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RESUMO

Devido ao potencial papel atribuido a Amblyomma cajennense € a Amblyomma dubitatum no
ciclo enzodtico de Rickettsia ricketisii, 0 agente etiolégico da Febre Maculosa Brasileira (FMB),
neste estudo avaliou-se a flutuacdo de populagbes de adultos de vida livre destas duas
espécies de carrapatos, bem como a freqiiéncia de infeccdo de carrapatos por R. rickettsii
numa area focal de FMB em Minas Gerais. Um total de 78 exemplares de A. cajennense e 78
de A. dubitatum foram coletados e, posteriormente, submetidos ao teste de hemolinfa com
resultado negativo para todas as amostras analisadas. A analise pela reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) usando primers giltA, 17 kDa e ompA, detectou DNA de rickettsias do GFM
em um pool de trés fémeas de A. cajennense. O seqienciamento de DNA do fragmento
amplificado do gene gltA e do gene ompA mostrou 100% de similaridade com a seqiiéncia
correspondente de R. rickettsii no Gen Bank. Estes resultados comprovam a circulacdo de R.
rickettsii em populagdes de A. cajennense na area estudada e permitem sua caracteriza¢do
molecular pela primeira vez nesta espécie de carrapato, no Brasil e na América Latina.

Palavras-chave: Amblyomma cajennense, Amblyomma dubitatum, Rickeltsia rickettsii, febre
maculosa.

ABSTRACT

Owing to the potential role attributed to Amblyomma cajennense and Amblyomma dubitatum in
the enzootic cycle of Rickettsia rickettsii, the etiologic agent of Brazilian Spotted Fever (BSF),
this study evaluated the flutuation of populations of free-living adults these two species of the
ticks, as well the frequency of ticks infection by R. rickeftsii in an focal area of BSF in Minas
Gerais. A total of 78 A. cajennense and 78 A. dubitatum were collected and, subsequently,
submitted to the hemolinf test with negative results for all analysed samples. PCR analysis
using primers gitA, 17 kDa and ompA detected DNA of SFG rickettsias in one pool of three
females of A. cajennense. DNA sequence of the amplified fragment of the gifA gene and ompA
gene demonstrated 100% of similarity with correspondent sequence of R. rickettsii in Gen Bank
database. These results show that the circulation of R. rickettsii in populations of A. cajennense
in studied area and describe the molecular characterization for the first time in this specie tick, in
Brazil and in Latin America.

Key-words: Amblyomma cajennense, Amblyomma dubitatum, Rickettsia rickettsii, spotted fever.




1 INTRODUGAO

A febre maculosa brasileira, doenga
geralmente fatal quando ndo tratada
precocemente, é causada por rickettsias do
grupo da febre maculosa e transmitida para
o homem por carrapatos do género
Amblyomma, principalmente Amblyomma
cajennense, sendo semelhante a febre
maculosa das Montanhas Rochosas que
tem como agente etiolégico Rickettsia
rickettsii (Dias e Martins, 1939).

A doengca possui como  potenciais
reservatdrios varios grupos de mamiferos
entre eles cdes, cavalos, gatos, bois,
capivaras e outros que também podem
apresentar sorologia positiva para ricketisias
(Lemos, 2002). Em virtude disso, tem-se
levantade a hipdtese da participagdo de
varios outros carrapatos no ciclo enzodtico
de R. rickettsii como € o0 caso de
Amblyomma dubitatum, parasita quase que
exclusivo da capivara (Hydrochoerus
hydrochoeris).

A doenga ocorre, principalmente, na regiao
Sudeste do pais, com especial importancia
no Estado de Minas Gerais (Lemos et al,,
1997). No entanto, acredita-se que haja
sub-naotificacdo dos casos de febre
maculosa no Brasii em razdo das
dificuldades no seu diagnéstico clinico, pois
pade ser facilmente confundida com vérias
autras doengas como, por exemplo,
leptospirose, febre tiféide, etc. (Melles et al.,
1999). Convém ressaltar ainda, que formas
oligossintomaticas ou frustras da doenca
nao chegam, muitas vezes, a serem
diagnosticadas.

No ano de 2001, ocorreu um agravo para
febre maculosa envolvendo um trabalhador
rural funcionario do Centro Nacional de
Pesquisas em Gado de Leite — CNPGL -
Embrapa, no Campo Experimental de
Caronel Pacheco em Minas Gerais, cujos
antecedentes epidemioldgicos indicaram o
envolvimento de area agricola experimental,
animais domesticos da instituicdo e animais
da fauna silvestre, que se encontram em
franca expansdo na regido, livres de
qualquer programa de manejo de fauna.
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Durante o0 mesmo periodo, de janeiro de
2001 a jutho de 2004, Costa (2004) num
estudo com pacientes febris em centros
hospitalares da cidade de Juiz de Fora,
Minas Gerais, area de abrangéncia
administrativa da microrregido de Juiz de
Fora, através de métodos sorologicos,
diagnosticou infeccdes rickettsiais em nove
pacientes aidéticos e em 56 n#o aidéticos
portadores de sindromes clinicas. Dessas
65 sindromes analisadas, ocorreram 11
obitos com a identificacdo de R. rickeftsii em
sete deles mostrando, claramente, o
impacto da endemicidade da doenca no
local estudado.

Recentemente, em julho de 2004, outras
sete pessoas vieram a falecer em uma area
rural de Juiz de Fora, vitimas da “doencga do
carrapato”, como foi notificado pelo
telejornal local. Ainda sim, a desinformacéo
das pessoas a respeito da doenca, seus
vetores e riscos é fato nestes locais com
casuistica recente e em outros no Estado de
Minas Gerais € no Brasil como um todo.

Estes fatos permitiram o desenvolvimento
desta pesquisa na area escolhida, face as
facilidades operacionais existentes no local
onde se situa um dos mais importantes
Centros Nacionais de Pesquisa em Gado de
Leite do pais. Como se sabe, pesquisas
sobre agentes infecciosos transmitidos por
vetores sdo usualmente complexas,
particularmente, quando envolvem espécies
transmissoras de ciclo bioldgico trioxénico
como s30 as espécies aqui estudadas, de
dificil identificacdo taxondmica dos instares
parasitarios intermedirios.

Em virtude do exposto, escolheu-se
trabalhar com a fase adulta dos carrapatos
Amblyomma cajennense e Amblyomma
dubitatum. Alia-se ao fato de que, segundo
Silva e Galvao (2004), a maior ocorréncia da
doenca se da em outubro, periodo em que
tais carrapatos se encontram nesta fase de
seu ciclo biologico, além da facilidade de
identificacdo das espécies.

Dentro deste contexto, o presente trabaiho
teve como objetivo geral:
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« Varificar a ocorréncia de infecges por
Rickeiisia  rickeiisi  em  camrapalos
aduitos das espécies Ambiyomma
cajennense e Amblyomma dubitatum
fruma area focal de febre maculosa no
municipio de Coronel Pacheco, Minas
Gerais.

Como objetivos especificos o trabalho visou:

e Avdliar a importancia dos camrapatos
Amblyomma cajennense e Amblyomma
dubifatum na ecologia de Rickeltsia
rickefisii na area estudada.

e |dentificacdo de rickelisias através de
fécnicas biomoleculares.

2 LITERATURA CONSULTADA
2.1 Aspectos gerais

Os ixodideos s3o ectoparasitas de
vértebrados temestres, o que inclui, homens
e animais. Das 3500 espécies de acarinos
(pertencentes &  Classe  Arachnida,
Subclasse Acari, Ordem Ixodida, Subordem
Ixodides, Superfamilia Ixodoidea), 825 sido
de carrapatos divididas em trés familias:
Ixodidae (650 espécies), Argasidae (174
espécies) e Nutalliellidae (uma espécie). No
Brasil, sdo descritas 57 espécies de
ixodideos, distribuidos em seis géneros da
familia Ixodidae e quatro géneros da familia
Argasidae (Aragdo e Fonseca, 1961).

A espécie Amblyomma  cajennense
(Fabricius, 1787) €& wuma das mais
prevalentes e a que melhor se encontra
distribuida pelo continente americano.
Ocorre ao sul dos Estados Unidos da
Ameérica espalhando-se pelo Meéxico,
Ameérica Central e Caribe, disseminando-se
pela América do Sul, especialmente ao
longo da costa do Atlantico (Robinson,
1926). No Brasil, embora um grande nimero
de exemplares seja encontrado na regido
Sudeste, apresenta ampla distribui¢do
ocorrendo em todo o territério nacional
(Rozental et al., 2002). O carrapato estrela,
como € conhecido popularmente, tem ciclo
trioxénico sendo encontrado com maior
freqiéncia parasitando eqilideos.
Entretanto, em virtude de sua baixa
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especificidade parasitaria, pode infestar
outros mamiferos como bovidecs,
cervideos, canideos domésticos e silvestres,
além de aves e o proprio homem (Lopes et
al., 1998).

