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RESUMO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) ¢ uma zoonose cujo agente etioldégico é a bactéria
Rickettsia rickettsii. No Brasil, o principal vetor é o carrapato de corpo duro Amblyomma
sculptum. A doenca é endémica em algumas regides e ausente em outras, mesmo que o local
abrigue o vetor e hospedeiros vertebrados amplificadores da bactéria. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi investigar os fatores ambientais que contribuem para a manutencdo de
espécies de Rickettsia presentes em carrapatos coletados em dois municipios do estado de Sdo
Paulo, classificados em drea de transmissdo e de predisposicdo para a Febre Maculosa
Brasileira. A coleta dos carrapatos foi realizada mensalmente, desde janeiro/2015 até
dezembro/2016, no “Parque Ecoldgico Professor Hermoégenes de Freitas Leitdo” em
Campinas, SP, considerada drea de transmissao ativa e nas margens do “Rio Mogi Mirim”, e
“Lago do Complexo Lavapés”, em Mogi Mirim, SP, classificados como &rea predisposta. As
coletas foram feitas ativamente por técnica de arrasto e manualmente usando gelo seco como
atrativo. ANOVAs foram feitas para avaliar possiveis diferencas entre a abundancia de
carrapatos e outros parametros associados. Testes de correlagdo avaliaram se possiveis
variagdes na abundancia dos carrapatos coletados estavam associadas a fatores climaticos, tais
como: temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo. Extracdo e amplificacio de DNA
foram executadas em amostras representativas de carrapatos de cada drea para detectar a
presenca de Rickettsia do Grupo Febre Maculosa nas mesmas. Foram coletados 420
carrapatos adultos e 1367 ninfas de Amblyomma sculptum; 38 adultos e 45 ninfas de
Amblyomma dubitatum e 442 larvas de Amblyomma sp. em Campinas. Em Mogi Mirim foram
coletados 63 adultos e 101 ninfas de Amblyomma sculptum; 32 adultos e 79 ninfas de
Amblyomma dubitatum; 261 larvas de Amblyomma sp. e 10 larvas de Rhipicephalus sp.
Embora a abundancia total dos carrapatos nao tenha diferido significativamente (F= 2,94; p=
0,0878) entre os municipios, ela foi influenciada por fatores ambientais, tais como
temperatura (r= 0,28951; p< 0,0001) e umidade relativa (r= 0,29913; p< 0,0001). Amblyomma
sculptum estava presente em ambas as areas, de transmissdo e na predisposta. No entanto,
nenhuma Rickettsia foi detectada nas amostras usando métodos moleculares.

Palavras-chave: Amblyomma, Rickettsia, epidemiologia, saide publica.



ABSTRACT

The Brazilian Spotted Fever (BSF) is a zoonotic disease whose etiologic agent is the
bacterium Rickettsia rickettsii. In Brazil, the main vector is the hard tick Amblyomma
sculptum. The disease is endemic in some areas and absent in others, even when the latter
harbors the vector and the amplifier vertebrate hosts of the bacteria. Therefore, the objective
of this study was to investigate the environmental factors that contribute to the maintenance of
Rickettsia species in ticks collected in two municipalities of the State of Sdo Paulo, classified
in area of transmission and of predisposition for the Brazilian Spotted Fever. The collection of
ticks was carried out monthly from January/2015 to December/2016, at the “Parque Ecoldgico
Professor Hermodgenes de Freitas Leitdo” in Campinas, SP considered an area of active
transmission and at the banks of the “Mogi Mirim River”, and “Lago do Complexo Lavapés”
in Mogi Mirim, SP, classified as prone areas. The collections were made actively by the
dragging method and manually using dry ice trapping as attractant. ANOVAs were made to
evaluate possible differences between the abundance of ticks and other associated parameters.
Correlation tests evaluated whether possible variations in the abundance of ticks collected
were associated with climatic factors, such as: temperature, relative humidity and
precipitation. Extraction and amplification of DNA were performed on representative samples
of ticks from each area to detect the presence of Rickettsia of the Spotted Fever Group. Four
hundred and twenty adult ticks and 1367 nymphs of Amblyomma sculptum were collected; 38
adults and 45 nymphs of Amblyomma dubitatum and 442 larvae of Amblyomma sp. in
Campinas. In Mogi Mirim, 63 adults and 101 nymphs of Amblyomma sculptum were
collected; 32 adults and 79 nymphs of Amblyomma dubitatum; 261 larvae of Amblyomma sp.
and 10 larvae of Rhipicephalus sp. Although the total abundance of the ticks did not differ
significantly (F= 2,94; p= 0,0878) between the municipalities, it was influenced by
environmental factors, such as temperature (r= 0,28951; p< 0,0001) and relative humidity
(r= 0,29913; p< 0,0001). Amblyomma sculptum was present in both the transmission and
predisposition areas. However, no Rickettsia was detected in the samples by using molecular
methods.

Keywords: Amblyomma, Rickettsia, epidemiology, public health.
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1. INTRODUCAO

1.1 CARRAPATOS

Os carrapatos pertencem ao Filo Arthropoda, Subfilo Chelicerata, Classe
Arachnida, Subclasse Acari, Superordem Parasitiformes, Ordem Ixodida, Superfamilia
Ixoidea (KOLLER e MATIAS, 2016). A classe Arachnida compreende artrépodes que nao
possuem antenas, asas, mandibulas e um segmento corporal definido como cabeca; e
apresentam queliceras, pedipalpos e o corpo dividido em cefalotérax e abdome, sendo que os
segmentos abdominais (tagmas) apresentam-se fundidos (SERRA-FREIRE, 2011; KOLLER
e MATIAS, 2016). Este grupo exibe morfologia muito diversificada, como aranhas,
escorpides, carrapatos, dcaros de sarna, entre outros, podendo ser encontrados em quase todas
as regides temperadas e tropicais do planeta (GUIMARAES et al., 2001).

Carrapatos e outros dcaros constituem um grupo muito heterogéneo, apresentando
grande diversidade de habitos e habitats, pois enquanto alguns membros alimentam-se
exclusivamente de vegetais, outros sdo parasitas de vertebrados e invertebrados
(GUIMARAES et al., 2001; SERRA-FREIRE, 2011; BRITES-NETO, 2013). No caso de
carrapatos ectoparasitas obrigatdrios de vertebrados, a alimentacdo sanguinea é essencial para
completar seu desenvolvimento, com o ciclo de vida apresentando uma fase parasitiria de
repasto sanguineo e outra fase de vida livre (periodo de oviposi¢io e ecdise) (GUIMARAES
et al., 2001).

Sao reconhecidas cerca de 825 espécies de carrapatos, divididas em trés familias:
Ixodidae (625 espécies), Argasidae (195 espécies) e Nuttalliellidae (SUCEN, 2004), sendo
esta ultima representada por apenas uma espécie africana: Nuttalliella namaqua (KOLLER e
MATIAS, 2016). Segundo Brites-Neto (2013), os representantes dos géneros Ixodes,
Amblyomma, Rhipicephalus, Dermacentor, Haemaphysalis, Cosmiomma, Aponomma,
Margaropus, Rhipicentor e Hyalomma sao carrapatos pertencentes a familia Ixodidae,
enquanto os géneros Argas, Ornithodoros, Otobius, Antricola, Nothoaspis e Carios

correspondem a familia Argasidae.
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Os argasideos sdo carrapatos de corpo mole (por ndo apresentarem escudo dorsal
em nenhuma de suas fases de vida), e as pecas bucais de ninfas e adultos situam-se
ventralmente no interior de uma depressdao, chamada camerostoma. Jd a espécie de
Nuttalliellidae possui um pseudoescudo com a parte mais elevada rigida, e articulacdes nas
pernas lembrando bolas encaixadas entre si (KOLLER e MATIAS, 2016).

A familia Ixodidae € representada por carrapatos de corpo duro, que sdo
caracterizados por apresentarem escudo fortemente esclerotizado em todas as fases de
desenvolvimento. Nas larvas, ninfas e fémeas, esta estrutura ocupa um terco do dorso, ja nos
machos cobre inteiramente seu corpo (GUIMARAES et al., 2001). Esta familia engloba a
maioria das espécies de carrapatos do Brasil, dentre elas as de maior importancia médico-
veterinaria (OLIVER, 1989; SUCEN, 2004).

O ciclo bioldgico dos ixodideos consiste do ovo (estagio imdvel) e trés estdgios
méveis e hematéfagos (larva, ninfa e adulto) (GUIMARAES et al., 2001). As larvas possuem
trés pares de pernas; as trocas gasosas sdo realizadas pelo exoesqueleto, uma vez que nao
possuem abertura respiratéria determinada; além de serem imaturas sexualmente. Apds o
primeiro repasto sanguineo, as larvas ingurgitadas sofrem ecdise e se tornam ninfas. As ninfas
apresentam quatro pares de pernas, aberturas respiratdrias semelhantes as dos adultos e nao
possuem abertura genital, sendo também imaturas sexualmente. Apds alimentacdo, as ninfas
sofrem ecdise originando os adultos, machos e fémeas (SERRA-FREIRE, 2011).

As fémeas ingurgitadas iniciam a oviposi¢do dentro de aproximadamente dez
dias, quando as condi¢des do meio estido favordveis. Apds a oviposicao, que leva entre 10 a 30
dias, a fémea morre. Ao eclodirem dentro de igual periodo, as larvas permanecem inativas na
vegetacdo do solo por vérios dias enquanto sua cuticula endurece. Posteriormente, encontram
um hospedeiro no qual o repasto sanguineo leva de quatro a seis dias. A larva ingurgitada
procura um local no ambiente para digerir o sangue e sofrer ecdise, sendo que o periodo de
pré-muda ninfal dura geralmente 14 dias. Em seguida, a ninfa procura novo hospedeiro, e a
alimentacdo ocorre de quatro a oito dias. Logo em seguida, a ninfa ingurgitada solta-se do
hospedeiro para encontrar um local para passar por nova ecdise, que ocorre em torno de 23 a
25 dias, tornando-se adultas. Na sequéncia, a cpula ocorre geralmente sobre o hospedeiro

(KETTLE, 1985; GUIMARAES et al., 2001; PINTER et al., 2011).
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A quantidade de hospedeiros necessarios para as diferentes espécies de carrapatos
completarem seu ciclo de vida varia. Os géneros Boophilus € Dermacentor sao classificados
como monoxenos ou carrapatos de um tnico hospedeiro, nos quais as mudas dos estdgios de
larva para a ninfa e de ninfa para adulto se realizam sobre o mesmo hospedeiro. Os demais
géneros de ixodideos do Brasil sdo trioxenos e precisam de trés hospedeiros diferentes para
completar a fase parasitdria, ou seja, cada estidgio se alimenta em um hospedeiro. Tal
comportamento faz dos carrapatos trioxenos os de maior importancia na transmissao de
patdgenos na natureza, pelo fato de parasitarem diferentes espécies de vertebrados, facilitando
o intercambio de agentes causadores de doengas entre os hospedeiros (SUCEN, 2004).

