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RESUMO 

 

As riquetsioses são doenças infecciosas, com manifestações clínicas de quadro febril 

a hemorrágico, causadas por bactérias do gênero Rickettsia. A mais grave delas a 

febre maculosa brasileira (FMB), ou febre maculosa das Montanhas Rochosas (Rocky 

Mountain spotted fever - RMSF), é causada pela Rickettsia rickettsii. São doenças 

graves para seres humanos, com baixa morbidade, mas alta letalidade, tendo a região 

Sudeste como a de maior incidência, embora haja indícios de sua existência em outras 

regiões. As únicas formas de controle dessas doenças se dão pelo controle dos 

vetores, seja por meio de aplicação de produtos químicos nos animais hospedeiros 

domésticos, ou apenas evitar áreas com presença de carrapatos e reservatório 

naturais. Com objetivo em contribuir com o conhecimento sobre vetores de 

riquetsioses no Brasil, e seu controle, este trabalho propôs: demonstrar parâmetros 

biológicos do Amblyomma coelebs, um potencial vetor de Rickettsia spp.; descrever 

as populações de carrapatos que naturalmente se encontram em fragmentos de mata 

próximo ao convívio com humanos, no bioma da Amazônia e seus ecótonos como o 

Cerrado; investigar a presença de Rickettsia spp. do GFM nos ixodídeos dessa região; 

avaliar um modelo de seleção de antígenos para o controle imunológico dos vetores 

em animais experimentais; e padronizar uma fórmula para cálculo de eficácia vacinal 

nesses carrapatos, que são heteroxenos. Os resultados gerados abrangeram desde 

o primeiro relato de repasto completo de ninfas de A. coelebs em seres humanos, a 

descrição inédita de parâmetros biológicos desta espécie de carrapato sob condições 

experimentais, novos registros de Rickettsia spp. do grupo da febre maculosa (GFM) 

associadas a carrapatos em ecótono Amazônia-Cerrado (com destaque na primeira 

confirmação de Rickettsia do GFM em A. oblongoguttatum), discussão sobre seleção 

de epítopos de serpinas expressas em glândula salivar de A. cajennense sensu lato e 

sua imunogenicidade em modelo murino, e uma fórmula padronizada para cálculo de 

eficácia de vacinas e substâncias sistêmicas em carrapatos heteroxenos. 

 

Palavras-chave: Amblyomma spp., parêmetros biológicos, Rickettsia spp. do GFM, 

vacina de peptídeos, cálculo de eficácia vacinal.  
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ABSTRACT 

 

Rickettiosis are infectious diseases, performed by clinical sings such as fever or 

hemorrhagic cases, caused by bacteria from the genus Rickettsia. The Rocky 

Mountain Spotted Fever (RMSF), or Brazilian Spotted Fever (BSF), is the most lethal 

rickettsiosis, and is caused by Rickettsia rickettsii. They are severe illness to humans, 

presenting low morbidity, but high lethality. In Brazil, these diseases are of public health 

concern, mainly in the Southeastern region, but there is indication of incidence in other 

regions. The currently control measures for theses illness are based only on the control 

of vectors, either through the application of chemical compounds in domestic host 

animals, or only to avoid areas with ticks and natural reservoirs. Aiming to contribute 

to the knowledge about vectors of rickettsiosis in Brazil and its control, this work 

proponed: demonstrate biological parameters of Amblyomma coelebs, a potential 

vector of Rickettsia spp.; describe tick populations in forest fragments in Amazon 

biome and ecotones with Brazilian Savannah; investigate the presence of SFG 

Rickettsia spp. in ticks within this region; evaluate a strategy of selecting peptide 

antigens for the immunological control of ticks in animal; and standardize a formula to 

calculate the efficacy of vaccines against three-host ticks. The results presented here 

include since the first report of A. coelebs nymphs in successful feeding on humans, 

inedited description of biological parameters of this tick species under experimental 

conditions, new records of tick-associated spotted fever group (SFG) Rickettsia spp. 

(with highlight on first confirmation of a SFG Rickettsia spp. in A. oblongoguttatum), 

epitope selection of serpins expressed in salivary glands of A. cajennense sensu lato 

and its immunogenicity in mice, and a standardized formula to evaluate the calculation 

of efficacy of vaccines and systemic substances against three-host ticks. 

 

Keywords: Amblyomma spp., biological parameters, SFG Rickettsia spp., peptide 

vaccine, calculation of efficacy of vaccines.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 No mundo, mais de 900 espécies de carrapatos foram descritas, divididas em 

três famílias: Argasidae (193 espécies); Ixodidae (702 espécies) e, Nuttalliellidae, 

representada por uma espécie (GUGLIELMONE, 2010). No Brasil, até o momento, a 

fauna ixodídica é representada por 71 espécies (MARTINS et al., 2014; KRAWCZAK 

et al., 2015; LABRUNA et al., 2016; WOLF et al., 2016; MUÑOZ-LEAL et al., 2017). 

 Os carrapatos são importantes em saúde pública, por serem conhecidos como 

vetores de agentes infecciosos que acometem os seres humanos (PAROLA; 

LABRUNA; RAOULT, 2009; SZABÓ; PINTER; LABRUNA, 2013). No país, a mais 

conhecida é a Febre Maculosa Brasileira (FMB), entre outras riquetsioses, a doença 

de Lyme símile (Síndrome de Baggio-Yoshinari) (MELO et al., 2016). A FMB é a 

riquetsiose mais importante por causar severos problemas em saúde pública, o agente 

etiológico é a Rickettsia rickettsii, que hoje é conhecida como a mais patogênica dentro 

do Grupo da Febre Maculosa (GFM), atingindo de 30 a 55% de letalidade (PACHECO 

et al., 2009; ANGERAMI et al., 2009). 

 Carrapatos têm sido associados a uma febre maculosa nas Montanhas 

Rochosas desde o início do século passado, quando estudos relacionaram diversos 

casos da doença a relatos dos pacientes de picada por carrapatos, registro desses 

parasitas ou marcas de picadas deixadas por estes nos enfermos quando atendidos 

(WILSON; CHOWNING, 2001). Desde então, pesquisas foram realizadas almejando 

a comprovação da importância dos carrapatos na transmissão de doenças a seres 

humanos. Assim, o gênero Rickettsia foi mais bem elucidado, com relatos de novas 

espécies e cepas, o que demonstrou a complexidade de sorotipos, que permitiu a 

diferenciação de espécies patogênicas de não-patogênicas (BELL, PICKENS, 1953; 

PHILLIP et al., 1978; LABRUNA, 2009). 

 O gênero Rickettsia inclui bactérias da ordem Rickettsiales, da classe das 

Proteobactérias. São cocobacilos Gram-negativos obrigatoriamente intracelulares 

(PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005). No Cerrado brasileiro, este grupo de 
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bactérias é transmitido a seres humanos principalmente por carrapatos do complexo 

Amblyomma cajennense sensu lato (s.l.), sendo o A. sculptum o mais importante por 

sua ampla predominância, no entanto, em regiões de Mata Atântica, o A. aureolatum 

e A. ovale são os protagonistas no ciclo epidemiológico dessas bactérias (LABRUNA, 

2009; SZABÓ et al., 2013; (MARTINS et al., 2016). A presença deste agente também 

já foi detectada no carrapato do cão, o Rhipicephalus sanguineus, (ALMEIDA et al., 

2013) que eventualmente possui relatos de picarem seres humanos (MENTZ et al., 

2016). 

 Relatos de riquetsioses são associados com alguns hábitos de pessoas, como 

trabalho em zona rural ou moradia de risco em região periurbana. Isto aumenta a 

possibilidade de contato de seres humanos com reservatórios naturais (capivaras, 

gambás, outros roedores, etc.), tendo hospedeiros amplificadores (cavalos e cães) 

como papel importante na disseminação dos carrapatos infectados com riquétsias do 

ciclo enzoótico (silvestre) para o zoonótico (urbano e rural) (ANGERAMI et al., 2012). 

Cães são responsáveis por realizarem a interface entre parasita/hospedeiro e seres 

humanos de A. sculptum em zonas rurais, principalmente no Cerrado, e A. aureolatum 

e A. ovale em ambientes periurbanos e rurais, na Mata Atlântica (MELO et al., 2011); 

ANGERAMI et al., 2012). 

 Os primeiros estudos da biologia do principal vetor, até então, A. cajennense 

s.l., e do controle da febre maculosa tiveram início na primeira metade do século XX, 

após este ter sido confirmado como principal vetor de riquetsioses (MONTEIRO et al., 

1931; (MONTEIRO; FONSECA, 1933-34; (TRAVASSOS, VALLEJO-FREIRE, 1944). 

Até o momento, inexistem vacinas comerciais contra riquetsioses, tanto em animais 

quanto em seres humanos, e a principal medida de controle efetuada é o controle do 

carrapato vetor em animais domésticos (principalmente em equinos), pela aplicação 

de acaricidas, com destaque nos piretróides (PINHEIRO, 1987); CARVALHO-COSTA 

et al., 2015; CUNHA et al., 2007; LABRUNA et al., 2004). O aumento do número de 

reservatórios naturais em centros urbanos, como capivaras, e a facilidade de acesso 

de animais domésticos em ambientes silvestres criam entraves complexos no aspecto 

de controle dos vetores da febre maculosa (Szabó et al., 2013). Outra alternativa em 
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estudo é o uso de acaricidas no ambiente infestado por carrapatos, em locais de foco 

da doença (SUCEN, 2002). De todo modo, manter áreas de vegetação e gramados 

roçados pode ser eficaz para auxiliar o controle deste carrapato no ambiente (SMITH, 

1975). 

 A FMB é a principal e mais letal riquetsiose que ocorre no Brasil. Casos dessa 

doença já foram notificados em todas as cinco regiões do Brasil, com um aumento 

expressivo no número de casos, até um pico de incidência em 2005, quando 172 

casos foram notificados. Na região Norte do Brasil, já existem relatos de FMB nos 

estados do Amapá, Rondônia e Tocantins, com um caso notificado para cada estado 

(FIOL et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2016). No entanto, apesar de poucas notificações, 

existem relatos de cães soropositivos e carrapatos infectados com Rickettsias, 

inclusive do Grupo da Febre Maculosa, no estado de Rondônia, o que sugere que esta 

doença esteja circulando e sendo negligenciada no estado e na região, uma vez que 

a doença possui sintomas muito similares ao de doenças de alta incidência nesse 

estado, o que indica um alerta para as autoridades de saúde pública (LABRUNA et 

al., 2004a, 2004b, 2005). 

 As espécies que apresentam maior incidência e oferecem mais risco a seres 

humanos estão bem caracterizadas em grande parte do Brasil, principalmente no 

centro-sul do país, onde predominam os biomas do Cerrado e a Mata Atlântica 

(LABRUNA, 2009; SZABÓ et al., 2013). No entanto, na região do bioma da Amazônia, 

há uma fauna mais diversificada de carrapatos do gênero Amblyomma, contudo 

poucos estudos sobre epidemiologia de riquétsias foram realizados, havendo uma 

carência em pesquisas para esclarecer os principais carrapatos envolvidos no ciclo 

da Febre Maculosa Brasileira e de outras riquetsioses na região amazônica brasileira 

(MARTINS et al., 2014). 

 Este trabalho foi idealizado baseando-se no potencial do estado de Rondônia 

de ser favorável à disseminação de doenças transmitidas por carrapatos (é o estado 

brasileiro que alberga o maior número de espécies de carrapatos relatadas), e por 

haver relatos recentes de riquétsias em seu território. Desta forma, foi proposto: 



12 

 

abordar sobre o ciclo biológico em laboratório de uma espécie com potencial 

capacidade de ser vetor na Amazônia, o A. coelebs; investigar a presença de 

Ricketttsia spp. do Grupo da Febre Maculosa (GFM) em carrapatos de vida livre em 

fragmentos de mata, próximos a ambiente periurbano, e rural do estado de Rondônia; 

propôr uma forma de controle imunológico de carrapatos em reservatórios naturais; 

padronizar um cálculo de eficácia de vacinas e substâncias sistêmicas em carrapatos 

de três hospedeiros, em condições experimentais controladas. A finalidade, portanto, 

é fornecer melhores informações sobre a biologia, epidemiologia e controle, e assim 

colaborar para maiores subsídios às autoridades de saúde, para que possam tomar 

medidas preventivas com maior eficiência. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Riquetsioses: Aspectos gerais e antecedentes 

 

 As riquetsioses são doenças infecciosas, causadas por Proteobactérias 

intracelulares obrigatórias, da ordem Rickettsiales, gênero Rickettsia, Grupo da Febre 

Maculosa (GFM), que são transmitidas por carrapatos da família Ixodidae (PAROLA 

et al., 2005a). A primeira riquetsiose conhecida foi denominada de Febre Maculosa 

das Montanhas Rochosas (Rocky Montain Spotted Fever - RMSF, em inglês) nos 

Estados Unidos da América (EUA), nos estados de Montana e Idaho, situados na 

cordilheira das Montanhas Rochosas, tendo sido descoberta como doença infecciosa 

e associada a carrapatos no início do século XX (RICKETTS, 1906). Possui 

sintomatologia de febre alta e aguda, com dores em articulações, formação de 

petéquias ou máculas em regiões localizadas na pele, e que se espalham por todo o 

corpo rapidamente. Existe relato de ser fatal em até 90% dos casos (RICKETTS, 

1909). 

 Relatos sobre RMSF têm sido reportados desde os primeiros assentamentos 

humanos nos estados de Idaho e Montana, nos EUA, que remontam desde o século 

XIX (WOLBACH, 1919). No mesmo trabalho de Wolbach, há um relato de Michie e 

Parsons (1916) sobre uma menção de um velho índio sobre uma doença que circulava 

há décadas em nativos ameríndios, principalmente na primavera, época que estes 

supostamente eram visitados por “espíritos demoníacos”. Apesar de não haver relatos 

oficiais prévios dessa enfermidade, estimava-se que ela estaria ocorrendo em seres 

humanos há tempos. 

 No Brasil, esta não deve ser considerada uma doença emergente nos dias de 

hoje, pois seus primeiros relatos datam a partir de 1929, em São Paulo (PIZA et al., 

1932 apud OLIVEIRA et al., 2016), o que sugere que esta enfermidade poderia ser já 

recorrente. Nas décadas subsequentes, houve vários relatos da doença em seres 
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humanos, que começaram a declinar na década de 1950, voltando a ser comumente 

reportados partir de 1980, quando desconfiou-se de uma reemergência da 

enfermidade no país. Desde então, até o presente momento, foram confirmados 

centenas de casos no Brasil, caracterizando-se então uma reemergência (revisado 

por LABRUNA, 2009). 