Por sua total dependéncia do sangue e dos
tecidos de seus hospedeiros, tais carrapatos
atuam como vetores de uma série de
agentes infecciosos, entre eles protozoarios,
virus e bactérias. A. cajennense esta
relacionado & transmissdo de Cowdria
ruminantium no Novo Mundo (Uilemberg et
al., 1984) e de Ehrlichia bovis no Brasil
(Massard, 1984) a bovinos. Novos subsidios
sobre 0s prejuizos induzidos por A
cagjennense foram relatados por Cunha
(1979) sobre o poder toxicoforo deste
carrapato para coelhos. Serra-Freire (1984)
incriminou tal carrapato como agente indutor
de paralisia para ruminantes domeésticos,
em virtude da inoculacdo de toxinas
paralisantes juntamente com sua saliva. A
picada € dolorosa podendo causar severa
reacdo local acompanhada de febre e
estresse, tanto no homem como nos
animais. Estes dltimos, devido ao
parasitismo, podem apresentar significativa
queda na producdo e produtividade, além
da depreciacdo da qualidade do couro
(Oliveira, 1998).

Além da sua importancia do ponto de vista
econdmico-zootécnico nos sistemas de
exploracdo animal, A. cajennense também
se destaca na salde publica, ja que €
incriminado como o principal vetor e
reservatorio de Rickettsia rickettsii, agente
etiolégico da febre maculosa, a qual €
transmitida transovarianamente a sua
progénie. A transmissdo do patégeno
também ocorre a partir das larvas para
ninfas e destas para o0s adultos
caracterizando a transmissdo transestadial
(Pereira e Labruna, 1998). No Brasil,
embora poucos estudos tenham sido
realizados, a doenca estda difundida
principalmente na regido Sudeste, incluindo
os Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio
de Janeiro e Espirito Santo (Lemos ef al.,
1997). Casos na Bahia, Goias e Rio Grande
do Sul, também ja foram confirmados (Del
Guercio ef al., 1997). Recentemente, um
surto de febre maculosa foi notificado e




confirmado pela primeira vez no Estado de
Santa Catarina (Madeira e Wiesbrich, 2004).
No entanto, apenas os Estados de Minas
Gerais e Sdo Paulo mantém uma vigilancia
sistematica da doenca.

Segundo Silva e Galvao (2004), no periodo
de 1990 a 1994, o Estado de Minas Gerais
apresentou uma incidéncia da ordem de
0,35 casos por 100.000 habitantes, maior no
sexo masculino, na faixa etaria de 5 a 14
anos e no més de outubro, com uma
letalidade de 10%. De 1995 a 2003, 106
casos foram confimados com uma
letalidade de 18%. Em Sé&o Paulo, por sua
vez, de 1985 a 2002, 76 casos da doenca
foram confirmados com o registro de 36
obitos e uma letalidade de 47,6%.

Menos prevalente, mas n3oc menos
importante, tem-se ainda no Brasil a espécie
Amblyomma dubitatum (Neumann, 1899),
antes chamado de A. cooperi, de acordo
com a redescricdo realizada por Estrada-
Pefia et al. (2002). Segundo Figueiredo et
al. (1999) €& um parasita quase que
exclusivo da capivara (Hydrochoerus
hydrochoeris) e, além do Brasil, encontra-se
distribuido na América do Sul,
principalmente no Paraguai, Argentina e
Bolivia. Os relatos da ocomréncia deste
carrapato em bovinos na regido do Chaco
na Bolivia (Squire, 1972) e sua prevaléncia
em 97% das capivaras da Estacdo
Ecolégica do Taim no Estado do Rio Grande
do Sul (Sincok et al, 1997), citados por
Almeida et al. (2001), sugerem que A.
dubitatum  pode ter sido colocado em
contato com o homem em virtude da criacdo
de bovinos proxima a areas de capivaras.

No Brasil, A. dubitatum também possui um
papel importante no ciclo enzoético de R.
rickettsii. Observacdes da ecologia da febre
maculosa numa area endémica do Estado
de Sdo Paulo, sugerem o potencial papel
das capivaras como reservatorios naturais
de R. rickettsii na natureza. A reemergéncia
de casos de febre maculosa em muitas
dreas do Estado de S3o Paulo a partir dos
anos 90, coincide com o explosivo aumento
da populacdo de carrapatos em capivaras
nessas areas (Labruna ef al., 2004a).
Lemos et al. (19986) isolaram uma ricketisia
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do grupo da febre maculosa (GFM) a partir
de um carrapato A. dubitatum coletado de
uma capivara no municipio de Pedreira,
area endémica de febre maculosa no
Estado de Sao Paulo. De acordo com
Travassos e Vallejo-Freire (1942), as
capivaras sdo capazes de manter rickettsias
na comrente sanguinea por mais de 15 dias
ap6s inoculacdo experimental por A.
dubitatum. Dessa forma, as espécies
domésticas podem ser elos epidemiolégicos
entre o ambiente doméstico e o silvestre,
com potencial risco de exposi¢cido humana
ao A. dubitatum e ao agente etiolégico da
febre maculosa.

No Brasil, o diagndstico das rickettsioses
tem sido realizado por alguns Laboratorios
de Sadade Pdablica como a Fundagdo
Ezequiel Dias em Minas Gerais, o Instituto
Adolfo Lutz em Sao Paulo e a Fundacdo do
Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro e,
que empregam  usualmente  testes
sorolégicos, dentre eles, a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (Nascimento e
Schumaker, 2004). Outra metodologia
utilizada para o diagnéstico laboratorial da
doenca é o isolamento do agente. As
rickettsias podem ser isoladas a partir de
triturado de coagulo, plasma, bidpsia de
pele, tecido de necropsia e amostras de
artropodes (Nascimento e Schumaker,
2004). O isolamento de rickettsias do GFM a
partir de amostras de carrapatos em cultura
de células Vero pelo sistema “shell vial” tem
sido implantado objetivando agilizar e tornar
mais segura a pratica laboratorial no
diagnéstico da febre maculosa (Melles et al.,
1999). A metodologia molecular, como a
reacdao em cadeia de polimerase (PCR), por
exemplo, € também um método novo e
promissor para a identificacdo de uma
variedade de microrganismos, incluindo as
rickettsias (Nascimento e Schumaker,
2004).

2.2 Epidemiologia de Ambilyomma
cajennense

Segundo Oliveira (1998), a distribuicdo
sazonal do carrapato dos eqiinos €
determinada pelas condicfes do ambiente
natural e social, resultando em
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comportamento epidemiologico diferenciado
para 0s diversos ecossistemas.

Smith (1975) em estudo sobre a distribuicdo
sazonal de A. cajennense em Trinidad e
Tobago, assinalou a predomindncia dos
estadios imaturos na estacdo seca do ano
{novembro a margo) e enfatizou a reducgéo
dos ixodideas no periodo chuvoso.

Guglielmone e Hadani (1982), por sua vez,
observando a distribuicdo sazonal de trés
espécies de carrapatos do género
Amblyomma coletados de bovinos no
noroeste da Argentina, encontraram. as
maiores infestagbes por larvas e ninfas de
A. cajennense durante as estagdes secas
(outono e invermno) e por adultos durante o
verdo. Guglielmone et al. (1990) estudando
ainda carrapatos no nordeste da Argentina
observaram que a abundancia dos
diferentes instares numa seqiiéncia de
picos populacionais de A. cajennense
indicou a ocorréncia de apenas uma
geragao por ano deste carrapato.

No Brasii, Sermra-Freire (1982) estudou a
ocormréncia estacional e comportamento dos
estadios ndo parasitarios de A. cajennense
em quatro areas de pastagens com manejos
diferentes no Estado do Rio de Janeiro e
cbservou que, embora os trés estadios
estejam presentes o ano todo, ocorrem
picos bem definidos com predomindncia de
larvas no primeiro trimestre, de ninfas entre
maio e agosto e de aduiltos entre setembro
e dezembro.

Moreno (1984) observando a incidéncia de
ixodideos em bovinos de leite e sua
prevaléncia em animais domésticos da
Regido Metaldrgica de Minas Gerais, relatou
que as espécies mais fregilentes foram
Boophilus microplus, A. cajennense e
Anocentor nifens. A maior ocorréncia de
larvas de A. cajennense se deu nos meses
de abril a julho, de ninfas nos meses de
junho a outubro e adultos de outubro a
junho.