Carrapatos dependem do seu hospedeiro para serem transportados, uma vez que
sdo desprovidos de capacidade de locomog¢do a grandes distincias (PEREZ et al., 2008;
PEREZ, 2013). Porém, algumas espécies de Ixodidae, no estdgio adulto, podem se dispersar
entre 2 a 10 m do lugar em que sdo soltos. Ja a dispersdao de formas imaturas (larvas ou
ninfas) se limita a poucos centimetros de distancia (PEREZ et al., 2008).

Por isso, a fauna silvestre participa de forma decisiva na atividade de transporte de
vetores, promovendo a disseminacdo e adaptacdo dos carrapatos a diversos tipos de
ambientes. Dentre os animais silvestres, a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus,
1766) tem contribuido enormemente para garantir o sucesso do crescimento populacional de
algumas espécies de carrapatos, especialmente aquelas associadas a Febre Maculosa
Brasileira (FMB) (PEREZ et al., 2008).

No Brasil, o género Amblyomma, constituido por 32 espécies, € responsavel pela
transmissao de diversos patégenos, e possuem representantes parasitas de anfibios, répteis,
aves e mamiferos em todas as regides geograficas do pais. As espécies mais frequentemente
discutidas por sua importancia veterindria sdo: Amblyomma aureolatum Pallas, 1772;
Amblyomma ovale Koch, 1844; Amblyomma sculptum Berlese, 1888; Amblyomma dubitatum
Neumann, 1899; Amblyomma dissimile Koch, 1844; Amblyomma longirostre Koch, 1844 e A.
rotundatum Koch, 1844 (SERRA-FREIRE, 2011).

Anadlises genéticas e morfoldgicas evidenciaram que Amblyomma cajennense
representa um complexo com seis espécies: Amblyomma cajennense sensu stricto (s.s)

Fabricius, 1787; Amblyomma interandinum Beati, Nava e Céaceres, 2014; Amblyomma mixtum



14

Koch, 1844; Amblyomma patinoi Labruna, Nava e Beati, 2014; A. sculptum; e Amblyomma
tonelliae Nava, Beati e Labruna, 2014. Trés delas, A. interandinum, A. patinoi e A. tonelliae
sao espécies recentemente descritas, enquanto A. mixtum e A. sculptum sao espécies
revalidadas. A espécie A. cajennense € encontrada na regido da Amazdnia (Venezuela,
Guianas, Pard, Rondonia, Roraima e Tocantins), A. interandinum € encontrada na regido dos
Andes (Peru), A. mixtum se estende do Texas (EUA) a oeste do Equador, A. patinoi ocorre na
Cordilheira Oriental da Colombia, A. fonelliae ocupa regides no centro-norte da Argentina,
Bolivia e Paraguai e, A. sculptum distribui-se desde dreas do norte da Argentina, Bolivia,
Paraguai, até as dreas brasileiras (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, sul
do Parand, Pernambuco e Piaui, no norte de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e no centro de
Goids) (NAVA et al., 2014).

Na regido sudeste e Central do Brasil a espécie encontrada € A. sculptum
(antigamente denominada A. cajennense). Em condi¢des naturais, A. sculptum estd associada
ao bioma Cerrado (savana brasileira) e Pantanal. Nao € encontrada na Mata Atlantica, mas
aparece em dreas degradadas de tal bioma, préximas ou nao de corpos d’agua, nos estados da
regido sudeste e centro-oeste, mas também na Bahia, Parand e Santa Catarina (PINTER et al.,
2011; SZABO et al., 2013; PINTER et al., 2016).

Amblyomma sculptum tem ciclo de vida anual, conduzido pela diapausa de larvas,
durante os periodos mais quentes do ano. As larvas saem em busca de hospedeiros no outono,
embora a eclosdo das larvas possa ocorrer no verdo. Este comportamento estd associado a
diminui¢do da duracdo do dia (fotofase) e da temperatura. Os adultos sdo predominantes na
primavera e verdo, as larvas no outono e no inverno, € as ninfas no inverno e primavera
(SZABC) et al., 2013). Fémeas de A. sculptum sdo capazes de entrar no solo, perto de raizes, a
uma profundidade de 5 cm quando as condi¢Ges ambientais sdo desfavordveis (temperaturas
baixas, reducdo no fotoperiodo e nos niveis de umidade relativa do ar). Esse comportamento
permite que as fémeas diminuam a desidratacdo do corpo e garantam sua sobrevivéncia por
longos periodos (OLIVEIRA et al., 2000).

A espécie A. sculptum apresenta baixa especificidade por hospedeiros e, portanto,
pode alimentar-se em equideos, caprinos, bovinos, suinos, aves silvestres, caes, gatos, entre

outros, inclusive humanos. De um modo geral, a tendéncia € a de que o hospedeiro seja de
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porte maior, a medida que os carrapatos evoluem nas fases de seu ciclo de vida. Esta espécie é
a responsavel pela transmissdo da FMB no interior do estado de Sdo Paulo. A transmissao da
bactéria da FMB para os seres humanos se dd, principalmente, pela picada do carrapato
infectado na fase ninfal, podendo estar relacionado com baixa especificidade por hospedeiros,
e também pelo tamanho diminuto, que dificulta sua visualizacdo, embora existam relatos de
transmissdo pelas demais fases do seu ciclo de vida. Além disso, hé falta de informacgdo a
respeito da doencga em dareas infestadas (SZABO et al., 2013; PINTER et al., 2016).

A distribuicdo de Amblyomma aureolatum estéd intrinsecamente associada a dreas
remanescentes da Floresta Pluvial Atlantica de montanha. Esta espécie é conhecida como
carrapato amarelo do cdo, sendo responsdvel pela transmissio da FMB na regido
Metropolitana de Sao Paulo (em é&reas urbanas que tém divisa com fragmentos de Mata
Atlantica). Nas areas nativas de Mata Atlantica, carnivoros silvestres sdo hospedeiros naturais
da fase adulta do carrapato e, em dreas periurbanas, os caes e gatos desempenham o papel de
hospedeiros para o artrépode (PINTER et al., 2016).

Por outro lado, A. ovale ocorre em diversas localidades brasileiras e sua
distribui¢@o ndo atinge areas de floresta com elevacdes superiores a 600 metros. No estado de
Sao Paulo, este carrapato € encontrado na Mata Atlantica litordnea e regides de Mata
Atlantica do oeste Paulista. As fases imaturas parasitam pequenos roedores silvestres, porém,
durante a fase adulta esta espécie parasita carnivoros. Essa espécie € vetor de riquétsia do
Grupo Febre Maculosa (GFM) (Rickettsia sp. — Cepa Mata Atlantica), cuja viruléncia € menor
quando comparada a R. rickettsii Brumpt, 1922. Até o momento, ndo hd registros de 6bitos
humanos causados por esta cepa (PINTER et al., 2016).

Amblyomma dubitatum é um carrapato silvestre encontrado na América do Sul e,
no Brasil, a distribui¢do geogréfica estd concentrada no Cerrado e na Mata Atlantica,
estabelecendo-se principalmente em &4reas de mata ciliar e cole¢des liquidas l6ticas ou
lénticas. Sua distribui¢do € menos restrita do que seu principal hospedeiro, a capivara, o que
sugere diferentes respostas as varidveis ambientais. Existem poucas informagdes a respeito de
seu ciclo de vida, tanto na natureza quanto em condicdes laboratoriais (ALMEIDA et al.,

2001; PINTER et al., 2011; SZABO et al., 2013; MATIAS et al., 2015).
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A capacidade vetorial de A. dubitatum para doencas humanas é indeterminada,
mas € comumente associado a Rickettsia bellii Philip et al., 1983, uma bactéria ndo
pertencente ao GFM e, até o momento, conhecida por nio ser patogé€nica (SZAB() et al.,
2013). Embora ndo cause tantas picadas quanto A. sculptum, a espécie A. dubitatum ja foi
encontrada em humanos (SZAB() et al., 2013; MATIAS et al., 2015). Tanto A. dubitatum
quanto A. sculptum possuem hospedeiros semelhantes, distribuicdo geografica parcialmente
coincidente (distribuindo-se com facilidade em zonas periurbanas, rurais e periféricas de

matas) e caracteres morfologicos parecidos (SERRA-FREIRE, 2011).

1.2 TRANSMISSAO DE PATOGENOS

Os carrapatos constituem o segundo maior grupo de vetores que transmitem
patégenos, incluindo virus, bactérias e protozodrios (SOARES et al., 2000). Os principais
fatores que tornam os carrapatos importantes vetores de patégenos a humanos e animais
incluem: (1) serem hemat6fagos, prendendo-se firmemente a pele do hospedeiro, dificultando
sua remog¢do; (2) lento periodo de alimentacdo (especialmente em ixodideos), além da
facilidade de dispersdo, o que possibilita um tempo maior para a transferéncia de patdgenos
aos hospedeiros; (3) grande diversidade de hospedeiros, aumentando a possibilidade de
adquirir e transmitir patégenos; (4) alta longevidade (particularmente entre os argasideos),
aumentando a possibilidade de adquirir e transmitir patégenos; (5) transmissao transovariana
de alguns patdgenos, permitindo infec¢do para membros da proxima geragdo; (6) auséncia
relativa de inimigos naturais; (7) corpo fortemente esclerotizado, tornando-os resistentes as
condi¢cdes adversas (ixodideos); (8) grande potencial reprodutivo; (9) ocorréncia de
partenogénese em algumas espécies (GUIMARAES et al., 2001).

Carrapatos da familia Ixodidae sdo reservatorios e vetores de Rickettsia do GFM
(RAOULT e ROUX, 1997; MACALUSO et al., 2002; PAROLA et al., 2005), sendo que as
espécies de maior importancia na transmissdo da doenca em territério brasileiro sdo: A.
sculptum, A. aureolatum e A. ovale (PINTER et al., 2016). Amblyomma dubitatum
desempenha papel importante na manutencdo e amplificacio da R. rickettsii na natureza
(PAROLA et al., 2005; PEREZ et al., 2008; KRAWCZAK et al., 2014). As bactérias sao

adquiridas através da alimenta¢do em hospedeiros que estdo no periodo de riquetsemia (sao
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sensiveis ao patégeno; mantém a bactéria circulando no sangue em niveis suficientes para
carrapato se infectar), via transmissdo transovariana, transmissdo transestadial ou cOpula
(MACALUSO et al., 2002; PINTER et al., 2016).