 Os dados do Ministério da Saúde (SINAN - NET), registraram 1143 casos de 

FMB, no período de 2001 a 2015. Os mesmos apontam os estados de São Paulo, 

Santa Catarina, Minas Gerais e Rio de Janeiro, como os de maior incidência, 

respectivamente. Apesar de a maioria dos casos se concentrar nas regiões Sul e 

Sudeste, existem casos isolados relatados em todas as regiões do Brasil, o que 

sugere que pode estar sendo negligenciada (Oliveira et al., 2016). 

 Nas Américas, ainda se sabe pouco sobre a classificação das riquetsioses e 

seus respectivos agentes e vetores. Há alguns tipos principais de riquetsioses já 

definidos, outros não: RMSF ou FMB (será denominado de RMSF/FMB em todo o 

trabalho), causada pela R. rickettsii; Febre Africana do carrapato, causada pela R. 

africae; e riquetsioses sem nomenclatura definida, com sintomas mais brandos e 

algumas vezes inespecíficos, causadas por R. parkeri, R. massiliae, Rickettsia sp. 

cepa Mata Atlântica e R. amblyommatis (PAROLA et al., 2009; LABRUNA, 2009; 

SZABÓ et al., 2013; KARPATHY et al., 2016). 

 

2.2 Epidemiologia 

 

 A RMSF/FMB, causada pela R. rickettsii, já foi registrada desde o Canadá até 

a Argentina, passando por EUA (primeiros relatos), México, Costa Rica, Panamá, 

Colômbia e Brasil. Nos EUA, a taxa de casos fatais é baixa, entretanto, isto pode estar 

relacionado com diagnósticos errôneos de RMSF/FMB, que estariam vinculadas a 

outras riquetsioses mais brandas, mascarando a letalidade real da R. rickettsii nesse 

país (PAROLA; LABRUNA; RAOULT, 2009). Na América do Sul, a taxa de casos fatais 
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é alta, podendo chegar a 90% de letalidade, o que indica que seja a cepa de R. 

rickettsii com a maior virulência já conhecida (LABRUNA, 2009). 

 Desde o início do século XX, até a década de 1950, e posteriormente da década 

de 1980 até o início dos anos 2000, casos de RMSF/FMB nos EUA, tiveram relatos 

pontuais e esporádicos (LABRUNA et al., 2009). A partir de 2001, surtos de 

RMSF/FMB foram relatados nos estados de Santa Catarina, Minas Gerais, Rio de 

Janeiro, São Paulo e Espírito Santo. São Paulo, até hoje, lidera como o estado com 

maior número de casos e surtos reportados, tanto em áreas consideradas endêmicas, 

quanto não-endêmicas, sempre aumentando no período de maio a agosto, 

especialmente em ambientes associados a fonte de água, vegetação nativa e animais; 

principalmente capivaras e cavalos (ANGERAMI et al., 2009). 

 Inicialmente, estimava-se a existência de apenas uma riquetsiose transmitida 

por carrapatos, prevalente em apenas uma área, causada por somente uma espécie 

de riquétsia (R. rickettsii, causadora da RMSF/FMB). Motivadas por relatos de 

patogenicidade variada em distintas regiões e pela suspeita de que várias espécies 

de carrapatos poderiam ser vetores competentes de riquetsioses, aliado ao advento 

de técnicas de cultura celular e biologia molecular, novas pesquisas relataram 

espécies de riquétsias relacionadas à riquetsioses, ao redor do mundo, como:  

• R. aeschlimannii, na África, sul da Europa e Cazaquistão, idem outras 

riquetioses, inicialmente tida como não patogênica, mas com recentes relatos 

de sintomas clínicos nessas localidades; 

• R. africae, na África subsaariana e no Caribe, causadora da febre africana da 

picada do carrapato, tendo sido levada da África ao Caribe através de gado 

importado do Senegal (BARRÉ; GARRIS; CAMUS, 1995); 

• R. amblyommatis, encontrada nas Américas de modo geral, possuía 

patogenicidade desconhecida até pouco tempo atrás, quando foi relacionada à 

quadros de febre branda, com ou sem rash maculopapular; 
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• R. australis, na Austrália, causadora do tifo do carrapato de Queensland (TCQ), 

com sintomas geralmente comuns a outras riquetsioses brandas, mas com 

casos graves que incluem insuficiência renal e pneumonia severa; 

• R. conorii e subespécies, no centro-norte da África, Europa, Oriente Médio e 

Índia, causadoras das febres maculosas do Mediterrâneo (FMM), de Israel, de 

Astrakhan e tifo da picada do carrapato indiano; 

• R. heilongjiangensis, no norte da Ásia, causadora da riquetsiose do carrapato 

do Extremo Oriente; 

• R. helvetica, na Europa (inicialmente na escandinávia), causadora da 

perimiocardite causada por riquétsia(NILSSON; et al. 1999); 

• R. honei, na Austrália (Ilhas Flinders) e Tailândia, causa a febre maculosa das 

Ilhas Flinders, com sintomas similares ao TCQ, porém com ausência de rash 

maculopapular; 

• R. japonica, no Japão e Tailândia, causadora da febre maculosa japonesa; 

• R. massiliae, na América do Norte, Europa e norte da África, recentemente 

identificada e isolada, causa febre maculosa, com sintomas similares à FMM; 

• R. monacensis, na Europa, norte da África e EUA, com apenas um caso 

humano relatado, no entanto, encontrado em carrapatos nas regiões 

mencionadas; 

• R. parkeri, nas Américas do Norte e do Sul, causadora de uma febre maculosa, 

em áreas não endêmicas para RMSF/FMB, sem sintomas patognomônicos, o 

que a torna difícil sua patogenia ser diferenciada de outras riquetsioses; 

• R. rickettsii, encontrada nas Américas de modo geral, foi a primeira riquétsia a 

ser classificada como tal, bem como sua enfermidade, denominada de 

RMSF/FMB, reporta os casos mais severos de riquetsioses já descritos; 
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• R. sibirica e subespécies, no norte da Ásia, causadoras do tifo do carrapato da 

Sibéria e riquetsiose associada à linfangite; 

• R. slovaca e R. raoultii, nos arredores do mar Mediterrâneo (principalmente 

Europa), causadoras do DEBONEL (Dermacentor Borne Necrosis Erythema 

Lymphadenopathy) ou TIBOLA (Tick-Borne Lymphadenitis), caracterizadas por 

adenopatia regional e alopecia no local da picada; 

(RENVOISÉ; MEDIANNIKOV; RAOULT, 2009). 

 No Brasil, um estudo apontou soropositividade de 4,7% para R. rickettsii, em 

humanos, no município de Londrina, Paraná (TOLEDO et al., 2011). 

 Os fatores de risco para RMSF/FMB, no interior do estado de São Paulo 

(estado com maior número de registros de casos) estão relacionados a idade, sendo 

mais frequente a incidência em adolescentes e adultos jovens, principalmente do sexo 

masculino (associado a trabalho em áreas de risco). Fatores ambientais como 

ambientes periurbanos, presença de vegetação média a densa, desmatamento 

(SCINACHI et al., 2017) próxima a fontes de água, com reservatórios naturais silvestre 

(capivara) e doméstico (cavalos e cães), e a presença do carrapato A. sculptum 

favorecem o risco de RMSF/FMB (SOUZA; PINTER; DONALISIO, 2015). Além do 

ambiente periurbano, estudos na Amazônia reportaram maior soroprevalência de 

riquetsioses em cães em área rural (LABRUNA et al., 2007). 

 

2.3 Agentes etiológicos no Brasil 

 

 As riquetsioses são causadas por Proteobactérias intracelulares obrigatórias, 

pertencentes ao gênero Rickettsia, composto por diversas espécies. Este gênero 

sofreu várias reclassificações nos últimos anos, entretanto, predomina-se o consenso 

de dois grupos majoritários: Grupo da Febre Maculosa (GFM), onde encontram-se os 
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agentes de riquetsioses; e Grupo Tifo (GT), causador do tifo exantemático (LABRUNA 

et al., 2011; MERHEJ; RAOULT, 2011; RAOULT; ROUX, 1997). 

 O GT é representado pela Rickettsia tiphy e R. prowazekii, que causam uma 

enfermidade conhecida como tifo exantemático, ou epidêmico, transmitido pela picada 

de pulgas. O GFM é mais complexo, composto por mais de 20 espécies, sendo a R. 

rickettsii a mais patogênica e letal (LABRUNA et al., 2011; RAOULT; ROUX, 1997). 

Dentro do GFM, além da R. rickettsii, há registros de R. parkeri, R. massiliae, R. 

conorii, R. slovaca, R. africae, R. sibirica, R. honei, R. japonica e R. heilongjangensis 

como causadoras de enfermidades, apresentando desde sintomas brandos, até letais, 

em seres humanos (MERHEJ, RAOULT, 2011). Contudo, este grupo ainda inclui 

algumas espécies, como a recém classificada R. amblyommatis (antiga Candidatus 

“R. amblyommii”), com relatos pontuais e às vezes controversos sobre patogenicidade 

em seres humanos (APPERSON et al., 2008; DELISLE et al., 2016) e animais 

(BURGDORFER et al., 1981). 

 

2.3.1 Rickettsia rickettsii 

 

 Apesar de Howard T. Ricketts terem iniciado estudos sobre febre maculosa no 

início dos anos 1900, indicando o Dermacentor andersoni como principal vetor 

(RICKETTS, 1906; BURGDORFER et al., 1966), a R. rickettsii foi isolada em 

condições experimentais pela primeira vez somente em 1954, por Gould e Miesse. 

Desde então, e durante grande parte do século XX, esta bactéria foi considerada como 

a única responsável por riquetsiose humana transmitida por carrapato (PAROLA et 

al., 2005a). 

 Inicialmente, na América Anglo-saxônica, ela foi encontrada infectando as 

seguintes espécies de ixodídeos: Dermacentor andersoni, D. variabilis, D. 

parumapertus, D. occidentalis, Haemaphysalis leporispalustris, Ixodes dentatus, I. 

scapularis, I. pacificus, I. cookei, I. brunneus, I. texanus, Amblyomma. americanum, A. 
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maculatum e Rhipicephalus sanguineus (RAOULT, ROUX, 1997; PAROLA et al., 

2009). Por sua vez, na América Latina, posteriormente foi descrita a presença de R. 

rickettsii em outras espécies, principalmente do gênero Amblyomma: complexo A. 

cajennense sensu lato (s.l.), incluindo A. mixtum, no México e Panamá (PAROLA et 

al., 2005a; (BERMÚDEZ et al., 2016), A. patinoi, na Colômbia (FACCINI-MARTÍNEZ 

et al., 2015), A. sculptum, no Brasil (MONTENEGRO et al., 2017), A. tonalliae, na 

Argentina (TARRAGONA et al., 2016), e possivelmente A. cajennense sensu stricto 

(s.s.), na Amazônia, e A. interandinum, nos vales Andinos do Peru, A. imitator 

(OLIVEIRA et al., 2010), no México, A. dubitatum (MONTENEGRO et al., 2017) e A. 

aureolatum, no Brasil (MARTINS et al., 2017). Além do gênero Amblyomma, essa 

bactéria foi também encontrada em Haemaphysalis leporispalustris (carrapato do 

coelho), na Costa Rica (HUN; CORTÉS; TAYLOR, 2008), Rhipicephalus sanguineus, 

no Brasil e México (PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005; PAROLA; LABRUNA; 

RAOULT, 2009; ALMEIDA et al., 2013; SILVA et al., 2017). Apesar do A. sculptum ser 

o vetor de maior importância no Brasil, de modo geral, ele é menos susceptível a se 

infectar por R. rickettsii, do que o A. aureolatum e o R. sanguineus (LABRUNA et al., 

2008). 

 No Brasil, a enfermidade causada pela R. rickettsii é denominada de Febre 

Maculosa Brasileira (LEMOS et al., 1996). Possui baixa morbidade, entretanto com 

uma taxa de letalidade muito alta, com relatos de 30 a 40% e até mesmo de 80 a 90% 

(RAOULT, ROUX, 1997; LABRUNA, 2009; (PAROLA et al., 2013). Os reservatórios 

naturais silvestres mais comuns são a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) e o 

gambá (Didelphis spp.) (PAROLA et al., 2013). Capivaras são eficientes 

amplificadores silvestres de R. rickettsii, em A. cajennense s.l., sem manifestarem 

sintomas (SOUZA et al., 2009). Gambás (Didelphis aurita) também são capazes de 

amplificar R. rickettsii, sem manifestarem sintomas clínicos, e infectar carrapatos A. 

cajennense s.l. que os parasitam (HORTA et al., 2009). 

 Dentre os animais domésticos, os cães e equinos estão como os responsáveis 

por serem hospedeiros amplificadores, e carreadores dos ixodídeos do ciclo enzoótico 

para o zoonótico (LABRUNA et al., 2007; LABRUNA, 2009). Em área endêmica para 
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RMSF/FMB, 80% de cães e 100% de equinos podem se mostrar soropositivos para 

R. rickettsii, mesmo tendo carrapatos A. cajennense s.l. com baixa taxa de infecção 

(VIANNA et al., 2008). Cães, assim como seres humanos, manifestam sintomas 

clínicos quando infectados com R. rickettsii, cepa sul-americana. Sintomas incluem 

febre, letargia, anorexia, lesões oculares, trombocitopenia e anemia, com riquetsemia 

iniciando e durando de 3 até 13 dias (PIRANDA et al., 2008). Por sua vez, cavalos 

possuem patogenia desconhecida em infecções com R. rickettsii (FREITAS et al., 

2010). Isto torna estes animais com notável importância na vigilância da R. rickettsii. 

Gatos, por sua vez, embora não recebam tanta importância no ciclo da RMSF/FMB, 

já tiveram relato de contato com R. rickettsii (BAYLISS et al., 2009). 

 A presença de RMSF/FMB, causada pela R. rickettsii, está quase restrita aos 

estados do sul e sudeste do Brasil (LABRUNA, 2009; PAROLA et al., 2013). 

Entretanto, os vetores envolvidos são encontrados em todas as cinco regiões do país, 

e inclusive possuem relatos de parasitismo em seres humanos nessas localidades 

(MARTINS et al., 2016). No Brasil, estima-se que a taxa de infecção dessa bactéria 

em carrapatos A. cajennense s.l. de vida livre gira em torno de 1% (GUEDES et al., 

2005). 

 Os mecanismos fisiopatológicos da R. rickettsii em seres humanos ainda não 

foram completamente elucidados. Sabe-se que essa bactéria possui tropismo por 

células do endotélio microvascular e modulação de células imunes do hospedeiro, 

envolvendo a ativação do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB), proteína 

cinase ativadora de mitose (MAP) p38, expressão da enzima heme oxigenase, 

antioxidante e vasoprotetora (HO-1), e indução da ciclooxigenase 2 (COX-2), tanto em 

células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) quanto de células endoteliais 

de pulmão humano (HPMECs) (SPORN et al., 1997; RYDKINA et al., 2002, 2005, 

2006, 2009). 