Cunha (1986) estudando sobre o
parasitismo por A. cagjennense em bovinos
leiteiros no Estado do Rio de Janeiro,
abservou que ninfas e adultos deste
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ixodideo ocorreram durante todo o ano e
que a intensidade do parasitismo tende a
atingir seu ponto maximo em julho para
ninfas e em novembro para as formas
adultas.

Serra-Freire et al. (1990) avaliando a
disponibilidade de estadios ndo parasitarios
de ixodideos em pastagem submetida ao
pastejo continuo por bovinos, descreveram
um pico de larvas de A. cajennense entre 0s
meses de fevereiro a abril.

Souza e Serra-Freire (1992) estudando a
variacido sazonal dos estadios adultos de A.
cajennense e A. nitens, como parasitas de
cavalos, no municipio de ltaguai no Estado
do Rio de Janeiro verificaram que as
maiores infestacdes por A. cajennense
ocorreram de outubro a maio € as menores
de junho a setembro durante todo o periodo
de investigagcdes. Com relagdo a fase nédo
parasitaria de A. cajennense e A. nitens,
ainda no municipio de ltaguai, Souza e
Serra-Freire  (1994a) encontraram as
maiores infestacbes das pastagens por
larvas de A. cajennense nos meses de maio
a setembro, no primeiro ano e de junho a
setembro no segundo ano do experimento;
pelas ninfas foi de julho a novembro, nos
dois anos do experimento e, por adultos de
outubro a maio e de janeiro a abril, no
primeiro € segundo ano, respectivamente.
Em Paracambi, Estado do Rio de Janeiro,
Souza e Serra-Freire (1994b) analisando a
fase ndo parasitaria de A. cajennense e B.
microplus observaram que as maiores
infestagbes das pastagens por larvas de A.
cajennense ocorreram de junho a setembro,
pelas ninfas de julho a setembro e por
adultos de fevereiro a abril. Observaram
ainda que o fato da ocorréncia de larvas e
ninfas nas pastagens apresentar indices
muito proximos de zero nos periodos de
outubro a maio e de novembro a junho,
respectivamente, provavelmente indica que
ocorra apenas uma geracio deste carrapato
por ano..

Lemos et al. (1997) no Estado de Sao
Paulo, em um estudo da dinamica
populacional, demonstraram que adultos de
A. cajennense foram colhidos durante todo
0 ano, com picos nos meses de fevereiro e




marco. Larvas foram encontradas entre
marco e agosto e ninfas foram mais
abundantes entre os meses de junho a
setembro com pico populacional no més de
agosto.

Oliveira et al. (2000) avaliando técnicas para
estudo da dinamica populacional e
bioecologia do A. cajennense no municipio
de Pedro Leopoldo, Minas Gerais, coletou
larvas da pastagem de abril a outubro, com
pico populacional em maio nos dois anos do
experimento. Ninfas foram coletadas de
junho a setembro, com pico populacional no
més de julho nos dois anos de
investigacbes. Ja os adultos ocorreram
durante o ano todo com aumento
populacional de agosto até maio nos dois
anos de duracdo do experimento.

Segundo Pereira e Labruna (1998), A
cajennense completa apenas uma geracao
por ano e estudos epidemioldgicos mostram
os trés estadios parasitarios marcadamente
distribuidos ao longo do ano, com larvas
ocorrendo basicamente entre os meses de
margo a julho, as ninfas entre 0s meses de
julho a novembro e os adultos entre
novembro a margo. Labruna et al. (2002)
avaliando a dinamica sazonal de carrapatos
em cavalos no Estado de S3o Paulo,
observaram o predominio de larvas de abril
a julho e de ninfas de junho a outubro. Os
adultos predominaram de outubro a margo
com maior niamero de machos em relagéo
as fémeas.

2.3 Epidemiologia de Amblyomma
dubitatum

Se o numero de estudos existentes sobre a
bioecologia de A. cajennense em nosso
pais que visem expor com maior realidade
os aspectos intrinsecos ao comportamento
deste parasita é reduzido, para A. dubitatum
torna-se mais escasso ainda. Segundo
Almeida et al. (2001), os carrapatos de
animais silvestres na América do Sul, como
& 0 caso de A. dubitafum, por exemplo,
ainda ndo sdo bem  estudados,
principalmente no que diz respeito ao seu
ciclo biolégico em laboratorio ou sob
condigdes naturais. Os poucos estudos

disponiveis sdo relativos 3 presenca de
novos hospedeiros.

Ha poucos anos somente € que se iniciaram
alguns trabalhos a respeito do ciclo
biolégico de A. dubitatum. Almeida et al.
(2001), sob condiches de laboratério,
iniciaram um estudo a partir de duas fémeas
ingurgitadas de A. dubifafum coletadas de
uma capivara selvagem naturalmente
infestada. As larvas provenientes da postura
foram utilizadas para obtencdo de adultos,
por meio de infestagdo artificial em coelhos.
As fases parasitaria e de vida livre das
fémeas foram avaliadas utilizando-se
infestacdo artificial em capivara. A média de
peso corporal foi de 958 mg, a média do
periodo de pré-postura de 8,5 dias e dos
indices de eficiéncia reprodutiva e
nutricional de 59,5 e 77,3, respectivamente.
Os periodos de incubacdo e eclosdo foram
de 41,9 e 5,9 dias, respectivamente. A taxa
de eclosao foi de 64%.

Labruna et al. (2004b) testando diferentes
espécies de hospedeiros no ciclo de A
dubitatum sob condi¢bes de laboratdrio,
observaram que as capivaras s8o0 0S
hospedeiros mais suscetiveis para 0sS
estadios imaturos de A. dubifatum com
636% de larvas e 48% de ninfas
recuperadas. Constataram ainda, que as
infestacOes por carrapatos adultos em
capivaras renderam mais de 76% de fémeas
ingurgitadas recuperadas. O ciclo de vida de
A. dubitatum em laboratério foi completado
em um periodo médio de 189,4 dias.

Teixeira ef al. (2002) estudando o efeito de
diversas exposicdes a temperatura de 38,5°
C sobre a fase de vida livre de larvas
ingurgitadas de A. dubitatum observaram
que ndo houve ecdise no grupo mantido por
120 horas e somente uma larva das S0 que
formavam o grupo de 48 horas realizou
muda, apresentando um periodo de pré-
ecdise de 25 dias. O maior periodo de pré-
ecdise foi encontrado no grupo mantido por
seis horas e 0 menor no de 24 horas. Com
relacdo ao periodo de ecdise, a maior média
foi encontrada no grupo controle e a menor
no de 12 horas. Jd& no referente ao
percentual de ecdise, 0 grupo mantido por
seis horas apresentou o menor valor
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enguanto que o grupo controle apresentou o
mator valor encontrado.

Freitas et al. (2002a) ao estudarem a
retagdo entre o peso e o namero de larvas e
ninfas ingurgitadas de A. dubifatum sob
condiches de laboratério, constataram que
ldrvas ingurgitadas recuperadas entre os
dias 4 e 5 ou 5 e 6 de parasitismo s3o ideais
para conversdo do peso em namero de
larvas ingurgitadas de A. dubitatum, pois
seus valores n3o diferem entre os dias de
recuperacdo. Ja para a conversdo do peso
em namero de ninfas ingurgitadas de A.
dubitatum o ideal foi entre os dias 5 e 6,
pois além de ndo diferirem
significativamente entre si, concentraram o
maior namero de exemplares recuperados.
Em outro estudo, avaliando pardmetros
biclégicos de ninfas ingurgitadas e 0 sexo
de adultos de A. dubitatum, Freitas et al.
(2002b), observaram que machos originam-
se de ninfas mais leves e possuem menor
periado de ecdise.

Chacén et al. (2002) num estudo sobre o

efeito de trés temperaturas sobre a fase n3o.

parasitéria de larvas ingurgitadas de A.
dubitatlum em .condicdes de laboratorio,
gbservaram que estas apresentaram
periodo parasitario variando de quatro a oito
dias, sendo os dias 5 e 6 de parasitismo 0s
que acumularam maior quantidade de larvas
recuperadas. Mostraram também que a
temperatura tem influéncia sobre a fase ndo
parasitaria das larvas ingurgitadas. O
periodo de pré-ecdise foi maior na
temperatura de 18°C quando comparado ao
periodo de pré-ecdise a 27°C e a 32°C. O
mesmo foi observado com relagdo ao
periodo de ecdise e ao percentual de
ecdise, chegando-se a conclusdo de que a
temperatura de 27°C é a mais eficiente para
a manutengdo de larvas ingurgitadas de A.
dubitatum no laboratoério.

