UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS INFECCIOSAS E
PARASITARIAS

ANDRE DE ABREU RANGEL AGUIRRE

Amblyomma spp. VETORES DE RIQUETSIOSES: ASPECTOS BIOECOI:OGICOS
DE Amblyomma coelebs, EPIDEMIOLOGICO EM ECOTONO AMAZONIA-
CERRADO E MODELO DE CONTROLE POR MEIO DE VACINA

CAMPO GRANDE, MS
2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
ANDRE DE ABREU RANGEL AGUIRRE

Amblyomma spp. VETORES DE RIQUETSIOSES: ASPECTOS BIOECOI:OGICOS
DE Amblyomma coelebs, EPIDEMIOLOGICO EM ECOTONO AMAZONIA-
CERRADO E MODELO DE CONTROLE POR MEIO DE VACINA

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Doencas Infecciosas e
Parasitarias da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, como requisito a obtenc¢éo do titulo de
Doutor, sob orientacdo do Dr. Renato
Andreotti e Silva, e coorientagdo do Dr.
Jansen Fernandes de Medeiros.

CAMPO GRANDE
2018



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente ao meu orientador Renato Andreotti pela oportunidade dada,
e por ter aceitado o desafio de me orientar nessa nova empreitada na minha vida.

Agradeco a minha esposa Lunna, meu amor, companheira nas aventuras da vida,
pelo apoio e paciéncia neste processo, pelo qual necessitei me ausentar em
momentos importantes.

Aos meus filhos Maria Eduarda e Jodo Pedro, minhas fontes de energia.

Aos meus pais, Hugo e Léda, e meu irmao, Henrique, sem 0s quais nao teria tido
instrucdo, edudacéo, bases ideolégicas e ferramentas para lidar com as situacdes
adversas da vida.

Agradeco a todas as equipes da Embrapa Gado de Corte e Fiocruz Rondodnia, e as
novas amizades consumadas durante 0 processo.

Aos amigos do Laboratério de Biologia Molecular do Carrapato pela ajuda nas
atividades, em especial a Marcos, Barbara e Alexandre.

Aos novos colegas e amigos da Fiocruz Ronddnia, que despertaram interesse na area
e me deram apoio crucial no desenvolvimento dos estudos, especialmente a Jansen,
Ivaneide, Fernando e Soraya.

Agradeco a Simone, Moacyr, Lucas e Isabela por apoio nos momentos dificeis.



RESUMO

As riguetsioses séao doencas infecciosas, com manifestacdes clinicas de quadro febril
a hemorragico, causadas por bactérias do género Rickettsia. A mais grave delas a
febre maculosa brasileira (FMB), ou febre maculosa das Montanhas Rochosas (Rocky
Mountain spotted fever - RMSF), € causada pela Rickettsia rickettsii. Sdo doencas
graves para seres humanos, com baixa morbidade, mas alta letalidade, tendo a regiao
Sudeste como a de maior incidéncia, embora haja indicios de sua existéncia em outras
regides. As Unicas formas de controle dessas doencas se ddo pelo controle dos
vetores, seja por meio de aplicacdo de produtos quimicos nos animais hospedeiros
domésticos, ou apenas evitar areas com presenca de carrapatos e reservatério
naturais. Com objetivo em contribuir com o conhecimento sobre vetores de
riquetsioses no Brasil, e seu controle, este trabalho prop6s: demonstrar parametros
biolégicos do Amblyomma coelebs, um potencial vetor de Rickettsia spp.; descrever
as populacdes de carrapatos que naturalmente se encontram em fragmentos de mata
préximo ao convivio com humanos, no bioma da Amazonia e seus ec6tonos como o
Cerrado; investigar a presenca de Rickettsia spp. do GFM nos ixodideos dessa regiao;
avaliar um modelo de selecao de antigenos para o controle imunolégico dos vetores
em animais experimentais; e padronizar uma férmula para célculo de eficacia vacinal
nesses carrapatos, que sado heteroxenos. Os resultados gerados abrangeram desde
o primeiro relato de repasto completo de ninfas de A. coelebs em seres humanos, a
descricao inédita de parametros biol6gicos desta espécie de carrapato sob condi¢cdes
experimentais, novos registros de Rickettsia spp. do grupo da febre maculosa (GFM)
associadas a carrapatos em ecotono Amazénia-Cerrado (com destaque na primeira
confirmacéo de Rickettsia do GFM em A. oblongoguttatum), discusséo sobre selecéo
de epitopos de serpinas expressas em glandula salivar de A. cajennense sensu lato e
sua imunogenicidade em modelo murino, e uma formula padronizada para calculo de

eficacia de vacinas e substancias sistémicas em carrapatos heteroxenos.

Palavras-chave: Amblyomma spp., parémetros biolégicos, Rickettsia spp. do GFM,
vacina de peptideos, céalculo de eficacia vacinal.



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 INTRODUCAO

No mundo, mais de 900 espécies de carrapatos foram descritas, divididas em
trés familias: Argasidae (193 espécies); Ixodidae (702 espécies) e, Nuttalliellidae,
representada por uma espécie (GUGLIELMONE, 2010). No Brasil, até 0 momento, a
fauna ixodidica € representada por 71 espécies (MARTINS et al., 2014; KRAWCZAK
et al., 2015; LABRUNA et al., 2016; WOLF et al., 2016; MUNOZ-LEAL et al., 2017).

Os carrapatos séo importantes em saude publica, por serem conhecidos como
vetores de agentes infecciosos que acometem o0s seres humanos (PAROLA;
LABRUNA; RAOULT, 2009; SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013). No pais, a mais
conhecida € a Febre Maculosa Brasileira (FMB), entre outras riquetsioses, a doenca
de Lyme simile (Sindrome de Baggio-Yoshinari) (MELO et al., 2016). A FMB é a
riquetsiose mais importante por causar severos problemas em saude publica, o agente
etiologico é a Rickettsia rickettsii, que hoje é conhecida como a mais patogénica dentro
do Grupo da Febre Maculosa (GFM), atingindo de 30 a 55% de letalidade (PACHECO
et al., 2009; ANGERAMI et al., 2009).

Carrapatos tém sido associados a uma febre maculosa nas Montanhas
Rochosas desde o inicio do século passado, quando estudos relacionaram diversos
casos da doenca 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 entao, pesquisas foram realizadas almejando
a comprovacdo da importancia dos carrapatos na transmissao de doencas a seres
humanos. Assim, o género Rickettsia foi mais bem elucidado, com relatos de novas
espécies e cepas, 0 que demonstrou a complexidade de sorotipos, que permitiu a
diferenciacdo de espécies patogénicas de ndo-patogénicas (BELL, PICKENS, 1953;
PHILLIP et al., 1978; LABRUNA, 2009).

O género Rickettsia inclui bactérias da ordem Rickettsiales, da classe das
Proteobactérias. Sao cocobacilos Gram-negativos obrigatoriamente intracelulares
(PAROLA; PADDOCK; RAOQULT, 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 predominancia, no entanto, em regides de Mata Atantica, o A. aureolatum
e A. ovale séo os protagonistas no ciclo epidemiol6gico dessas bactérias (LABRUNA,
2009; SZABO et al., 2013; (MARTINS et al., 2016). A presenca deste agente também
ja foi detectada no carrapato do cdo, o Rhipicephalus sanguineus, (ALMEIDA et al.,
2013) que eventualmente possui relatos de picarem seres humanos (MENTZ et al.,
2016).

Relatos de riquetsioses sdo associados com alguns habitos de pessoas, como
trabalho em zona rural ou moradia de risco em regido periurbana. Isto aumenta a
possibilidade de contato de seres humanos com reservatérios naturais (capivaras,
gambds, outros roedores, etc.), tendo hospedeiros amplificadores (cavalos e caes)
como papel importante na disseminacéo dos carrapatos infectados com riquétsias do
ciclo enzodtico (silvestre) para o zoonético (urbano e rural) (ANGERAMI et al., 2012).
Cées sao responsaveis 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 Atlantica (MELO et al., 2011);
ANGERAMI et al., 2012).

Os primeiros estudos da biologia do principal vetor, até entdo, A. cajennense
s.l., e do controle da febre maculosa tiveram inicio na primeira metade do século XX,
apos este ter sido confirmado como principal vetor de riquetsioses (MONTEIRO et al.,
1931; (MONTEIRO; FONSECA, 1933-34; (TRAVASSOS, VALLEJO-FREIRE, 1944).
Até 0 momento, inexistem vacinas comerciais contra riquetsioses, tanto em animais
quanto em seres humanos, e a principal medida de controle efetuada € o controle do
carrapato vetor em animais domésticos (principalmente em equinos), pela aplicacéo
de acaricidas, com destaque nos piretréides (PINHEIRO, 1987); CARVALHO-COSTA
et al., 2015; CUNHA et al., 2007; LABRUNA et al., 2004). O aumento do nimero de
reservatorios naturais em centros urbanos, como capivaras, e a facilidade de acesso
de animais domeésticos em ambientes silvestres criam entraves complexos no aspecto

de controle dos vetores da febre maculosa (Szabo et al., 2013). Outra alternativa em



11

estudo é o uso de acaricidas no ambiente infestado por carrapatos, em locais de foco
da doenca (SUCEN, 2002). De todo modo, manter areas de vegetacdo e gramados
rocados 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
doenca ja foram notificados em todas as cinco regifes do Brasil, com um aumento
expressivo no numero de casos, até um pico de incidéncia em 2005, quando 172
casos foram notificados. Na regido Norte do Brasil, j& existem relatos de FMB nos
estados do Amapa, Rondébnia e Tocantins, com um caso notificado para cada estado
(FIOL et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2016). No entanto, apesar de poucas notificacdes,
existem relatos de cées soropositivos e carrapatos infectados com Rickettsias,
inclusive do Grupo da Febre Maculosa, no estado de Ronddnia, o que sugere que esta
doenca esteja circulando e sendo negligenciada no estado e na regido, uma vez que
a doenca possui sintomas muito similares ao de doencas de alta incidéncia nesse
estado, o que indica um alerta para as autoridades de saude publica (LABRUNA et
al., 2004a, 2004b, 2005).

As espécies que apresentam maior incidéncia e oferecem mais risco a seres
humanos estdo bem caracterizadas em grande parte do Brasil, principalmente no
centro-sul do pais, onde predominam os biomas do Cerrado e a Mata Atlantica
(LABRUNA, 2009; SZABO et al., 2013). No entanto, na regi&o do bioma da Amazonia,
h&4 uma fauna mais diversificada de carrapatos do género Amblyomma, contudo
poucos estudos sobre epidemiologia de riquétsias foram realizados, havendo uma
caréncia em pesquisas para esclarecer os principais carrapatos envolvidos no ciclo
da Febre Maculosa Brasileira e de outras riquetsioses na regido amazonica brasileira
(MARTINS et al., 2014).