Na transmissao transovariana, os ovarios e odcitos de carrapatos fémeas estao
infectados. Além desta, a transmissdo também pode ocorrer via transestadial, ou seja, quando
o ovo estd infectado consequentemente, todas as fases subsequentes estardo infectadas
(RAOULT e ROUX, 1997; KRAWCZAK et al., 2014).

Em Amblyomma sculptum ocorre tanto a transmissdo transestadial quanto a
transovariana e, portanto, uma vez que o ovo esteja infectado com R. rickettsii, os proximos
estdgios (larvas, ninfas e adultos) também irdo apresentar a bactéria. A transmissdao
transovariana também acontece, j4 que a bactéria é passada pelo menos para a proxima
geracdo. ApOs a infeccdo primdria, o carrapato permanece infectado durante toda sua vida
(GRECA et al., 2008).

A porcentagem de carrapatos infectados, mesmo em dreas de alta endemicidade, é
baixa e varia de um ano para outro. Porém, a infeccdo pode ser mantida na natureza através da
transmissdo transovariana. Neste caso, os carrapatos seriam OS principais reservatorios € os
hospedeiros vertebrados serviriam apenas para a manutencdo do seu ciclo bioldgico
(GUIMARAES et al., 2001). Portanto, além de vetores, os carrapatos sao reservatorios de
Rickettsia na natureza, uma vez que todos os estagios de vida sdo capazes de permanecer
infectados meses ou anos a espera do hospedeiro, garantindo um foco endémico prolongado

(SUCEN, 2004).

1.3 GENERO RICKETTSIA
As bactérias do GFM fazem parte do género Rickettsia, familia Rickettsiaceae,
ordem Rickettsiales. Sdo bacilos gram-negativos que fazem parte das a-proteobactérias, t€m a
forma de haste, sdo intracelulares obrigatdrias e normalmente nao infectam humanos durante
seu ciclo natural (PAROLA et al., 2005; PACHECO et al., 2008).
O género Rickettsia possui 26 espécies com nomes validos e publicados. Porém,
algumas espécies sao divididas em subespécies, existindo mais de 70 cepas sem identificacdo

ou incompletamente descritas. A Unica espécie de Rickettsia relatada infectando carrapatos no
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Brasil, até 2003, era R. rickettsii. Nos ultimos 12 anos, o nimero de espécies de Rickettsia
associadas a carrapatos aumentou, com relatos de vérias cepas, incluindo Rickettsia parkeri
Parker, 1937, Rickettsia rhipicephali (ex Burgdorfer et al., 1978) Weiss e Moulder, 1988,
Rickettsia monteiroi, Rickettsia massiliae Beati e Raoult, 1993, “Candidatus Rickettsia
amblyommii” e “Candidatus Rickettsia andeanae infectando carrapatos na América do Sul
(OGRZEWALSKA e PINTER, 2016).

Novas espécies de Rickettsia tém sido identificadas em diversos paises, em grande
parte gracas ao maior poder discriminatério dos métodos de biologia molecular (GALVAO et
al., 2005). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € ttil na deteccdo e identificacdo de
espécies de Rickettsia patogénicas em diferentes amostras, e também pode ser utilizada para
determinar o género e a espécie do agente (GRECA et al., 2008).

O género Rickettsia é dividido em quatro grupos: o GFM, o grupo do tifo, o grupo
de transi¢io e o grupo ancestral (FORTES et al., 2010). Porém, o género tem sido
reclassificado em diferentes grupos, incluindo o GFM, o grupo do tifo, o grupo de transi¢do, o
grupo bellii, o grupo canadensis e varios outros grupos basais (PACHECO et al., 2011). No
Brasil, pelo menos sete espécies de Rickettsia foram relatadas: Rickettsia rickettsii, R. parkeri,
R. rhipicephali e Rickettsia amblyommii Stothard e Fuerst, 1995, pertencentes ao GFM, sendo
transmitidas através de carrapatos; Rickettsia felis Bouyer et al., 2001 pertence ao grupo de
transicao e Rickettsia typhi (Wolbach e Todd 1920) Philip, 1943 faz parte do grupo do tifo,
ambas transmitidas por pulgas; e Rickettsia bellii do grupo ancestral é transmitida por
carrapatos (FORTES et al., 2010; PACHECO et al., 2011).

Outras espécies de Rickettsia também foram relatadas no Brasil, como Rickettsia
sp. - cepa Mata Atlantica, pertencente ao GFM e encontrada no estado de Sdo Paulo, Bahia e
Santa Catarina (SPOLIDORIO et al., 2010; BARBIERI et al., 2014), e R. monteiroi isolada de
Amblyomma incisum Neumann, 1906 no sudeste do Brasil, com andlises moleculares
indicando que R. monteiroi pertence ao grupo canadensis (PACHECO et al., 2011).

A bactéria Rickettsia rickettsii possui menos de 0,5um de didmetro, € intracelular
obrigatdria e possui consideravel pleomorfismo, porém nunca apresenta o formato esférico.

Além disso, tem tropismo por células endoteliais dos hospedeiros vertebrados, causando
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vasculite em diferentes regides do organismo (ARTHUR, 1961; BURGDORFER e
BRINTON, 1988).

1.4 FEBRE MACULOSA BRASILEIRA

Rickettsia rickettsii é a bactéria causadora da Febre Maculosa (FM), circulando
entre carrapatos € mamiferos, independente da participacdo humana. A doencga possui casos
confirmados nos Estados Unidos, Canada, México, Costa Rica, Panama, Colombia, Brasil e
Argentina. No Brasil, a FMB apresenta taxas de letalidade de até 40%, e possui grande
importancia em determinadas dreas (FREITAS et al., 2009; GRECA et al., 2008; ARAUJO et
al., 2015).

Na América do Sul e Central, infeccoes naturais com R. rickettsii foram
identificadas em A. sculptum, vetor primario da FMB (PAROLA et al., 2005). Esta espécie de
carrapato possui baixa especificidade parasitdria nos estdgios imaturos, parasitando diferentes
classes de animais, inclusive humanos (PEREZ et al., 2008). No Brasil, a regido sudeste
possui 0 maior nimero de casos da doenca, pois apresenta altas infestacoes de A. sculptum,
espécie muito agressiva para humanos, mantidos por um dos seus maiores hospedeiros, a
capivara (SZABO et al., 2013). A notificacdo de casos de FMB ocorre com maior frequéncia
em Sao Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Rio de Janeiro e Espirito Santo (ARAfJJ Oetal.,
2015).

Na regido sudeste, a maior incidéncia de casos relatados é no estado de Sdo Paulo,
onde foram notificados 882 casos de FMB, com 435 6bitos (letalidade de 49%), entre 1985 e
2017 (ARAUIJO et al., 2015; CVE, 2017). A distribuicio restrita dos casos para essa regido é
caracteristica das doencas transmitidas por carrapatos, normalmente focais, uma vez que os
carrapatos possuem mobilidade reduzida, mas podem ser transportados por animais
vertebrados domésticos, rurais ou silvestres, expandindo a doenga (ARAGJ O et al., 2015).

A transmissdo da R. rickettsii aos humanos ocorre através da picada de carrapatos
infectados, nao havendo transmissao direta, por ser uma doenca infecciosa e ndo contagiosa
(PINTER et al., 2016). Uma maneira menos frequente de transmissdo desse patégeno ocorre

através de fezes contaminadas que entram em lesdes da pele (GRECA et al., 2008).
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As espécies de Rickettsia permanecem em um estado de laténcia metabdlica como
forma de sobrevivéncia, enquanto estdo parasitando um carrapato no ambiente. Quando o
carrapato inicia o parasitismo no hospedeiro, o aumento da temperatura corporal e o aporte de
substancias presentes no sangue fazem com que a bactéria inicie o processo de reativagdo, que
leva a restauragdo de sua viruléncia (PINTER et al., 2016).

No hospedeiro humano, a bactéria Rickettsia se localiza e se multiplica em células
endoteliais pequenas e vasos sanguineos de porte médio. O periodo de incubacdo, apds a
picada do carrapato, varia de dois a 14 dias (média de sete dias). Os sintomas sio
inespecificos e incluem: febre alta, dor de cabeca, mialgia, ndusea, vOmito, anorexia, dor
abdominal e diarreia, que podem ser confundidos com os de leptospirose, dengue, hepatite
viral, salmonelose e encefalite maldrica. Ap0s trés dias de febre, aparecem mdculas e erup¢do
cutanea, que podem evoluir para pipulas ou petéquias, estas podendo estar ausentes em 9-
12% dos pacientes, dificultando e retardando o diagnéstico (PAROLA et al., 2005; ARAUJO
et al., 2015).

Devido a dificuldade no diagndstico, o desconhecimento por parte da populacio e
a desinformacao dos servigos de saide, o nimero de mortes pode chegar a 80% dos casos ndo
tratados. A taxa de mortalidade estd relacionada ao diagndstico precoce e inicio rapido de
tratamento apropriado, pois quando o tratamento se inicia nos trés primeiros dias, a taxa de
mortalidade é em torno de 2% para criancas e de 9% para idosos, acima de 65 anos (ARAUJO

etal., 2015).

1.5 HOSPEDEIROS VERTEBRADOS

Uma espécie de vertebrado € considerada um bom hospedeiro amplificador de R.
rickettsii na natureza quando preenche alguns atributos, como: ser abundante na area
endémica para FMB; ser suscetivel a infec¢do por R. rickettsii, manter a bactéria circulando
em niveis plasmaticos suficientes para que os carrapatos se infectem ao se alimentarem nele e,
ter uma alta taxa de renovagao populacional, com introducdo constante de animais suscetiveis
na populacdo (PEREZ et al., 2008).

A capivara € o hospedeiro principal da FMB, sendo o maior roedor vivo, podendo

pesar mais de 50 Kg. E semi-aqudtica e amplamente distribuida na América do Sul, além de
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ser uma espécie gregdria, em que um grupo familiar tipico € constituido de trés a quatro
machos e fémeas, sendo um dos machos o lider do grupo. A proibi¢do de caga por lei federal
brasileira, o declinio de predadores naturais e a alta capacidade reprodutiva deste roedor
contribuem para a sua expansdo no habitat e aumento da populacio (QUEIROGAS et al.,
2012).

O aumento da populacdo de capivaras em dreas antropizadas geralmente estd
associado a altos niveis de infestacdo por carrapatos de uma ou ambas as espécies, A.
sculptum e A. dubitatum. Capivaras sdo bastante resistentes e suportam altas cargas de
infestacdo por carrapatos (QUEIROGAS et al., 2012). Além disso, sd@o hospedeiros para todas
as fases parasitdrias de A. sculptum, sendo responsdvel pela geracdo de novas linhagens de
carrapatos infectados (BRITES-NETO et al., 2013).