2.4 Relagdo macho: fémea para adultos
de Amblyomma cajennense e de
Amblyomma dubitatum

A proporgdo de machos para fémeas em
ixodideos tem sido observada em espécies
distintas de camapatos, em estudo de
laboratdrio efou sob condigdes naturais, por
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varios autores. Segundo Oliveira {(1998), a
proporcdo sexual assumida nos modelos
relativos aos ixodideos é de um macho para
uma fémea havendo, no entanto, evidéncias
de que, pelo menos para algumas espécies,
ocorram desvios significativos a razao
indicada em determinadas épocas do ano.
Assinalou ainda, para o periodo de agosto a
outubro nos dois anos de seu experimento
uma proporc¢do de 4,17:1 e, para o restante
do ano, a relacdo de 1,67 machos para
cada fémea de A. cajennense.

Diaz et al. (1988) observaram a propor¢ao
sexual de 1 macho para 1,2 fémeas de B.
microplus. Observaram ainda que houve
predominio de aduitos machos originados
dos primeiros dias de postura e inversdo
posterior no quociente sexual.

Davey e Cooksey (1988) observaram em
seu estudo, com uma grande amostra de
ixodideos, que a relacdo macho: fémea nao
se afastou muito da proporgcéo 1:1, embora
apontem para um marcado desvio para
fémeas por voita da emergéncia dos
imagos.

Labruna et al. (1997) referem-se a razao
sexual de machos para fémeas de 0,53 para
Ixodes loricatus em estudo de laboratdrio.

Labruna et al. (2002) observaram em Seu
estudo com infestagbes de A. cajennense
em cavalos a propor¢ado de 4:1 e de 2:1 em
outubro a dezembro de 1997 e outubro a
dezembro de 1998, respectivamente.

25 Iimportincia de  Amblyomma
cajennense e de Amblyomma dubitatum
no ciclo enzoético de rickettsias do
grupo da febre maculosa

O agente da febre maculosa esta
intimamente associado a diversas espécies
de camrapatos e com seus hospedeiros
vertebrados. A incidéncia da doenga em
humanos, que ndo servem como
reservatérios, depende, em grande
proporgao, dos vetores, sua distribuicdo e
ecologia (Lemos, 1991). Assim, a
distribuicdo geografica da febre maculosa
corresponde a dos seus vetores, além de
depender de uma complexa interacdo de
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densidade populacional e ciclos anuais dos
carrapatos e hospedeiros vertebrados
envolvidos.

Lemos (1991) ainda afirma que na febre
maculosa, a curta duragdo da circulagao de
R. nrckeftsii no sangue dos pequencs
mamiferos hospedeiros suscetiveis enfatiza
o papel dos carrapatos como reservatoérios.
Dessa forma, a relacdo dos carrapatos com
as rickeftsias € extremamente importante
para a manuten¢do dos microrganismos na
natureza. Segundo Philip e Burgdorfer
(1961), apés um carrapato infectar-se com
uma rickettsia durante sua alimentagdo
sanguinea, no décimo dia
aproximadamente, pode ocorrer uma
infeccdo completa com disseminagcdc do
microrganismo para ftodos o0s tecidos,
principalmente para as glandulas salivares e
ovarios. A partir de um individuo, outros
podem tornar-se infectados atraveés da
transmissdo vertical ou transovariana, da
transmissdo  transestadial, além da
possibilidade de alimentacdo simultanea de
carrapatos infectados com os néo infectados
em animais com suficiente rickettsemia.

Considerando-se que um grande nimero de
carrapatos suscetiveis a R. rickettsii venha
eventualmente parasitar mamiferos
hospedeiros com suficiente rickettsemia e
que outros camrapatos possam se tornar
infectados através da  transmissdo
transovariana, € de se esperar um indice
elevado desses artropedes infectados na
natureza. Porém, diversos  estudos
demonstram que os indices de infeccéo sdo
geralmente baixos, mesmo considerando a
presenga de outras rickettsias do GFM
(Elliot et al., 1990).

Nermn sempre a relagdo entre R. rickettsii e
seus hospedeiros artropodes é indcua. A
infeccdo no carrapato, por exemplo, pode
ser incompleta abortando, assim, a
transmissdo de rickettsia. Pode ocomer
ainda, mesmo com a infecgdo completa de
rickettsia no carrapato, reducdo da
viabilidade, da fecundidade e até mesmo,
morte do artrépode apés algumas geragdes,
contrariando o conceito de que o vetor serve
indefinidamente como reservatério (McDade
e Newhouse, 1986). Segundo Pereira e

Labruna (1998), a prevaléncia de carrapatos
infectados, tanto em areas consideradas
endémicas como em areas sem relatos de
casos humanos de febre maculosa, pode
oscilar entre 0,14% e 13,5%. A existéncia de
outras rickettsias, aparentemente ndo
patogénicas, como R. montanensis, por
exemplo, também pode atuar como fator
limitante da infeccdo de R. rickettsii nestes
vetores (Macaluso ef al., 2002).

Niebylski et al. (1999) utilizando algumas
cepas \virulentas de R. rickeftsi em
carrapatos Dermacentor andersoni,
observaram que cerca de 98% das ninfas
infectadas na fase de larva morreram
durante a ecdise. Dos adultos infectados na
fase de ninfa, 34,9% morreram na ecdise e
daqueles que sobreviveram, 88,3% das
fémeas ndo conseguiram se alimentar e 0s
autores concluiram que o efeito letal de R.
rickeltsii explica, pelo menos em parte, a
baixa taxa de infecgcdo dos carrapatos
adultos a campo.

Macaluso et al (2002) estudando as
infecgGes por rickettsias em carrapatos da
espécie Dermacentor variabilis constataram
que estes sdo incapazes de manter duas
espécies de rickettsias ao mesmo tempo via
transmissdo transovariana. Admite-se que
numa competicdo entre diferentes espécies
de rickettsias pelo estabelecimento dentro
de um mesmo vetor, a primo-infecgdo por
uma dada espécie pode dificultar o
estabelecimento de uma segunda.

No Brasil, o mais importante vetor de R.
rickettsii € A. cajennense. E um carrapato
trioxénico, abundante durante praticamente
todos os meses do ano, embora sua maior
atividade esteja entre os meses de julho a
setembro. E encontrado com maior
freqiléncia parasitando eqiideos,
entretanto, em virtude de sua baixa
especificidade parasitaria, pode infestar
outros  mamiferos como  bovideos,
cervideos, canideos domésticos e silvestres,
além de aves e o proprio homem (Lopes et
al., 1998).

De Rodaniche (1953) identificou uma cepa

altamente virulenta de R. rickettsii a partir de
um grupo de 11 adultos de vida parasitaria
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te A cajennense numa area endémica para
a febre maculosa no Panama.

Billings ef al. (1998) detectaram pela
piimeira vez no Texas e nos Estados
Unidos, uma rickettsia do GFM a partir de
carrapatos da espécie A. cajennense
através da reagdo em cadeia de polimerase
(PCR).

Ripoll ef al. (1999) coletaram varios adultos
de A. cagjennense em cdes e cavalos de
vma darea com claras evidéncias de
infeccOes por rickettsias do GFM em Jujuy
na Argentina.

Lima et al. (1995), no Municipio de Pedreira,
S&o0 Paulo, encontraram A. cajennense
como a espécie mais numerosa parasitando
humanos € também no cdo e no cavalo
chamando a atencdo para a possibilidade
de participacdo destes animais no
transporte deste vetor para os ambientes
proximo ao homem.

Airda em Pedreira, Sao Pauio, Lemos et al.
(1997) encontraram A. cajennense CoOmo o
carrapato mais abundante na regido,
reafirmando sua importancia como principal
vetor de R. rickettsii.

Com relagdo a A dubitatum, que € um
parasita quase que exclusivo da capivara
(Hydrochoerus hydrochoeris), ndo ha relatos
de seu parasitismo em humanos, mas tem
se destacado pelo seu importante papel no
ciclo enzodtico de R. rickeltsii, no Brasil.

Travassos e  \Vallejo-Freire (1%42)
inocularam capivaras com doses letais para
porquinhos da india (Cavia porcellus) do
agente da febre maculosa (possivelmente R.
rickettsiiy e mostraram que esses animais
ndo se tomaram doentes, embora rickettsias
viaveis tenham sido recuperadas de seu
sangue por pelo menos 11 dias. No entanto,
cafrapatos ndo infectados tomaram-se
infectados apds se alimentarem nessas
capivaras.

Vérios anos mais tarde, Lemos ef al. (1996)
isolaram uma rickettsia do GFM a partir de
um carrapato A. dubitalum coletado de uma
capivara de vida livre no municipio de
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Pedreira, area endémica de febre maculosa
no Estado de Sido Paulo.