 Sabe-se também, que a R. rickettsii, ao contrário de bactérias intracelulares 

facultativas, possuem pouca capacidade de expressão gênica quando exposta a 

fatores ambientais desfavoráveis, como aumento ou diminuição brusca de 
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temperatura. Isto se deve, provavelmente, pelo fato de ser intracelular obrigatória, 

convivendo em ambientes (citosol), tanto de animais hospedeiros quanto de 

carrapatos vetores, com uma certa estabilidade em ambas questões físicas 

(temperatura, pressão oncótica) quanto química (nutrientes). Este fato indica que a 

bactéria perdeu genes com expressão induzida por fatores ambientais, que, portanto, 

pouco influenciam na virulência das cepas de R. rickettsii (ELLISON et al., 2009). 

 A virulência influenciada por fatores do meio externo à bactéria está mais 

relacionada a diferenças no microambiente presente no carrapato não ingurgitado e 

em fase de alimentação no hospedeiro (GALLETTI et al., 2013), fatores genéticos e 

especificidade por vetores e hospedeiros, do que ambientais. Paddock et al. (2014) 

relacionaram aspectos filogeográficos de genótipos de R. rickettsii com casos fatais 

da doença. Outro estudo apontou pequenas diferenças em alguns genes 

(polimorfismo de nucleotídeo único no gene OmpB e um códon extra no gene gltA) 

em cepas relacionadas a casos fatais nas Américas Central e Sul, quando 

comparadas com sequências de cepas causadoras de enfermidades mais brandas, 

na América do Norte (LABRUNA et al., 2014). Associações de polimorfismos entre 

cepas e virulência também foram reportadas por Clark et al. (2015). De fato, a 

combinação entre ambos aumentos de temperatura do carrapato e início do 

ingurgitamento aumentam a virulência de R. rickettsii (GALLETTI et al., 2016). 

 

2.3.2 R. parkeri e R. parkeri cepa Mata Atlântica 

 

 A riquetsiose brasileira, causada pela Rickettsia sp. cepa Mata Atlântica já foi 

registrada no estado Santa Catarina (KRAWCZAK et al., 2016a). Essa bactéria 

também foi encontrada infectando o carrapato A. ovale nos estados do Rio Grande do 

Sul e São Paulo (KRAWCZAK et al., 2016b; LUZ et al., 2016). 
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 R. parkeri já foi encontrada infectando o carrapato A. tigrinum removidos de 

cães (28% de taxa de infecção), no estado do Rio Grande do Sul, em área onde houve 

registro de uma riquetsiose (WECK et al., 2016). 

 

2.3.3 R. africae 

 

 R. africae possui relatos de apresentar virulência variável entre cepas distintas, 

o que pode estar relacionado a uma perda de alguns genes regulatórios (FOURNIER 

et al., 2009). 

 

2.3.4 R. amblyommatis 

 

 O potencial patogênico de R. amblyommatis já foi avaliado em cobaios. Estes 

foram inoculados com uma cepa, isolada de A. cajennense s.l., da Costa Rica. Dois 

dias após a inoculação, alguns animais apresentaram aumento dos testículos, devido 

a um intenso infiltrado polimorfonuclear ao redor dos mesmos e epididimite. Estes 

animais inoculados com R. amblyommatis, quando desafiados com R. rickettsii 

posteriormente, não desenvolveram sinais severos da doença, nem morte, o que 

sugere que R amblyommatis pode ser um “controlador” de mortalidade da 

RMSF/FMB, em locais onde ambas riquétsias são endêmicas (RIVAS et al., 2015). 

 Um estudo realizado em área endêmica para RMSF/FMB, no estado do 

Tenesse, EUA, não encontrou R. rickettsii em carrapatos coletados de humanos, 

animais silvestres ou de vida livre. A mesma investigação, por sua vez, apontou taxas 

de infecção por R. amblyommatis de 40% e 3% em A. americanum e D. variabilis, 

respectivamente, os carrapatos mais abundantemente encontrados na região 

(MONCAYO et al., 2010). R. amblyommatis foi encontrado em 57,1% de carrapatos 
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A. americanum no sudeste dos EUA, lugar onde houve casos suspeitos de 

RMSF/FMB, porém com ausência de detecção de R. rickettsii em locais de foco 

(SAYLER et al., 2014). 

 Outro estudo similar, investigou a presença de R. rickettsii em 5285 espécimes 

de D. variabilis, removidos de militares, no mesmo país. Embora nenhum carrapato 

tenha se mostrado infectado com R. rickettsii, 3,2% e 0,1% foram encontrados com R. 

montanensis e R. amblyommatis, respectivamente (STROMDAHL et al., 2011). É 

questionável a histórica correlação de casos de RMSF/FMB com o A. americanum e 

o D. variabilis. Estima-se que essa enfermidade deve estar sendo erroneamente 

diagnosticada como tal, sendo mais provável que outras riquetsioses estejam 

envolvidos em grande parte dos diagnósticos de RMSF/FMB no século XX, 

especialmente relacionadas à R. amblyommatis (STROMDAHL et al., 2011; 

STAYLER et al., 2014). Delisle et al. (2016) reportaram grande prevalência de 

soropositividade para R. amblyommatis em soros de humanos previamente reagentes 

para Rickettsia spp., com diagnóstico inconcluído. 

 No norte da Argentina, uma investigação em área endêmica de febre maculosa 

associada a R. rickettsii não encontrou esta bactéria em carrapatos de ambiente. 

Contudo, 21,3% de A. hadanii e 44% de A. neumanni foram positivos para R. 

amblyommatis. Ambas as espécies já tiveram relatos de picar seres humanos, assim 

tanto estes vetores quanto essa riquétsia podem estar relacionados a casos de 

riquetsioses na região (MASTROPAOLO et al., 2016). 

 O primeiro relato de R. amblyommatis fora dos EUA foi no estado de Rondônia, 

infectando os carrapatos A. cajennense s.l. e A. coelebs (LABRUNA et al., 2004b). R. 

amblyommatis foi detectada pela primeira vez em A. sculptum, parasitando equídeos, 

em Poconé, no Pantanal Mato-grossense (ALVES; MELO, 2014). No estado do Rio 

Grande do Sul, já foi encontrada infectando A. longirostre (KRAWCZAC et al., 2016b). 

 

2.4 Vetores no Brasil 
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2.4.1 Aspectos da biologia dos carrapatos do gênero Amblyomma no Brasil 

 

 Os ixodídeos do gênero Amblyomma, no Brasil, comumente necessitam de três 

hospedeiros para completarem seu ciclo de vida: um para larvas, um para ninfas e 

outro para adultos. Cada uma das mais de 30 espécies deste gênero descritas no 

Brasil possui predileção a parasitar um ou alguns hospedeiros específicos (aves, 

repteis, anfíbios e mamíferos - carnívoros, perissodáctilos, etc.), e possuem distintos 

aspectos de sazonalidade de seus ínstares no meio. No entanto, compartilham 

características elementares: a larva eclode dos ovos, sobe nas folhagens em busca 

de hospedeiro para realizar repasto sanguíneo (ingurgitamento), se desprende deste, 

depois de determinado período realiza ecdise para ninfas no ambiente, estas repetem 

o processo, bem como os adultos (macho e fêmea). Nesta fase, somente as fêmeas 

ingurgitam, se desprendem do hospedeiro e procuram um lugar seguro para realizar 

a oviposição. Os ovos ficam incubando no ambiente até a eclosão das larvas. Vale 

ressaltar que todos esses parâmetros do ciclo de vida destes ectoparasitas são 

diretamente influenciados por fatores climáticos, tais como temperatura e umidade 

(RODRIGUES et al., 2002; SANCHES et al., 2008; MARTINS et al., 2012, 2014, 2016, 

2017) (Figura1). 

Normalmente os carrapatos possuem especificidade a um hospedeiro ou um 

grupo destes (classe, ordem, família, gênero). Entretanto algumas espécies podem 

apresentar estágios imaturos sem grande especificidade o que proporciona uma 

ampla gama de possíveis hospedeiros, o que faz dessas espécies as mais 

preocupantes para saúde pública, pois são as mais prováveis por picar ou parasitar 

seres humanos e podendo assim transmitir agentes infecciosos (SZABÓ; PINTER; 

LABRUNA, 2013; GARCIA et al., 2015). 
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Figura 1: Figura ilustrativa do ciclo biológico de carrapatos Amblyomma spp. Fotos de 

arquivo pessoal: larvas na folha - A. oblongoguttatum; ninfas não ingurgitadas - A. 

naponense e A. oblongoguttatum; ninfas ingurgitadas, adultos (macho e fêmeas não 

ingurgitada e ingurgitada) e ovos - A. cajennense s.s. 

 

2.4.2 Complexo A. cajennense sensu lato 

 

 O carrapato mais amplamente encontrado no território brasileiro, 

principalmente em regiões de Cerrado, é o A. cajennense, que recentemente foi 

classificado como um complexo de seis espécies. No Brasil, os mais abundantes são, 

respectivamente, o A. sculptum (Cerrado), e A. cajennense s.s. (bordas da Amazônia) 

(NAVA et al., 2014; MARTINS et al., 2016). Devido à recente discriminação do 

complexo A. cajennense, e no Brasil ter registro de duas espécies deste complexo, 

sendo uma delas homônima a ele, registros anteriores a 2014 serão denominados de 

A. cajennense s.l. neste trabalho. 
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 O ciclo do A. cajennense s.l. dura em torno de 12 meses, sendo as larvas mais 

abundantes nos meses de abril a julho, ninfas de junho a outubro e adultos de outubro 

a dezembro (BRITES-NETO et al., 2013). Sugere-se que os meses de janeiro a março 

são reservados para a oviposição e maturação dos ovos para eclosão das larvas em 

abril. 

 O A. cajennense s.l. é capaz de transmitir R. rickettsii dentro do seu ciclo de 

vida, de modo transovariano (teleóginas para ovos e subsequente larvas) e 

transestadial (larvas para ninfas e ninfas para adultos), embora todos os seus ínstares 

serem de certa forma refratários à infecção pela bactéria, sendo assim incapazes de 

manter o agente por si só, dependendo de hospedeiros amplificadores para tal 

(SOARES et al., 2012). 

 No interior do estado de Minas Gerais, no Sudeste do Brasil, onde predomina-

se o bioma do Cerrado, foi encontrada uma prevalência de R. rickettsii de 0,5% em 

400 adultos de A. cajennense s.l. No mesmo município, pelo menos de 1% das ninfas 

foram positivas para a bactéria (GUEDES et al., 2011). 

 

2.4.3 A. aureolatum 

 

 Este carrapato já foi encontrado associado a cães na região metropolitana de 

São Paulo, com uma prevalência de 19,3% na população desses animais (maior 

inclusive que a prevalência no carrapato-do-cão, o R. sanguineus, de 10,6%), no qual 

o estudo apontou taxa de infecção de 11,1% de R. rickettsii na população de A. 

aureolatum (OGRZEWALSKA et al., 2012). Este parasita é mais abundantemente 

encontrado na natureza em altitudes mais elevadas (acima de 700 m acima do nível 

do mar), no estado de São Paulo (BARBIERI et al., 2015). 

 Ninfas e adultos não ingurgitados de A. aureolatum requerem mais de 10 horas 

de fixação para transmitir R. rickettsii ao hospedeiro. No entanto, a transmissão por 
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machos adultos, previamente alimentados em outros hospedeiros infectados, leva até 

10 minutos (SARAIVA et al., 2014). Assim, isto sugere que o estado fisiológico do 

carrapato influencia diretamente na virulência da bactéria. 

 Embora tenha-se suspeitado que variações genéticas em populações desta 

espécie estejam relacionado com susceptibilidade na transmissão de R. rickettsii a 

seres humanos, essas variações mostraram-se relativamente baixas em populações 

encontradas na região metropolitana de São Paulo, sendo improváveis de estarem 

associadas à transmissibilidade da bactéria (OGRZEWALSKA; PINTER, 2016). 

 

2.4.4 A. ovale 

 

 Esta espécie de carrapato é conhecida por estar associada e transmitir um 

agente patogênico a seres humanos, no Brasil, a R. parkeri cepa Mata Atlântica. Esta 

é causadora de uma riquetsiose mais branda que a RMSF/FMB (SZABÓ et al., 2013). 

 A maior parte dos registros de ocorrência de A. ovale situam-se no estado de 

São Paulo, em locais onde há Mata Atlântica, principalmente em altitude inferior a 100 

m acima do nível do mar (BARBIERI et al., 2015). Esta espécie comumente parasita 

carnívoros silvestres e domésticos, contudo também já foi encontrado parasitando 

pequenos roedores (SARAIVA et al., 2012; LOPES et al., 2016; LUZ et al., 2016). 

 

2.4.5 Outros Amblyomma spp. 

 

 O A. dubitatum é um carrapato conhecido por parasitar capivaras, importante 

reservatório para R. rickettsii na natureza. Apesar de não ser uma espécie de 

carrapato conhecida como transmissora da RMSF/FMB, seu papel como vetor e 
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mantenedor de R. rickettsii em populações desses animais precisa ser mais bem 

elucidado, uma vez que foi comprovado que há transmissão transestatial, mas não 

transovariana, e capacidade de infectar cobaios saudáveis, por esta espécie de 

carrapato (SAKAI et al., 2014). Essa mesma espécie foi encontrada albergando 

Rickettsia sp. cepa Mata Atlântica no nordeste da Argentina (MONJE et al., 2015). 

 A. coelebs costuma parasitar antas na fase adulta, mas possui predileção à 

alguns carnívoros, pequenos roedores e marsupiais, quando em ínstares imaturos 

(SOARES et al., 2015; LOPES et al., 2016; WITTER et al., 2016). Essa espécie já 

possui relatos de infecção por R. amblyommatis, e é capaz de parasitar e assim 

completar o repasto sanguíneo em seres humanos (LABRUNA et al., 2004b; GARCIA 

et al., 2015). Este fato torna esta espécie um potencial vetor desses agentes. 

 A. oblongoguttatum é um carrapato frequentemente encontrado no bioma da 

Amazônia, e agora apresenta relato de infecção por R. amblyommatis, a qual pertence 

ao GFM (dados não publicados). Há um único relato anterior de Rickettsia do GFM 

infectando este carrapato, entretanto a confirmação da espécie não pôde ser 

confirmada na ocasião (BERMÚDEZ et al., 2009). Este carrapato é capaz de picar 

seres humanos e parasitar cães, além de uma variedade de mamíferos silvestres, 

desde grandes carnívoros até pequenos roedores (LABRUNA et al., 2000; 

GUGLIELMONE et al., 2006). Isso sugere que esta espécie de ixodídeo seja 

importante na manutenção de riquetsioses, tanto no ciclo enzoótico, quanto zoonótico. 