Este trabalho foi idealizado baseando-se no potencial do estado de Ronddnia
de ser favoravel a disseminacdo de doencas transmitidas por carrapatos (é o estado
brasileiro que alberga o maior nimero de espécies de carrapatos relatadas), e por

haver relatos recentes de riquétsias em seu territorio. Desta forma, foi proposto:
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abordar sobre o ciclo biolégico em laboratério de uma espécie com potencial
capacidade de ser vetor na Amazbnia, 0 A. coelebs; investigar a presenca de
Ricketttsia spp. do Grupo da Febre Maculosa (GFM) em carrapatos de vida livre em
fragmentos de mata, préximos a ambiente periurbano, e rural do estado de Rondénia;
propér uma forma de controle imunoldgico de carrapatos em reservatorios naturais;
padronizar um calculo de eficacia de vacinas e substancias sistémicas em carrapatos
de trés hospedeiros, em condi¢cdes experimentais controladas. A finalidade, portanto,
é fornecer melhores informacg@es sobre a biologia, epidemiologia e controle, e assim
colaborar para maiores subsidios as autoridades de saude, para que possam tomar

medidas preventivas com maior eficiéncia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Riquetsioses: Aspectos gerais e antecedentes

As riquetsioses sdo doencas infecciosas, causadas por Proteobactérias
intracelulares obrigatérias, da ordem Rickettsiales, género Rickettsia, Grupo da Febre
Maculosa (GFM), que sao transmitidas por carrapatos da familia Ixodidae (PAROLA
et al., 2005a). A primeira riguetsiose conhecida foi denominada de Febre Maculosa
das Montanhas Rochosas (Rocky Montain Spotted Fever - RMSF, em inglés) nos
Estados Unidos da América (EUA), nos estados de Montana e Idaho, situados na
cordilheira das Montanhas Rochosas, tendo sido descoberta como doencga infecciosa
e associada a carrapatos no inicio do século XX (RICKETTS, 1906). Possui
sintomatologia de febre alta e aguda, com dores em articulacbes, formacédo de
petéquias ou maculas em regides 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 tém 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, ha um relato de Michie e
Parsons (1916) sobre uma mencao de um velho indio sobre uma doenca que circulava
h& décadas em nativos amerindios, principalmente na primavera, época que estes
supostamente eram visitados por “espiritos demoniacos”. Apesar de ndo haver relatos
oficiais prévios dessa enfermidade, estimava-se que ela estaria ocorrendo em seres

humanos ha tempos.

No Brasil, esta ndo deve ser considerada uma doenca emergente nos dias de
hoje, pois seus primeiros relatos datam a partir de 1929, em Sao Paulo (PIZA et al.,
1932 apud OLIVEIRA et al., 2016), o que sugere que esta enfermidade poderia ser ja

recorrente. Nas décadas subsequentes, houve varios relatos da doenca em seres
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humanos, que comecaram a declinar na década de 1950, voltando a ser comumente
reportados partir de 1980, quando desconfiou-se de uma reemergéncia da
enfermidade no pais. Desde entdo, até o presente momento, foram confirmados
centenas de casos no Brasil, caracterizando-se entdo uma reemergéncia (revisado
por LABRUNA, 2009).

Os dados do Ministério da Saude (SINAN - NET), registraram 1143 casos de
FMB, no periodo de 2001 a 2015. Os mesmos apontam os estados de S&o Paulo,
Santa Catarina, Minas Gerais e Rio de Janeiro, como os de maior incidéncia,
respectivamente. Apesar de a maioria dos casos se concentrar nas regides Sul e
Sudeste, existem casos isolados relatados em todas as regides do Brasil, 0 que

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

Nas Américas, ainda se sabe pouco sobre a classificacdo das riquetsioses e
seus respectivos agentes e vetores. Ha alguns tipos principais de riquetsioses ja
definidos, outros ndo: RMSF ou FMB (sera 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 inespecificos, causadas por R. parkeri, R. massiliae, Rickettsia sp.
cepa Mata Atlantica e R. amblyommatis (PAROLA et al., 2009; LABRUNA, 2009;
SZABO et al., 2013; KARPATHY et al., 2016).

2.2 Epidemiologia

A RMSF/FMB, causada pela R. rickettsii, ja foi registrada desde o Canada até
a Argentina, passando por EUA (primeiros relatos), México, Costa Rica, Panama,
Colémbia e Brasil. Nos EUA, a taxa de casos fatais é baixa, entretanto, isto pode estar
relacionado com diagnésticos errbneos de RMSF/FMB, que estariam vinculadas a
outras riquetsioses mais brandas, mascarando a letalidade real da R. rickettsii nesse
pais (PAROLA; LABRUNA; RAOULT, 2009). Na América do Sul, a taxa de casos fatais



15

€ alta, podendo chegar a 90% de letalidade, o que indica que seja a cepa de R.

rickettsii com a maior viruléncia ja conhecida (LABRUNA, 2009).

Desde o inicio do século XX, até a década de 1950, e posteriormente da década
de 1980 até o inicio dos anos 2000, casos de RMSF/FMB nos EUA, tiveram relatos
pontuais e esporadicos (LABRUNA et al., 2009). A partir de 2001, surtos de
RMSF/FMB foram relatados nos estados de Santa Catarina, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sao Paulo e Espirito Santo. Sao Paulo, até hoje, lidera como o estado com
maior numero de casos e surtos reportados, tanto em areas consideradas endémicas,
quanto nao-endémicas, sempre aumentando no periodo de maio a agosto,
especialmente em ambientes associados a fonte de agua, vegetacao nativa e animais;

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

Inicialmente, estimava-se a existéncia de apenas uma riquetsiose transmitida
por carrapatos, prevalente em apenas uma area, causada por somente uma espécie
de riquétsia (R. rickettsii, causadora da RMSF/FMB). Motivadas por relatos de
patogenicidade variada em distintas regifes e pela suspeita de que varias 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 a riquetsioses, ao redor do mundo, como:

e R. aeschlimannii, na Africa, sul da Europa e Cazaquistio, idem outras
riquetioses, inicialmente tida como néo patogénica, mas com recentes relatos

de sintomas clinicos nessas localidades;

e R. africae, na Africa subsaariana e no Caribe, causadora da febre africana da
picada do carrapato, tendo sido levada da Africa ao Caribe através de gado
importado do Senegal (BARRE; GARRIS; CAMUS, 1995);

e R. amblyommatis, encontrada nas Américas de modo geral, possuia
patogenicidade desconhecida até pouco tempo atras, quando foi relacionada a

quadros de febre branda, com ou sem rash maculopapular;
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R. australis, na Australia, causadora do tifo do carrapato de Queensland (TCQ),
com sintomas geralmente comuns a outras riquetsioses brandas, mas com

casos graves que incluem insuficiéncia renal e pneumonia severa;

R. conorii e subespécies, no centro-norte da Africa, Europa, Oriente Médio e
india, causadoras das febres maculosas do Mediterraneo (FMM), de Israel, de

Astrakhan e tifo da picada do carrapato indiano;

R. heilongjiangensis, no norte da Asia, causadora da riquetsiose do carrapato
do Extremo Oriente;

R. helvetica, na Europa (inicialmente na escandinavia), causadora da

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

R. honei, na Australia (llhas Flinders) e Tailandia, causa a febre maculosa das
llhas Flinders, com sintomas similares ao TCQ, porém com auséncia de rash

maculopapular;
R. japonica, no Japao e Tailandia, causadora da febre maculosa japonesa;

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

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

R. monacensis, na Europa, norte da Africa e EUA, com apenas um caso
humano relatado, no entanto, encontrado em carrapatos nas regifes

mencionadas;

R. parkeri, nas Américas do Norte e do Sul, causadora de uma febre maculosa,
em areas ndo endémicas para RMSF/FMB, sem sintomas patognoménicos, o

que a torna dificil 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 0s casos mais severos de riquetsioses ja descritos;
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e R. sibirica e subespécies, no norte da Asia, causadoras do tifo do carrapato da

Sibéria e riguetsiose associada a linfangite;

¢ R. slovaca e R. raoultii, nos arredores do mar Mediterraneo (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;
(RENVOISE; MEDIANNIKOV; RAOULT, 20009).

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

humanos, no municipio de Londrina, Parana (TOLEDO et al., 2011).

Os fatores de risco para RMSF/FMB, no interior do estado de Sao Paulo
(estado com maior niumero de registros de casos) estéo relacionados a idade, sendo
mais frequente a incidéncia em adolescentes e adultos jovens, principalmente do sexo
masculino (associado a trabalho em &reas de risco). Fatores ambientais como
ambientes periurbanos, presenca de vegetacdo média a densa, desmatamento
(SCINACHI et al., 2017) proxima a fontes de agua, com reservatorios naturais silvestre
(capivara) e doméstico (cavalos e caes), e a presenca do carrapato A. sculptum
favorecem o risco de RMSF/FMB (SOUZA; PINTER; DONALISIO, 2015). Além do
ambiente periurbano, estudos na Amazobnia reportaram maior soroprevaléncia de

riquetsioses em caes em area rural (LABRUNA et al., 2007).

2.3 Agentes etiolégicos no Brasil

As riguetsioses sédo causadas por Proteobactérias intracelulares obrigatorias,
pertencentes ao género Rickettsia, composto por diversas espécies. Este género
sofreu varias reclassificagdes nos ultimos anos, entretanto, predomina-se o0 consenso

de dois grupos majoritarios: Grupo da Febre Maculosa (GFM), onde encontram-se 0s
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agentes de riquetsioses; e Grupo Tifo (GT), causador do tifo exantematico (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 exantematico, ou epidémico, transmitido pela picada
de pulgas. O GFM é mais complexo, composto por mais de 20 espécies, sendo a R.
rickettsii a mais patogénica e letal (LABRUNA et al., 2011; RAOULT; ROUX, 1997).
Dentro do GFM, além da R. rickettsii, ha registros de R. parkeri, R. massiliae, R.
conorii, R. slovaca, R. africae, R. sibirica, R. honeli, 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 as 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
inicio dos anos 1900, indicando o Dermacentor andersoni como principal vetor
(RICKETTS, 1906; BURGDORFER et al.,, 1966), a R. rickettsii foi isolada em
condi¢cbes experimentais pela primeira vez somente em 1954, por Gould e Miesse.
Desde entéo, e durante grande parte do século XX, esta bactéria foi considerada como
a Unica responsavel por riguetsiose humana transmitida por carrapato (PAROLA et
al., 2005a).