Labruna et al. (2004a) isolaram rickettsias
do GFM de trés camrapatos da espécie A.
dubitatum infectados, de wuma area
endémica do Estado de Sdo Paulo.
Também relataram que a reemergéncia de
casos de febre maculosa em muitas areas
do Estado de Sao Paulo a partir dos anos
90, coincide com o explosivo aumento da
populacdo de carrapatos em capivaras
nessas areas.

Segundo Figueiredo et al. (1999), os
mamiferos silvestres, principalmente
capivaras infestadas por camrapatos vivem
em préximo contato com o gado, cavalos e
cachorros, com gquem compartilham os
mesmos carrapatos. Assim, as espécies
domésticas podem ser elos epidemiolégicos
entre 0 ambiente doméstico e o silvestre,
com potencial risco de exposi¢do humana a
A. dubitatum e ao agente etioldgico da febre
maculosa.

2.8 Técnicas para detecgdo, isolamento e
identificagdo de rickettsias

Para uma rapida detecgdo de
microrganismos semelhantes a rickettsias é
designado o teste de hemolinfa a partir de
carrapatos  aduitos  experimental ou
naturalmente infectados. O teste consiste na
coleta de uma gota de hemolinfa por
amputacdo da porgao distal do primeiro par
de patas do camrapato em uma lamina de
vidro (Burgdorfer, 1970). Apés, procede-se a
coloragdo da lamina pelo método de
Giménez (Giménez, 1964) e ao exame
microscopico. As rickettsias podem aparecer
como microrganismos cor de rosa em forma
de bastonetes, cocoides e algumas vezes
pteomorficos (Burgdorfer, 1970).

A confirmacdo laboratorial da presenca ou
ndo de rickettsias pode ser feita através da
pesquisa de anticorpos especificos em
humanos ou animais, através do isolamento
do agente em amostras de sangue efou
biopsia e ainda, de amostras de carrapatos
coletados em humanos, animais
reservatorios ou do proprio ambiente.
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Dentre os testes sorolégicos, 0s mais
utilizados sdo a imunofluorescéncia indireta
(RIF1), o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
o teste de Weil-Felix (\WWF) como método de
triagem. Zavala-Velazques et al. (1999)
testando 380 amostras de soro, observaram
que 22 delas continham anticorpos que
reagiram com R. akari, duas reagiram com
R. akari e R. rickettsii e, duas reagiram com
R. akari e R. typhi, através do teste de RIFI.

Ripoll et al. (1999), também avaliaram soros
de pacientes suspeitos de febre maculosa
cujos anticorpos reagiram com antigenos de
R. rickettsii, R. typhi e Ehrlichia chaffensis,
também através do teste de RIFL.

Calic (1996) estudando 671 amostras de
soro provenientes de pacientes de varias
cidades do Estado de Minas Gerais com
suspeita clinica de febre maculosa,
comparou o teste de WF com os testes de
RIFI e ELISA e constatou que os antigenos
Proteus OX; e OX;9 podem ser usados
como teste de triagem para a febre
maculosa.

Pesquisa na hemolinfa de A. cajennense
coletados em areas endémicas para a febre
maculosa em S3o Paulo indicou
positividade para rickettsias do GFM
empregando RIFl (Lemos, 2002). Ainda
neste mesmo Estado, rickettsias detectadas
neste carrapato foram tipificadas como do
sorotipo R. rickettsii  através da
microimunofluorescéncia (Philip et al,
1978), citado por Nascimento e Schumaker
(2004).

A técnica de centrifugacdo em “shell-vial”
com estabelecimento em cultura de células
Vero tem sido descrita como um confiavel e
eficiente método para o isolamento de
rickettsias do GFM a partir da hemolinfa de
carrapatos infectados ou sangue de
pacientes com suspeita clinica de febre
maculosa. Kelly ef al. (1991) utilizando essa
técnica para isolar rickettsias de sete
carrapatos positivos no teste de hemolinfa,
conseguiram estabelecer quatro das cinco
infecgbes por rickettsias em cultura de
células Vero.
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Melles et al. (1999) estabeleceram um
método de isolamento de rickeltsias em
cultura de células Vero com amostra padrao
de R. rickefisii, cepa Sheyla Smith. A
identificacdo foi feita através de RIFI sendo
constatada a presenca de microrganismos
verdes fluorescentes no interior do
citoplasma das células caracterizando o
crescimento do agente.

Em uma pesquisa realizada com 75 lotes de
carrapatos adultos de A. cajennense
coletados na regido de Campinas em Sdo
Paulo, Nascimento (2003) detectou genes
rickettsiais (gifA e/ou ompA) em 29% deles,
obtendo sucesso no cuitivo em células Vero
pelo sistema “shell vial" em 6%.

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é
também um método novo e promissor para
a identificacdo de uma variedade de
microrganismos, incluindo as rickettsias.
Sexton ef al. (1994) realizaram PCR para
amplificagdo ribossomal do DNA de R.
rickettsii em amostras de sangue e urina de
dez pacientes com suspeita clinica de febre
maculosa, tendo sido detectada em quatro
deles.

Billings ef al. (1998) detectaram pela
primeira vez nos Estados Unidos, em
carrapatos da espécie A. cajennense,
rickettsias do GFM utilizando a técnica de
PCR.

Em municipios da regido de Campinas em
Sdo Paulo, Horta (2002) identificou
rickettsias do GFM em larvas e adultos de
A. cajennense coletados em é&reas
endémicas, através do segqiienciamento
parcial do gene da proteina 17kDa, ndo
tendo sido possivel a amplificacdo de outros
genes testados.

Labruna et al. (2004a) detectaram DNA de
Rickettsia belli em 16 exemplares da
espécie A. dubitatum e em outros trés
exemplares da mesma espécie foram
detectadas rickettsias do GFM,
possivelmente, R. parkeri, R. africae e R.
sibirica. Em todas as analises de DNA foi
utilizada a técnica de PCR.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Locai e duragdo do experimento

O presente trabatho foi realizado na fazenda
da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria - Centro Nacional de
Pesquisa em Gado de Leite (Embrapa —
CNPGL) no Campo Experimental de
Coronel Pacheco (21°35 S, 43°15 W),
Minas Gerais, Brasit, a 435 m de altitude, de
novembro de 2003 a maio de 2004, época
na qual os carrapatos A. cajennense e A.
dubitatum se encontravam na fase aduita de
seu ciclo de vida. A regido apresenta uma
estacdo seca de abril a setembro e uma
estacdo chuvosa de outubro a margo, com
temperaturas variando de 16°C no inverno a
> 23°C no verdo (Antunes, 1986). E uma
drea de varzea recortada em toda sua
extensdo por um cérrego, no qual quase
sempre €& possivel se observar trilhas e
grupos de capivaras atraidas pela
disponibilidade de alimento traduzidas nas
plantagdes de milho e cana-de-agicar do
campo experimentat. Nos campos gramados
h& a presenca de bovinos de leite e em
alguns pontos, alguns bovinos mesticos,
pem coma cavalos que auxiliam no trabalho
diario da fazenda, seja puxando carrogas ou
para montaria dos pedes. Também nao é
raro de se ver alguns cdes emantes
perambulando pela area. Dessa forma, o
referido local foi escolhido em virtude de
haver a presenca de bovinos, equinos,
canideos e capivaras convivendo na mesma
regido e pela confimagdo Iaboratorial
recente de um caso de febre maculosa na
referida area.

A segunda parte do experimento, que
compreende o0s exames laboratoriais, foi
realizada no Laboratério de Parasitologia da
sede da Embrapa Gado de Leite em Juiz de
Fora, Minas Gerais, e no Laboratério de
Doencas Parasitarias da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Sio Paulo (USP).
Na Embrapa foram realizados os teste de
hemolinfa nos carrapatos, concomitantemente,
com as coletas destes, ou seja, no periodo
de novembro de 2003 a maio de 2004. Ja
na USP foram realizados os testes
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biomoleculares no periodo de julho a agosto
de 2004,

3.2 Coleta de carrapatos

Os aduitos de vida livre de carmrapatos A.
cajennense e A.  dubitatum foram
capturados do ambiente segundo a técnica
empregada por Oliveira (1998) com algumas
pequenas modificagbes. Utilizou-se 500 g
de gelo seco em pequenos pedagos como
fonte de diéxido de carbono, colocados no
interior de uma caixa de isopor de dois litros
e com quatro orificios laterais de 0,5 cm de
didametro. Esta caixa foi exposta durante
uma hora sobre uma flanela branca
medindo 100 cm de largura por 100 cm de
comprimento (1,0 m’ de area) estendida na
pastagem nos dias de coleta. Vez por outra
o gelo seco era soprado no intuito de
aumentar a area de expansio do diéxido de
carbono e, consequentemente, atrair mais
carrapatos para o local. Foi utilizado um
total. de quatro armadilhas dispostas em
pontos estratégicos na pastagem. Nas
bordas da flanela foi colocada vaselina
liquida para que os carrapatos ali atraidos
ndo pudessem escapar. Os carrapatos
foram entdo recothidos e acondicionados
em sacos plasticos para posterior
identificacdo dos exemplares em laboratério.
As coletas seriam realizadas a cada 15 dias,
mas em virtude das adversidades climaticas
os intervalos tiveram de ser alterados e as
coletas ocorreram nos dias: 30/11/2003,
04/12/2003, 05/01/2004, 13/02/2004,
20/02/2004, 26/03/2004, 16/04/2004,
23/04/2004, 13/05/2004.