 

2.4.6 Rhipicephalus sanguineus 

 

 Este carrapato já provou ser um vetor competente de R. rickettsii em cães, 

sendo capaz de manter a infecção para os próximos ínstares (transmissão 

transovariana e transestadial), e capaz de transmitir a bactéria a outros hospedeiros, 

após a edcise (PIRANDA et al., 2011). 
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 Este carrapato possui afinidade a seres humanos principalmente em situações 

de temperatura elevada, indicando que este pode ser um potencial vetor em um país 

tropical, como o Brasil (PAROLA et al., 2008). No país já há relatos de picada deste 

carrapato em seres humanos (MENTZ et al., 2016). 

 O R. sanguineus foi apontado como vetor de RMSF/FMB em dois cães com 

suspeita clínica para a enfermidade, no estado da Califórnia, EUA. R. massiliae foi 

encontrado nos carrapatos removidos desses cães, e os mesmos foram soropositivos 

para a bactéria (BEELER et al., 2011). No Arizona, o carrapato do cão foi detectado 

com R. rickettsii e abundantemente encontrado em uma região de surto de 

RMSF/FMB (DEMMA et al., 2005). Não longe desse relato, na Baixa Califórnia, 

México, DNA R. rickettsii foi amplificado dessa espécie de carrapato removido de 

cães, em local onde houve surto de RMSF. No entanto, não foi sugerida uma 

correlação entre este surto com os casos nos EUA, pois análises genômicas 

diferenciaram tanto a cepa de R. rickettsii quanto a de R. sanguineus mexicanas, das 

cepas americanas (EREMEEVA et al., 2011). 

 Em uma área endêmica para RMSF/FMB em Juiz de Fora, estado de Minas 

Gerais, 13,1% (total de 122) dos R. sanguineus removidos de cães foram positivos 

para R. rickettsii, por meio de reação em cadeia da polimerase (PCR) (PACHECO et 

al., 2011). O mesmo estudo não encontrou DNA dessa bactéria em A. cajennense s.l. 

coletados de equinos, na mesma região, indicando que o carrapato-do-cão pode estar 

relacionado na transmissão da RMSF/FMB também no Brasil. Em área de Mata 

Atlântica, na região metropolitana de São Paulo, foi encontrada uma taxa de infecção 

de 11,2% em espécimes de R. sanguineus associados a cães (OGRZEWALSKA et 

al., 2012). Em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, 98,9% de cães de zona urbana, 

infestados por carrapatos (total de 148), foram associados ao R. sanguineus, tendo 

sido detectado DNA de R. rickettsii em uma amostra, ao passo que apenas 1,1% 

estavam infestados com A. cajennense s.l (ALMEIDA et al., 2013). 

 Após a transmissão transestadial, a R. rickettsii pode se alojar em células de 

ovário de fêmeas adultas, parcialmente ou totalmente ingurgitadas. Isto sugere que a 
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própria bactéria pode influenciar negativamente nos parâmetros reprodutivos deste 

carrapato, apesar de existir também a transmissão transovariana (DA SILVA COSTA 

et al., 2011). 

 

2.5 Reservatórios naturais silvestres e hospedeiros domésticos 

 

2.5.1 Cavalos 

 

 Cavalos são importantes hospedeiros amplificadores de R. rickettsii, bem como 

dispersor do seu principal vetor, A. cajennense s.l., no Brasil (LABRUNA et al., 2009). 

Ao contrário de seres humanos, cães e animais convencionais de laboratório (cobaios 

e coelhos), cavalos não manifestam sinais clínicos, hematológicos nem bioquímicos 

frente a uma infecção por R. rickettsii, embora possam produzir anticorpos detectáveis 

contra essa bactéria por período maior de um ano. Ademais, cavalos 

experimentalmente infectados com R. rickettsii não demonstraram bacteremia 

significativa e foram incapazes de transmitir essa bactéria, a um nível infectante 

efetivo, a carrapatos A. scultpum. Este fato sugere que apesar de cavalos não serem 

hospedeiros amplificadores competentes na manutenção de R. rickettsiiI em A. 

sculptum, podem ser importantes sentinelas na vigilância epidemiológica (UENO et 

al., 2016). 

 Em um estudo realizado em área rural na Colômbia, 16,3% dos cavalos 

avaliados por titulação de anticorpos foram positivos para R. rickettsii (HIDALGO et 

al., 2009). 43% de carrapatos (A. cajennense e D. nitens) coletados de cavalos, no 

Panamá, foram positivos para riquétsias do GFM, sendo apenas um (0,87%) positivo 

para R. rickettsii (BERMÚDEZ et al., 2009). 

 No Brasil, em uma área não endêmica para RMSF/FMB (mas com caso já 

registrado), no estado do Paraná, 9,33% (total de 75) de cavalos avaliados por 
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detecção de anticorpos anti R. rickettsii, se mostraram positivos (FREITAS et al., 

2010). Em outra área não endêmica (município de Almirante Tamandaré), e sem 

registro caso de RMSF/FMB, no mesmo estado, 8,5% (total de 71) dos cavalos se 

mostraram soropositivos para ambas R. rickettsii ou R. parkeri (BATISTA et al., 2010). 

Em Londrina, 5,5% e 1,8% (total de 273) de cavalos foram soropositivos para R. 

rickettsii e R. parkeri, respectivamente (TAMEKUNI et al., 2010). Na mesma cidade, 

outro estudo apontou soropositividade de 38,5% para R. rickettsii e 11,5% para R. 

parkeri (total de 73) (TOLEDO et al., 2011). 

 61,6% de equídeos (500 cavalos e 47 jumentos) do Pantanal Mato-grossense 

apresentaram anticorpos reagentes a pelo menos uma espécie de Rickettsia spp. por 

meio de IFI - 26,5% para R. amblyommatis e 5,1% para R. parkeri (ALVES et al., 

2014). Por sua vez, no interior de São Paulo, um estudo sorológico demonstrou 36,1% 

de equinos (de um total de 504) positivos para R. rickettsii, tanto em áreas endêmicas 

(44,5%) quanto não endêmicas (28,4%) (SOUZA et al., 2016). 

 

2.5.2 Cães 

 

 Cães se mostraram como competentes hospedeiros amplificadores para R. 

rickettsii, infectando R. sanguineus, seu principal ectoparasita, tornando-os capazes 

de transmitirem o agente horizontalmente, e apresentam a manifestação de alguns 

sintomas clínicos (PIRANDA et al., 2008, 2011). 

 Foi reportada prevalência de 18,2% de cães soropositivos para R. rickettsii, na 

Colômbia (HIDALGO et al., 2009). 68,2% (total de 44) de cães apresentaram IgG 

detectáveis contra R. rickettsii, na região de Cochabamba, Bolívia (TOMASSONE et 

al., 2010). No Panamá, 27% de carrapatos coletados de cães foram positivos para 

riquétsias do GFM, sendo nenhuma R. rickettsii amplificada no estudo (BERMÚDEZ 

et al., 2009).  
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 Após duas comunidades no estado do Arizona (EUA) terem reportado surtos 

de RMSF/FMB, com cães tendo mostrado anticorpos contra riquétsias do GFM antes 

mesmo dos surtos, um estudo sorológico foi realizado em cães nas localidades. O 

resultado mostrou que 5,7% (total de 247) dos cães tinham anticorpos contra R. 

rickettsii (MCQUISTON et al., 2011). No mesmo país, cães com suspeita clínica para 

RMSF/FMB foram soropositivos para R. massiliae (BEELER et al., 2011). Um outro 

estudo realizou a exposição de 10 cães naïve para Rickettsia spp. a carrapatos de 

ambiente, durante um período de 8 semanas. Todos os animais tiveram contato com 

carrapatos (principalmente A. americanum) e se tornaram soropositivos para R. 

amblyommatis (BARRETT; LITTLE; SHAW, 2014). 

 Na Costa Rica, 18,5% (de 168 indivíduos) de cães em zona de surto de 

RMSF/FMB foram soropositivos para Rickettsia do GFM, enquanto a prevalência foi 

de 6,8% (total de 161 cães) em cães de locais sem registros, o que reforça a 

importância destes como sentinelas para os agentes (MOREIRA-SOTO et al., 2016). 

 Uma investigação realizada no estado do Rio Grande do Sul, 25,7% dos cães 

(total de 389) foram soropositivos para R. parkeri. Os mesmos autores apontaram que 

os cães que tinham contato com floresta ou pastagens foram duas vezes mais 

prevalentes para essa bactéria, do que animais sem este tipo de exposição (SAITO et 

al., 2008). Posteriormente um estudo reportou 19,7% de soropositividade para a 

mesma bactéria, em um total de 137 indivíduos (KRAWCZAC et al., 2016). 

 No estado do Paraná, 20% dos cães avaliados (total de 20) foram soropositivos 

para R. rickettsii ou R. parkeri, e 35% destes estavam sendo parasitados por A. 

aureolatum (BATISTA et al., 2010). Além de R. rickettsii, cães também se mostraram 

soropositivos para R. bellii e R. felis (patogênicas para seres humanos) no mesmo 

estado (FORTES et al., 2010). Na cidade de Londrina, 2,7% de cães (total de 73) 

foram soropositivos para R. rickettsii ou R. parkeri (TOLEDO et al., 2011). Já na Mata 

Atlântica, carrapatos A. ovale que foram encontrados parasitando cães estavam 

infectados com R. parkeri cepa Mata Atlântica (LUZ et al., 2016). 
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 Na região do bioma do Pantanal, cães de zona rural, que geralmente 

apresentam hábito de caça, são mais frequentemente expostos ao carrapato A. 

cajennense s.l. do que cães de zona urbana, que normalmente residem em domicílios. 

Esta exposição ao vetor pode estar relacionada com uma soropositividade maior 

destes a Rickettsia spp. (principalmente R. amblyommatis) nessa região. No geral, na 

região pantaneira, 47% dos cães, de um total de 320 indivíduos, foram soropositivos 

para Rickettsia spp., sendo 19,3% de prevalência na zona urbana e 75,6% na zona 

rural (MELO et al., 2011). 

 Um estudo sorológico conduzido em cães em uma região endêmica de 

RMSF/FMB, no município do Rio de Janeiro, apontou que 97,5% destes (total de 114) 

eram soropositivos para R. rickettsii. O mesmo estudo investigou anticorpos em 115 

trabalhadores da região, onde 2,6% foram positivos (ROZENTAL et al., 2015). 

 Fora do continente americano, um estudo na ilha da Tasmânia, Austrália, 

mostrou 59% dos gatos (total de 150) e 57% de cães (total de 368) soropositivos para 

riquétsias do GFM (preparado antigênico contendo R. akari, R. australis, R. conorii, R. 

honei, R. rickettsii e R. sibirica), por meio de ensaio de imunofluorescência indireta 

(IFI) (IZZARD et al., 2010). 

 Estes resultados mostram que cães, além de importantes sentinelas para 

vigilância da RMSF/FMB, servem de reservatórios de riquétsias, levando a bactéria 

para próximo do convívio de seres humanos. Essa espécie animal deve ser sempre 

considerada em estudos acerca da epidemiologia de riquetsioses tanto em regiões 

endêmicas quanto silenciosas. 

 

2.5.3 Reservatórios silvestres 

 

 Já foi demonstrado que pequenos roedores são hospedeiros importantes no 

ciclo enzoótico das riquetsioses, sendo importantes como reservatórios e 



34 

 

dispersadores das bactérias e carrapatos no ambiente. Em Taiwan, um estudo com 

1375 pequenos roedores, entre ratos, camundongos e musaranhos, 60,5% tiveram 

presença de Rickettsia spp. em órgãos (KUO et al., 2015). No estado de Minas Gerais, 

Brasil, soropositividade para Rickettsia spp. foi mais prevalente em marsupiais 

(39,6%) do que em pequenos roedores (13,8%) (COELHO et al., 2016). 

 Em um estudo realizado com morcegos (451 espécimes), na cidade de São 

Paulo, foi mostrado que 8,6% foram soropositivos para R. rickettsii, 9,5% para R. 

parkeri, 7,8% para R. amblyommatis, e 1,1% para R. rhipicephali. No mesmo estudo, 

nenhum morcego foi positivo para R. bellii (D’AURIA et al., 2010).  

 Um outro estudo na região metropolitana do mesmo município, envolvendo 

pequenos mamíferos silvestres, apontou soropositividade a pelo menos uma espécie 

de Rickettsia spp. de 13,6% em gambás (total de 22) e 21,2% em pequenos roedores, 

a maioria relacionada a R. rickettsii. Os principais carrapatos encontrados nesses 

hospedeiros foram Ixodes loricatus, Haemaphysalis juxtakochi, A. dubitatum e A. 

cajennense, respectivamente. O mesmo trabalho abordou aves silvestres, 

encontrando larvas e ninfas de Amblyomma, Haemaphysalis e Ixodes. Dentre os 

carrapatos encontrados em aves, 41,7% de A. longirostre foram positivos para R. 

amblyommatis, e R. parkeri cepa ApPR foi encontrado em estágios imaturos de 

Amblyomma spp. (OGRZEWALSKA et al., 2012). Já no interior do estado, 29,35% de 

gambás, de um total de 109, tiveram soro reagente para R. rickettsii (MELO et al., 

2016). 

 Ainda no estado de São Paulo, 48,3% de capivaras (total de 172) se mostraram 

soropositivas para R. rickettsii. O mesmo estudo apontou que esta espécie de roedor 

silvestre é a única responsável por manutenção da população de A. cajennense s.l. 

em um parque, no município de Itu (KRAWCZAK et al., 2014). Estima-se que a 

introdução de uma capivara infectada por R. rickettsii, que tenha ao menos um 

carrapato fixado, é capaz de induzir a formação de um novo foco de RMSF/FMB. 

Sugere-se, portanto, o estabelecimento de um programa de controle epidemiológico 
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que vise ao controle populacional de capivaras a fim de evitar que estas migrem de 

um foco a outro, criando novas regiões endêmicas (POLO et al., 2017). 

 No Rio Grande do Sul, foram encontrados 37,5% de pequenos mamíferos, 

entre gambás e pequenos roedores silvestres, soropositivos para R. parkeri 

(KRAWCZAC et al., 2016). 

 

2.6 Fisiopatologia das riquetsioses em seres humanos 

 

 De maneira geral, a sintomatologia das riquetsioses ocorre em consequência 

dos mecanismos patogênicos da bactéria frente a resposta imune do hospedeiro, que 

se inicia com a entrada do agente pela derme, se disseminando pelo sistema 

circulatório através do endotélio vascular, aumentando sua permeabilidade, gerando 

edema tecidual local (WALKER; VALBUENA; OLANO, 2003). As proteínas da 

membrana externa das bactérias se ligam ao receptor celular Ku70 das células dos 

hospedeiros (UCHIYAMA; KAWANO; KUSUHARA, 2006). 