Inicialmente, na América Anglo-saxbnica, ela foi encontrada infectando as
seguintes espécies de ixodideos: 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 presenca de R.
rickettsii em outras espécies, principalmente do género Amblyomma: complexo A.
cajennense sensu lato (s.l.), incluindo A. mixtum, no México e Panama (PAROLA et
al., 2005a; (BERMUDEZ et al., 2016), A. patinoi, na Colémbia (FACCINI-MARTINEZ
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 Amazonia, 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 género Amblyomma, essa
bactéria foi também encontrada em Haemaphysalis leporispalustris (carrapato do
coelho), na Costa Rica (HUN; CORTES; 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 importancia no Brasil, de modo geral, ele € menos susceptivel 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 € 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 reservatorios
naturais silvestres mais comuns sdo a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) e o
gamba (Didelphis spp.) (PAROLA et al., 2013). Capivaras sao eficientes
amplificadores silvestres de R. rickettsii, em A. cajennense s.l.,, sem manifestarem
sintomas (SOUZA et al., 2009). Gambas (Didelphis aurita) também sdo capazes de
amplificar R. rickettsii, sem manifestarem sintomas clinicos, e infectar carrapatos A.

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

Dentre os animais domeésticos, 0s caes e equinos estdo como 0s responsaveis
por serem hospedeiros amplificadores, e carreadores dos ixodideos do ciclo enzootico
para o zoondtico (LABRUNA et al., 2007; LABRUNA, 2009). Em area endémica para



20

RMSF/FMB, 80% de cées e 100% de equinos podem se mostrar soropositivos para
R. rickettsii, mesmo tendo carrapatos A. cajennense s.l. com baixa taxa de infeccao
(VIANNA et al., 2008). Cées, assim como seres humanos, manifestam sintomas
clinicos quando infectados com R. rickettsii, cepa sul-americana. Sintomas incluem
febre, letargia, anorexia, lesées 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 infecgbes com R. rickettsii (FREITAS et al.,
2010). Isto torna estes animais com notavel importancia na vigilancia da R. rickettsii.
Gatos, por sua vez, embora nao recebam tanta importancia no ciclo da RMSF/FMB,
ja tiveram relato de contato com R. rickettsii (BAYLISS et al., 2009).

A presenca de RMSF/FMB, causada pela R. rickettsii, estd quase restrita aos
estados do sul e sudeste do Brasil (LABRUNA, 2009; PAROLA et al.,, 2013).
Entretanto, os vetores envolvidos sdo encontrados em todas as cinco regides do pais,
e inclusive possuem relatos de parasitismo em seres humanos nessas localidades
(MARTINS et al., 2016). No Brasil, estima-se que a taxa de infeccdo dessa bactéria
em carrapatos A. cajennense s.l. de vida livre gira em torno de 1% (GUEDES et al.,
2005).

Os mecanismos fisiopatolégicos da R. rickettsii em seres humanos ainda néao
foram completamente elucidados. Sabe-se que essa bactéria possui tropismo por
células do endotélio microvascular e modulacao de células imunes do hospedeiro,
envolvendo a ativagdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), proteina
cinase ativadora de mitose (MAP) p38, expressdo da enzima heme oxigenase,
antioxidante e vasoprotetora (HO-1), e inducéo da ciclooxigenase 2 (COX-2), tanto em
células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) quanto de células endoteliais
de pulmdo humano (HPMECs) (SPORN et al., 1997; RYDKINA et al., 2002, 2005,
2006, 2009).

Sabe-se também, que a R. rickettsii, ao contrario de bactérias intracelulares
facultativas, possuem pouca capacidade de expressdo génica quando exposta a

fatores ambientais desfavoraveis, como aumento ou diminuicdo brusca de
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temperatura. Isto se deve, provavelmente, pelo fato de ser intracelular obrigatoria,
convivendo em ambientes (citosol), tanto de animais hospedeiros quanto de
carrapatos vetores, com uma certa estabilidade em ambas questdes fisicas
(temperatura, pressdo oncética) quanto quimica (nutrientes). Este fato indica que a
bactéria perdeu genes com expresséao induzida por fatores ambientais, que, portanto,

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

A viruléncia influenciada por fatores do meio externo a bactéria esta mais
relacionada a diferencas no microambiente presente no carrapato néo ingurgitado e
em fase de alimentacdo no hospedeiro (GALLETTI et al., 2013), fatores genéticos e
especificidade por vetores e hospedeiros, do que ambientais. Paddock et al. (2014)
relacionaram aspectos filogeograficos de gendtipos de R. rickettsii com casos fatais
da doenca. Outro estudo apontou pequenas diferencas em alguns genes
(polimorfismo de nucleotideo Unico no gene OmpB e um cddon extra no gene gltA)
em cepas relacionadas a casos fatais nas Américas Central e Sul, quando
comparadas com sequéncias de cepas causadoras de enfermidades mais brandas,
na América do Norte (LABRUNA et al., 2014). Associa¢des de polimorfismos entre
cepas e viruléncia também foram reportadas por Clark et al. (2015). De fato, a
combinacdo entre ambos aumentos de temperatura do carrapato e inicio do

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

2.3.2 R. parkeri e R. parkeri cepa Mata Atlantica

A riquetsiose brasileira, causada pela Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica ja 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 Sdo Paulo (KRAWCZAK et al., 2016b; LUZ et al., 2016).



22

R. parkeri ja foi encontrada infectando o carrapato A. tigrinum removidos de
cées (28% de taxa de infeccéo), no estado do Rio Grande do Sul, em area onde houve

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

2.3.3 R. africae

R. africae possui relatos de apresentar viruléncia variavel entre cepas distintas,
0 que pode estar relacionado a uma perda de alguns genes regulatorios (FOURNIER
et al., 2009).

2.3.4 R. amblyommatis

O potencial patogénico de R. amblyommatis ja foi avaliado em cobaios. Estes
foram inoculados com uma cepa, isolada de A. cajennense s.l., da Costa Rica. Dois
dias apo6s a inoculacéo, alguns animais apresentaram aumento dos testiculos, devido
a um intenso infiltrado polimorfonuclear ao redor dos mesmos e epididimite. Estes
animais inoculados com R. amblyommatis, quando desafiados com R. rickettsii
posteriormente, ndo desenvolveram sinais severos da doenca, nem morte, o que
sugere que R amblyommatis pode ser um “controlador’” de mortalidade da

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

Um estudo realizado em area endémica para RMSF/FMB, no estado do
Tenesse, EUA, ndo encontrou R. rickettsii em carrapatos coletados de humanos,
animais silvestres ou de vida livre. A mesma investigacao, por sua vez, apontou taxas
de infeccdo por R. amblyommatis de 40% e 3% em A. americanum e D. variabilis,
respectivamente, 0s carrapatos mais abundantemente encontrados na regiao
(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 auséncia de deteccdo de R. rickettsii em locais de foco
(SAYLER et al., 2014).

Outro estudo similar, investigou a presenca de R. rickettsii em 5285 espécimes
de D. variabilis, removidos de militares, no mesmo pais. 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). E
questionavel a histérica correlacdo 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 provavel que outras riquetsioses estejam
envolvidos em grande parte dos diagnosticos de RMSF/FMB no século XX,
especialmente relacionadas a R. amblyommatis (STROMDAHL et al.,, 2011,
STAYLER et al.,, 2014). Delisle et al. (2016) reportaram grande prevaléncia de
soropositividade para R. amblyommatis em soros de humanos previamente reagentes

para Rickettsia spp., com diagndstico inconcluido.

No norte da Argentina, uma investigacdo em area endémica de febre maculosa
associada a R. rickettsii ndo 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 ja tiveram relatos de picar seres humanos, assim
tanto estes vetores quanto essa riquétsia podem estar relacionados a casos de
riquetsioses na regido (MASTROPAOLO et al., 2016).

O primeiro relato de R. amblyommatis fora dos EUA foi no estado de Rondonia,
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 equideos,
em Poconé, no Pantanal Mato-grossense (ALVES; MELO, 2014). No estado do Rio
Grande do Sul, ja 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 género Amblyomma no Brasil

Os ixodideos do género Amblyomma, no Brasil, comumente necessitam de trés
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 género descritas no
Brasil possui predilecdo a parasitar um ou alguns hospedeiros especificos (aves,
repteis, anfibios e mamiferos - carnivoros, perissodactilos, etc.), e possuem distintos
aspectos de sazonalidade de seus instares no meio. No entanto, compartilham
caracteristicas elementares: a larva eclode dos ovos, sobe nas folhagens em busca
de hospedeiro para realizar repasto sanguineo (ingurgitamento), se desprende deste,
depois de determinado periodo realiza ecdise para ninfas no ambiente, estas repetem
0 processo, bem como os adultos (macho e fémea). Nesta fase, somente as fémeas
ingurgitam, se desprendem do hospedeiro e procuram um lugar seguro para realizar
a oviposicdo. Os ovos ficam incubando no ambiente até a eclosao das larvas. Vale
ressaltar que todos esses parametros do ciclo de vida destes ectoparasitas sao
diretamente influenciados por fatores climaticos, tais como temperatura e umidade
(RODRIGUES et al., 2002; SANCHES et al., 2008; MARTINS et al., 2012, 2014, 2016,
2017) (Figural).

Normalmente os carrapatos possuem especificidade a um hospedeiro ou um
grupo destes (classe, ordem, familia, género). Entretanto algumas espécies podem
apresentar estagios imaturos sem grande especificidade o que proporciona uma
ampla gama de possiveis hospedeiros, 0 que faz dessas espécies as mais
preocupantes para saude publica, pois sdo as mais provaveis por picar ou parasitar
seres humanos e podendo assim transmitir agentes infecciosos (SZABO; PINTER;
LABRUNA, 2013; GARCIA et al., 2015).
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Ciclo de Amblyomma spp.

macho gl

fémea ingurgitada ovipondo
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Figura 1: Figura ilustrativa do ciclo biolégico de carrapatos Amblyomma spp. Fotos de
arquivo pessoal: larvas na folha - A. oblongoguttatum; ninfas ndo ingurgitadas - A.
naponense e A. oblongoguttatum; ninfas ingurgitadas, adultos (macho e fémeas nao

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

2.4.2 Complexo A. cajennense sensu lato

O carrapato mais amplamente encontrado no territério brasileiro,
principalmente em regibes de Cerrado, € o A. cajennense, que recentemente foi
classificado como um complexo de seis espécies. No Brasil, 0s mais abundantes séo,
respectivamente, o A. sculptum (Cerrado), e A. cajennense s.s. (bordas da Amazonia)
(NAVA et al.,, 2014; MARTINS et al.,, 2016). Devido a recente discriminacdo do
complexo A. cajennense, e no Brasil ter registro de duas espécies deste complexo,
sendo uma delas homoénima a ele, registros anteriores a 2014 serdo 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 0s meses de janeiro a margo
sao reservados para a oviposi¢cao e maturacao dos ovos para ecloséo das larvas em

abril.