Capivaras podem ser infectadas com R. rickettsii e ndo apresentar sintomas
clinicos da doenca, e o periodo de riquetsemia dura aproximadamente 10 dias. Porém, para
que novos carrapatos se tornem infectados, é necessdria introducdo continua de capivaras
(geralmente animais juvenis — suscetiveis 2 infec¢do) para a manutengio da bactéria (SZABO
et al., 2013).

Para Amblyomma dubitatum, a capivara € o melhor hospedeiro para as formas
imaturas, sendo que para o estdgio adulto, a capivara € o hospedeiro primario (essencial para o
desenvolvimento), ja que fémeas ao parasitarem esse roedor mostram elevada capacidade de
ingurgitamento e maior peso das massas de ovos ap0ds alimentacdo (PEREZ et al., 2008;
PEREZ, 2013).

As capivaras, os cavalos (Equus caballus Linnaeus, 1758) e antas (Tapirus
terrestris Linnaeus, 1758) sdo hospedeiros principais (primarios) para o estabelecimento de A.
sculptum. Porém, este carrapato se alimenta em qualquer hospedeiro de médio ou grande
porte quando a populagdo de carrapatos € grande, sendo hospedeiros secundarios dezenas de
espécies de mamiferos e aves. Entre os hospedeiros secunddrios, estd incluido o cao
doméstico, que muitas vezes € infestado em dreas rurais do Brasil (HORTA et al., 2004;
PEREZ et al., 2008).

Os gambds (Didelphus sp.) possuem grande potencial como dispersores e

amplificadores para manterem o ciclo de R. rickettsii na natureza em carrapatos, devido a alta
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capacidade de abrigarem grandes populacdes de Amblyomma sp. (PEREZ et al., 2008).
Gambds se infectam com a bactéria sem que haja manifestacdo da doenga, mas desenvolvem
riquetsemia suficiente para infectar carrapatos (MORAES-FILHO, 2017). Sao infestados por
estdgios imaturos de A. sculptum e A. dubitatum, e apresentam altos titulos de anticorpos para
R. rickettsii. Por serem de porte pequeno e terem hdbitos crepusculares e noturnos, estes
mamiferos transitam por dreas onde capivaras ndo tém acesso, aumentando a possibilidade de

dispersdo ou recolonizacao de carrapatos (PEREZ et al., 2008; HORTA et al., 2010).

1.6 AREA DE TRANSMISSAO E AREA PREDISPOSTA PARA A FMB

No estado de Sao Paulo, a ocorréncia de casos de FMB em algumas 4reas esta
associada a presenca de capivaras, por serem amplificadoras de R. rickettsii. Devido a
necessidade de manejo populacional de capivaras para auxiliar no controle da doenga, foi
proposto uma classificacdo das dreas para a FMB e divulgacdo de informacdes aos municipios
(GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO, 2016).

A classificagdo das areas € feita de acordo com a presenca de carrapatos do género
Amblyomma associada a presenga de seres humanos, com risco de parasitismo. As dreas sao
classificadas em: drea silenciosa, drea sem infestacdo ou drea infestada (GOVERNO DO
ESTADO DE SAO PAULO, 2016).

A drea silenciosa é aquela em que nao existem informacdes sobre a ocorréncia do
vetor, portanto, deve ser estimulada a notificacdo por parasitismo humano por carrapatos
nestas dreas. A drea sem infestacdo € aquela em que ndo foi encontrado carrapatos (género
Amblyomma) apbs pesquisa acarolégica. E considerada drea infestada aquela na qual foi
encontrado carrapatos do género Amblyomma. Uma vez que uma drea seja classificada como
“area infestada”, uma segunda classificagdo deve ser realizada: Transmissdo, Risco,
Predisposta ou Alerta (GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO, 2016).

Uma 4rea de transmissdo € aquela em que foi identificado o Local Provavel de
Infeccao (LPI) de casos confirmados ou compativeis de FMB por um periodo prévio de 10
anos. Nessas dreas ndo € necessdrio a realizagdo de sorologia em hospedeiros sentinelas para a
classificacdo da drea, tendo em vista a circulacdo da bactéria na populagdo humana

(GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO, 2016). E considerada drea de risco aquela que
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possui frequéncia humana, pesquisa acarolégica positiva e presenca significativa de
hospedeiros sentinelas positivos na sorologia para Rickettsia do GFM. A éarea predisposta é
aquela que possui frequéncia de populacio humana, pesquisa acaroldgica positiva para
Amblyomma sp. e presenca de hospedeiros vertebrados amplificadores para Rickettsia do
GFM. Por fim, a Area de Alerta é aquela com alta frequéncia humana, pesquisa acarolégica
positiva e auséncia significativa de animais sororreagentes para Rickettsia do GFM ou areas

com baixa frequéncia humana, com pouco risco de infestag¢do por carrapatos (GOVERNO DO

ESTADO DE SAO PAULO, 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar quais os mecanismos que contribuem para a manuten¢do da endemicidade

da FMB nos municipios de Campinas, SP e Mogi Mirim, SP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar se a abundincia e a composi¢do faunistica de carrapatos vetores, ou
potenciais vetores, diferem entre area de transmissdo da FMB e édrea predisposta;
e Avaliar se a abundincia de carrapatos vetores € influenciada por fatores
ambientais, tais como: temperatura, umidade relativa do ar e precipitacao;
e Verificar se ha diferenca na prevaléncia de Rickettsia, do Grupo Febre
Maculosa, em carrapatos vetores procedentes de dreas de transmissao e predisposta, e se sim,

quais fatores poderiam contribuir para tal achado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAIS DE COLETA

O estudo foi realizado em dois municipios do estado de Sao Paulo, ambos com
presenca do hospedeiro vertebrado e do vetor. A regido de Campinas é considerada como
endémica para a FMB (ANGERAMI et al., 2012; NASSER et al., 2015), j4 o municipio de
Mogi Mirim € considerado como drea nao endémica. O projeto foi cadastrado e autorizado
pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade — SISBIO, niimero 63427-1 e
pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdénio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN), cadastro n® A2E32FC.

O municipio de Campinas esta localizado no interior de Sao Paulo, sudeste do
Brasil. A cidade tem uma altitude de 680 metros acima do nivel do mar e uma drea de
796.400 kmz, contendo biomas do Cerrado e Mata Atlantica (PREFEITURA DE
CAMPINAS, 2016). A estimativa populacional € de 1.082.429 habitantes (1.359,60 hab/kmz)
(IBGE, 2017a).

Segundo a classificacdo climdtica de Koeppen, Campinas corresponde ao tipo
Cwa, caracterizado pelo clima tropical de altitude, com verdo quente e Uimido e inverno
ameno e quase seco. A precipitagdo média anual € de 1.380 mm, 75% dela distribuida ao
longo do semestre outubro/marco. A média anual da temperatura € de 22°C e a umidade
relativa do ar (UR) é de 72,1% (SANASA, 2014; CEPAGRI, 2018).

Campinas estd localizada na Unidade Hidrogréfica de Gerenciamento de Recursos
Hidricos UGRHI 05-Piracicaba/Capivari/Jundiai, sendo atravessada pelos rios Jaguari,

Atibaia, Ribeirdo Quilombo e Capivari (Figura 1) (SANASA, 2014).
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Figura 1. Bacia hidrogréfica dos rios Piracicaba, Capivari e Jundiai, onde estd localizado o

municipio de Campinas (Fonte: SANASA, 2014).

O municipio de Mogi Mirim esté localizado mais a leste do estado de Sdo Paulo.
A cidade tem uma altitude de 640 metros acima do nivel do mar e uma drea de 497.708 km?,
contendo biomas do Cerrado e Mata Atlantica. A estimativa populacional é de 92.365
habitantes (173,77 hab/kmz) (IBGE, 2017b). Com clima tropical de altitude (Cwa), Mogi
Mirim possui temperatura variando entre 15°C e 27,8°C durante o ano, com precipitacao
anual de 1.353,2 mm (CEPAGRI, 2018).

Mogi Mirim pertence a Unidade Hidrografica de Gerenciamento de Recursos

Hidricos UGRHI 9 — Mogi Guagu, composta pela bacia do rio Mogi Guagu e seus afluentes
(SAAE, 2014).
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Figura 2. Localizacdo da UGRHI 9 e do municipio de Mogi Mirim, pertencente a bacia do
Rio Mogi Guacu (Fonte: SAAE, 2014).

O Cerrado é o segundo maior bioma da América do Sul, superado apenas pela
Amazonia, ocupando uma drea de 2.036.448 kmz, cerca de 22% do territério brasileiro. Possui
drea de transicdo com outros biomas brasileiros: Amazonia, Caatinga, Pantanal e Mata
Atlantica, apresentando alta biodiversidade (MMA, 2016a).

A Mata Atlantica é formada por conjunto de formagdes florestais e ecossistemas
associados, como as restingas, manguezais € campos de altitude. Antigamente, a mata
ocupava aproximadamente 1.300.000 km?, porém, atualmente, as remanescentes de vegetacao
nativa foram reduzidas a cerca de 22% de sua cobertura original e encontram-se em diferentes
estdgios de regeneracdo. Apenas cerca de 7% estdo bem conservados em fragmentos acima de

100 hectares (MMA, 2016b).



28

3.2 ABUNDANCIA E SAZONALIDADE DE CARRAPATOS VETORES
3.2.1 ABUNDANCIA E METODOS DE COLETA

Para verificar a abundancia dos carrapatos, realizaram-se coletas mensais desde
janeiro de 2015 até dezembro de 2016, em locais com presenca de capivaras. Duas dreas
foram delimitadas para a realizacdo das coletas, sendo uma drea de transmissdo e uma 4drea
predisposta para a FMB, ambas em drea urbana.

O Parque Ecoldgico Professor Hermogenes de Freitas Leitdo Filho (22°48'44"S
47°04'19"0), Campinas, SP (Figura 3), esta localizado em &rea de transmissdo, e as coletas
foram realizadas no mesmo local durante os dois anos. No municipio de Mogi Mirim, SP as
coletas foram realizadas de janeiro a junho de 2015 na Avenida Professor Adib Chaib,
margens do Rio Mogi Mirim (22°25'37"S 46°57'04"0O) e de julho de 2015 a dezembro de
2016 no Lago do Complexo Lavapés (22°26'43"S 46°58'00"O) (Figura 4), ambos locais
situados em 4drea predisposta. A decisdo da mudanca do local de coleta ocorreu devido a
migracdo das capivaras para o Lago Lavapés. Os métodos utilizados para coleta dos

carrapatos foram: armadilha de gelo seco e técnica de arrasto.
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Figura 3. Pegadas de capivara no Parque Ecolégico Hermégenes de Freitas Leitao Filho, em

Campinas, SP.

