quais 0rgaos sensoriais estariam envolvidos na deteccao das
substancias dos caes Cocker e Beagle, observou-se, assim como mostrado anteriormente, que
os R. sanguineus ndo bloqueados se arrestaram mais significativamente nas substancias dos
Cocker. Nestes testes, poucos carrapatos ficaram sem se arrestar (11 a 13). Por outro lado,
quando os carrapatos foram bloqueados, muitos ndo se arrestaram (29 a 46), mesmo 24 horas
apods o inicio dos testes. Nos carrapatos bloqueados, tanto no 6rgdo de Haller, quanto nos
palpos e queliceras, o arrestamento nas substincias dos Cocker e dos Beagle foi
estatisticamente similar (P<0,05), demonstrando que o carrapato j4 ndo conseguiu mais

distinguir uma raca da outra.



Tabela 1- Numero de adultos de Rhipicephalus sanguineus arrestados em substancias de cinco
caes da raga Beagle (B) ou quatro Cocker Spaniel Inglés (C). N = carrapatos ndo arrestados.

T= total de carrapatos

Tempo C1 Bl N C2 B2 N C3 B3 N C4 B4 N Cl B5 N

1H 6 0 33 4 0 32 4 2 36 1 0 380 1 4 31
18H 31 8 1 29 4 7 28 2 9 29 9 2 22 10 8
24H 28 8 4 30 4 6 28 2 10 28 12 0 22 10 8

Apo6s 18 horas, em todos os pares de cdes avaliados, houve diferenga significativa (P<0,05)

, 2
entre o nimero de carrapatos arrestados — Teste do

Tabela 2- Numero de fémeas de Rhipicephalus sanguineus em cada quadrante de um

olfatdometro 04 vias tratados com diferentes odores: Beagle, Cocker e dois controles.

Resposta N Controle 1 Controle2  Beagle Cocker
1* escolha 40 11 14 4 11
Escolha final 40 9 15 1 11

Teste do x2 escolha final (P = 0,009)

Tabela 3- Arrestamento de adultos de Rhipicephalus sanguineus, com os 0rgdos sensoriais
(Orgdo de Haller — OH, Palpos e queliceras - PQ) bloqueados ou ndo, em setores contendo

flanelas impregnadas com odor de Cocker (Ck) ou Beagle (Be).

Carrapatos bloqueados

OH PQ Carrapatos sem bloqueio
Tempo Ck Be N Ck Be N Ck Be N
1h 28 26 39 24 26 21 38 42 12
18h 34 20 29 20 26 13 48 29 11
24h 39 28 33 36 26 38 58 29 13

As 18 e 24 horas, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre o nimero de carrapatos
arrestados nas duas ragas, nos carrapatos bloqueados tanto no 6rgdo de Haller quanto nos

palpos e queliceras. Nos carrapatos sem bloqueio esta diferenga foi significativa (P<0,05)



DISCUSSAO

A sobrevivéncia do carrapato depende da escolha de um animal sensivel para
realizacdo do repasto sanguineo. LOULY et al. (2009) verificaram que R. sanguineus que se
alimentam em caes resistentes (Beagle), tem a sua viabilidade bioldgica extremamente
comprometida, quando comparados com carrapatos alimentados em animais sensiveis
(Cocker).

O reconhecimento de feromodnios e de outros odores sdo realizados pelas sensilas do
tarso do primeiro par de patas, numa estrutura conhecida como orgdo de Haller.
Quimiossensilas de contato, envolvidas com a gustacdo, localizam-se principalmente nos
palpos e queliceras (WALADDE & RICE, 1982) e diferem-se das sensilas olfatérias por
possuirem um Unico poro terminal enquanto as sensilas olfativas apresentam multiplas
perfuragdes em sua parede. O bloqueio tanto dos o6rgdos de Haller, quanto dos palpos e
queliceras, impediu que o R. sanguineus separasse os caes resistentes dos caes sensiveis. Estes
resultados indicam que tanto as sensilas olfativas quanto as gustativas participam deste
processo.

As substancias produzidas pelos caes Beagle tém a capacidade de repelir ou impedir
que o R. sanguineus se arreste. A percep¢do destas substancias tem valor biologico para o
carrapato, pois permite que ele diferencie o hospedeiro antes de iniciar o repasto sanguineo.
Em estudos realizados recentemente (Borges, L.M.F. dados ndo publicados), através de
cromatografia-gasosa, observou-se que os odores de Beagle contem muito mais compostos
que os odores de Cocker. PICKETT et al. (2010) hipotetizaram que hospedeiros resistentes
produzem substidncias que os caracterizam como hospedeiros ndo adequados. A
caracterizacdo destas substancias pode ser explorada para o desenvolvimento de novos
compostos repelentes.

CONCLUSOES

Caes da raga Beagle produzem compostos que os caracterizam como hospedeiros ndo

adequados para o R. sanguineus, sendo estes compostos percebidos pelas sensilas olfativas do

orgdo de Haller e gustativas das queliceras e palpos.
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