3.3 ldentificagdao do material

Ap6és cada captura na pastagem, o0s
carrapatos foram acondicionados em sacos
plasticos e conduzidos ao Laboratorio de
Parasitologia da sede da Embrapa Gado de
Leite em Juiz de Fora, Minas Gerais, para
separacgao e identificagdo dos exemplares.
A identificag3o foi feita com o auxilio de um
microscopio estereoscOpio utilizando a
chave de identificagdo de Aragdo e Fonseca
(1961), apo6s lavagem dos exemplares em
agua comrente e secagem em papel toalha.




3.4 Teste de hemolinfa .

Os testes. de hemolinfa também foram
realizados no Laboratério de Parasitologia
da sede da Embrapa Gado de Leite em Juiz
de Fora, Minas Gerais. Anies da realizacdo
do teste de hemolinfa, no entanto, os

carrapatos foram colocados em uma estufa;

a 35°C e UR 280% por trés a quatro dias,
para incrementar a _ multiplicacdo de
ricketisias: A partir dai, os camrapatos. foram
processados individualmente, - segundo a
técnica descrita-, por. Burgdorfer, (1870).
Cortou-se a porgao distal do primeiro par de
patas de cada carrapato e coletou-se uma
gota da hemolinfa em l&minas de vidro. As
ldminas passaram . pelo. processo,. de
secagem sem 0O uso de qualquer fixador
para que ndo.atrapalhasse -a visualizagio
de rickettsias e,.s0 entdo foram coradas

pelo método de Giménez (Giménez, 1964). ,

As laminas foram deixadas na solugdo de
trabalho de fucsina basica fenolada por
cerca de 1 a 2 minutos e, posteriormente,
lavadas em agua corrente. Depois foram
imersas na solugdo de oxalato de verde de
malaquita cerca de 9 segundos, foram
lavadas e mais uma vez imersas no verde
de malaquita por 9 segundos. A seguir,
foram lavadas novamente e secas em papel
absorvente. As l&8minas foram entdo
examinadas em  microscopio  Optico
utilizando-se objetiva de imersao (100x).

Apoés realizacdo do teste de hemolinfa, os
carrapatos foram congelados a -80°C até
processamento para isolamento de
rickettsias ou andlise pela reagdo em cadeia
de polimerase (PCR).

3.5 Andlise pela reagcdo em cadeia de
polimerase (PCR)

Os camrapatos negativos no teste de
hemolinfa foram processados de acordo
com a técnica descrita per Labruna et al.
(2004a) para andlise pela PCR no
Laboratério de Doencas Parasitarias da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da USP em S3o Paulo. Para o
procedimento de extracdo de DNA, o0s
exemplares foram divididos em pools de trés
carrapatos e utilizou-se o Dneasy fissue kit
(Qiagen, Chatsworth, Califérnia) de acordo

com _ o . protocolo . do fabricante para
isclamento de DNA de amostras de sangue
animal. Nos eppendorfs contendo 20 pl de
proteinase K e 180 pl de PBS (fosfato buffet
salina), foram colocados 0s pools de
carrapatos e procedeu-se & trituragdo
destes com auxilio de uma agulha estéril. A
seguir, realizou-se a maceragdo com 0
auxilio de uma ponteira de micropipeta.
Foram adicionados 200 pl de Buffer AL em
cada eppendorf e estes foram levados ao
vortex por 30 segundos. Apés incubacéo
por 10 minutos a 70°C, foram adicionados a
cada tubo 200 pl de etanol e estes foram
levados ao vortex por 30 segundos.
Pipetou-se todo o conteido dos eppendorfs
e este foi repassado para os Dneasy spin
column. Foram centrifugados por 1 minuto a
=.6000 x.g.(8000 rpm). Os Dneasy spin
column foram entdo repassados para tubos
coletores de .2 ml .aos quais foram
adicionados 500 p! de Buffer AW1 e levados
para centrifugagio por 1-minuto a = 6000 x
g (8000rpm). Os Dneasy spin column foram
novamente repassados para novos tubos
coletores de 2 ml aos quais foram
adicionados 500 pl de Buffer AW2 e levados
para centrifugacdo por 3 minutos na rotag@o
maxima. A seguir, os Dneasy spin column
foram repassados para eppendorfs aos
quais foram adicionados 200 ul de Buffer
AE. Ap6s incubagdo por 1 minuto &
temperatura ambiente e centrifugagéo por 1
minuto a = 6000 x g (8000rpm), os Dneasy
spin column foram descartados e o0s
eppendorfs identificados. -

Inicialmente, para a realizagdo da PCR,
todas as amostras de carrapatos foram
processadas com primers CS-5 e CS-6,
designados para amplificar um fragmento de
147pares de base do gene citrato-sintase
(gltA) de Rickettsia spp. A PCR foi realizada
com 50 pl por reacdo, que continham 25 pl
de PCR iQSupermix (Bio-Rad, Hercules,
Calif.), 2 ul de cada primer a 15 pM, 1,5 pl
de MgCl, 14,5 pl de agua pQ (ultra pura) e
5 pl da amostra a ser testada. As amostras
foram levadas ao termociclador (Gene Amp
PCR System 2700) nas seguintes
condicdes: 1 ciclo a 95°C por 2 minutos,
seguido por 50 ciclos de 15 segundos a
95°C, 30 segundos a 50°C, e 30 segundos a
60°C. Para cada reagdo, dois controles
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negativos (com 5 pl de agua pQ cada) e um
controle positivo (com 300 ng de DNA de
células Vero infectadas com Rickettsia
sibirica) foram incluidos. Mais tarde, para
amostras positivas, a PCR também foi
realizada utilizando os primers 17-kDa e
ompA (maior proteina de membrana
externa) utilizando a mesma técnica descrita
acima. Dez microlitros dos produtos da PCR
foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corados com brometo de
etideo e examinados em luz ultravioleta.

3.6 Dados meteoroldgicos

Dados climaticos referentes a temperatura
do ar (minimas, médias e maximas), indices
pluviométricos e umidade relativa foram
fornecidos pela Estacdo Meteorologica
(Agroclimatolégica) de Coronel Pacheco,
Minas Gerais, n° 83037, do 5° DISME
(Distrito de Meteorologia), durante o periodo
de novembro de 2003 a maio de 2004.

3.7 Analise dos dados

Nao foi realizada estatistica, apenas uma
andlise descritiva dos dados coletados.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Dados meteorolégicos

Os dados climaticos mensais relativos as
temperaturas meédias (minimas, médias e
maximas), umidade relativa e precipitacio
pluviométrica para o municipio de Coronel
Pacheco, Minas Gerais, durante o periodo
do experimento, sio apresentados nas
Figuras 1 e 2, respectivamente. A regido
apresenta caracteristicas de verdo chuvoso
e inverno seco. As temperaturas médias nos
meses mais frios sdo inferiores a 18°C e nos
meses mais quentes superiores a 22°C,
tipicas de clima do tipo Cwa segundo &
classificacdo de Kdppen (Antunes, 1986).
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Figura 1 - Temperaturas maximas, médias e minimas observadas no municipio de Coronel
Pacheco, MG, no periodo de novembro de 2003 a maio de 2004.
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Figura 2 - Umidade relativa do ar e indices pluviométricos no municipio de Coronel Pacheco,
MG, no periodo de novembro de 2003 a maio de 2004.

Como se' pode notar, houve grande
adversidade climatica na area estudada que
se traduziu em chuvas torrenciais durante
todo o periodo do experimento, em especial,
nos meses de novembro de 2003 e, janeiro
e fevereiro de 2004. No periodo de janeiro,
inclusive, foi declarado no municipio de
Coronel Pacheco, em virtude da destruicéo
massiva provocada pelas aguas, estado de
calamidade publica no local. Dessa forma,
as coletas de carrapatos que estavam
previstas para serem realizadas a cada 15
dias, a partir do més de outubro de 2003, s6
puderam ser iniciadas no final de novembro
desse ano e naqueles poucos dias em que
ndo se estava chovendo no local, 0 que
dificultou enormemente a amostragem de
carrapatos. Por este motivo foi reduzido o
namero de exemplares coletados. O término
das coletas que estava previsto para abril
de 2004 também foi prorrogado para maio
desse mesmo ano, pois nesse més as
chuvas haviam diminuido sobremaneira e
ainda era possivel de se encontrar alguns
exemplares adultos de A. cajennense nas

pastagens.