O A. cajennense s.l. € capaz de transmitir R. rickettsii dentro do seu ciclo de
vida, de modo transovariano (tele6ginas para ovos e subsequente larvas) e
transestadial (larvas para ninfas e ninfas para adultos), embora todos os seus instares
serem de certa forma refratarios a infeccéo pela bactéria, sendo assim incapazes de
manter o agente por si s6, dependendo de hospedeiros amplificadores para tal
(SOARES et al., 2012).

No interior do estado de Minas Gerais, no Sudeste do Brasil, onde predomina-
se o0 bioma do Cerrado, foi encontrada uma prevaléncia de R. rickettsii de 0,5% em
400 adultos de A. cajennense s.l. No mesmo municipio, pelo menos de 1% das ninfas

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

2.4.3 A. aureolatum

Este carrapato ja foi encontrado associado a caes na regido metropolitana de
Séo Paulo, com uma prevaléncia de 19,3% na populacdo desses animais (maior
inclusive que a prevaléncia no carrapato-do-cao, o R. sanguineus, de 10,6%), no qual
o estudo apontou taxa de infeccdo de 11,1% de R. rickettsii na populacdo de A.
aureolatum (OGRZEWALSKA et al., 2012). Este parasita € mais abundantemente
encontrado na natureza em altitudes mais elevadas (acima de 700 m acima do nivel
do mar), no estado de Sao Paulo (BARBIERI et al., 2015).

Ninfas e adultos n&o ingurgitados de A. aureolatum requerem mais de 10 horas

de fixagc&o para transmitir R. rickettsii ao hospedeiro. No entanto, a transmissao 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 fisioldégico do

carrapato influencia diretamente na viruléncia da bactéria.

Embora tenha-se suspeitado que variagbes genéticas em populacbes desta
espécie estejam relacionado com susceptibilidade na transmissdo de R. rickettsii a
seres humanos, essas variacdfes mostraram-se relativamente baixas em populacdes
encontradas na regido metropolitana de Sao Paulo, sendo improvaveis de estarem
associadas a transmissibilidade da bactéria (OGRZEWALSKA; PINTER, 2016).

2.4.4 A. ovale

Esta espécie de carrapato € conhecida por estar associada e transmitir um
agente patogénico a seres humanos, no Brasil, a R. parkeri cepa Mata Atlantica. Esta

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

A maior parte dos registros de ocorréncia de A. ovale situam-se no estado de
Sao Paulo, em locais onde ha Mata Atlantica, principalmente em altitude inferior a 100
m acima do nivel do mar (BARBIERI et al., 2015). Esta espécie comumente parasita
carnivoros silvestres e domésticos, contudo também ja foi encontrado parasitando
pequenos roedores (SARAIVA et al., 2012; LOPES et al., 2016; LUZ et al., 2016).

2.4.5 OQutros Amblyomma spp.

O A. dubitatum é um carrapato conhecido por parasitar capivaras, importante
reservatorio para R. rickettsii na natureza. Apesar de ndo ser uma espécie de

carrapato conhecida como transmissora da RMSF/FMB, seu papel como vetor e



28

mantenedor de R. rickettsii em populacbes desses animais precisa ser mais bem
elucidado, uma vez que foi comprovado que ha transmisséo transestatial, mas nao
transovariana, e capacidade de infectar cobaios saudaveis, por esta espécie de
carrapato (SAKAI et al., 2014). Essa mesma espécie foi encontrada albergando
Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica no nordeste da Argentina (MONJE et al., 2015).

A. coelebs costuma parasitar antas na fase adulta, mas possui predilecéo a
alguns carnivoros, pequenos roedores e marsupiais, quando em instares imaturos
(SOARES et al., 2015; LOPES et al., 2016; WITTER et al., 2016). Essa espécie ja
possui relatos de infeccdo por R. amblyommatis, e é capaz de parasitar e assim
completar o repasto sanguineo 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
Amazo0nia, e agora apresenta relato de infec¢do por R. amblyommatis, a qual pertence
ao GFM (dados néo publicados). H4 um uanico relato anterior de Rickettsia do GFM
infectando este carrapato, entretanto a confirmacdo da espécie ndo pdde ser
confirmada na ocasido (BERMUDEZ et al., 2009). Este carrapato € capaz de picar
seres humanos e parasitar cades, além de uma variedade de mamiferos silvestres,
desde grandes carnivoros até pequenos roedores (LABRUNA et al., 2000;
GUGLIELMONE et al.,, 2006). Isso sugere que esta espécie de ixodideo seja

importante na manutencao de riquetsioses, tanto no ciclo enzoético, quanto zoondético.

2.4.6 Rhipicephalus sangquineus

Este carrapato ja provou ser um vetor competente de R. rickettsii em cées,
sendo capaz de manter a infeccdo para 0s proximos instares (transmisséo
transovariana e transestadial), e capaz de transmitir a bactéria a outros hospedeiros,
apos a edcise (PIRANDA et al., 2011).
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Este carrapato possui afinidade a seres humanos principalmente em situacdes
de temperatura elevada, indicando que este pode ser um potencial vetor em um pais
tropical, como o Brasil (PAROLA et al., 2008). No pais ja ha relatos de picada deste
carrapato em seres humanos (MENTZ et al., 2016).

O R. sanguineus foi apontado como vetor de RMSF/FMB em dois cdes com
suspeita clinica para a enfermidade, no estado da Califérnia, EUA. R. massiliae foi
encontrado nos carrapatos removidos desses cdes, e 0s mesmos foram soropositivos
para a bactéria (BEELER et al., 2011). No Arizona, o carrapato do c&o foi detectado
com R. rickettsii e abundantemente encontrado em uma regido de surto de
RMSF/FMB (DEMMA et al., 2005). Nao longe desse relato, na Baixa Califérnia,
México, DNA R. rickettsii foi amplificado dessa espécie de carrapato removido de
cdes, em local onde houve surto de RMSF. No entanto, ndo foi sugerida uma
correlacdo entre este surto com 0s casos nos EUA, pois analises genbmicas
diferenciaram tanto a cepa de R. rickettsii quanto a de R. sanguineus mexicanas, das
cepas americanas (EREMEEVA et al., 2011).

Em uma area endémica para RMSF/FMB em Juiz de Fora, estado de Minas
Gerais, 13,1% (total de 122) dos R. sanguineus removidos de cées foram positivos
para R. rickettsii, por meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (PACHECO et
al., 2011). O mesmo estudo ndo encontrou DNA dessa bactéria em A. cajennense s.l.
coletados de equinos, na mesma regido, indicando que o carrapato-do-cao pode estar
relacionado na transmissdo da RMSF/FMB também no Brasil. Em &area de Mata
Atlantica, na regido metropolitana de Sao Paulo, foi encontrada uma taxa de infeccéo
de 11,2% em espécimes de R. sanguineus associados a caes (OGRZEWALSKA et
al., 2012). Em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, 98,9% de cées 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.| (ALMEIDA et al., 2013).

ApoOs a transmisséo transestadial, a R. rickettsii pode se alojar em células de

ovario de fémeas adultas, parcialmente ou totalmente ingurgitadas. Isto sugere que a



30

prépria bactéria pode influenciar negativamente nos parametros reprodutivos deste
carrapato, apesar de existir também a transmissao transovariana (DA SILVA COSTA
et al., 2011).

2.5 Reservatorios naturais silvestres e hospedeiros domésticos

2.5.1 Cavalos

Cavalos sdo importantes hospedeiros amplificadores de R. rickettsii, bem como
dispersor do seu principal vetor, A. cajennense s.l., no Brasil (LABRUNA et al., 2009).
Ao contréario de seres humanos, cédes e animais convencionais de laboratorio (cobaios
e coelhos), cavalos ndo manifestam sinais clinicos, hematolégicos nem bioquimicos
frente a uma infeccdo por R. rickettsii, embora possam produzir anticorpos detectaveis
contra essa bactéria por periodo maior de um ano. Ademais, cavalos
experimentalmente infectados com R. rickettsii ndo demonstraram bacteremia
significativa e foram incapazes de transmitir essa bactéria, a um nivel infectante
efetivo, a carrapatos A. scultpum. Este fato sugere que apesar de cavalos ndo serem
hospedeiros amplificadores competentes na manutencdo de R. rickettsiil em A.
sculptum, podem ser importantes sentinelas na vigilancia epidemioldgica (UENO et
al., 2016).

Em um estudo realizado em é&rea rural na Colémbia, 16,3% dos cavalos
avaliados por titulacdo de anticorpos foram positivos para R. rickettsii (HIDALGO et
al., 2009). 43% de carrapatos (A. cajennense e D. nitens) coletados de cavalos, no
Panama, foram positivos para riquétsias do GFM, sendo apenas um (0,87%) positivo
para R. rickettsii (BERMUDEZ et al., 2009).

No Brasil, em uma area ndo endémica para RMSF/FMB (mas com caso ja

registrado), no estado do Parana, 9,33% (total de 75) de cavalos avaliados por
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deteccdo de anticorpos anti R. rickettsii, se mostraram positivos (FREITAS et al.,
2010). Em outra area ndo endémica (municipio 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 equideos (500 cavalos e 47 jumentos) do Pantanal Mato-grossense
apresentaram anticorpos reagentes a pelo menos uma espécie de Rickettsia spp. por
meio de IFIl - 26,5% para R. amblyommatis e 5,1% para R. parkeri (ALVES et al.,
2014). Por sua vez, no interior de Sdo Paulo, um estudo sorol6gico demonstrou 36,1%
de equinos (de um total de 504) positivos para R. rickettsii, tanto em areas endémicas
(44,5%) quanto ndo endémicas (28,4%) (SOUZA et al., 2016).

2.5.2 Caes

Caes 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 manifestacédo de alguns
sintomas clinicos (PIRANDA et al., 2008, 2011).