 O mecanismo utilizado pelas riquétsias sobre o aumento da permeabilidade 

vascular foi elucidado com a demonstração que a interação das células endoteliais, 

relacionada à interação das moléculas de caderina, diminuem de intensidade durante 

uma riquetsemia, por meio das tecnologias de microscopia de força atômica, 

imunoprecipitação e ensaios in vitro de permeabilidade vascular (GONG et al., 2012). 

 Os sintomas de RMSF/FMB geralmente incluem a tríade febre alta e aguda, 

dores de cabeça e exantema maculopapular (inicialmente na região palmar e 

membros anteriores). Outros frequentes, contudo nem sempre presentes, são 

eritema, linfadenopatia, calafrios, hiperemia conjuntival, dispneia, mialgia, dor 

abdominal, náuseas, epistaxe e vômito (COUTO et al., 2015; FIELD-CORTAZARES 

et al., 2015). Riquetsiose causada pela R. amblyommatis foi associada a sintomas de 
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febre, dores de cabeça e mialgia, e, menos frequente rash maculopapular e 

trombocitopenia, nos EUA (DELISLE et al., 2016). 

 Em um surto de RMSF/FMB em Los Córdobas, Colômbia, com quatro casos 

fatais e outros sete casos não fatais, reportaram os seguintes sintomas: dor de 

cabeça, calafrios, mal-estar, mialgia (dor muscular), artralgia (dor articular), tontura, 

fadiga, anorexia, náuseas, vômito, dor abdominal, diarréia e dispnéia. O mesmo 

trabalho apontou o tradicional rash maculopapular em apenas 18% dos casos 

(HIDALGO et al., 2011). Esses relatos são similares aos previamente reportados em 

um surto na mesma região, com destaque para febre, cefaléia e artralgia (ACOSTA et 

al., 2006). 

 A cidade do Rio de Janeiro, em 2008, voltou a relatar caso de RMSF/FMB após 

30 anos sem registros. O mesmo foi tratado inicialmente como leptospirose. O caso 

foi fatal, com a morte do paciente no sexto dia após a entrada em hospital, com 

sintomas de choque séptico e meningoencefalite (LAMAS et al., 2008). 

 Sintomas cardíacos são raros, mas já foi relatado em uma paciente de 25 anos. 

Os achados foram: níveis de troponina-I cardíaca e creatina quinase elevadas, 

eletrocardiograma demonstrou hipocinesia no ventrículo esquerdo, taquicardia e 

hipotensão no terceiro dia, efusão no pericárdio aumentando sua circunferência, 

inversão sistólica no átrio direito, diminuição do relaxamento do ventrículo direito, 

variação na velocidade de influxo mitral com tamponamento cardíaco. Uma 

periocardiocentese recolheu 650 mL de líquido exsudativo. Em biópsia, foi observado 

vasculite em capilares sanguíneos (NESBIT; HORTON; LITTMANN, 2011). 

 Lesões oculares também já foram reportadas, com início de perda de visão 

unilateral, seguido de vitrite, retinite, hemorragia na retina e edema macular severo 

(GERWIN; READ; TAYLOR, 2011). Outra possível consequência de infecções por R. 

rickettsii, porém rara, é a produção de autoanticorpos anti-citoplasma de neutrófilos 

(ANCA), que foram associados a vasculite severa (NICKERSON; MARIK, 2012). 
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 Interessantemente, ao mesmo tempo preocupante, é o fato de algumas vezes 

a enfermidade não manifestar os sintomas clássicos de riquetsioses - febre, rash 

maculopapular, dor de cabeça - dificultando o diagnóstico, e podendo levar o paciente 

à morte. Sintomas inespecíficos de doenças virais comuns e choque séptico, como 

diarreia, dores musculares, dispneia, miocardite, palidez e cianose (BACCI; NAMURA, 

2012; KUSHAWAHA et al., 2013). Um caso de aumento de pressão intracraniana por 

edema cerebral foi reportado em uma garota de seis anos de idade, que não 

respondeu ao tratamento com doxiciclina (RAVISH et al., 2013). Fatores associados 

a casos fatais de RMSF/FMB incluem: sexo masculino; encaminhamento à internação; 

e sinais de hipotensão e choque. Por sua vez, a presença de linfadenopatia foram 

relacionados a melhores índices de sobrevivência (OLIVEIRA et al., 2017). 

 

2.7 Diagnóstico 

 

 Há desafios quanto ao diagnóstico preciso da RMSF/FMB, pois os principais 

testes, baseados em identificação de anticorpos circulantes por sorologia, produzem 

resultados cruzados entre espécies, permitindo apenas a diferenciação destas quanto 

ao grupo a que pertencem. Estudos utilizando antígenos recombinantes confirmaram 

a reação cruzada entre as proteínas groEL, Adr2, murC e EF-Tu, que apresentam alta 

conservação em sequências entre distintas espécies, sugerindo que um teste 

diagnóstico deva ser baseado em distintos antígenos (KOWALCZEWSKA et al., 

2012). 

 Na América Latina, o método mais largamente utilizado para o diagnóstico de 

riquetsioses é a IFI, que consiste na detecção de anticorpos circulantes no soro do 

indivíduo. Este método permite a visualização de riquétsias em microscópio de 

fluorescência, caso haja a presença de anticorpos. No Brasil, o diagnóstico oficial de 

riquetsioses humanas é baseada na sorologia contra apenas antígenos de R. rickettsii, 

o que dificulta o diagnóstico de outras riquetsioses, sendo muitas vezes 
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diagnosticadas erroneamente como RMSF/FMB (WECK et al., 2016). Embora o 

cultivo de Rickettsia spp. seja o padrão ouro como prova de referência, por ser a 

técnica mais específica, é um método restrito pelo alto custo e exigência de laboratório 

nível 3 de biossegurança.  

 A PCR tem se mostrado uma técnica rápida, sensível e específica. Tem a 

versatilidade de se poder utilizar distintas amostras biológicas para a detecção de 

DNA de Rickettsia spp. O sequenciamento dos genes gltA, opmA e OmpB (OTEO et 

al., 2014). A PCR foi inicialmente testada para amplificação de DNA de Rickettsia spp. 

em coágulo de sangue de seres humanos por Tzianabos, Anderson e McDade (1989), 

quando utilizaram um par de primers específicos para amplificação de DNA das 

espécies pertencentes ao GFM, R. rickettsii e R. conorii. Posteriormente, o método de 

PCR em tempo real (qPCR) se mostrou mais sensível que a tradicional nested PCR, 

amplamente utilizada nos EUA, tanto para detecção de Rickettsia spp., quanto para a 

espécie R. rickettsii (KATO et al., 2013). Em ensaios utilizando biomodelos, a 

detecção de DNA de R. rickettsii, R. parkeri e R. slovaca-símile foi mais eficiente em 

amostras de pele do que de sangue (em até 60-70% dos animais infectados) (LEVIN; 

SCHUMACHER, 2016). 

 Recentemente foi desenvolvido um imunossensor amperométrico, método de 

diagnóstico sorológico indireto baseado em aplicação de corrente elétrica, capaz de 

detectar a presença de anticorpos contra Rickettsia spp. do GFM quando utilizado um 

peptídeo sintético Omp3, derivado de um epítopo linear de células B da proteína 

H6PGA4R (homóloga à OmpA), de R. rickettsii de cepa brasileira, como antígeno de 

captura. Este método se mostrou sensível o suficiente para detectar anticorpos anti-

Rickettsia spp. utilizando uma pequena quantidade de soro (20 µL) (PRADO et al., 

2018). 

 

2.8 Tratamento e prognóstico 
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 Para a determinação de um tratamento mais acurado, e um prognóstico preciso 

para a RMSF/FMB, alguns fatores acerca do agente e hospedeiro devem ser levados 

em consideração, como: idade, sexo, comorbidades, etnia, fatores genéticos, resposta 

imune do hospedeiro - hospedeiro -; virulência entre espécies, subespécies e cepas 

de Rickettsia spp. Após considerados estes fatores, o prognóstico pode ser estimado 

em conjunto com o tempo de início de tratamento e a escolha de uma 

antibioticoterapia, baseada em tetraciclina ou cloranfenicol (BOTELHO-NEVERS; 

RAOULT, 2011). 

 Dentre as tetraciclinas, a doxiciclina deve ser a molécula de eleição no 

tratamento de riquetsioses. Apesar de ser um análogo das sulfonamidas, estas 

provaram ser ineficazes no tratamento de infecções por Rickettsia spp., tanto em 

animais quanto seres humanos. Este fato se deve pela bactéria não conter genes 

codificantes de proteínas que participam das vias metabólicas alvo das sulfonamidas 

(REN; HSU, 2014). 

 

2.9 Prevenção e controle 

 

 Ensaios vacinais com cepas de R. rickettsii mortas foram iniciados na primeira 

metade do século XX, em cobaios e macacos, mostrando proteção destes animais 

contra sintomas da doença (SPENCER et al., 1925). Mais tarde, ensaios humanos 

foram realizados com dois tipos de vacinas com cepas mortas, uma contendo a 

bactéria em tecidos de carrapato, e outra com a bactéria crescida em sacos vitelínicos 

de ovos embrionados. Ambas as vacinas não evitaram o desenvolvimento de 

sintomas, porém, estes foram mais brandos e os pacientes se recuperaram mais 

rápido, em comparação com aqueles que foram desafiados sem vacinação prévia 

(DUPONT et al., 1973). 

 Embora nenhuma vacina esteja comercialmente disponível contra riquetsioses, 

esforços estão sendo realizados, seja com vacinas com proteínas recombinantes (por 
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exemplo a rAdr2), de subunidades ou com cepas vivas atenuadas, com a intenção de 

estimular uma memória imunológica, principalmente via ambas células TCD4+ ou 

TCD8+ (RICHARDS, 2004; WALKER, 2009; GONG et al., 2014). A proteína 

recombinante de OmpB (rOmpB) derivada de R. rickettsii também demonstrou 

potencial imunoprotetor, e quando inoculada associada à rAdr2 mostrou-se ainda mais 

eficaz em redução da infecção por R. rickettsii em órgãos de camundongos. A 

imunoproteção dessas proteínas associadas deve-se principalmente ao estímulo da 

resposta Th1, com ampla produção de IFN-γ e TNF-α (GONG et al., 2015a). Outro 

estudo mostrou efeito similar na utilização de rOmpB derivada de R. ritkettsii na 

imunoproteção contra a mesma, contudo, nenhum efeito protetor de rOmpB, derivada 

de R. conorii, foi demonstrado contra a R. rickettsii, mesmo com ambas proteínas 

apresentando 92% de identidade entre seus aminoácidos (RILEY et al., 2015). Outra 

proteína de membrana externa com resultados promissores contra R. rickettsii em 

ensaios em modelo murino é a YbgF, com forte produção de IFN-γ (GONG et al., 

2015b). 

 Curiosamente, foi demonstrado que R. amblyommatis, quando infectada em 

cobaios experimentalmente, induzem no hospedeiro o desenvolvimento de resistência 

à infecção letal por R. rickettsii, o que pode ser relevante para que essa espécie seja 

um candidato a compor uma vacina baseada em cepas atenuadas (BLANTON et al., 

2014; RIVAS et al., 2015). 

 A falta de uma medida de controle eficaz e definitiva induz à comunidade a 

procurar por alternativas e integradas. Um projeto de prevenção de RMSF/FMB em 

população de ameríndios no estado do Arizona (EUA), onde era endêmica a 

ocorrência de RMSF/FMB, procurou medidas direcionadas ao controle de R. 

sanguineus nos hospedeiros caninos, que receberam colar com flumetrina e 

imidacloprid para evitar ectoparasitas. Este mesmo projeto também realizou a 

aplicação de acaricidas líquidos (beta-ciflutrina e imidacloprid) mensalmente nos 

gramados das casas onde haviam cães participantes. O estudo reportou diminuição 

na infestação ambiental de R. sanguineus por pelo menos dois anos (DREXLER et 

al., 2014). Aplicação de alfa-cipermetrina e flufenoxuron, ambas a 3%, dispersadas no 
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ambiente (gramado) é eficiente no controle de carrapatos com efeito residual de até 

dois meses (BRITES-NETO et al., 2017). 

 Apesar de haverem estudos sobre medidas de controle do carrapato e vacinas 

contra riquetsioses em humanos, as medidas eficazes ainda se limitam à prevenção 

dos seres humanos à picada pelo carrapato, como uso de vestimentas fechadas, 

repelentes e inspeção corpórea frequente em lugares com alta exposição aos 

parasitas (MINNIEAR; BUCKINGHAM, 2009). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 Elucidar aspectos da biologia e epidemiologia de ixodídeos vetores de 

Rickettsia spp. do GFM, com foco em ecótono Amazônia-Cerrado, Brasil, e propor 

uma alternativa no controle desses carrapatos por meio de modelo de seleção de 

antígenos para vacina em hospedeiros animais (domésticos e silvestres). 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 a) Caracterizar o ciclo biológico de Amblyomma coelebs e sob condições 

controladas, utilizando coelhos (Oryctolagus cuniculus) como hospedeiro; 

 b) Investigar a presença de Rickettsia spp. do GFM em carrapatos de vida livre 

em fragmentos de mata próximos a ambientes peri-urbano e rural, em ecótono 

Amazônia-Cerrado, no estado de Rondônia, Brasil; 

 c) Avaliar potencial imunogênico de peptídeo sintético de serpinas expressas 

na glândula salivar de A. cajennense s.l. em camundongos Balb/c; 

 d) Padronizar cálculo para avaliação de eficácia vacinal e substâncias 

sistêmicas em carrapatos heteroxenos, sob condições controladas. 
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4 ARTIGOS COM OS RESULTADOS GERADOS 

4.1 Artigo 1 - Publicado na Journal of Medical Entomology (Qualis: B2) 
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4.2 Artigo 2 – Aceito na Revista Brasileira de Parasitologia Veterinária - 

Brazilian Journal of Veterinary Parasitology (Qualis: B3) 
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4.3 Artigo 3 - Submetido à Ticks and Tick-borne Diseases - Em revisão (Qualis: 

B1) 
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RESUMO 

 

 O controle dos carrapatos vetores de riquetsioses no Brasil, o Amblyomma 

aureolatum e o complexo A. cajennense sensu lato (s.l.) nos hospedeiros domésticos, 

por aplicação de acaricidas tem se mostrado um método usual. Como forma de propor 

uma alternativa a esta medida, estre estudo visou o controle desses carrapato em 

seus hospedeiros, por meio de uma vacina, metodologia que já vem sendo estudada 

contra o carrapato-do-boi Rhipicephalus microplus. Com base em resultados recentes 

do laboratório, optou-se por utilizar peptídeos como antígenos vacinais. Dessa forma, 

foi optado por análise de inibidores de proteinases (serpinas) expressas pela glândula 

salivar de A. cajennense s.l., e assim foi desenhado um peptídeo baseado em epítopo 

linear de linfócitos B e ligante de MHC de classe II murino, com sequência conservada 

entre quatro serpinas expressas de A. cajennense s.l. O peptídeo foi sintetizado na 

forma pura (AcSP1) e conjugado ao carreador Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) 

(AcSP1KLH). Camundongos Balb/c foram inoculados com AcSP1, AcSP1KLH, e 

grupo controle apenas com PBS e adjuvante de Freund. Após quatro doses, foi 

realizado ensaio de imunoadsorção enzimática (ELISA) e Dot Blot dos soros dos 

animais. Como resultado, ambos os imunoensaios não mostraram resposta imune 

consistente em qualquer dos camundongos inoculados dos três grupos. Os resultados 

de Dot Blot mostraram que apenas os animais inoculados com AcSP1KLH 

responderam contra este próprio antígeno, quando adsorvido em membrana de 

nitrocelulose. Este resultado indica que houve apresentação do complexo hapteno-

carreador ao sistema imune do hospedeiro, via células apresentadoras de antígeno 

(APCs) a linfócitos T auxiliares. No entanto, de alguma forma o peptídeo AcSP1 não 

foi apresentado adequadamente, o que gerou uma resposta humoral apenas contra o 

carreador KLH. Assim, mais estudos devem ser realizados a fim de se aprimorar o 

processo de seleção de epítopos antigênicos e conjugação a carreadores 

moleculares, a fim de que esta associação possa desencadear uma resposta imune 

eficaz contra proteínas alvo do carrapato. 
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Palavras-chave: Amblyomma cajennense s.l., serpinas, peptídeos sintéticos, 

imunoinformática. 
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INTRODUÇÃO 

 

 A Febre Maculosa Brasileira (FMB), doença causada pela bactéria Rickettsia 

rickettsii, é grave para seres humanos, possuindo baixa morbidade, mas alta 

letalidade, o que lhe confere importância em saúde pública (PACHECO et al., 2009). 