Figura 4. Area ocupada por capivaras no Lago do Complexo Lavapés, em Mogi Mirim, SP.
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Para a coleta de carrapatos através da armadilha atrativa de gelo seco, utiliza-se o
diéxido de carbono (CO»), que funciona como um eficiente atrativo quimico para algumas
espécies de carrapatos. Esse tipo de armadilha € eficaz para a coleta de carrapatos adultos,
moderadamente para o estdgio de ninfas e pouco eficaz para as larvas, e podem atrair e
capturar carrapatos adultos num raio de até 10 m (SUCEN, 2004).

As armadilhas de gelo seco foram colocadas em quatro pontos préximos uns dos
outros, sendo chamados de ponto 1, ponto 2, ponto 3 e ponto 4. Os pontos foram dispostos em
linha reta, margeando o corpo d’agua. A distancia entre os pontos de coleta foi de 15,0 m em
Campinas e Mogi Mirim. Aproximadamente 800 gramas de cubos de gelo seco foram
colocados em cada ponto de coleta, dispostas em bandeja branca enterrada na altura da
superficie do solo (Figura 5). O tempo de permanéncia das armadilhas nos pontos foi de uma
hora, sendo que durante este periodo os carrapatos que subiam na borda da bandeja eram

coletados periodicamente (coleta manual) e armazenados em pote coletor.

Figura 5. Armadilha atrativa de gelo seco durante coleta.

J4 para a técnica de arrasto, o método consiste na utilizacdo de uma flanela branca
com dimensodes de 1 m de comprimento por 1 m de largura, com uma haste de madeira em
uma das pontas (Figura 6). Esta técnica € indicada tanto para locais com vegetacdo do tipo
herbacea (gramineas, leguminosas e outras forrageiras), como para dreas de confinamento de
animais (pastos) ou peridomicilio. Deve-se percorrer toda a extensdo da area, entre 2 pontos
pré-determinados, andando lentamente e parando a cada 4 a 5 metros para verificacdo e coleta

de individuos capturados sobre a face da flanela, que € arrastada em contato com a vegetacao.



31

A técnica € satisfatdria para a coleta de estdgios imaturos (larvas e ninfas), e menos eficiente
para adultos (SUCEN, 2004).

O arrasto foi feito entre os pontos 1 e 2 (distancia de 15,0 m entre os pontos em
Campinas e em Mogi Mirim) e entre os pontos 3 e 4 (distancia de 15,0 m entre os pontos em
Campinas e Mogi Mirim), sendo percorrida a distincia entre os pontos apenas uma vez
(Figura 7). A distancia entre os pontos 2 e 3 foi de 15,0 m para Campinas e Mogi Mirim,

porém, ndo foi realizado arrasto entre estes pontos.

Figura 6. Coleta de estdgios imaturos usando técnica de arrasto (Mogi Mirim, SP).
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PONFO 3

Figura 7. Area de arrasto entre os pontos 1 e 2 (A) e entre os pontos 3 e 4 (B), ambos em
Campinas, SP; drea de arrasto entre os pontos 1 e 2 (C) e entre os pontos 3 e 4 (D), ambos em

Mogi Mirim, SP.
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3.2.2 IDENTIFICACAO DOS CARRAPATOS
Os carrapatos coletados foram mantidos em tubos plasticos do tipo Eppendorf
(capacidade de 1,5mL), com &lcool etilico a 99,3% em -20°C, sendo etiquetados de acordo
com o local de procedéncia, data e método de coleta. A identificacdo foi realizada em
laboratério, com o auxilio de uma lupa e chave de identifica¢do para adultos (GUIMARAES
et al., 2001) e ninfas (MARTINS et al., 2010). As larvas foram identificadas até género, de
acordo com o formato do capitulo (gnatossoma) (GUIMARAES et al., 2001).

3.3 DADOS METEOROLOGICOS

Foram coletados dados meteoroldgicos relativos a temperatura em °C (minima,
média e maxima), UR (%) e precipitacdo pluviométrica (em mm) dos dois municipios de
estudo, a fim de verificar se existe correlacdo com a abundancia de carrapatos.

Os dados meteorolégicos do municipio de Campinas foram obtidos do Centro
Integrado de Informagdes Agrometeoroldgicas (CIIAGRO), durante o periodo de janeiro de
2015 a dezembro de 2016.

No municipio de Mogi Mirim, os dados referentes aos meses de janeiro a maio de
2015, foram adquiridos no Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (estacdo
meteoroldgica localizada no municipio de Itapira). E, no periodo de junho de 2015 a
dezembro de 2016, os dados foram obtidos do CIIAGRO. Os dados de 2015 fornecidos pelo
CITAGRO iniciavam no més de junho, por isso, foi utilizado informacdes da estagdo mais

préxima, do INMET.

3.4 ANALISES DOS DADOS
A abundancia (varidvel resposta — Log (N + 1)), frente aos parametros ano, més,
local de coleta, método de coleta, estdgio de vida do carrapato e espécie, foi avaliada por
ANOVA de 1 fator, considerando a homogeneidade dos valores da abundancia como hipétese
nula. As médias foram comparadas através do teste a posteriori de Tukey. O nivel de

significancia foi de a = 0,05.
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Para avaliar se houve correlagdo entre a abundancia nos diferentes anos de coleta
com os fatores ambientais (temperatura, umidade relativa do ar e precipitag¢do) foi calculado o
Coeficiente de Correlagao de Pearson. O nivel de significancia foi de a = 0,05.

Todas as andlises estatisticas foram feitas com auxilio do software SAS através

dos procedimentos PROC GLM e PROC CORR, respectivamente (SAS INST. INC., 2006).

3.5 INVESTIGACAO MOLECULAR
Para verificar a presenca ou auséncia de Rickettsia, FMB ou GFM, nos carrapatos
coletados nos dois municipios de estudo, foram feitos os procedimentos de extracdo total e
subsequente amplificacio do DNA. Todas as andlises moleculares foram conduzidas no
Laboratério de Entomologia Integrativa do Departamento de Biologia Animal, IB,

UNICAMP.

3.5.1 EXTRACAO DE DNA

Como a prevaléncia de Rickettsia sp. nos carrapatos geralmente € baixa
(ESTRADA et al., 2006), optou-se por processar as amostras em lotes de 10 individuos, no
maximo, separados por local de procedéncia, més de coleta, estadgio evolutivo e espécie.

Carrapatos pertencentes ao mesmo lote foram macerados inteiros até a
homogeneizagdo dentro de um microtubo de 1,5 mL, em solugdo tampao fosfato-salina (PBS),
com o auxilio de um pistilo motorizado. A extragdo do DNA total foi feita usando-se kit
comercial — DNease® Blood & Tissue, Qiagen — seguindo o protocolo sugerido pelo
fabricante. Ao final do processo, o pellet foi ressuspendido em solucdo 1xTE, e os tubos

armazenados em freezer a -20°C.

3.5.2 AMPLIFICACAO DO DNA PELA PCR
Para amplificacdo do material genético utilizaram-se pares de primers: (i) HCO e
LCO da regido citocromo oxidase I (COI) do DNA mitocondrial (DNAmt) (FOLMER et al.,
1994), visando avaliar a integridade do DNA dos carrapatos; (ii)) CS-78F e CS-323R do gene
gltA, codificador da enzima citrato sintase, presente em todas as espécies de Rickettsia

(LABRUNA et al., 2004); e (iii) 190.70F-A1 e 190.602R-A2, que amplifica parte da
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sequéncia do gene sca( e codifica a proteina de membrana (ompA), presente em Rickettsia do
GFM (REGNERY et al., 1991). Como controles positivos das reagdes foram usados para:
COI, DNA extraido de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae); e para os genes gltA e
ompA o DNA de Rickettsia parkeri, gentilmente cedido pelo Dr. Adriano Pinter da
Superintendéncia do Controle de Endemias, SP.

As reacdes de amplificacdo foram feitas num volume final de 25ul contendo 10x
tampao de PCR, 0,2mM de dNTPs, 1,5mM de MgCl,, 0,5uM de cada iniciador, 1,25 unidades
de Taq DNA polymerase (Invitrogen) e 2—4ul de DNA extraido.

Para a regido COI, os ciclos de temperatura incluiram um passo inicial de
desnaturacdo de 3 min a 95°C seguido por 35 ciclos de 1 min a 95°C, um passo de anelamento
de 1 min a 47°C e um passo de extensdo de 2 min a 72°C. O ultimo ciclo incluiu um passo de
elongacdo de 5 min a 72°C (MADEIRA et al., 2016). Para glitA, os ciclos de temperatura
foram de desnaturacdo de 3 min a 95°C seguido por 40 ciclos de 15 s a 95°C, um passo de
anelamento de 30 s a 48°C, um passo de extensao de 30 s a 72°C e passo final de elongacdo de
7 min a 72°C (LABRUNA et al., 2004). Para ompA, os ciclos de temperatura foram de
desnaturacdo de 5 min a 95°C seguido por 35 ciclos de 20 s a 95°C, um passo de anelamento
de 30 s a 58°C, um passo de extensao de 45 s a 65°C e passo final de elongacdo de 10 min a
72°C (adaptado de REGNERY et al., 1991).

Todos os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
(Sigma, USA) em tampdo 1 x TAE (40mM Tris-acetato e ImM EDTA, pH 8.0) a 80V, apos
aplicacdo do agente intercalante GelRed  que permite visualizar os fragmentos amplificados
sob luz ultravioleta. Registros fotograficos dos resultados foram feitos com camera digital
acoplada a um transluminador UVB. O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado
por compara¢cdo com marcadores padrao de peso molecular, Low DNA Ladder e 100 pb
(Invitrogen).

Os amplicons satisfatérios foram armazenados em freezer a -20°C.
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4. RESULTADOS

4.1 ABUNDANCIA E SAZONALIDADE DE CARRAPATOS VETORES

Foram coletadas e identificadas as seguintes espécies: A. sculptum (ninfas e
adultos), A. dubitatum (ninfas e adultos), Amblyomma sp. (larvas) e Rhipicephalus sp.
(larvas), durante o periodo de estudo.

Considerando o periodo de dois anos em que foram coletados os carrapatos, a
abundancia total ndo foi significativamente diferente entre Campinas (N= 2.312) e Mogi
Mirim (N= 546) (F= 2,94; p= 0,0878). O mesmo resultado fora observado considerando
separadamente os anos de 2015 (F= 3,45; p= 0,0653) e 2016 (F= 0,21; p= 0,6473). Ja a
composi¢do faunistica de carrapatos vetores foi distinta (Tabela 1).