4.2 Flutuacdo da populacdo da fase de
vida livre de aduiltos de Amblyomma
cajennense e de Amblyomma dubitatum

Adultos de vida livre de A. cajennense e de
A. dubitatum foram capturados na
pastagem, através de armadilhas de gelo
seco no periodo de novembro de 2003 a
maio de 2004. Foram realizadas nove
coletas durante o experimento, com um total
de 156 exemplares de carrapatos
recuperados. Embora néo tenha havido uma
estreita relacdo entre o perfil de distribuicdo
de exemplares de A. cajennense e de A.
dubitatum durante os meses de execugio
do experimento, o ndmero total de
carrapatos colhidos nas pastagens foi
exatamente 0 mesmo para as duas
espécies ao final do periodo, 78 para cada
uma delas. A Figura 3 mostra a flutuacdo da
populacdo de adultos de vida livre de A.
cajennense e de A. dubitatum coletados no
referido periodo.
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Figura 3 - Flutuagdo da populagdo de adultos de vida livre de Amblyomma cajennense (Ac) e
de Amblyomma dubitatum (Ad) coletados no municipio de Coronel Pacheco, MG, no periodo de

novembro de 2003 a maio de 2004.

Notou-se a ocorréncia de picos do nimero
de fémeas de A. cajennense nas pastagens

em janeiro e maio. ‘N&o foram recuperados

exemplares das pastagens no més de
margo € em uma das coletas de abril. 'O
namero de machos (17) foi menor em
relagdo ao nimero de fémeas (61)
coletadas resultando numa proporgdo de
um macho para 3,5 fémeas.

Estes resultados sdo, em parte, compativeis
com alguns trabalhos relacionados com a
flutuagdo da populagdo da fase adulta de A.
cajennense. Guglielmone et al. (1990) na
Argentina descreveram a maior ocorréncia
de adultos entre novembro e janeiro. Souza
e Sermra-Freire (1994a) no Rio de Janeiro
encontraram as maiores infestagfes nas
pastagens por esse estadio, de janeiro a
abril no primeiro e segundo ano de seu
experimento. Lemos ef al. (1997) em
Pedreira, S&o Paulo, observaram a
presenca desse estadio principalmente
entre os meses de fevereiro e abril. Oliveira
et al. (2000) em Pedro Leopoldo, Minas
Gerais, observaram picos desse estadio em
janeiro/fevereiro de 1996 e janeiro /fevereiro
de 1997. No entanto, estes dados
discordam de Sema-Freire (1982) que
encontrou esse estadio durante todos os
meses do ano, embora seu experimento
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tenha sido realizado em ano atipico, assim
referido pelo autor. Esse aumento da
populacdo de adultos de vida livre de A.
cajennense no més de janeiro de 2004, se
deve principaimente a colocagéo de eqilinos
para pastejo proxima a area de coleta de
carrapatos e pelos elevados indices de
umidade relativa e de precipitagio
pluviométrica no referido periodo.

Com relagdo a proporgédo macho: fémea de
1:3,5 para o dado periodo, este resultado
difere de alguns trabalhos citados na
literatura. Diaz ef al. (1988) observaram, em
condigbes controladas, o predominio de
machos sobre fémeas de B. microplus,
eclodidos de ovos obtidos até o terceiro dia
de postura. No entanto, estes
pesquisadores constataram também uma
inversdo no quociente sexual apés alguns
dias. Labruna ef al. (2002) também
encontraram um maior nimero de machos
em relacdo as fémeas, porém em vida
parasitaria em eqiiinos. O maior nimero de
fémeas’ nas pastagens deve-se,
possivelmente, ao fato de que os machos
permanecem por mais tempo no hospedeiro
para que este faga seu repasto sanguineo,
amadurecimento sexual e producdo de
feromédnios facilitando o encontro e a
fixagcdo sobre o hospedeiro de fémeas que
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se encontram nas pastagens. Dessa forma,
havera um maior numero de machos
parasitando mais cedo o0s animais e,
conseqiientemente, um maior numero de
fémeas permanecera nas pastagens. Estes
achados concordam com os de Gladney
(1971) que demonstrou que a taxa de
fixacdo de fémeas de A. maculatum é
influenciada pela presenca de machos da
mesma espécie. Pinter ef al. (2002)
relataram que periodos  parasitarios
prolongados de machos sobre o hospedeiro
podem ter implicacdes importantes, fazendo
com que o hospedeiro se tome mais atrativo
para as fémeas ndo alimentadas. Oliveira
(2004) observou uma elevagdo nas
contagens de machos sobre o nimero de
fémeas, parasitando eqiiinos, ja no final da
estacdo do inverno.

Com relacdo a A. dubitatum, observou-se
que a presenga de exemplares foi
relativamente estdvel durante todo o
periodo de coletas, exceto em janeiro e
maio onde nenhum exemplar foi recuperado
das pastagens. O nimero de machos (31)
foi sensivelmente menor que o nimero de
fémeas (47) resultando numa relacdo de um
macho para 1,5 fémea.

Estes resultados corroboram os de
Guglielmone e Hadani (1982) na Argentina
que encontraram maior proporcdo de
carrapatos adultos durante o verdo. Souza e
Serra-Freire (1994b) no Rio de Janeiro
também observaram que as maiores
infestagcdes das pastagens por estadios
adultos se deram nos meses de fevereiro a
abril. O fato de ndo terem sido coletados
carrapatos dessa espécie no més de janeiro
deve-se, provavelmente, ao aumento da
umidade do ar e dos indices pluviométricos
que elevaram o nivel de agua do agude que
corta 0 Campo Experimental de Coronel
Pacheco, destruindo plantacdes,
principalmente as de milho e cana-de-
acucar afastando, dessa forma, as
capivaras para outras 4areas menos
alagadicas. Diga-se de passagem, que
nesse periodo foi decretado estado de
calamidade publica em Coronel Pacheco em
virtude da destruicdo causada pelas chuvas.
Sabe-se também que a regulacdo do ciclo
de vida destes carrapatos esta intimamente

relacionada ao efeito da temperatura
ambiente. Sendo assim, podem ter seu
metabolismo reduzido até que as condicdes
tornem-se novamente propicias a sua
atividade normal. A auséncia de exemplares
no més de maio, por sua vez, é devida ao
decréscimo natural de estadios adultos
nesse pericdo dando lugar ao aparecimento
dos estadios larvais.

Com relagdo & proporgdo macho: fémea de
1:1,5 observada neste periodo, mostra que
se afastou 50% da proporgdo 1:1 descrita
na literatura. Diaz ef al. (1988) observaram a
proporcao sexual de 1 macho para 1,2
fémeas de B. microplus. Davey e Cooksey
(1988) também constataram em um grande
nimero de ixodideos que a relacdo macho:
fémea estava em tormno de 1:1.

4.3 Teste de hemolinfa

Nao foi possivel a realizacdo do teste de
hemolinfa com todos o0s carrapatos
coletados, em virtude de problemas técnicos
que causaram a morte de alguns espécimes
devido a uma falha de controle da
temperatura da estufa em que eram
mantidos os carrapatos antes da realizacao
do teste. Dos 131 exemplares testados
(85% dos carrapatos coletados), todos se
apresentaram negativos para a presenca de
microrganismos semelhantes & rickettsia.
Entretanto, também foram observados
problemas operacionais em relagdo a
execucdo do método nas condicdes
laboratoriais  existentes. Excesso de
coloragdo das laminas, mesmo de acordo
com a ordenacdo do protocolo e a rapida
deterioracdo do corante foram os pontos
criticos mais evidentes no uso desta técnica.

Rozental ef al. (2002), por sua vez,
submeteram 153 ixodideos coletados em
seu experimento ao teste de hemolinfa e
encontraram uma ninfa de Amblyomma sp.
com particulas semelhantes a rickettsia no
nicleo e no citoplasma dos hemocitos e um
adulto de Rhipicephalus sanguineus com
visualizacdo de microrganismos semelhantes
a rickettsias no citoplasma. Labruna ef al.
(2004a) encontraram em 12 carrapatos da
espécie A. dubitatum microrganismos
semelhantes & rickettsia dentro de
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nemdcites. No entanto, fato semethante
oo, B que oubros 20 carrapatos forgm
negativos e oito- apresentaram. resultados
inconclusivos porque as células da
emolinfa foram completamente perdidas
durante os procedimentos de lavagem do
teste. Pinter ef al. (2004) também
sibmeteram 669 exemplares de A
aureolatum ao teste de hemolinfa para
pesquisa de rickettsias e, assim como neste
experimento, tiveram  perdas (264
carrapatos) em virtude de fathas técnicas no
momento da execucio do teste.