O gênero Rickettsia inclui bactérias da ordem Rickettsiales, da classe das 

Proteobactérias. São cocobacilos Gram-negativos obrigatoriamente intracelulares 

(PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005). 

 Esse grupo de bactérias é transmitido principalmente para seres humanos, no 

Brasil, pelos carrapatos Amblyomma cajennense sensu lato (s.l.), na região do 

cerrado, e A. aureolatum, na região de mata atlântica (LABRUNA, 2009). A presença 

deste agente já foi detectada no carrapato do cão, o Rhipicephalus sanguineus, que 

pode parasitar eventualmente seres humanos, sendo este também uma possível fonte 

de transmissão (ALMEIDA et al., 2013). 

 A principal medida de controle da FMB é pelo controle de seu vetor, juntamente 

com o controle de hospedeiros amplificadores (KAZAR, BREZINA, 1991). O controle 

do vetor se dá principalmente pela aplicação de piretróides e organofosforados no 

hospedeiro. Porém, essa alternativa, além de levar ao surgimento de resistência e ser 

uma prática onerosa, é viável apenas aos hospedeiros domésticos, sendo limitado 

aos silvestres (CLEMENTE et al., 2010; CUNHA et al., 2007; FREITAS; ZAPATA; 

FERNANDES, 2011). 

 O controle imunológico de carrapatos, tem sido estudado quase 

exclusivamente para o R. microplus, carrapato importante que causa prejuízo à cadeia 

produtiva de carne. O único antígeno vacinal comercializado foi a proteína proveniente 

do sistema digestivo do carrapato denominado de Bm86. Esta foi capaz de induzir 

imunoproteção em bovinos (RAND et al., 1989), e está presente na superfície apical 

de células do intestino do carrapato (GOUGH; KEMP, 1993). As vacinas comerciais 

contendo a proteína recombinante Bm86, GavacTM e TickGardPLUS, mostraram 
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eficiência contestável (menor que 50%), contra cepa de R. microplus de Mato Grosso 

do Sul, Brasil (ANDREOTTI, 2006). Dessa forma, outros antígenos e estratégias de 

seleção vêm sendo abordados. Nesse contexto, o estudo de inibidores de proteases 

(serpinas) como antígeno ganhou atenção, uma vez que estes possuem papel crucial 

no sucesso do parasitismo, por manterem o sangue fluido para a ingestão pelo 

carrapato (TIRLONI et al., 2016). 

Com o surgimento da era pós-genômica e novas ferramentas de bioinformática, 

tornou-se viável uma melhor compreensão sobre genomas de organismos complexos 

como carrapatos. Dentre os avanços,tornou-se possível discriminar a variabilidade 

genética entre as cepas, que aliado às ferramentas de bioinformática, permitem a 

busca por estruturas conservadas entre as espécies e possíveis candidatos à vacina 

(KOPP et al., 2009; MARITZ-OLIVIER; VAN ZYL; STUTZER, 2012). 

 Assim, este estudo propõe a validação de um modelo para seleção de 

candidatos a antígenos vacinais de carrapatos que ainda estão muito longe de ter uma 

vacina desenvolvida, como o caso do A. cajennense s.l. Este estudo visou avaliar a 

capacidade de um peptídeo selecionado a partir de um epítopo linear de superfície de 

linfócitos B e T (MHC II murino) desencadear resposta imune em camundongos 

quando associado a um carreador molecular, e testar sua eficácia contra o A. 

cajennense s.s. e A. sculptum. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Seleção de epítopos de linfócitos B, T e MHC classe II murino 

 

 O acesso às proteínas de A. cajennense s.l. se deu pelo o sialotranscriptoma 

do mesmo, publicado por Garcia et al. (2014). Também foram acessadas as 

sequências provenientes do transcriptoma da glândula salivar de R. microplus, projeto 
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ainda em andamento no laboratório (dados não publicados). Assim, a família das 

serpinas, compreendendo um total de 19 sequências, foi seleciona para análises de 

imunoinformática. 

 Para avaliar a similaridade entre as sequências a fim de se buscar epítopos 

conservados foi procedido o alinhamento entre as 19 serpinas pelo programa Clustal 

Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Também foi utilizada a 

ferramenta blastp, do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST - 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para checar identidade deste peptídeo com 

serpinas de outras espécies já analisadas (PORTER et al., 2015). As atividades de 

imunoioinformática de análise e avaliação dos EST(s) e sequências foram realizadas 

com algoritmos livres disponíveis online, como o IEDB, contendo ferramentas como o 

NetMHCIIpan (http://tools.iedb.org/mhcii/), para predição de epítopos ligantes de MHC 

II murino, alelos H2-IAd e H2-IAb, Emini Surface Accessibility Scale e Bepipred Linear 

Epitope Prediction (http://tools.iedb.org/bcell/), que predizem epítopos lineares de 

linfócitos B, e o IUPred, cutoff de 0.3 (http://iupred.enzim.hu/pred.php), para a predição 

de regiões intrinsecamente desordenadas. As estruturas depositadas no Protein Data 

Bank () foram utilizadas para análise estrutural realizados com softwares Swiss-PDB 

viewer (GUEX; PEITSCH, 1997) e UCSF Chimera. Caso a proteína não tenha a 

estrutura tridimensional resolvida, foi executada a modelagem por homologia com o 

software MODELLER v9.10. Desta forma aliamos as análises mais atuais de 

sequências com análises estruturais para identificarmos com mais precisão os 

epítopos em sua forma estrutural (estrutura terciária). 

 O algoritmo NetMHCIIpan calcula o resultado de predição de IC50 de peptídeos 

formados iniciando com cada aminoácido da sequência da proteína. Cada peptídeo 

recebe um valor, e isso gera uma tabela contendo os peptídeos e seus respectivos 

valores. Esses valores foram trabalhados com o programa Excel para gerar um 

gráfico, para melhor visualização da distribuição dos valores ao longo da proteína 

(figura 2). 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://tools.iedb.org/bcell/
http://iupred.enzim.hu/pred.php
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 Assim foi definido um epítopo compreendido entre os resíduos 358-376, 

conservado entre quatro serpinas expressas pela glândula salivar de A. cajennense 

s.l.,números de acesso: Ac-23315; Ac-103003; Ac-115795; Ac-16381. A proteína Ac-

103003 foi modelada por homologia com o software MODELLER v9.10 (SALI e 

BLUNDEL, 1993) utilizando como molde a estrutura de antitrombina humana (PDB: 

3EVJ) com 35.41% de similaridade. Desta forma, as análises mais atuais de 

sequências com análises estruturais foram conjugadas para identificarmos com mais 

precisão os epítopos em sua forma estrutural (estrutura terciária). 

 

Síntese do peptídeo AcSP1 

 

 A sequência selecionada para a síntese do peptídeo foi: N-

HKAFVEVNEEGTEAAAATA-C. Os peptídeos forams sintetizados pela empresa 

WatsonBio, LLC (Houston, Texas, EUA) e enviados liofilizados, com pureza mínima 

de 70%, sob duas formas: 

 - peptídeo puro, denominado AcSP1: total de 14,2 mg; 

 - com a conjugação do carreador Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH), no 

amino-terminal (-N), denominado AcSP1KLH: total de 30 mg. 

 Para a conjugação ao carreador KLH, o foi adicionada uma cisteína no amino-

terminal ao AcSP1 e conjugado usando um m-maleimidobenzoyl-N-

hydoxysuccinimide ester. Do total de 30 mg de AcSP1KLH, 5 mg correspondem ao 

total de AcSP1 com cisteína (2,39 kDa) e 25 mg ao total de KLH (≅390 kDa). Dessa 

forma, há uma proporção de aproximadamente 33 AcSP1/KLH. Assim, neste trabalho 

consideramos essa proporção como uma unidade de AcSP1KLH. Portanto, cada 

molécula de AcSP1KLH possui o peso aproximado de 468 kDa. 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE 
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 Para confirmação da presença e integridade de AcSP1 e conjugado 

AcSP1KLH, foram preparados géis de poliacrilamida, a 8% (AcSP1KLH) e a 15% 

(AcSP1). Foi realizada dosagem de proteínas de ambos com o kit RC DC Protein 

Assay (Bio-Rad, California, EUA). Assim, 15 µg de AcSP1 e AcSP1KLH foram 

adicionados ao tampão de amostra, em duplicata e aquecidos a 95ºC por 10 minutos. 

Após, as amostras foram aplicadas nos géis e foi procedido com a corrida aplicando-

se uma corrente de 15 mA por aproximandamente 3 horas. Foi utilizado o Precision 

Plus Protein, modelos All Blue (10 a 250 kDa), para AcSP1KLH, e Dual Xtra (2 a 250 

kDa) (Bio-Rad, California, EUA), para AcSP1 como marcadores de peso molecular. 

Brevemente, géis foram corados em solução de azul de Comassie, sob agitação por 

20 min, e descorados com solução descorante à base de ácido acético glacial, até as 

bandas serem evidenciadas. 

 

Imunizações de camundongos Balb/c 

 

 Para o ensaio de resposta imune, foram utilizados 18 camundongos Balb/c, 

fêmeas, com idade de cinco a seis semanas cada. Todas as metodologias envolvendo 

o uso dos animais foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Fiocruz 

Rondônia, sob protocolo nº 2015/11. 

 Tanto o AcSP1 quanto AcSP1KLH liofilizados foram ressuspendidos 

inicialmente em tampão fosfato-salino, ph=7.4 (PBS), para uma concentração final de 

uso de 10 µg/µL. Os animais foram dividido em três grupos com seis animais cada e 

inoculados de acordo com a tabela abaixo: 
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Grupos 

Inóculo 

Nº doses Via 

PBS Ag Volume µL Concentração Adjuvante TOTAL 

C 100 - - - 100 200 4 SC 

SP 98 AcSP1 2 10 µg/µL 100 200 4 SC 

SPK 90 AcSP1KLH 10 10 µg/µL 100 200 4 SC 

 Todos os animais foram submetidos a quatro inoculações por via subcutânea 

(SC). Foi utilizado adjuvante completo de Freund na primeira dose e incompleto nas 

três subsequentes. As três primeiras doses foram aplicadas com 10 dias de intervalo 

entre cada uma (dias 0, 10 e 20). Uma quarta dose de reforço foi aplicada no 45º dia 

após a primeira inoculação (dia 0). 

 Durante todo o período de inoculações, e por até 95 dias da primeira dose, 

aproximadamente 100 µL de sangue foi colhido de cada camundongo, via plexo retro-

orbital, com auxílio de pipetas Pasteur de vidro. O sangue foi centrifugado a 2.700xG 

por 6 minutos. Assim, o soro foi separado do coágulo e congelado a -18ºC, até o uso 

nos imunoensaios. 

 

Imunoensaios - ELISA e Dot blot 

 

 Durante e ao final do experimento, os soros de todos os animais foram testados 

para produção de anticorpos policlonais anti-AcSP1 e anti-AcSP1KLH, por meio de 

ensaio de imunoadsorção enzimática (ELISA) e Dot blot. 

 O Dot blot foi realizado com os soros dos animais colhidos nos dias 0, 35, 56 e 

70. Para isso, fragmentos de membranas de nitrocelulose foram adsorvidas com 2 μg 

de AcSP1KLH em um sítio e 20 μg de AcSP1 em outro. O bloqueio foi realizado com 

leite em pó desnatado (Mollico, Nestlé) a 5%. A fase de incubação com anticorpos 



90 

 

primários foi realizada com pool de soros de camundongos, por grupo, na diluição de 

1:50 em PBS-T (com Tween 20 a 0,5%), por 1 hora e 30 minutos. Após, as membranas 

foram incubadas com anticorpo secundário anti-mouse IgG (Sigma), na diluição de 

1:1000, por 1 hora e 20 minutos. A revelação da reação foi procedida com solução 

reveladora contendo diaminobenzidina (DAB) e peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

deixadas secar. 

 O ELISA foi realizado de acordo com Maritz-Olivier et al. (2012). Brevemente, 

as placas de 96 poços (Nunc) foram sensibilizadas com 1 μg por poço do antígeno 

SerpinP1, diluídos em 100 µL de tampão carbonato-bicarbonato, pH=9.6, e depois 

conservadas a -18ºC até o uso. Soros de camundongos, de todos os dias de coleta, 

foram processados individualmente, em duplicata, por data de coleta, na concentração 

de 1:200, diluídos em PBS com Tween 20 (PBS-T), pH=7.4. Após foi procedida a 

incubação com anticorpo secundário anti-mouse IgG (Sigma), na diluição de 1:2000, 

em PBS-T. A revelação da reação foi realizada com ortofenilenodiamina (OPD). A 

leitura foi realizada por leitor de ELISA com comprimento de onda a 490 nm. 

 

RESULTADOS 

 

 O alinhamento das 19 sequências das serpinas publicadas por Garcia et al. 