A abundancia total de carrapatos coletados em Campinas e Mogi Mirim no ano de
2015 foi significativamente maior que em 2016 (F= 19,30; p< 0,0001) (Tabela 1).

O nuimero de carrapatos diferiu nos meses de janeiro, fevereiro e agosto nos dois
anos de coleta, quando comparado com os outros meses (F= 2,02; p= 0,0274),
independentemente da localidade. No ano de 2015, nao houve diferenca na abundancia de
carrapatos entre os meses (F= 0,96; p= 0,4859) (Tabela 2). J4 em 2016, o més de agosto
apresentou diferenga em relacdo aos outros meses (F= 2,93; p=0,0033) (Tabela 2).

Na armadilha de gelo seco, foram coletados 1.519 e 263 carrapatos em Campinas
e Mogi Mirim, respectivamente (Tabela 3). Na técnica de arrasto foram coletados 793
carrapatos em Campinas e 283 no municipio de Mogi Mirim (Tabela 3). Os métodos de
coletas ndo apresentaram diferenca quanto a quantidade de carrapatos coletados durante os
dois anos (F= 0,37; p= 0,5441), assim como para os anos de 2015 (F= 0,06; p= 0,8055) e
2016 (F= 0,69; p= 0,4088) separadamente.

A abundancia entre A. sculptum e A. dubitatum diferiu em Campinas e Mogi
Mirim (F= 17,48; p< 0,0001) (Tabela 1), assim como quando observado o ano de 2015
(F=12,93; p< 0,0001) e 2016 (F=7,45; p=0,0010).

Estagios de vida dos carrapatos apresentaram diferenca na abundincia entre

larva/adulto e entre ninfa/adulto no periodo de dois anos, nas duas localidades



(F= 31,85; p< 0,0001), assim como quando comparados os anos

(F=19,79; p< 0,0001) e 2016 (F=9,83; p=0,0023) separadamente (Tabela 4).

de
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Tabela 1. Abundancia (N) de carrapatos por localidade, ano, espécie e estdgio de vida, coletados entre janeiro de 2015 a dezembro de 2016.

Amblyomma sp.

Rhipicephalus sp.

Amblyomma sculptum

Amblyomma dubitatum

Ano Localidade
Ninfa Adulto Ninfa Adulto

2015 Campinas 1754 394 0 977 335 22 26

Mogi Mirim 431 192 10 97 63 49 20

Campinas 558 48 0 390 85 23 12
2016

Mogi Mirim 115 69 0 4 0 30 12
Totais 2858 703 10 1468 483 124 70
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Tabela 2. Abundancia mensal de carrapatos por localidade, ano, espécie e estdgio de vida, coletados de janeiro de 2015 a dezembro de 2016.

Campinas Mogi Mirim
Ano Més Larva Ninfa Adulto Larva Ninfa Adulto
Amblyomma sp. A. sculptum A. dubitatum A. sculptum A. dubitatum Amblyomma sp. Rhipicephalus sp. A. sculptum A. dubitatum A. sculptum A. dubitatum
Janeiro 0 0 0 33 2 29 0 0 2 24
Fevereiro 0 1 2 48 4 12 0 0 1 14
Margo 0 0 0 36 2 38 0 1 2 13
Abril 1 39 1 59 0 20 0 0 3 8 0
Maio 157 28 5 17 0 0 0 0 6 4 0
015 Junho 109 22 0 6 0 52 0 4 2 0 0
Julho 2 155 7 10 0 0 0 0 3 0 3
Agosto 2 249 0 8 0 21 10 76 0 0 0
Setembro 0 273 0 14 1 0 14 0 0 0
Outubro 16 123 3 42 10 0 0 0 0 0 0
Novembro 39 55 2 38 4 14 0 1 16 0 9
Dezembro 68 32 2 24 3 6 0 1 14 0 3
Janeiro 0 1 0 21 2 0 0 0 2 0 2
Fevereiro 3 2 2 9 1 0 0 0 3 0 4
Margo 1 1 0 9 0 5 0 0 1 0 0
Abril 1 6 3 5 0 0 0 0 0 0 0
Maio 2 12 5 3 0 3 0 2 12 0 0
2016 Junho 0 1 0 1 0 0 0 0 4 0 1
Julho 4 42 5 0 0 0 0 0 3 0 0
Agosto 0 128 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Setembro 12 109 1 3 1 0 0 2 1 0 3
Outubro 25 65 2 8 2 55 0 0 2 0 0
Novembro 0 23 3 8 3 6 0 0 0 0 2
Dezembro 0 0 2 18 3 0 0 0 2 0 0
Totais 442 1367 45 420 38 261 10 101 79 63 32
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Tabela 3. Abundancia de carrapatos, por estdgio, coletados por localidade, de acordo com o

método de coleta (gelo seco e arrasto), entre janeiro de 2015 a dezembro de 2016.

Espécies coletadas Campinas Mogi Mirim
Geloseco  Arrasto  Geloseco  Arrasto
Adulto Amblyomma sculptum 374 46 50 13
Adulto Amblyomma dubitatum 35 3 32 0
Ninfa Amblyomma sculptum 1032 335 87 14
Ninfa Amblyomma dubitatum 35 10 46 33
Larva Amblyomma sp. 43 399 39 222
Larva Rhipicephalus sp. 0 0 9 1
Totais 1519 793 263 283

Tabela 4. Abundancia de carrapatos coletados de acordo com o estdgio evolutivo e local de

coleta, no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2016.

Local de coleta Larva Ninfa Adulto Total
Campinas 442 1412 458 2312
Mogi Mirim 271 180 95 546

4.2 DADOS METEOROLOGICOS

Os dados climdticos mensais relativos a temperatura em °C (Figura 8), umidade

relativa do ar (%) e precipitagdo pluviométrica (mm) (Figura 9) para o municipio de

Campinas e de Mogi Mirim mostraram que houve variagdo ao longo dos anos de estudo.
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Figura 8. Temperatura mdxima, média e minima, durante o periodo de janeiro de 2015 a
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A abundancia dos carrapatos apresentou correlagdo positiva pela temperatura
(r=0,28951; p< 0,0001) e pela umidade relativa (r= 0,29913; p< 0,0001), quando analisado os
dois anos de estudo (2015/2016). No entanto, ndo houve correlacido entre a abundancia dos
carrapatos e a precipitacdo pluviométrica (r= 0,04109; p= 0,5352).

Analisando-se os dois anos de coleta separadamente, verificou-se que em 2015
houve correlacdo positiva entre a temperatura e a abundincia de carrapatos
(r= 0,16584; p= 0,0447), assim como no ano de 2016 (r= 0,57948; p< 0,0001). Quanto a
umidade relativa, houve correlacdo positiva com a abundéncia dos carrapatos nos anos de
2015 (r=0,18673; p= 0,0235) e 2016 (r= 0,57714; p< 0,0001). E, ndo houve correlagcdo entre
a precipitagdo e a abundancia dos carrapatos tanto em 2015 (r= 0,01182; p= 0,8922) quanto
em 2016 (r=0,11238; p=0,2757).

4.3 INVESTIGACAO MOLECULAR
Um total de 173 carrapatos, entre ninfas (N= 84) e adultos (N=79) de A. sculptum
e adultos de A. dubitatum (N= 10), provenientes de populagdes de Campinas e Mogi Mirim,
foram analisados. Amplificou-se com sucesso 0 DNA de carrapatos e da bactéria Rickettsia
parkeri. Nao houve amplificacdo de quaisquer outras Rickettsia, incluindo as pertencentes ao

GFM.
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5. DISCUSSAO

A compreensao dos fatores que determinam se uma area € ou nao endémica para a
Febre Maculosa Brasileira € dada através de estudos, como a identificacdo das Rickettsioses
presentes no local, fatores ambientais, vetores e hospedeiros. Os dados obtidos no presente
trabalho mostram que um ambiente pode ter a presenca do hospedeiro, assim como do vetor, e
ainda assim ndo apresentar a bactéria patogénica circulando ou ainda nio a encontrar através

de analises moleculares.

5.1 ABUNDANCIA E SAZONALIDADE DE CARRAPATOS VETORES

Os carrapatos podem ser encontrados em dreas antropizadas, como foi observado
na drea endémica e ndo endémica para a FMB. A quantidade de carrapatos coletada nos dois
municipios ndo apresentou diferenca estatistica, durante os dois anos de coleta ou quando
analisados separadamente.

A abundancia total dos carrapatos foi maior em 2015, quando comparado com o
ano de 2016, o que pode ter ocorrido em decorréncia das condi¢des meteoroldgicas distintas
encontradas em cada ano de estudo. Em estudo desenvolvido por Silveira e Fonseca (2013), a
abundancia dos carrapatos foi menor no primeiro ano de estudo e foi aumentando a cada ano,
com total de quatro anos de estudo, porém os autores ndo avaliaram a correlacdo entre a
abundancia e condi¢des meteoroldgicas. De acordo com Burgdorfer e Brinton (1988), fatores
bioldgicos e ecoldgicos, assim como condi¢cdes meteoroldgicas desfavordveis, falta de
acasalamento e incapacidade de encontrar hospedeiro adequado, limita o ndmero de
carrapatos na natureza.

A sazonalidade foi observada de maneira evidente durante os anos de estudo.
Independentemente da localidade, o més de agosto foi o que apresentou o maior nimero de
ninfas (inverno); em contrapartida, nos meses de janeiro e fevereiro (verdo) foi encontrado
maior quantidade de adultos. No ano de 2015, ndo houve diferenca na abundancia dos
carrapatos nas duas dreas de coleta. Ja no ano de 2016, no municipio de Campinas, o més de

agosto apresentou maior nimero de ninfas quando comparado aos outros meses. A espécie
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Amblyomma sculptum apresenta padrdo anual de uma geracdo na regido sudeste do Brasil,
com os trés estagios marcadamente distribuidos ao longo do ano, com larvas predominando
no outono, ninfas no inverno e adultos na primavera e verao (PEREZ, 2013).

Em estudo feito por Brites-Neto et al. (2013), em &reas de mata ciliar no
municipio de Americana, SP, a distribuicdo de A. sculptum e A. dubitatum foi caracterizada
pela presenca de imaturos e adultos durante todos os meses do periodo estudado. Foi
observado pelos autores que os estdgios imaturos de A. sculptum e A. dubitatum apresentaram
distribuicao similar durante o periodo de estudo, com larvas de ambas as espécies sendo mais
abundantes no outono e no inverno (abril a julho) e ninfas no final do outono até inicio da
primavera (junho a outubro). Adultos de A. sculptum foram coletados em maior nimero
durante a primavera e inicio do verdo (outubro e dezembro). A espécie A. dubitatum foi
coletada em numero relativamente similar ao longo do periodo de estudo. Portanto, os
resultados observados pelos autores sugerem que a dindmica sazonal de A. dubitatum seja
semelhante aos de A. sculptum, no sudeste brasileiro.