Foi reportada prevaléncia de 18,2% de cées soropositivos para R. rickettsii, ha
Colémbia (HIDALGO et al., 2009). 68,2% (total de 44) de caes apresentaram IgG
detectaveis contra R. rickettsii, na regido de Cochabamba, Bolivia (TOMASSONE et
al., 2010). No Panama, 27% de carrapatos coletados de caes foram positivos para
riquétsias do GFM, sendo nenhuma R. rickettsii amplificada no estudo (BERMUDEZ
et al., 2009).
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Apoés duas comunidades no estado do Arizona (EUA) terem reportado surtos
de RMSF/FMB, com cées tendo mostrado anticorpos contra riquétsias do GFM antes
mesmo dos surtos, um estudo sorolégico foi realizado em cées nas localidades. O
resultado mostrou que 5,7% (total de 247) dos cédes tinham anticorpos contra R.
rickettsii (MCQUISTON et al., 2011). No mesmo pais, cdes com suspeita clinica para
RMSF/FMB foram soropositivos para R. massiliae (BEELER et al., 2011). Um outro
estudo realizou a exposicado de 10 cdes naive para Rickettsia spp. a carrapatos de
ambiente, durante um periodo de 8 semanas. Todos 0s 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 individuos) de cdes em zona de surto de
RMSF/FMB foram soropositivos para Rickettsia do GFM, enquanto a prevaléncia foi
de 6,8% (total de 161 cédes) em caes de locais sem registros, o que reforca a

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

Uma investigacéo realizada no estado do Rio Grande do Sul, 25,7% dos caes
(total de 389) foram soropositivos para R. parkeri. Os mesmos autores apontaram que
0s cdes gue tinham contato com floresta ou pastagens foram duas vezes mais
prevalentes para essa bactéria, do que animais sem este tipo de exposi¢cao (SAITO et
al., 2008). Posteriormente um estudo reportou 19,7% de soropositividade para a
mesma bactéria, em um total de 137 individuos (KRAWCZAC et al., 2016).

No estado do Parana, 20% dos cées 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, cdes também se mostraram
soropositivos para R. bellii e R. felis (patogénicas para seres humanos) no mesmo
estado (FORTES et al., 2010). Na cidade de Londrina, 2,7% de cées (total de 73)
foram soropositivos para R. rickettsii ou R. parkeri (TOLEDO et al., 2011). Ja na Mata
Atlantica, carrapatos A. ovale que foram encontrados parasitando caes estavam

infectados com R. parkeri cepa Mata Atlantica (LUZ et al., 2016).
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Na regido do bioma do Pantanal, cdes de zona rural, que geralmente
apresentam habito de caca, sdo mais frequentemente expostos ao carrapato A.
cajennense s.l. do que caes de zona urbana, que normalmente residem em domicilios.
Esta exposicdo ao vetor pode estar relacionada com uma soropositividade maior
destes a Rickettsia spp. (principalmente R. amblyommatis) nessa regido. No geral, na
regido pantaneira, 47% dos caes, de um total de 320 individuos, foram soropositivos
para Rickettsia spp., sendo 19,3% de prevaléncia na zona urbana e 75,6% na zona
rural (MELO et al., 2011).

Um estudo sorolégico conduzido em cédes em uma regido endémica de
RMSF/FMB, no municipio 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 regiéo, onde 2,6% foram positivos (ROZENTAL et al., 2015).

Fora do continente americano, um estudo na ilha da Tasméania, Australia,
mostrou 59% dos gatos (total de 150) e 57% de cées (total de 368) soropositivos para
riquétsias do GFM (preparado antigénico contendo R. akari, R. australis, R. conorii, R.
honei, R. rickettsii e R. sibirica), por meio de ensaio de imunofluorescéncia indireta
(IFI) (IZZARD et al., 2010).

Estes resultados mostram que caes, além de importantes sentinelas para
vigilancia da RMSF/FMB, servem de reservatorios de riquétsias, levando a bactéria
para proximo do convivio de seres humanos. Essa espécie animal deve ser sempre
considerada em estudos acerca da epidemiologia de riquetsioses tanto em regides

endémicas quanto silenciosas.

2.5.3 Reservatorios silvestres

Ja foi demonstrado que pequenos roedores sdo hospedeiros importantes no

ciclo enzodtico das riquetsioses, sendo importantes como reservatorios e
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dispersadores das bactérias e carrapatos no ambiente. Em Taiwan, um estudo com
1375 pequenos roedores, entre ratos, camundongos e musaranhos, 60,5% tiveram
presenca de Rickettsia spp. em 6rgédos (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 Sao
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 regido metropolitana do mesmo municipio, envolvendo
pequenos mamiferos silvestres, apontou soropositividade a pelo menos uma espécie
de Rickettsia spp. de 13,6% em gambas (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 estagios imaturos de
Amblyomma spp. (OGRZEWALSKA et al., 2012). Ja no interior do estado, 29,35% de
gambas, de um total de 109, tiveram soro reagente para R. rickettsii (MELO et al.,
2016).

Ainda no estado de Séo 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 Unica responsavel por manutencdo da populacdo de A. cajennense s.l.
em um parque, no municipio de Itu (KRAWCZAK et al.,, 2014). Estima-se que a
introducdo de uma capivara infectada por R. rickettsii, que tenha ao menos um
carrapato fixado, é capaz de induzir a formagdo de um novo foco de RMSF/FMB.

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

um foco a outro, criando novas regiées endémicas (POLO et al., 2017).

No Rio Grande do Sul, foram encontrados 37,5% de pequenos mamiferos,
entre gambas 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 consequéncia
dos mecanismos patogénicos da bactéria frente a resposta imune do hospedeiro, que
se inicia com a entrada do agente pela derme, se disseminando pelo sistema
circulatorio através do endotélio vascular, aumentando sua permeabilidade, gerando
edema tecidual local (WALKER; VALBUENA; OLANO, 2003). As proteinas 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 demonstracdo que a interacdo das células endoteliais,
relacionada a interacdo das moléculas de caderina, diminuem de intensidade durante
uma riquetsemia, por meio das tecnologias de microscopia de forca atdmica,

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

Os sintomas de RMSF/FMB geralmente incluem a triade febre alta e aguda,
dores de cabeca e exantema maculopapular (inicialmente na regidao palmar e
membros anteriores). Outros frequentes, contudo nem sempre presentes, sao
eritema, linfadenopatia, calafrios, hiperemia conjuntival, dispneia, mialgia, dor
abdominal, nauseas, epistaxe e vomito (COUTO et al., 2015; FIELD-CORTAZARES

et al., 2015). Riguetsiose causada pela R. amblyommatis foi associada a sintomas de
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febre, dores de cabeca e mialgia, e, menos frequente rash maculopapular e
trombocitopenia, nos EUA (DELISLE et al., 2016).

Em um surto de RMSF/FMB em Los Cérdobas, Colbmbia, com quatro casos
fatais e outros sete casos nao fatais, reportaram 0s seguintes sintomas: dor de
cabeca, calafrios, mal-estar, mialgia (dor muscular), artralgia (dor articular), tontura,
fadiga, anorexia, nauseas, vomito, dor abdominal, diarréia e dispnéia. O mesmo
trabalho apontou o tradicional rash maculopapular em apenas 18% dos casos
(HIDALGO et al., 2011). Esses relatos s&o similares aos previamente reportados em
um surto na mesma regido, 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 apés
30 anos sem registros. O mesmo foi tratado inicialmente como leptospirose. O caso
foi fatal, com a morte do paciente no sexto dia apés a entrada em hospital, com

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

Sintomas cardiacos séo raros, mas ja foi relatado em uma paciente de 25 anos.
Os achados foram: niveis de troponina-l cardiaca e creatina quinase elevadas,
eletrocardiograma demonstrou hipocinesia no ventriculo esquerdo, taquicardia e
hipotensdo no terceiro dia, efusdo no pericardio aumentando sua circunferéncia,
inversdo sistdlica no atrio direito, diminuicdo do relaxamento do ventriculo direito,
variagdo na velocidade de influxo mitral com tamponamento cardiaco. Uma
periocardiocentese recolheu 650 mL de liquido exsudativo. Em biopsia, foi observado
vasculite em capilares sanguineos (NESBIT; HORTON; LITTMANN, 2011).

Lesbes oculares também ja foram reportadas, com inicio de perda de visao
unilateral, seguido de vitrite, retinite, hemorragia na retina e edema macular severo
(GERWIN; READ; TAYLOR, 2011). Outra possivel consequéncia de infec¢des por R.
rickettsii, porém rara, € a producdo de autoanticorpos anti-citoplasma de neutrofilos
(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 ndo manifestar os sintomas classicos de riquetsioses - febre, rash
maculopapular, dor de cabeca - dificultando o diagndstico, e podendo levar o paciente
a morte. Sintomas inespecificos de doencas 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 presséo intracraniana por
edema cerebral foi reportado em uma garota de seis anos de idade, que nao
respondeu ao tratamento com doxiciclina (RAVISH et al., 2013). Fatores associados
a casos fatais de RMSF/FMB incluem: sexo masculino; encaminhamento a internacao;
e sinais de hipotensdo e choque. Por sua vez, a presenca de linfadenopatia foram

relacionados a melhores indices de sobrevivéncia (OLIVEIRA et al., 2017).

2.7 Diagnéstico

Ha desafios quanto ao diagnostico preciso da RMSF/FMB, pois 0s principais
testes, baseados em identificagdo de anticorpos circulantes por sorologia, produzem
resultados cruzados entre espécies, permitindo apenas a diferenciacao destas quanto
ao grupo a que pertencem. Estudos utilizando antigenos recombinantes confirmaram
a reacdo cruzada entre as proteinas groEL, Adr2, murC e EF-Tu, que apresentam alta
conservacdo em sequéncias entre distintas espécies, sugerindo que um teste
diagnéstico deva ser baseado em distintos antigenos (KOWALCZEWSKA et al.,
2012).

Na América Latina, o método mais largamente utilizado para o diagndstico de
riquetsioses € a IFI, que consiste na deteccao de anticorpos circulantes no soro do
individuo. Este método permite a visualizagcdo de riquétsias em microscopio de
fluorescéncia, caso haja a presenca de anticorpos. No Brasil, o diagndstico oficial de
riquetsioses humanas € baseada na sorologia contra apenas antigenos de R. rickettsii,

o que dificulta o diagnostico 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 padrdo ouro como prova de referéncia, por ser a
técnica mais especifica, € um método restrito pelo alto custo e exigéncia de laboratério

nivel 3 de biosseguranca.

A PCR tem se mostrado uma técnica rapida, sensivel e especifica. Tem a
versatilidade de se poder utilizar distintas amostras biolégicas para a deteccédo de
DNA de Rickettsia spp. O sequenciamento dos genes glItA, opmA e OmpB (OTEO et
al., 2014). A PCR foi inicialmente testada para amplificacdo de DNA de Rickettsia spp.
em coagulo de sangue de seres humanos por Tzianabos, Anderson e McDade (1989),
qguando utilizaram um par de primers especificos para amplificacdo de DNA das
espécies pertencentes ao GFM, R. rickettsii e R. conorii. Posteriormente, o método de
PCR em tempo real (JQPCR) se mostrou mais sensivel que a tradicional nested PCR,
amplamente utilizada nos EUA, tanto para deteccéo de Rickettsia spp., quanto para a
espécie R. rickettsii (KATO et al., 2013). Em ensaios utilizando biomodelos, a
deteccdo de DNA de R. rickettsii, R. parkeri e R. slovaca-simile 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
diagndstico sorologico indireto baseado em aplicacdo de corrente elétrica, capaz de
detectar a presenca de anticorpos contra Rickettsia spp. do GFM quando utilizado um
peptideo sintético Omp3, derivado de um epitopo linear de células B da proteina
H6PGA4R (homdloga a OmpA), de R. rickettsii de cepa brasileira, como antigeno de
captura. Este método se mostrou sensivel o suficiente para detectar anticorpos anti-
Rickettsia spp. utilizando uma pequena quantidade de soro (20 pL) (PRADO et al.,
2018).