(2014) mostrou que pelo menos 10 destas formam quatro grupos majoritários com 

sequência aminoacídica similar dentro de cada grupo (dados não mostrados). Dessa 

forma, foi escolhido um grupo de quatro serpinas para que seja selecionado um 

epítopo compartilhado entre elas (figura 1). 
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Figura 1: Alinhamento do grupo de serpinas selecionado para este estudo pelo Clustal 

Omega. (*) são aminoácidos conservados em todas as proteínas; (:) similaridade forte; 

(.)similaridade fraca (-) gaps entre as sequências. Em vermelho está destacado o 

AcSP1. 

 

Ac-23315        ------------------------------------------MATNPLGESLLNFSIDLY 

Ac-103003       ESAVTCHRPTFAALNFTGSDWALLVRDNFCRRFRNDCRETARMAANPLGDSVLGFSVDLY 

Ac-115795       ------------------------------------QHFTTTMAANPLGESVLGFSIGLY 

Ac-16381        -------------------------------------------MAEDLSSATLAFSLNLH 

                                                            :: *..: * **:.*: 

 

Ac-23315        KQLISKSGHSG-NVFYSPFSISAALSMALAGARNTTAKQLTDVLHVNSDN-IHKHFSGFL 

Ac-103003       KQLVSENSQHG-NIFCSPFSISAALSMALGGARSNTAKELSEILQVDSDA-IHTQFSGFF 

Ac-115795       KQLVSQDGHKG-NVFYSPFSISAALSMALAGARANTATELSTVLRADAAK-IHSQYSDFF 

Ac-16381        RQLLAATSGSGKNVVFSPFSIATALSMTLAGARGRTAEEIAAVLHTGKLKDVHTNFSEFL 

                :**::  .  * *:. *****::****:*.***  ** ::: :*:..    :*.::* *: 

 

Ac-23315        SKLSGFDPDVKLHVANRMYAEQTFPVLDTYLSLLRDSYGATIESVDFQNNYEKVRGEVNA 

Ac-103003       SKLPGYAEDVKLHVANRMYCEQTYPVLESYLSLLKDSYEATIESVDFRNNSESVREQVNA 

Ac-115795       SKLASYADHVKLHVANRMYSEKTFPVLESYLSLLRERYGATIESVDFRNDCENVRQQINA 

Ac-16381        AKISGLAPDVTLEVANRLYCEKTYSILEEYTGALKKFYGSGVEPANFKTEAEQARLAVNA 

                :*:..   .*.*.****:*.*:*:.:*: * . *:. * : :*..:*:.: *..*  :** 

 

Ac-23315        WVEEATQSKIKNLLPPGSVDSLTTLILVNAIYFKGLWSSQFNPNSTHRSDFHLDSKTKKE 

Ac-103003       WVEKTTESKIKNLLPSGSVDALTTLILVNAIYFKGLWKSQFNTRATRSSDFHLDSKNKKQ 

Ac-115795       WVEKETESKIKDLLPGGSVDVFTSLILVNAIYFKGSWTSPFDEYATHRADFHLDSKNKKE 

Ac-16381        WVEKTTKSKIKDLLPSGTVDYDTALVLVNAVYFKGLWQEPFNPRRTSQKHFHTSKDKTKN 

                ***: *:****:*** *:**  *:*:****:**** * . *:   *   .** .....*: 

 

Ac-23315        VDMMYQNNDYKMSR-SDELAVTALEIPYRGGKTSMVVLLPDSIEGLSKLEDSLTASNVSE 

Ac-103003       VDTMYQKSSFKMAS-CDDLDVTALEIPYQGGKTSMVVLLPNDIEGLAKLEERLTDLKLKN 

Ac-115795       VDMMYKKKAYKMCT-NDELDVAAVEIPYQGGKTSMVVLLPNDIEGLSKLEDLLTAPKLAD 

Ac-16381        VDMMRREGEYRMCEKCDDLKASAIEIPYKGGKTSMLILLPYDVEGLTDLEAALTPSKVAD 

                ** * ::  ::*.   *:* .:*:****:******::*** .:***:.**  **  :: : 

 

Ac-23315        LLKSLRDSSDVKLYLPKFKLEQAIDLKETLKAMGIKDFFTPAADLTGISDKGNLVASEVI 

Ac-103003       LFNMLRSQSDVELYLPKFKLEHAIGLKKTLQAMGIKDFFSHKADLSAISEAGNLVATDVV 
Ac-115795       LMKNLRSGVDVELYLPKFRLEQTIGLKDTLKALGIKDFFSSEADLSAITGKKNLNASDVI 
Ac-16381        VLKCLGSTKTVKLSLPRFKVEQAVNLKDTLSSMGVKELFAETADLSGIDGKQELSVSAAI 

                ::: * .   *:* **:*::*:::.**.**.::*:*::*:  ***:.*    :* .: .: 

 

Ac-23315        HKAFVEVNEEGTEAAAATGIAMMLMCARFPDT---RFVVDRPFMFLIRSLDPDVVLFMGS 

Ac-103003       HKAFVEVNEEGTEAAAATAVVMMCRCAVMPMMT-HKFVVDHPFMFLIRSHDPEVVLFMGS 
Ac-115795       HKAFVEVDEKGTEAAAATATLMLGCCMSTTVPVTYKFVVDRPFMFLIRSHEPEVVLFMGS 
Ac-16381        HKAFVEVNEEGTEAAAATAMPAANSCEITPKFT-----VDHPFMFLIRSHNPDIVLFLGS 

                *******:*:********.      *   .        **:******** :*::***:** 
 

Ac-23315        VRHL 

Ac-103003       IREL 

Ac-115795       VREL 

Ac-16381        VRDI 

                :*.: 
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 Como mencionado, foi escolhido o epítopo da proteína Ac-103003 situado entre 

os resíduos 358-376 para servir de antígeno para este estudo. Este resíduo 

apresentou alta afinidade de ligação ao MHC II murino, em dois alelos (H2-IAd e H2-

IAb), por meio do algoritmo NetMHCIIpan. No gráfico, isso representa um vale ao invés 

de um pico, pois o resultado desta análise apresenta valores de IC50, onde quanto 

menor o valor, maior a afinidade por ligação (menor quantidade de peptídeo é 

necessária para desfazer a ligação do MHC a um antígeno padrão). 

 Os gráficos dos resultados dos algoritmos Bepipred Linear Epitope Prediction 

Results e Emini Surface Acessibility Results mostraram picos na região abordada. Isso 

indica que existe alta probabilidade de ser uma região de epítopo linear de células B 

e ser encontrada na superfície da estrutura terciária da proteína, sendo facilmente 

reconhecida por anticorpos circulantes. 

 O gráfico gerado pelo algoritmo IUPred não mostra picos acima do limiar 

traçado na região, e nem no restante da proteína, com exceção à região amino-

terminal. Isto indica que a proteína escolhida possui uma estrutura terciária estável, o 

que torna o epítopo constantemente exposto à ação de anticorpos. 

 O resultado do blastp mostrou que este peptídeo possui ainda 100% de 

identidade com a mesma região de serpinas de R. microplus, R. Appendiculatus, 

Ixodes scapularis e I. ricinus. Além destas espécies, também mostrou alta identidade 

com serpinas de R. haemaphysaloides, A. americanum, A. variegatum e 

Haemaphysalis longicornis (dados não mostrados). 

 Os resultados da modelagem estrutural e análises de imunoinformática estão 

dispostos nas figuras 2 e 3, respectivamente. 
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Figura 2: Resultado da modelagem do software MODELLER v9.10. Em laranja a 

localização espacial do peptídeo HKAFVEVNEEGTEAAAATA. 
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Figura 3: Análise integrada de imunoinformática da serpina Ac-103003, selecionada 

como molde para a definição da sequência final do peptídeo N-

HKAFVEVNEEGTEAAAATA-C (aa 358-376) (destaque em retângulo vertical 

vermelho). De cima para baixo estão os resultados gráficos dos seguintes algoritmos: 
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IEDB (1º ao 3º gráfico) - NetMHCIIpan, Bepipred Linear Epitope Prediction Results, 

Emini Surface Acessibility Results, respectivamente; IUPred - Prediction of Intrisically 

Unstructured Proteins. Com exceção ao 1º gráfico, todos exibem características 

desejáveis quando acima do limiar traçado. 

 

 As dosagens proteicas mostraram uma concentração de 0,6 mg/mL para 

AcSP1 e 0,2 mg/mL de AcSP1KLH. Os resultados de SDS-PAGE confirmaram a 

presença tanto de AcSP1 e AcSP1KLH. O tamanho exato do complexo AcSP1KLH 

não pôde ser determinado, pois as bandas contendo as proteínas foram visualizadas 

na parte superior do gel, acima dos 250 kDa, maior peso do marcador molecular 

utilizado (dados não mostrados). Bandas de tamanho pouco acima de 5 kDa foram 

visualizadas em gel contendo AcSP1 (figura 4). 

 

 

Figura 4: SDS-PAGE do peptídeo em gel a 15%. A coluna M corresponde aos 

marcadores de peso molecular (2-250 kDa); colunas 1 e 2 correspondem a 15 µg de 

AcSP1 em duplicata. 
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 Os resultados da avaliação da produção de anticorpos por ELISA se encontram 

abaixo (figura 5): 

 

 

Figura 5: Perfil de resposta imune humoral anti-AcSP1 de camundongos inoculados. 

As leituras de absorbância do ELISA correspondem à média das leituras das amostras 

de soros de cada grupo (seis animais cada), em cada dia de coleta, inoculados nos 

dias 0, 10, 20 e 45 (setas). O título de anticorpos dos animais foram mensurados em 

densidade óptica de 490 nm, em soros diluídos 1:200. As barras de erro demonstram 

um desvio padrão dentro de cada grupo em cada dia de coleta. 

 

 Os resultados de Dot blot foram gerados em membranas de nitrocelulose. Para 

isso, foi realizado um esquema e apresentado abaixo (figura 6): 
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Figura 6: Dot blot comparando pool de soros dos animais de cada grupo, nos dias 0, 

35, 60 e 75 (colunas). As linhas indicam os resultados de cada grupo (C, SP e SPK) 

ao longo do tempo. Todas as membranas foram divididas em duas partes, sendo a 

superior adsorvida com AcSP1KLH e a inferior com AcSP1. 

 

DISCUSSÃO 

 

 As serpinas mostam interesse como potecial candidato à vacina contra 

carrapatos por sua importância para o repasto sanguíneo do parasita, com sua função 

de manter o sangue fluido tanto no local da picada quanto no intestino e hemolinfa. 

Essa mesma família de inibidores de proteases também mostrou propriedades 

moduladoras da resposta imune do hospedeiro (MULENGA et al., 2001). Essa família 

de proteínas já foi utilizada, por meio da tecnologia de proteína recombinante, em 

estudos vacinais contra as espécies H. longicornis, I. ricinus, R. microplus, R. 

appendiculatus e A. americanum (SUGINO et al., 2003; IMAMURA et al., 2005, 2006, 
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2008; PREVOT et al., 2007; JITTAPALAPONG et al., 2010; KIM; RADULOVIC; 

MULENGA, 2016). 

 É de suma importância que uma vacina contra carrapatos seja delineada 

visando à mitigação de efeitos sobre a variabilidade genética entre as populações. 

Sabidamente, diferenças na sequência da proteína alvo da vacina entre as 

populações de carrapatos podem interferir na dinâmica de reconhecimento do 

antígeno pelos anticorpos específicos desenvolvidos pela imunização (ANDREOTTI 

et al., 2008). Serpinas, denominadas AAS, derivadas de A. americanum, mostraram 

que possuem suas alças do centro reativo (Reavtive Center Loop - RCL) altamente 

conservadas entre distintas espécies de ixodídeos (PORTER et al., 2015). Ademais, 

as análises do blastp mostraram que o peptídeo AcSP1 compõe parcialmente o RCL, 

o que corrobora com a sua conservação entre espécies. Como o RCL é de suma 

importância para a função das serpinas, é de relevância utilizar este centro como um 

candidato a alvo vacinal. 

 Os alinhamentos realizados pelo Clustal Omega nos mostraram que as 19 

serpinas descritas por Garcia et al. (2014) mostraram que algumas se agrupam como 

similares. A sequência do AcSP1, por exemplo, é compartilhada entre quatro das 19 

serpinas. Este tipo de agrupamento entre distintas serpinas expressas por uma 

mesma espécie de ixodídeo também foi reportado por Porter et al. (2015). Assim, 

dessa forma, uma resposta contra o AcSP1 inibiria ao menos o RCL de quatro 

serpinas importantes para o A. cajennense s.l. 

 Apesar de as análises in silico e imunoinformática aqui empregadas terem 

demonstrado que além de conservado, o peptídeo AcSP1 ainda possui alta afinidade 

por ligação ao MHC de classe II de camundongos, os imunoensaios com os animais 

não foram conclusivos para corroborar tal hipótese. Tanto a presença de AcSP1 

quanto o conjugado AcSP1KLH foram confirmados por SDS-PAGE, embora nenhum 

soro ou pool destes, dos grupos SP e SPK, tenham revelado uma produção de 

anticorpos específicos seja por ELISA ou por Dot blot. 
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 Não obstante, os resultados de Dot blot mostraram forte produção de 

anticorpos contra o AcSP1KLH, indicando que ao menos o carreador molecular KLH 

contendo o peptídeo conjugado foi processado por uma célula apresentadora de 

antígeno (APC) e apresentada ao sistema imune via linfócitos T, que por sua vez 

estimularam linfócitos B a se diferenciarem em plasmócitos, gerando uma resposta 

imune humoral contra o KLH. É possível também que linfócitos B de memória tenham 

sido estimulados pelo KLH diretamente após as doses de reforço. 

 Podemos atribuir alguns conceitos sobre o não reconhecimento de anticorpos 

específicos ao AcsP1 por ELISA e Dot blot como: uma possível clivagem do complexo 

AcSP1KLH por neutrófilos no local da aplicação, uma vez que estes também são 

recrutados por estímulo do adjuvante; a clivagem do próprio peptídeo no interior das 

APCs, de forma não haver a sequência final íntegra para a ligação ao MHC de classe 

II; as banda acima de 5 kDa demonstradas pelo SDS-PAGE sugerem que os 

peptídeos podem ter formado trímeros, ou tetrâmeros, incapazes de serem 

reconhecidos por anticorpos específicos anti-AcSP1; as dosagens proteicas 

acusaram uma concentração muito menor do que o esperado após as diluições dos 

antígenos, considerando os 70% de pureza garantidos pelo fabricante, assim, os 

animais podem ter recebido uma carga menor de antígenos e o mesmo deve ter 

influenciado nos resultados dos imunoensaios. 