4.4 Isolamento de rickettsias

Como todos os testes de hemolinfa
realizados apresentaram resultados
negativos, o procedimento de isolamento de
ricketisias em cuitura de células Vero nao foi
realizado neste experimento.

4.5 Analise pela reagdo em cadeia de
polimerase (PCR)

Como todos os carrapatos testados pelo
teste de hemolinfa foram negativos, todos
foram analisados pela PCR. Os espécimes
foram divididos em pools de trés carrapatos
totalizando 26 amostras de A. cajennense e
26 amostras de A. dubitatum. Apenas um
pool de wés fémeas de A cgjennense
(3,84%) foi positivo para os primers glitA, 17-
kDa e ompA. O gene gifA tem sido
detectado em todas as espécies de
rickettsias. O gene ompA, por sua vez,
ocorre somente em rickeitsias do GFM
{Labruna ef al., 2004a). O seqienciamento
de DNA do fragmento amplificado mostrou
100% de similaridade com a seqiiéncia
comrespondente de R. rickettsii no Gen Bank
tanto para o gene glfA como para 0 ompA,
como mostram os Anexos 1 e 2,

respectivamente.

Resultados semelhantes ja haviam sido
cbtides por Billings ef al. (1998), que
delectaram rickettsias do GFM, a partir de
um pool de carrapatos da espécie A
cajennense utilizando primers especificos
para o gene 17-kDa. Essa foi a primeira vez
que rickettsias do GFM foram detectadas
em A. cajennense no Texas e nos Estados
Unidos. Foumier et al. (2002) determinaram
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também através da PCR, seis isolados
iaponeses de sickeiisias do GFM dtilizando
primers especificos para o0s genes 16S
rDNA e glfA, a pardir de seis espécies
diferentes de carrapatos. Pinter (2003) em
Mogi das Cruzes, S3o Paulo, investigou
genes rickettsiais através da PCR em
carrapatos da espécie A. aureolatum
coletados em c3es e confirmou a presenca
de R. rickettsii em 3,2% dos analisados.
Outra' amostra isolada entre as décadas de
30 e 40, provavelmente de A. aureolatum,
foi analisada geneticamente por Eremeeva
ef al. {(2003), citada por Nascimento e
Schumaker (2004), através de PCR e
apresentou similaridade com R. rickettsii. As
cepas  caracterizadas neste  estudo
encontram-se depositadas em laboratorio
norte-americano.

De Rodaniche (1953), por sua vez, isolou
uma cepa altamente virulenta de R. rickettsii
de um grupo de 11 adultos de A
cajennense na regiao de Caimito, Panama
sem, no entanto, utilizar metodologia
biomolecular. O mesmo ocorreu com Patino-
Camargo (1941) em Tobia na Colémbia e
Bustamante e Varela (1946) em Vera Cruz
no México.

A taxa de infeccdo de carmrapatos deste
estudo em tomo de 3,84% comobora os
dados obtidos por Pereira e Labruna (1998)
que mostram uma prevaléncia variavel entre
0,14% e 13,5%, de camapatos infectados
tanto em areas consideradas endémicas
como em dareas sem relatos de casos
humanos de febre maculosa. Reforgam
também os relatos de Niebylski ef al. (1999)
sobre o efeito letal de R. rickeltsii para seu
carrapato vetor.

Até o momento, a andlise de sequéncia
génica ndo havia permitido o diagndéstico de
R. rickeftsii de forma conclusiva em
carrapatos A. cajennense coletados em
regidbes endémicas. Dessa forma, esse
trabalho mostra pela primeira vez a
caracterizagdo molecular de R. rickettsii
isolada de A. cajennense no Estado de
Minas Gerais e, ao que se sabe, no Brasil e
América Latina.




5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo mostrou que A.
cajennense e A. dubitatum estdo presentes
na area em questdo, em virtude de haver a
presenga de bovinos, eqiiinos, caninos e
capivaras convivendo na mesma regido.
Baixas taxas de infeccdo por rickettsias do
GFM foram observadas nos exemplares
coletados, no entanto, apenas um reduzido
nimero de carrapatos foi testado. Ha que se
levar em conta que o efeito letal dessas
bactérias para seu carrapato vetor é um
fator relevante. Ha a hipétese também de
que nessa area A. cajennense possa ser
mais suscetivel que A. dubifatum as
infecgdes por R. rickettsii. As condigbes
climaticas também podem interferir
sobremaneira nos resultados, j@ que na
area em questdo, foram totalmente atipicas
em relacdo a outros anos.

De qualquer forma, como o namero de
carrapatos estudados foi pequeno, ha
necessidade de se fazer novos
levantamentos na regido. Assim, poder-se-a
manter uma vigilancia epidemiolégica
adequada com levantamento das
populacbes de carrapatos e das
rickettsioses que os acompanham.

6 CONCLUSOES

Pelos dados obtidos por meio deste estudo,
conduzido no municipio de Coronel
Pacheco, Minas Gerais, no periodo de
novembro de 2003 a maio de 2004,
concluiu-se que:

e Apesar do nimero de carrapatos
coletados ter sido reduzido e os testes
de hemolinfa terem sido negativos para
0s carrapatos examinados, ha
comprovacao biomolecular da
circulagdo de R. ricketfsii nas
populagdes de carrapatos A
cajennense da area em questao.

e Os resultados ndo sdo suficientes para
sustentar o papel de A. dubitatum na
ecologia de R. rickeltsi na area
estudada, pelo menos para o referido
periodo.
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ANEXO 1
Seqiiéncias obtidas do carrapato A. cajennense 3.3
Gene citrato sintase (gitA)

Seqiéncia (321 nucleotideos):

5-
ATTGCTTTACTTACGACCCGGGTTTTATGTCTACTGCTTCTIGTCAGTCTACTATCACCTATA
TAGACGGTGATAAAGGAATCTTGCGGCATCGAGGATATGATATTAAAGACTTAGCTGAGAA
AAGTGATTTTTTAGAAGTAGCATATTTACTGATTTATGGGGAACTACCAAGTGGCGAGCAGT
ATAATAATTTCACTAAACAGGTTGCTCATCATTCATTAGTGAATGAAAGATTACACTATTTAT
TTCAGACCTTTTGTAGCTCTTCTCATCCTATGGCTATTATGCTTGCGGCTGTCGGTTCTCTT
GCGGCATTTT-3

Maxima % de similaridades com as seqiiéncias disponiveis do Gen Bank:

1- Rickettsia ricketisii amostra Bitterroot (U59729): 100% (321/321)
"~ 2- Rickettsia conorii (AE008677): 99,1% (318/321)

3- Rickettsia montanensis (U74756): 99,1% (318/321)

4- Rickettsia conorii (U59730): 99,1% (318/321)

5- Rickettsia honei (U59726): 99,1% (318/321)

ANEXO 2
Seqiiéncias obtidas do carrapato A. cajennense 3.3
Gene da proteina 190-kDa (ompA)

Seqiiéncia (457 nucleotideos):

5.
CCGCTTTATTCACCACCTCAACCGCAGCGATAATGCTGAGTAGTAGCGGGGCACTCGGTG
TTGCTACAGGTGTTATTGCTACTAATAATAATGCAGCATTTAGTAATAATGTTGGCAATAATA
ATTGGAATGAGATAACGGCTGCAGGGGTAGCTAATGGTACTCCTGCTGGCGGTCCTCAAA
ACAATTGGGCATTTACTTACGGTGGTGATTATACTGTCACTGCAGATGCAGCCGATCGTAT
TATTAAGGCTATAAATGTTGCGGGTACTACTCCCGTAGGTCTAAATATTACTCAAAATACTG
TCGTTGGTTCGATTATAACGAAAGGTAACTTGTTGCCTGTTACTCTTAATGCCGGCAAAAGC
TTAACTTTAAATGGTAATAATGCTGTTGCTGCAAATCATGGTTTTGATGCGCCTGCCGATAA
TTATACAGGTTTAGGAAATATAGCTTT-3

Maxima % de similaridades com as seqgiiéncias disponiveis do Gen Bank:

1- Rickettsia rickettsii (U43804): 100% (457/457)

2- Rickettsia rickettsii (M31227): 100% (457/457)

3- Rickettsia rickettsii amostra Hip (AY319293): 99,6% (455/457)
4- Rickettsia rickettsii (U55822): 99,6% (455/457)

5- Rickettsia slovaca (U43808): 97,1% (444/457)

6- Rickettsia africae (U83436): 96,5% (441/457)
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