2.8 Tratamento e prognéstico



39

Para a determinac&o de um tratamento mais acurado, e um prognostico preciso
para a RMSF/FMB, alguns fatores acerca do agente e hospedeiro devem ser levados
em consideracao, como: idade, sexo, comorbidades, etnia, fatores genéticos, resposta
imune do hospedeiro - hospedeiro -; viruléncia entre espécies, subespécies e cepas
de Rickettsia spp. Apds considerados estes fatores, o progndéstico pode ser estimado
em conjunto com o tempo de inicio 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 eleicdo no
tratamento de riquetsioses. Apesar de ser um analogo das sulfonamidas, estas
provaram ser ineficazes no tratamento de infecgdes por Rickettsia spp., tanto em
animais quanto seres humanos. Este fato se deve pela bactéria ndo conter genes
codificantes de proteinas que participam das vias metabdlicas alvo das sulfonamidas
(REN; HSU, 2014).

2.9 Prevencéo e controle

Ensaios vacinais com cepas de R. rickettsii mortas foram iniciados na primeira
metade do século XX, em cobaios e macacos, mostrando protecdo destes animais
contra sintomas da doenca (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 vitelinicos
de ovos embrionados. Ambas as vacinas nao evitaram o desenvolvimento de
sintomas, porém, estes foram mais brandos e 0s pacientes se recuperaram mais
rapido, em comparacdo com aqueles que foram desafiados sem vacinacao prévia
(DUPONT et al., 1973).

Embora nenhuma vacina esteja comercialmente disponivel contra riquetsioses,

esforcos estéo sendo realizados, seja com vacinas com proteinas recombinantes (por
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exemplo a rAdr2), de subunidades ou com cepas vivas atenuadas, com a intencao de
estimular uma memdéria imunoldgica, principalmente via ambas células TCD4+ ou
TCD8+ (RICHARDS, 2004; WALKER, 2009; GONG et al.,, 2014). A proteina
recombinante de OmpB (rOmpB) derivada de R. rickettsii também demonstrou
potencial imunoprotetor, e quando inoculada associada a rAdr2 mostrou-se ainda mais
eficaz em reducdo da infeccdo por R. rickettsii em o6rgdos de camundongos. A
imunoprotecdo dessas proteinas associadas deve-se principalmente ao estimulo da
resposta Thl, com ampla producao de IFN-y e TNF-a (GONG et al., 2015a). Outro
estudo mostrou efeito similar na utilizacdo de rOmpB derivada de R. ritkettsii na
imunoprotecao contra a mesma, contudo, nenhum efeito protetor de rOmpB, derivada
de R. conorii, foi demonstrado contra a R. rickettsii, mesmo com ambas proteinas
apresentando 92% de identidade entre seus aminoacidos (RILEY et al., 2015). Outra
proteina de membrana externa com resultados promissores contra R. rickettsii em
ensaios em modelo murino é a YbgF, com forte producédo de IFN-y (GONG et al.,
2015b).

Curiosamente, foi demonstrado que R. amblyommatis, quando infectada em
cobaios experimentalmente, induzem no hospedeiro o desenvolvimento de resisténcia
a infeccao letal por R. rickettsii, 0 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 & comunidade a
procurar por alternativas e integradas. Um projeto de prevencdo de RMSF/FMB em
populacdo de amerindios no estado do Arizona (EUA), onde era endémica a
ocorréncia 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
aplicacdo de acaricidas liquidos (beta-ciflutrina e imidacloprid) mensalmente nos
gramados das casas onde haviam cées participantes. O estudo reportou diminui¢ao
na infestacdo ambiental de R. sanguineus por pelo menos dois anos (DREXLER et

al., 2014). Aplicacao de alfa-cipermetrina e flufenoxuron, ambas a 3%, dispersadas no
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ambiente (gramado) € 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 riguetsioses em humanos, as medidas eficazes ainda se limitam a prevencao
dos seres humanos a picada pelo carrapato, como uso de vestimentas fechadas,
repelentes e inspecdo corpérea frequente em lugares com alta exposicdo aos
parasitas (MINNIEAR; BUCKINGHAM, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Elucidar aspectos da biologia e epidemiologia de ixodideos vetores de
Rickettsia spp. do GFM, com foco em ec6tono Amazénia-Cerrado, Brasil, e propor
uma alternativa no controle desses carrapatos por meio de modelo de selecédo de

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

3.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar o ciclo biolégico de Amblyomma coelebs e sob condi¢bes

controladas, utilizando coelhos (Oryctolagus cuniculus) como hospedeiro;

b) Investigar a presenca de Rickettsia spp. do GFM em carrapatos de vida livre
em fragmentos de mata proximos a ambientes peri-urbano e rural, em eco6tono

Amazobnia-Cerrado, no estado de Rondbnia, Brasil;

c) Avaliar potencial imunogénico de peptideo sintético de serpinas expressas

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

d) Padronizar célculo para avaliacdo de eficacia vacinal e substancias

sistémicas em carrapatos heteroxenos, sob condi¢des controladas.
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ABSTRACT ITdentifving the tick spedes that suceessfully feed on nmans would inerease knowledge of
the epidenalogy of several tick-horne dissases. These species salivate into the host, increasing the dsk
of pathogen transmission. However, there is a lck of data in the lterature regarding the ticks that prefer

to feed on umans, Herein, we describe the suceesshul feadin

of Amblyonma coelebs Nenmanm

nympls on two of the authos after accidental tick hites oeourred during fied surveys in two preserved

areas of Mato Grosan do Sul, Brazil. One of the host—parasite interactions was closely momito

, and the

tick development, gross host skin alterations, and related sensations are presented.

EEYWORDS  lunan parastism, Amblyomsma coelahs, tapie, nvmph, Brazl

Introduction

Ticks are the primary veetors of a diverse et of patho-
ga fo ammak and boman beng (Jonggan  and
Uilenberg 2004). Many of these pathogens are asoc-
ated with one or a few tick pecies. Therelore, the gen-
ir.q:]ti:a] digtribition of the vector determines where a

isease ooons. Becmse disesse onsel afler a loman
tick-bite mey tabe several davs, the tick vedor & often
kst, and the ovigin of the pathogen rermains undaown or
imncertan, F1mnmm. within a ghen area, one might
have varions levels of contact with muliple tick species,
which may be a determinant for pathogen vecoring, Tt
i, therefore, impotant to diginguish among ticks that
are found erwling on a b hest, those that bite bt
are unhle 1o feed, and those that actially feed, enbane-
ing the likelibood of dissase tmmanision, Unfortuately,
informetion on the tick geces that feed on numans is
lacking in the lteraure, and increasing lnowledge in
thiz area would eedainly impmve our indestanding of
the epidemiology of sverl tickhorne diseaes.

Brazl has 66 ticks gpecies (Martins o al. 3014, Nava
el al 2014), with =50% in the gems Anblyomamag
A ey Ior identifving Amblyrmma manpls has only re
cently become availahle (Martins et al. 2010), Therlore,
although there is a comprebemsive it of tick species in
Soth Amerca that bite bumans (Guglielmone t al.

T . . .
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2006), the list does not identify ticks that successfully
feed ol and primarily deseribes only the adult
sage. To aur knowledge, only ane study has deserihed
sueressful feeding with engorgement and molting of
Amblyomnag ticks on lnmems (Szabd et al. 2006). We

herein deseribe the suecessful feeding of Am}ifr;mmm
coelehs nymphs on two of the amhos afler they re
cedverd accidental tick bites during field surveys.

Material and Methods

Dhring a survey for tick Fuma within twn presemnved
aras of Mato Goosso do Sul, Brazil, several ticks hit
the researchers, and in two cases, the tick nymphs re-
mcrined unnoticed for several hous. These ticks were
firmly attached to the skin of the hots and were able
to feed until engorgement. Aller detachment, the ticks
were ftaken o the labomtory and kept ot 25°C with
50% humidity and a photopedod of 12:12 (LD} h 1o
encourage  molting, The ticks emerged @ aduls
and were identified wing standard dichotomoms kevs
{Barros- Battesti et al. 3006),

The st passitism oeourred on the Sth April 2013,
on animal traik within a pateh of forest in the Agui-
damaa rmmicipality (AFARY 5 FE64R1Y W, 230 m
dhowe sea Ipw}l A tick was fmd on the right sde of
the back of one of the amthos {AARA) 24 h after feld-
work, The second parasitism ocourred on the 1dth
February 2014, on aninl trails within a pateh of forest
in the Terenos mumicipality (2F5F42 §; 54817003 W]
500m above sea level) amd was ~110km away from
the first parasitismn, In this case, the tick attached 1o
the left amm of one of the amthos (JM.5) and was
noticed after retuming from feldwork Both mamieipali-
ties are rich in wildlfe, and the sampled tmik are
located within the Cermdo Biome. Both man heosts
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Fig. 1. A mdehsn
Nate the shght lyperemia dwshn oughout the parasitism and the

were tick-bitten belore, althongh tick species were nat
recorded.

Ethics

All procedures were performed in accordance with
ethical standards specibed by the World Medical
Association Declaration of Helsinki.

Results and Discussion

The hiological parameters of the two tick mymphs
found feeding on llmmam s shown in Table ,lvm'}‘he
ol were fully engorged 5-Td after attachment,
"Lodn nymphs molted into A coelebs adults. To our
kmmledge no information & available in the literature
on the biology of A. coelebs. Consequently, the feeding
riod and engorgement weiglt of the mympls are
]‘;Mded bere ﬁle first time. Similady, we a.:?:mahle
to compare our findings to tick performance on natu-
ral or’llxh(rahr’rv hosts. However, the uninterrupted
feeding and molting of both nympls afler engorgement
indictes that lumans are a suitable host for this
. In fact, thewe are only a few reconds of hunman
A coelebs bites from both nymphs and adults in Brazil
(Labruma et al. 205, Gugfielmone et al 2006), and
none of these records specifies whether the tick was
able to feed.