 

CONCLUSÃO 

 

 Ferramentas de bioinformática e imunoinformática possibilitam o 

desenvolvimento de novas estratégias na seleção de antígenos candidatos contra 

espécies de carrapatos de importância em saúde pública e veterinária que ainda não 

possuem uma vacina ainda na agenda das pesquisas. Novos ensaios devem ser 

realizados considerando a nova dosagem proteica, realizada ao final dos 

experimentos. Vale ressaltar que a estratégia empregada aqui é um modelo que pode 
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ser utilizado e otimizado para outras espécies de carrapatos, em estudos posteriores. 

Como o carrapato é um ser eucarioto, contendo um genoma extenso, é interessante 

que novos estudos sejam capazes de explorar a eficiência de proteínas, subunidades 

ou peptídeos candidatos, oriundos de distintas vias metabólicas do parasita. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 Embora exista no Brasil uma ixodofauna composta por mais de 70 espécies de 

carrapatos, somente o gênero Amblyomma tem implicações relevantes na saúde 

pública (SZABÓ; PINTER; LABRUNA, 2013; KRAWCZAK et al., 2016; LABRUNA et 

al., 2016; WOLF et al., 2016; MUÑOZ-LEAL et al., 2017). Diante das conclusões 

apresentadas neste trabalho, muitos destes podem não estar recebendo uma devida 

atenção quanto à sua capacidade vetorial. Dessa forma, podemos destacar algumas 

espécies que picam ou até mesmo parasitam, mesmo que acidentalmente seres 

humanos, e que não recebem devida importância em saúde pública: A. coelebs e A. 

oblongoguttatum. Ambas possuem relatos de infecção por Rickettsia do GFM 

(LABRUNA et al., 2004b). Ademais, como mencionado, também possuem capacidade 

de picar ou até mesmo completar o repasto sanguíneo em seres humanos com 

facilidade, dependendo do ínstar. Isto cria uma situação favorável à transmissão 

dessas bactérias (LABRUNA et al., 2000; GUGLIELMONE et al., 2006). 

 Para a afirmação de que uma espécie de carrapato seja comprovadamente 

vetor competente, deve-se proceder com estudos de infecção em hospedeiros 

experimentais, a fim de elucidar se esses ixodídeos são hospedeiros competentes 

para manter formas infectantes da bactéria em seu ciclo biológico, seja de forma 

transovariana, ou transestadial, e ser capaz de transmiti-la ao hospedeiro (SOARES 

et al., 2012; UENO et al., 2016). 

 Não menos importante, estudos sobre a biologia dos vetores são fundamentais, 

uma vez que estratégias de controle tanto do carrapato e consequentemente, do 

agente transmitido, dependem de medidas que interferem em algum momento do ciclo 

de cada um, ou de ambos. Obter ciência sobre a especificidade de hospedeiros dos 

parasitas é útil para auxiliar a elencar medidas profiláticas envolvendo os animais 

reservatórios. O estudo sobre condições ideais de manutenção de determinada 

espécie pode auxiliar em programas de controle direcionados a ambientes favoráveis 

à dispersão dos parasitas, e na época adequada. 
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 Amblyomma coelebs é um carrapato que possui predileção a parasitar antas 

(Tapirus terrestris), mas podendo parasitar outros mamíferos silvestres e domésticos, 

e inclusive seres humanos (SOARES et al., 2015; LOPES et al., 2016; WITTER et al., 

2016). Sabe-se também da ampla distribuição geográfica desta espécie, contudo 

pouco se sabe sobre seu papel como vetor e dispersor de Rickettsia spp. do GFM no 

Brasil, contudo já foi descrito a infecção deste com R. amblyommatis, cuja 

patogenicidade é ainda debatida (LABRUNA et al., 2004b). Aqui mostramos que todos 

os instares desta espécie são capazes de realizar repasto em um lagomorfo (coelho), 

embora ainda não seja possível concluir se estes animais são capazes por si só de 

manterem populações deste ixodídeo em condições naturais. Aqui sugerimos que o 

A. coelebs seja um carrapato de baixa especificidade a hospedeiros, sobretudo em 

instares imaturos, tornando-o um vetor em potencial. Mais estudos necessitam ser 

conduzidos a fim de elucidar aspectos como: relação do ciclo de vida com a 

sazonalidade, hospedeiros competentes em realizar sua dispersão e multiplicação; 

capacidade de manter e transmitir cepas de Rickettsia spp. do GFM em fases de vida 

livre e parasitária. 

 Bem como o A. coelebs, o A. oblongoguttatum não é ainda comprovado como 

vetor competente de riquetsioses. Este trabalho demonstrou que esta espécie se inclui 

no rol de ixodídeos com relato de infecção por uma dessas bactérias, quando foi 

confirmada a presença de R. amblyommatis em um exemplar macho no município de 

Pimenta Bueno. É uma espécie que possui um amplo espectro de especificidade a 

hospedeiros (silvestres e domésticos), tanto em ínstares imaturos quanto em adultos, 

e é capaz de picar seres humanos (GUGLIELMONE et al., 2006). 

 Sabe-se que uma ampla gama de hospedeiros, principalmente roedores, são 

adequados ao repasto completo de ínstares imaturos, e que cães são capazes de 

permitir o repasto e reprodução da fase adulta (MARTINS et al., 2017). Coelhos em 

condições laboratoriais convencionais também são capazes de sustentar uma colônia 

desta espécie por algumas gerações (dados não publicados). Mais estudos são 

necessários para avaliar sua capacidade de manter uma cepa de Rickettsia spp. do 
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GFM em seu organismo, transmissão entre seus descendentes (transovariana e 

transestadial) e outros hospedeiros. 

 A ixodofauna associada à Rickettsia spp. do GFM é bem caracterizada nas 

regiões Sul e Sudeste do Brasil, bem como a capacidade de algumas espécies de 

transmitirem-nas a seres humanos (SZABÓ; PINTER; LABRUNA, 2013). Na região da 

Amazônia, apenas se sabe da presença e dispersão de algumas espécies de 

carrapatos, bem como hospedeiros soropositivos para Rickettsia spp. do GFM e 

carrapatos infectados com espécies com potencial patogênico ainda não totalmente 

esclarecido (LABRUNA et al., 2007; MARTINS et al., 2014). Entretanto, alguns casos 

de RMSF/FMB (ou outras riquetsioses) têm sido reportados na região (OLIVEIRA et 

al., 2016). 

 Apenas as espécies A. cajennense s.l. e A. coelebs foram encontrados 

infectados por Rickettsia do GFM na Amazônia do estado de Rondônia (LABRUNA et 

al., 2004b). Este estudo aqui reporta infecção em A. cajennense s.s. e confirma pela 

primeira vez infectando a espécie A. oblongoguttatum. Vale ressaltar que nessa região 

são encontradas duas espécies do complexo A. cajennense, tendo o A. sculptum 

como a outra espécie - esta a mais conhecida como vetor de R. rickettsii no Brasil 

(GUEDES et al., 2005; MARTINS et al., 2016). Mais estudos precisam ser conduzidos 

para confirmar a presença de agentes patogênicos em outras espécies de carrapatos 

conhecidas como vetores em outras regiões do país, como o A. ovale (SZABÓ; 

PINTER; LABRUNA, 2013), entre outros que sabidamente picam seres humanos e 

que são abundantes na região, como A. naponense e A. scalpturatum (dados não 

publicados). Investigações em animais reservatórios naturais também são de suma 

importância. 

 Como inexistem vacinas contra riquetsioses, o método mais efetivo e 

largamente empregado no controle destas doenças é a proteção contra a picada do 

vetor e o controle do mesmo em hospedeiros domésticos e silvestres (MINNIEAR; 

BUCKINGHAM, 2009). O método para controle de carrapatos mais amplamente 

empregado ao redor do mundo é baseado na aplicação de acaricidas químicos. Isto 
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gera uma discussão ao redor do assunto poluição ambiental, e de importância em 

saúde pública, pois gera resíduos em produtos de origem animal. Embora tenha sido 

o método mais eficaz, carrapatos vem apresentando resistência a alguns princípios 

largamente utilizados (CLEMENTE et al., 2010; CUNHA et al., 2007; FREITAS; 

ZAPATA; FERNANDES, 2011). Para driblar este gargalo, novas moléculas são 

constantemente desenvolvidas. Os usos de medicamentos fitoterápicos ainda 

necessitam de uma melhor abordagem com relação à sua empregabilidade e custo-

benefício (GARCIA et al., 2012). 

 Tratando-se de carrapatos de importância em saúde pública, o desafio de 

controle é ainda maior, pois estes se encontram amplamente distribuídos em todos os 

biomas brasileiros, e são mantidos pela rica fauna de hospedeiros existente neles 

(SZABÓ; PINTER; LABRUNA, 2013; MARTINS et al., 2016). Como é impraticável o 

controle químico de carrapatos em hospedeiros silvestres e no ambiente, e uma 

vacina contra riquetsioses em seres humanos ou contra carrapatos em animais 

domésticos e silvestres ainda não são disponíveis para a rotina, aqui foi proposto um 

modelo alternativo para ser empregado na agenda de controle dos vetores ixodídeos 

de importância em saúde pública. 

 A estratégia de controle imunológico de carrapatos já foi empregada visando o 

controle do carrapato-do-boi, o R. microplus. Pesquisas nessa área são dedicadas 

quase exclusivamente a este carrapato (GARCIA-GARCIA et al., 2000; GUERRERO 

et al., 2014; MARUYAMA et al., 2017). Um gargalo encontrado neste método envolve 

a variabilidade genética em cepas da mesma espécie ao redor do mundo, o que 

dificulta a escolha de um antígeno estável que garantisse a proteção de qualquer 

bovino a qualquer cepa deste ixodídeo (ANDREOTTI et al., 2008). Ferramentas de 

bioinformática vêm surgindo com o passar dos anos, e estão auxiliando no processo 

de seleção de antígenos candidatos a vacinas contra carrapatos (MARITZ-OLIVIER 

et al., 2012; PORTER et al., 2015; MARUYAMA et al., 2017). Antígenos de carrapatos 

desenvolvidos por meio da bioinformática mostraram resultados promissores contra o 

R. microplus e R. sanguineus (RODRIGUES-MALLON et al., 2012; AGUIRRE et al., 

2016). 
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 Neste presente estudo, foi empregado pela primeira vez uma estratégia de 

seleção de antígenos por meio de imunoinformática, visando o controle imunológico 

do A. cajennense s.l. em hospedeiros - silvestres (capivaras, gambás) e domésticos 

(cães, cavalos). Entretanto, a investigação não pôde ser concluída com o que se diz 

respeito ao peptídeo utilizado (AcSP1), com o carreador e antígenos escolhidos para 

os imunoensaios. Assim, mais investimentos e estudos devem ser conduzidos nesta 

área, com a finalidade de seleção de uma maior quantidade antígenos conservados 

entre espécies de carrapatos, carreadores moleculares, adjuvantes, com intuito de 

desenvolvimento de uma vacina eficaz e de bom custo-benefício para ser empregado 

em ambas cadeias de produtos de origem animal e saúde pública. 

 Para experimentos de ensaios com antígenos vacinas e substâncias sistêmicas 

contra carrapatos de importância em saúde pública, que são heteroxenos em sua 

maioria (SANCHES et al., 2008; MARTINS et al., 2012, 2014, 2016, 2017), é 

necessária uma metodologia criteriosa e padronizada para avaliar a eficácia do que 

se está testando. Calcular a eficácia vacinal é uma atividade intrínseca em 

experimentos que testam antígenos contra carrapatos (CUNHA et al., 2013). Esta é 

uma das maneiras, provavelmente a principal, de se mensurar o efeito de uma 

determinada substância de efeito sistêmico nas fases de vida de uma espécie de 

carrapato. 

 Historicamente, fórmulas foram aplicadas direcionadas ao carrapato-do-boi, R. 

microplus, até então o único de interesse em estudos com vacinas (CUNHA et al., 

2013). Esse carrapato, entre outras poucas espécies, são monoxenos, o que significa 

que estes sobem e parasitam o hospedeiro na fase de larvas e se desprendem 

somente na fase adulta, realizando as ecdises no hospedeiro. Este fato dificulta a 

avaliação de vacinas e agentes sistêmicos em todas suas fases de vida. 

 Durante as revisões bibliográficas para os estudos aqui realizados, foi notado 

que a literatura carece de informações precisas sobre a avaliação de eficácia vacinal 

em carrapatos heteroxenos. Diante disso, foi proposta e publicada uma fórmula para 

padronizar um cálculo de influência de vacinas e substâncias sistêmicas nos 
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parâmetros biológicos de ixodídeos heteroxenos (AGUIRRE et al., 2015). 

Anteriormente, este cálculo foi realizado de forma empírica, baseando-se na fórmula 

aplicada ao R. microplus, e de forma não padronizada, o que provavelmente 

superestimou ou mascarou o efeito vacinal em determinados casos (RODRIGUES-

MALLON et al., 2012). 

 Com esta fórmula padronizada, é possível avaliar efeitos sistêmicos não 

somente de vacinas, mas também de substâncias sistêmicas (aquelas que o carrapato 

necessita ingerir durante o repasto sanguíneo para serem eficazes), no ciclo de vida 

desses parasitas. Além do emprego dessa fórmula em testes sob condições 

controladas, é possível aplicá-la a campo, desde que todos os parâmetros biológicos 

do carrapato estudado tenham condições de ser mensurados. 

 É sugerido, portanto, o emprego deste cálculo em qualquer estudo sob 

qualquer condição, que seja possível avaliar a efetividade de alguma vacina, ou 

substância sistêmica, contra carrapatos de três hospedeiros. Para tal, também é 

recomendado que sejam incluídos todos os ínstares de um carrapato heteroxeno 

nestes estudos, a fim de elucidar o valor real do impacto negativo (ou até positivo) no 

ciclo de vida completo do parasita. 

  



113 

 

6 CONCLUSÃO 

 

 Neste trabalho foi elucidado pela primeira vez os parâmetros biológicos do 

Amblyomma coelebs, sob condições naturais e laboratoriais, e a capacidade de seu 

estágio ninfal em completar o repasto em seres humanos. 

 O Amblyomma oblongoguttatum deve ser incluído no rol de potenciais vetores 

de riquetsioses na Amazônia, por este trabalho reportar pela primeira vez um 

espécime infectado com Rickettsia amblyommatis, pertencente ao GFM. Ademais, 

são mostrados primeiros relatos de Rickettsia do GFM em municípios do estado de 

Rondônia situados em área de ecótono Amazônia-Cerrado. 

 Foi proposto aqui, pela primeira vez, um modelo de controle por vacina do 

principal vetor da FMB, o Amblyomma cajennense s.l., utilizando a imunoinformática 

para seleção de peptídeos candidatos. 

 Por fim, foi concluída a padronização de um cálculo de eficácia vacinal e de 

substâncias sistêmicas para carrapatos de três hospedeiro, fornecendo uma 

ferramenta para estudos posteriores. 
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