Guedes e Leite (2008), em estudo feito no municipio Coronel Pacheco, MG,
verificaram a existéncia de picos populacionais dos estdgios imaturos de Amblyomma sp. no
outono e inverno, quando as temperaturas e UR estavam mais baixas. Souza et al. (2006)
relataram que ninfas de Amblyomma ocorreram o ano todo em drea de mata ciliar de uma
fazenda localizada em Jaguariuna, SP, com maior abundancia de julho a dezembro, periodo
que coincide com o aumento de casos de FMB na regido de Jaguariina e em outras areas
endémicas de Sao Paulo e Minas Gerais.

As seguintes espécies foram identificadas, no presente estudo, utilizando-se
ambos os métodos de coleta: ninfas e adultos de A. sculptum e A. dubitatum, e larvas de
Amblyomma sp. e Rhipicephalus sp. No entanto, Guedes e Leite (2008), coletaram larvas de
Amblyomma sp. com o método de arrasto, ja as ninfas de Amblyomma sp. e adultos de A.
sculptum e A. dubitatum foram coletados com armadilha de gelo seco.

A abundancia dos carrapatos coletados ndo diferiu entre os métodos de coleta
(armadilha de gelo seco e a técnica de arrasto), nos dois municipios de estudo. O mesmo foi
observado por Silva (2010), que utilizou os dois métodos para avaliar qual apresentava maior

eficiéncia na coleta de A. sculptum. Além disso, os dois métodos de coleta foram eficientes
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para coletar todos os estagios de vida, corroborando o estudo de Souza et al. (2006). Portanto,
as técnicas de coletas empregadas funcionam de forma complementar, pois ambas simulam
um potencial hospedeiro para o carrapato e sdo eficientes para as espécies que procuram
ativamente seus hospedeiros (A. sculptum e A. dubitatum).

Em Campinas coletaram-se ninfas e adultos de A. sculptum e A. dubitatum, além
de larvas de Amblyomma sp., espécies ja assinaladas na regido por Estrada et al. (2006) e
Souza et al. (2006). Em Mogi Mirim, além das espécies citadas acima, foi coletado pequeno
numero de larvas de Rhipicephalus sp., sendo este o primeiro registro para 0 género no
municipio, assim como para as outras espécies coletadas. Os dados apresentados corroboram
estudos anteriores, associando a presenca de capivaras aos carrapatos A. sculptum e A.
dubitatum no sudeste do Brasil, tanto em areas endémicas como nao endémicas para a FMB
(PEREZ et al., 2008; PACHECO et al., 2009).

Campinas apresentou maior abundancia de A. sculptum em relagcdo a Mogi Mirim,
ja A. dubitatum foi mais abundante em Mogi Mirim. Em estudo realizado por Pacheco et al.
(2009), em 16 areas no estado de Sao Paulo, foram coletados um total de 3.545 individuos de
A. sculptum e 2.666 de A. dubitatum. Em Piracicaba coletou-se 2.662 individuos de A.
sculptum e 499 A. dubitatum, ja em Pedreira foi coletado 555 exemplares de A. sculptum e
841 A. dubitatum. A diferenca na abundancia entre as espécies pode estar relacionada ao grau
de atividade antropica, sendo que areas degradadas favorecem a presenca de A. sculptum
(SZABO et al., 2009).

Amblyomma dubitatum mantém seu ciclo principalmente em animais silvestres,
por isso, sdo encontrados em ambientes que propiciem o desenvolvimento destes hospedeiros
(PEREZ et al., 2008). E encontrado em maior nimero nas dreas préximas a corpos d’agua,
ambiente preferencial das capivaras e mais propicio ao estabelecimento dessa espécie
(QUEIROGAS et al., 2012). Silveira e Fonseca (2013), a partir de coletas em cinco areas no
Rio de Janeiro, avaliaram a abundancia de A. dubitatum e A. sculptum. A espécie Amblyomma
dubitatum foi coletada em pequeno nimero, em borda de fragmento de vegetagdo, com
atividade intensa de capivaras. A auséncia de A. dubitatum foi observada em local com
cobertura vegetal constituida principalmente de gramineas de porte baixo, onde se registrou a

presenca constante de capivaras. Neste mesmo local, A. sculptum foi coletado em pequeno
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nimero, mesmo em pontos proximos a locais frequentados por capivaras. Por isso, a
ocorréncia de A. dubitatum pode estar relacionada a ambiente com cobertura vegetal, que
mantém maiores niveis de umidade.

No presente estudo, em ambos os locais de coleta, foi observada a presenca de
capivaras, que foram relacionadas a presenca de A. sculptum e A. dubitatum, corroborando o
estudo de Perez et al. (2008), que encontraram altos niveis de infestacdo de ambas as espécies
associadas a esse hospedeiro.

Larvas de Rhipicephalus sp. estdo intimamente ligadas a presenca de caes
(SUCEN, 2002), e exemplares deste género foram encontrados apenas no municipio de Mogi
Mirim, onde a drea de coleta é constantemente frequentada por cachorros. Ja na drea de coleta
em Campinas, onde é proibida a entrada de cachorros, nenhum individuo deste género foi
coletado.

Com relacdo a abundancia dos carrapatos, de acordo com o estdgio evolutivo
(larvas, ninfas e adultos), o estdgio larva diferiu em quantidade quando comparado ao adulto,
assim como ninfa também apresentou diferenca em relagdo ao adulto, nos dois anos de coleta.
O mesmo foi observado para o ano de 2015 e 2016 separadamente. Em estudo realizado no
Rio de Janeiro por Silveira e Fonseca (2013), em um periodo de quatro anos, foi analisada a
abundancia dos estidgios de vida de Amblyomma sp., e verificou-se que as larvas de
Amblyomma sp. foram expressivamente mais abundantes em todos os anos do estudo,
seguidas das ninfas e dos adultos de A. sculptum.

A maior abundancia de larvas de carrapatos pode ser atribuida a presenca de
determinados hospedeiros. Um fator que pode alterar a abundancia de espécies de carrapatos €
a presenca ou auséncia de animais silvestres, em ambientes utilizados por animais domésticos
(SILVEIRA e FONSECA, 2013). Como foi observado por Kessing et al. (2013), no qual a
abundancia de ninfas e adultos de Rhipicephalus sp. foi expressivamente reduzida devido a
presenca de bovinos. Porém, a abundancia de larvas ndo sofreu interferéncia, pois foi
determinada pela presenca de mamiferos de grande porte, provavelmente responsaveis pela
importacdo de fémeas ingurgitadas para a area de estudo (savana do Quénia), enquanto que

em areas onde estes mamiferos eram ausentes, as larvas e ninfas foram raras.
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Conforme observado, as ninfas foram coletadas em grande quantidade em ambas
as localidades de estudo, o que deve exigir atencdo, j& que podem transmitir FMB aos
humanos. Segundo Aratjo et al. (2015), o periodo de maior ocorréncia de dbitos causados
pela FMB, corresponde a primavera e inicio de verdo, periodo de maior circulacdo das fases

de larvas e ninfas dos carrapatos.

5.2 DADOS METEOROLOGICOS

Compreender o nicho ecoldgico de um carrapato € um exercicio complexo, devido
as muitas varidveis que ocorrem nas diferentes fases do ciclo evolutivo, incluindo a regulacao
dos padrdes dos carrapatos e abundancia de hospedeiros. Além disso, a faixa de distribuicdo
geografica de uma populagdo de carrapatos muda, devido ao clima ou como resultado de
atividades humanas (incluindo influéncias antropogénicas sobre a vegetacio, uso do solo ou
deslocamento do hospedeiro) (ESTRADA-PENA, 2008; EREMEEVA e DASCH, 2015).

No presente estudo, a abundéncia dos carrapatos foi influenciada pela temperatura
e pela umidade relativa do ar, considerando tanto os dois anos de estudo, quanto
separadamente. Em estudo realizado por Chacon et al. (2003), em condi¢des experimentais,
foi demonstrado que a temperatura de 27 = 1° C e 80 £ 10% de UR sao condic¢des apropriadas
para os estigios de vida livre de A. sculptum. As larvas e ninfas sofrem mais com efeitos
causados por altas temperaturas, do que por baixas temperaturas. As fémeas dessa espécie
também sofrem influéncia com o aumento da temperatura: fémeas expostas a 32°C
adquiriram menor peso corporal e menor capacidade de conversdo de nutrientes em ovos do
que fémeas mantidas nas temperaturas 18 e 27°C.

Verissimo (2013), em estudo com o carrapato Boophilus microplus Canestrini,
1887, observou que a fase fora do hospedeiro pode ser afetada por diversos fatores, sendo a
temperatura do ambiente o principal. O aumento da temperatura acelera toda a fase de vida
livre do parasita e, sob baixas temperaturas, todos os estdgios de vida levam mais tempo para
se completar.

De acordo com Strey et al. (1996), em condi¢des ideais (23°C e 85% UR), 50% da
mortalidade de carrapatos adultos de A. sculptum ocorre em 507,8 e 520 dias. Porém, em

condic¢des de baixa umidade (23°C e 35% UR), 50% da mortalidade ocorrem entre 36,7 e 39,3
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dias. Baixa umidade relativa do ar e o aumento da temperatura no ambiente contribuem para a
dessecacdo dos carrapatos (ESTRADA-PENA et al.,2012). Portanto, a UR é um fator muito
importante para o ciclo de vida dos carrapatos, pois as fases de vida livre s@o prejudicadas
pela baixa UR, principalmente no periodo de embriogénese. A UR minima compativel com o
sucesso da embriogénese seria de 70%, sendo 80% considerado ideal (VERfSSIMO, 2013).

Durante o desenvolvimento do carrapato, um dos fatores que causam mortalidade
€ a perda de dgua, que € influenciada pelo aumento da temperatura e pelas propriedades
fisicas da cuticula dos artropodes. Desse modo, durante periodos nio parasitdrios, as
condi¢des meteoroldgicas afetam a sobrevivéncia do carrapato, principalmente porque a
temperatura e precipitacdo inibem a sobrevivéncia dos carrapatos e a busca por hospedeiros.
Quando buscam novos hospedeiros, os carrapatos sofrem mortalidade constante na natureza,
sendo observado que quanto maior a temperatura, também € maior a mortalidade dos
carrapatos € quanto menor a temperatura, maior a duracdo do ciclo de desenvolvimento
(ESTRADA-PENA et al., 2012).