Under natural condiions, A codlebs adults feed pri-
marlly on tapirs (Labrima and Guglidmone  2009),
wheneas nymphs parisitize a greater variety of hosts
{Labruna et al. 2006; Martins e al 2011, 3014\ Tapirs
were known to e the tmik at bah suvey locations;
bowever, several other wild animals also used the traiks,
As a result, the previous host br these nymphs & uncer-
tadn, although tapirs are cleardy the bost of many adult
ticks. This tick species should, therefore, be considered

on 2 human host (J.M S} fourth (a), fifth (b), sxth (c), and seventh {d) day of attschment.

initially clear {c) and later caseoms exdate (d).

an dmportant source of luman parasitism, although it
las never heen assoctated with pathogen transmission to
either buman or animal hosts. However, adult ticks in
Rondonia, nothern Brazil, can be infected with Rickes-
sia amblyommii, a spotted-fever type of Ricke#isia with
an unknown pathogenicity (Labrina et al. 2004).

The reactions to the tick bites were localzed, and
neither lymphadenopathy nor fever ocourred in ether
human bost. One of the pamstisns was chosely mond-
tored {J.M.S.), and the tick development, gross skin al-
terations, and related sensations were noted (Figs 1
and 2). During the three fist days, the tick attachment
site was characterized by slight prasitus, swelling, and
hyperemda. Tick engorgement appeared on the fourth
day and was associated with shight hyperemia and a ves-
icle on the surface of the skin. This reaction persisted
on the fifth day, but the tick size naticeably increased.
On the sith dav a cdear Muid (probably an exidate)
was seen undemeath the tick, and on the seventh day
{6d of feeding) the tick detached from the skin and left
a small red uleer and a caseons exudate on the skin
Interse pruritus occurred on the first day after tick de-
tachment and persisted for the next 6d. Thereafter, the
pruhs decrensed in intensity until the 25th day
postdetachment. The skin lesion after tick detachment
was devated and slightly hyperemic for several days,
and it presented a caseous spot on the sicth day with
emsts afterwards. On the 23h day, a small sl:gn}v
hlﬁng scar remained at the tick-attachment site.

e olserved skin reactions to the ticks were minor.
The slight hyperemia and exudate can be attributed to
an inflammatory reaction that was undonbtedly modu-
lated &t unknown leves by tick saliva (reviewed in
Wikel 2013). The variations in pruritus intensity can be
similady explained, and increased pruritus occurred af -
ter tick detachment, despite the fact that no additional
saliva was inoculated into the skin.

44
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Fig. 2. Tick attachment site 1 @), 3 (b}, 6 (c), 9 (d), 13 (e}, 16 {f), and 25 (g} d after hast detachment. Note the small red
ukeer and a caseois exudate on the skin (a); ekvated and slight hyperemia fr several days (b-f); and small slighdy bulging scar

at the end of the fallow-ap period (g).

In conclusion, we report that humans are suitable
hosts for A coelebs nymphs. The saliva from this tick

wecies seems o effectively modulate buman reactions;
l}ne mymphs engorge within a few days the reactions
were minor, and prritis worsened ouly after tick de-
tachment. Consequently, further infarmation on this
tick species, such as the asodated pathogens thfough-
out its range and its biologeal claractenstics, are im-
portant future research topics.
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Abstract

One gencration of Amblyormma coelebs life cycle under experimental conditions was cvaluated. Ten tick pairs were
allowed to feed on rabbits under laboratory conditions (LC), resulting six engorged females with a mean weight of
1,403.9 mg. Two females were maintained in a forest reserve under natural conditions (NC), and four were maintained
in incubators (LC). The engorgement period lasted 10.33 days. Pre-oviposition periods were 10.75 (NC) and 22 days
(LC). The mean cgg-mass weight was 514.76 mg, and the blood meal conversion index was 36.67% (LC). Incubation
period under NC and LC were 91 and 56.33 days and hatching rates were 50% and 28.33%, respectively. Larval
engorgement period ranged from 4 to 10 days, with average weight of 1.1 mg. Engorged larvac were incubated under
NC and LC, with a premolt period of 27 to 36 days and molting ratc of 7.1% and 28.7%, respectively. Nymphal
engorgement period ranged from 5 to 7 days, with a mean weight of 18.8 mg and a recovery rate of 54.54%. In LC,
the cedysis mean period was 24.5 days, and molting rate was 44.44%, resulting in 24 adult A. coelebs. Our results show
a life cycle of 187.45 (NC) and 149 (LC) days.

Keywords: Amblyomma coelebs, lifc cycle, biological parameters, experimental conditions, rabbits.

Resumo

Uma geragio do ciclo de vida de Amblyomma coelebs em condicées laboratoriais foi avaliada. Dez casais de carrapatos
foram alimentados em coclhos sob condiges laboratoriais (CL), resultando em scis fémeas ingurgitadas, com um peso
médio de 1.403,9 miligramas (mg). Duas fémeas foram mantidas em uma rescrva florestal sob condigées naturais (CNJ,
c quatro foram mantidas em incubadoras (CL). O periodo de ingurgitamento durou 10,33 dias. Periodos de pré-postura
foram de 10,75 (CN) ¢ 22 dias (CL). O peso médio das massas de ovos foi de 514,76 mg ¢ o indice de conversio alimentar
foi de 36,67% (CL). O periodo de incubagio em CN ¢ CL foi de 91 ¢ 56,33 dias ¢ os percentuais de eclosio foram de
50% < 28,33%, respectivamente. O periodo de ingurgitamento larval variou de quatro a 10 dias, com peso médio de
1,1 mg. Larvas ingurgitadas foram incubadas em CN ¢ CL, com periodo de pré-muda de 27 a 36 dias ¢ percentual de
cedise de 7,1% ¢ 28,7%, respectivamente. O periodo de ingurgitamento das ninfas oscilou de cinco a scte dias, com
peso médio de 18,8 mg ¢ uma taxa de recuperagio de 54,54%. Em CL, o periodo médio de ccdise foi de 24,5 dias, c o
percentual de muda foi 44,44%, resultando em 24 adultos de A. coelebs. Estes resultados demonstram um ciclo de vida
de 187,45 (CN) e 149 (CL) dias.

Palavras-chaves: Amblyomma coelebs, ciclo de vida, parimetros biolégicos, condigées experimentais, coclhos.
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Introduction

Amblyomma coelebs Neumann is onc of the 71 species
composing the Brazilian tick fauna, which included 46 specics
from the Ixodidac Fa.mi'}' and 25 from the _Pu'gasidac l:amily
(KRAWCZAK etal., 2015; LABRUNA etal., 2016; WOLF et al.;
2016; MUNOZ-LEAL et al., 2017). Amblyomma coelebs is
geographically distributed in Neotropical and Nearctic regions
(ONOFRIO et al., 2006). In Brazil, it has been reported to
occur in the states of Sio Paulo, Minas Gerais, Maro Grosso do
Sul, Parana, Rondénia, Acre, Mato Grosso, Roraima, Para and
Espirito Santo (GUIMARAES ct al., 2001; LABRUNA et al.,
2002b, 2004b; ARZUA et al., 2005; SARAIVA et al., 2012).

Adults of this specics prefer parasitizing tapirs ( Tapirus terrestris)
(LABRUNA & GUGLIELMONE, 2009; GUGLIELMONE ctal., 2014)
but can also be found parasitizing cquines (BELDOMENICO etal.,
2003). They have also been found parasitizing other mammals
and birds (OGRZEWALSKA et al., 2010; NAVA et al., 2017;
LOPES ctal., 2016). Nymphs appear to be more gencralists and
cxploit a larger host range that includes carnivores, marsupials,
rodents, birds and, occ.a.sicma.“y. humans (BELDOMENICD etal.,
2003; SPONCHIADO et al., 2015; GARCIA et al., 2015;
OGRZEWALSKA & PINTER, 2016; OGRZEWALSKA et al.,
2009; 2010; ITO et al., 2017).

The importance of this tick as a pathogen vector has been
described by Labruna ct al. (2004b), who in a study of ixedid
species with Rickettsia infections found that A. coelebs may
be a carrier of Rickerrsia amblyommaris, formerly known as
“Candidarus Rickettsia amblyommii” (KARPATHY ctal., 2016),
as also reported by Silveira ct al. (2015). The pathogenicity of
this Rickertsia specics is still uncertain (NAVA et al., 2017), but
findings from these studies suggest that A. coeelebs is a possible
vector and may be a carrier of other agents with zoonotic potential
for animals and humans.

In view of this information, there is a need for a berter
understanding of the biological aspects of this specics under
cxpcrim:ntal conditions and its rclationships with its hosts.

Materials and Methods

Study location and animal use

The stud}' was carried out in the Tick Biology Lab-aratory
(Laboratério de Biologia do Carrapato) in the Animal Health
Department of Embrapa Gado de Corte (20°25°037 / 54°427207),
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil.

The Ethics Commission on the Use of Animals (CEUA) at
the Federal University of Mato Grosso do Sul (UFMS) approved
this study under proto-col number 699/2015.

Tick collection

Twelve adult A. coelebs (four female and eight male) were captured
using dry icc traps (CO:] as described by Oliveira et al. (2000), and
fourteen ticks (seven female and seven male) were captured using
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the cloth dragging technique (RECHAV, 1982). Thesc frec-living

ticks were captured in a forest reserve belonging to the Embrapa
Gado de Corte cxpcrim:nta.l farm in the ml.u‘lil:ipalit],'oFTcrcnus
(20°33°11.7" 5§/ 54°48°49.0" W), Mato Grosso do Sul, Brazil.

After capture, the ticks were placed in tubes with perforated
tops, transported to the Tick Biology Laboratory and identified
according to the dichotomous key proposcd by Barros-Battesti ct al.
(2006).

Experimental infestation with adult A. coelebs

Six New Zealand rabbits (Oryffﬂn’dgwranimius) with no previous
tick contact and of undetermined sex were used for infestation.
Rabbits were chosen as the experimental host because they are
casy to acquire and to handle in the |abaratory. In addition,
juvenile instars of various tick specics arc known to parasitize
small mammals (TATCHELL, 1987). Tick feeding chambers were
used following the technique previously described by Szabé ctal.
(1995). Two rabbits were infested with A. coelebs. Five pairs of adult
ticks were placed in scparate feeding chambers on cach rabbit

Recovery of engorged females

Six engorged female ticks were collected after completing
their blood meal. They were placed into individual tubes with
perforated tops, weighed individually and divided into two groups:

Group 1: Four engorged females were maintained in
B.O.D. incubators at 28°C (82.4°F) and 80% humidity in
individual tubes with perforated tops (laboratory conditions; LC).

Group 2: Two engorged females were packed into cylindrical
stainless steel wire rubes (60 mesh/cm?, 61 mm length, 37 mm
diameter) that were scaled with rubber stoppers. The females
were taken to a riparian forest reserve located within the Embrapa
Gado de Corte in Campo Grande in July (07/16/2016). The tubes
were placcd horiz,ontaﬂy on the soil surface a]cmg the roots of
vegetation. The arca was on the edge of a stream under dense
vegetation and had a high humidity (natural conditions; NC).
The temperature and humidiry at the site were measured dail}'
using a thcrmo-hygmmctcr (Highmcd} to record maximum and
minimum values. The thermos-hydrometer was placed in contact

with the ground.