Condigdes meteoroldgicas também influenciam especificamente a duragdo do
periodo de pré-muda de carrapatos ingurgitados, de modo que o tempo € reduzido quando a
temperatura aumenta. Conforme verificado com ixodideos, carrapatos vulnerdveis a
dessecacdo possuem chance de sobrevivéncia aumentada quanto menor for o tempo para
sofrer ecdise (CHILTON et al., 2000). Portanto, a temperatura € UR adequadas sdo condic¢oes
importantes para os carrapatos completarem seu ciclo (ARAUJO et al. 2015).

O aumento de 0,74°C na temperatura global, observado nos udltimos 100 anos,
resultou na reducdo dos nimeros de dias mais frios, diminuindo o periodo de inverno,
alternando com periodos de temperaturas mais amenas. Tais mudangas podem impactar
diretamente a sobrevivéncia e desenvolvimento de vetores artropodes. Na Europa, o impacto
das mudangas climéticas é mais pronunciado entre carrapatos e seus hospedeiros. Um
exemplo € a espécie Rhipicephalus sanguineus Latreille, 1806 que era endémica das regides
Mediterraneas, mas agora podem sobreviver e se desenvolver no sudeste e sudoeste da Franca
(BEUGNET e CHALVET-MONFRAY, 2013).

Apesar de estudos relatarem expansdes na distribuicdo de carrapatos, estes

artréopodes também devem desaparecer de alguns lugares quando condicdes climaticas
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(temperatura e UR) tornarem-se inadequadas (LEGER et al., 2013), pois temperaturas
elevadas, juntamente com baixa UR podem ser deletérias para carrapatos, mesmo para
aqueles que sao fisiologicamente adaptados a ambientes mais secos. Com isso, a distribui¢do
e a densidade de carrapatos podem ser influenciadas pelas mudancas climdticas, bem como o
risco de transmissdo de patdgenos transmitida por carrapatos para humanos (DANTAS-
TORRES, 2015). Portanto, o aquecimento climdtico interfere nas populacdes de carrapatos,
pois limita o seu desenvolvimento e aumenta a mortalidade nas diferentes fases de vida

(ESTRADA-PENA, 2008).

5.3 INVESTIGACAO MOLECULAR

As amostras analisadas através de PCR nao tiveram confirma¢do de Rickettsia
para nenhuma espécie de carrapato, independentemente do estdgio evolutivo ou da localidade,
embora exemplares positivos de Amblyomma spp. para Rickettsia do GFM ja tenham sido
registrados na regido de Campinas (NASCIMENTO, 2003). O municipio de Mogi Mirim,
drea ndo endémica para a FMB, apresenta apenas um caso registrado da doenga no ano de
2016 (CVE, 2017), sem registro de carrapatos infectados com Rickettsia sp.

Guedes et al. (2005), realizaram estudos em drea endémica para a FMB no estado
de Minas Gerais, onde foi relatado 1,28% de A. sculptum infectados com R. rickettsii. No
entanto, Sangioni et al. (2005), ao avaliarem a infec¢do por Rickettsia em A. sculptum em
areas endémicas e ndo endémicas para a FMB no estado de Sao Paulo, verificaram que areas
nio endémicas apresentaram resultado negativo para espécies de Rickettsia, tanto para
carrapatos quanto para hospedeiros vertebrados e humanos. Nas dreas endémicas, também nao
foi possivel encontrar carrapatos infectados com a bactéria, mesmo existindo a comprovacao
da infecgdo por R. rickettsii em cavalos e cdes por métodos soroldgicos.

Brites-Neto et al. (2013), em estudo realizado no municipio de Americana, SP,
drea endémica para a FMB, ndo encontraram nenhum carrapato infectado com R. rickettsii.
Vianna et al. (2008), no municipio de Itabira, MG, area endémica para a FMB, também nao
coletaram A. sculptum infectados com Rickettsia, embora equinos (100%), cachorros (81,3%)

e seres humanos (8,2%) tenham apresentado resultados positivos em testes sorologicos.
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Encontrar carrapatos infectados por R. rickettsii, mesmo em dreas endémicas para
a FM, pode ser dificil. Burgdorfer (1988), que realizou estudo na Carolina do Norte, EUA,
regido com alta incidéncia de Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (também causada por
R. rickettsii), encontrou apenas 1 de 2.123 carrapatos da espécie Dermacentor variabilis Stay,
1821 infectado.

De acordo com Krawczak et. al. (2014), poucos estudos conseguiram detectar R.
rickettsii em A. sculptum, enquanto muitos outros ndo detectaram um unico carrapato
infectado em areas endémicas para a FMB, através de métodos moleculares, entre milhares de
carrapatos coletados.

Os motivos para os resultados negativos sdo, possivelmente, a baixa taxa de
infeccdo por R. rickettsii e R. parkeri, que sdo comumente relatadas em A. sculptum, A.
dubitatum e A. aureolatum (LABRUNA et al., 2004; SANGIONI et al., 2005; PINTER e
LABRUNA, 2006; HORTA et al., 2007; MARTINS et al., 2017), assim como o reduzido
nimero de carrapatos avaliados.

Segundo Pinter et al. (2016), o PCR negativo em amostras de A. aureolatum nao
significa que Rickettsia sp. ndo circula em determinada area, pois a taxa de infectividade na
populacdo de carrapatos é muito baixa, em torno de 1%. A espécie Amblyomma sculptum nao
¢ eficiente em manter a infeccdo por R. rickettsii, e por esta razdo, encontrar A. sculptum
infectado com a bactéria é uma tarefa muito dificil (Soares et al., 2012; Krawczak et al.,
2014). Ainda assim, A. sculptum assume papel importante como vetor de R. rickettsii, porque
esta espécie € a mais comumente encontrada parasitando humanos no sudeste brasileiro
(Krawczak et al., 2014).

Rickettsia rickettsii ndo € eficientemente mantida através da transmissdo
transovariana, uma vez que menos de 50% das fémeas de A. sculptum infectadas passam o
agente verticalmente, e quando passam menos de 50% da prole se infecta (KRAWCZAK et
al.,, 2014). Quando um carrapato se infecta com uma espécie de Rickettsia, este se torna
refratdrio a uma segunda infec¢do por outra espécie de Rickettsia. Portanto, a competi¢ao
entre diferentes espécies de Rickettsia dentro do vetor, onde hd primo-infeccdo por uma
espécie, pode dificultar o estabelecimento de uma segunda (ESTRADA et al., 2006;
PACHECO et al., 2009; BRITES-NETO, 2013).
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Rickettsia rickettsii e outras espécies patogénicas causam efeitos deletérios
(letalidade do hospedeiro) nos carrapatos, efeito que previne a continua transmissao
transovariana do agente patogénico, juntamente com as interagdes competitivas entre
diferentes espécies de Rickettsia que habitam o microambiente do carrapato. Portanto, efeitos
deletérios e interacdes competitivas podem influenciar a baixa prevaléncia de carrapatos
infectados com R. rickettsii na natureza, e assim afetar sua manutencio enzodtica (PAROLA
et al., 2005; CARMICHAEL e FUERST, 2010; OGRZEWALSKA et al., 2012; MARTINS,
et al., 2017).

Ja a espécie de A. dubitatum, apesar de ser comum em dreas endémicas para a
FMB, nunca foi encontrada infectada com R. rickettsii e, portanto, ainda ndo se conhece seu
papel na epidemiologia da FMB. No entanto, varias populacdes dessa espécie ja foram
encontradas infectadas por R. bellii, inclusive em dreas endémicas para a doenca (GUEDES et
al., 2011). Rickettsia bellii, cuja patogenicidade é desconhecida para seres humanos, tem sido
relatada infectando intimeras espécies de carrapatos no Brasil, com frequéncias variando de 0
a 100%, dependendo da espécie e populagdo de carrapato (PACHECO et al., 2009).

No municipio de Americana, SP, A. dubitatum teve resultado positivo em PCR
especifico para R. bellii, com taxa de infec¢dao de 3,9% em carrapatos adultos (Brites-Neto et
al., 2013). Em trabalho realizado por Pacheco et al. (2009), as taxas de infec¢do por R. bellii
variaram de 6,1 a 44,9% em A. dubitatum. Ja Guedes et al. (2011) ndo detectaram Rickettsia
em adultos de A. dubitatum em Minas Gerais.

A presenca de uma espécie de Rickettsia do GFM (designada como cepa
Anhandui, correspondente a R. parkeri) em A. dubitatum foi reportada no municipio de
Campo Grande, MS. Portanto, A. dubitatum pode ser vetor de Rickettsia, através da co-

infestacdo com A. sculptum em capivaras (MATIAS et al., 2015).
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6. CONCLUSOES

As espécies A. sculptum (considerado o principal vetor brasileiro) e A. dubitatum
(importante na manutencdo do ciclo da bactéria na natureza) estavam presentes nas duas dreas
de coleta. Portanto, existe a possibilidade de transmissdao da Febre Maculosa Brasileira em
ambos 0os municipios, uma vez que os carrapatos coletados sdo importantes na epidemiologia
da doenca e a abundancia de carrapatos coletados ndo diferiu entre os municipios de
Campinas (drea de transmissao) e Mogi Mirim (drea predisposta).

A abundancia dos carrapatos foi influenciada pela temperatura e umidade relativa
do ar, durante o periodo estudado. Ja que as condi¢cdes meteoroldgicas afetam a sobrevivéncia
de carrapatos durante periodos ndo parasitdrios, inibindo sua busca por hospedeiros. Além
disso, o aumento da temperatura juntamente com a baixa umidade relativa do ar limita o
desenvolvimento de carrapatos e, aumenta a mortalidade em todos os estdgios evolutivos.
Sendo assim, o clima de uma regido pode interferir na abundincia de carrapatos em
determinado local e, consequentemente, na transmissao de doengas associados a eles.

Bactérias do género Rickettsia, mesmo em dreas endémicas, tém prevaléncia baixa
em carrapatos vetores e potencialmente vetores, como o observado neste estudo. Fatores
como prevaléncia agregada devem ser investigados no futuro para entender os mecanismos
que promovem a infec¢do de vertebrados.

Portanto, mais estudos serdo necessarios para melhor entendimento da
epidemiologia e ecologia da Febre Maculosa Brasileira, onde poderd ser incluida andlise
sorolégica de animais vertebrados amplificadores da bactéria, assim como investigacio em
outras espécies de carrapatos que possam estar envolvidos no ciclo natural de Rickettsia sp.
Dessa forma, compreendendo melhor os fatores que levam uma regido a ser endémica e outras

nao.
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