Infestation with A. coelebs larvae and nymphs

Approximately 2,200 larvac were used to infest two rabbits
in individual focd.ing chambers. All larvae used in cxpcrimcnta]
infestations were between 15 and 25 days old. After their blood
meal, engorged larvac were collected daily from the chambers,
counted and weighed. Engorged larvac were separated into two
lots: Lot 1 was campo&ccl of 113 larvae that were taken to the forest
reserve (NC) in November (11/21/2016); and Lot 2 was composed
of 317 larvae that were maintained in B.O.D. incubators (LC)
(28°C, 80% relative humidity, 12:12 light: dark) until ccdysis.

A total of 99 nymphs developed from the larvac maintained
in the laboratory and in the forest reserve, which were used o
infests two rabbits. The chambers were monitored daily, and
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engorged nymphs were collected, individually weighed, placed in
vials and taken to the laboratory, where they were held in B.O.D

incubators for postcrior cedysis.

Biological parameters evaluated

The recovery rate, engorgement period, engorged female weight,
pre-oviposition pcriod, egg-mass wcight, blood meal conversion
index (BENNETT, 1974), cgg incubation period and hatching
rate, determined by visual estimation (LABRUNA et al., 2000),
were cvaluated. The cgg-mass weight and blood meal conversion
index were not determined in the engorged female ticks allocated
to the NC treatment because we decided not to manipulate them
to prevent stress, death and egg desiccation.

For larval and nymphal instars, the following parameters were
measured following the methods described by Sanches eral. (2008)
and Szabé cral. (2009): period of cngorgement, weight, molting

ClLlﬁltiOl'l, recovery rate and ITIDll'iI'Ig SUCCEess rate.

Results

The biological parameters measured in A. coelebs are presented
in Tables 1, 2 and 3.

The mean engorgement period of A. coelebs females was
10.33 days; after the blood meal, six engorged ticks were recovered
(60% recovery rate), with an average weight of 1,403.91 mg.
The pre-oviposition periods of engorged females under natural
(NC) and laboratory (LC) conditions were 22 and 10.75 days,
respectively. The mean cgg-mass weight was 514.76 mg, and the blood
meal conversion index was 36.67% under LC. Incubation pcriods

for the cggs maintained in NC and LC were 91 and 56.33 days,
respectively, and the larval hatching rates were 50% and 28.33%,
respectively (Table 1).

Only onc engorged female tick recovered and maintained
under NC oviposircd. and larvae were subscqucntl}' obtained
from these eggs. Only one engorged female tick maintained under
LC died aftcr initiating oviposition, while the others successtully
completed oviposition (Table 1).

The larval engorgement period ranged from 4 to 10 days.
The mean weight of larvac was 1.1 mg, and the recovery rate was
19.54%. The molting success rates for nymphs were 7.1% and
28.7%, under NC and LC, respectively. Biological parameters
for larvac are shown in Table 2.

A total of 99 nymphs were obtained from engerged larvac
maintained under NC (8) and LC (91). Fed nymphs showed an
engorgement period ranging from 5 to 7 days, a mean weight of
18.8 mg and a recovery rate of 54.54% (54 engorged nymphs).
All nymphs were maintained under LC. The duration of the
molting process was 24.5 days, and the molting success rate was

44 449, rcsulting in 24 adule ticks (Table 3).

Discussion

We present, for the first time, the biological parameters of
the life cycle of A. coelebs when allowed to engage in natural
F::ding behaviors on |aburatory hosts (New Zealand rabbits)
and maintained under experimental conditions (NC and LC).

The adult phase of A. coelebs was able to exploit rabbits as an
experimental host, and the ticks were able to successfully engorge,
as demonstrated by the recovery rate of engorged females, their
mean weight and the mean egg-mass weight. However, some
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Table 1. Mean, Standard Deviation and Amplitude (in parentheses) related to the biclogical parameters of Amblyemma coelebs female ticks
in |aburatory condition (LC) and nawral condition (NC) in Campo Grande, MS, Brazil.

Biological EP* E.EW.* PO.P E.M.W. EC.R. Inc.P L.H.R.
parameters {days) (mg) (days) (mg) (%) (days) (%)
Laboratory (LC)  10.33£1.36 140391+ 574.72 10752170  514.76x364.9 36,67+ 9.35 56.33£11.37  28.33: 36.17
(8-12) (544-2146.9) (9-13) (175-905.5) (32.2-50) (47-69) (5-70)
Marmural (NC) 2240 (22) - - 910 (91) 5040 (50)

- Values not obtained; E.I! = Engolgtm:nt Period [da}-‘s]; EEW. = E.ligolgcd Female \x-'-:lg]'u' {mg); POP = I'l't-cr\-'iposition Period [da}:s]'. EM.W= P_gg Mass \w:ight
(mg); EC.R. = Feed Covertion Ratio (%); Inc.! = Incubation period (days); LLH.R. = Larvae Hatching Rate (%). *Parameteres “E.P” and “E.EW” both performed

on]y in ]abor:atory‘ conditions.

Table 2. Mean, Standard Deviation and )’me“rude {in parent]'leses] related to the biologica] parameters ofAmHyommr.r coelebs larvae fed on
rabbit and maintained in labcramry condition (LC) and natural condition (NC) in Campo Grande, MS, Brazil.

Biological EP* Weight PM.P MLS.
parameters (days) (mg)* (days) (]

Laboratory (LC) 5.62:1.62 (4-10) 1.1120.17 (0.7-1.5) 36 28.7
Natural (NC) 28+1 (27-29) 7.1

EPR-= Engorgtmtnt Period; PM.P = Premolt pcriod; M.S. = molrlng success. *Parameteres “E.P™ and "W'_ch]'lt” both p:rformtd Dl'll}' in |:1b0mtnr}' conditions.

Table 3. Mean, Standard Deviation and Amp“rude (in paremheses} related to the bio]ogicaﬂ parameters DI-Amﬁ{'J.romm coelebs nymphs in
laboratory conditions, Campo Grande, MS, Brazil.

Biological Parameters
Number of Number of nymphs  Engorgement Period Weight Pre-molt period Molting success
exposed nymphs that engorged (days) (mg) (days) (%)
99 54 (54.54%) Gx1.41 (5-7) 18.8:10.2 (11,6 - 26,03)  24.5:2.12(23 - 26) 44,44
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difficultics were observed in the subsequent developmental stages
of the life cycle of this species.

Difficulties have also been rtportcd ]:ry other authors for several
tick specics, which has required the use of hosts cither similar
to or different than the natural hosts to facilitate the successtul
rearing of ticks and maintenance of colonies; this can alter the
duration of the life cycle in some species (e.g., in Argasidac and
lxodidae) (RODRIGUES et al., 2002; LABRUNA et al., 2002b;
SANCHES et al., 2008; OLEGARIO et al,, 2011).

The use of rabbits as alternative hosts is a well-established
method for the maintenance of colonies of diverse rick species of
the genera Amé{}wmmd, Roﬁipicepﬁafm, Ixodes, Dermacentor, and
Haemaphysalis. Rabbits arc casy to maintain and handle in the
labomtory, and itis easy for juvcni|c instars of certain tick species
to successfully parasitize them (GUGLIELMONE et al., 1991;
MANGOLD & GUGLIELMONE, 1993; BECHARA etal., 1995;
TROUGHTON & LEVIN, 2007; RODRIGUES ¢t al., 2017).

In this study, we attributed some of the difficulties in perpetuating
several generations of A. coelebs to issucs related to egg incubation,
the low rate of recovery for engorged larvac and the death of larva.
Most of the tick eggs became desiceated, preventing larva from
hatching. A considerable number of engorged larvac died under
conditions where the temperature and humidity were controlled
and in the natural environment. Considering the results presented
here, the abiotic conditions were not ideal for some stages of the
tick life cycle; however, the conditions were satisfactory for the
analysis of the biological parameters we assessed. The engorged
larvac allocated to the NC were intreduced in the transition period
berween spring and summer, which isa pcﬁod with hot and humid
days and high light levels, which is thcorcticaﬂy unfavorable for
this instar stage: according to Labruna ct al. (2002a, 2003a),
from studies on the popu.lation dynamics of Am é).'yom md _cru.éa.rum
(publishcd as Ambfyomm cajen nense), conditions corrcsponding
to those that occur in November arc only favorable for adult ticks
of the genus Amblyomma in Brazil,

These obscrvations corroborate the data presented by Szabé eral.
(2009) in a srudy of the life l:ytlc of A. incisum. These authors
cha.ngcd their protocol to include a narural reserve area in the
study in an attempt to obscrve some of the biological parameters
of this tick species. In the current stud}', due to the difficulties of
observi ng some of the biologic:d parameters of the tick Frcc—living
stage, we attempted to maintain 4. coelebs in a natural environment
as described by Szabé et al. (2009).

Maintaining abiotic factors such as temperature, humidity
and phctcpcriod within ay:l::ptablc ranges is fundamental for
the maintenance of tick colonics. Most studics concerning
the maintenance of ticks under controlled conditions report
temperatures varying from 27 to 29°C and a range of relative
humid.iry values between 70 and 90% (BECHARA ec al., 1995;
RODRIGUES et al., 2002; LABRUNA et al., 2002a, 2003a;
SZABO et al., 2009; OLEGARIO et al., 2011), which is in
agreement with the methodology of the current study as we
maintained a temperature of 28°C and a relative humidity of
lcast 80% for ticks raised under LC.

The average ambient temperatures for engorged female ticks
and cngorgcd larvae under NC (forest) were 25°C and 28°C,

TCSPCCtiVCIY. HOWC\"CI’, bccau.sc tht arca is ncar a stream, d'lt
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relative humidity for the two periods ranged from 75 to 90%.
It is important to keep in mind that the experimental ticks were,
at leasc thcorcticaﬂy, in a favorable microenvironment, with
suitable temperatures and humidity due to the abiotic cffects of
the forest and river. This arca is also a natural habitat and part of
the ecosystem of the tick’s main host, the tapir (unpublishcd data).

Life cycles, under laboratory conditions, of ather tick species
which parasite tapirs were already described, such as Amblyormma ovale
(MARTINS et al., 2012), Amblyomma dubitarm (published as
Améﬁ}amma cooperi — LABRUNA etal., 20044), Ambémmma triste
(LABRUNA et al., 2003b) and Am&fy&mma 0éﬁangvgunamm
(MARTINS ctal., 2017). When fed on rabbits, larvac of A. triste,
A. ovale and A. oblongoguttarum present a recovery rate lower
than 20%, a value similar to the one obtained on this study.
For nymphs, on the same host specices, recovery rates described
for these tick species is also lower than 20% (LABRUNA et al.,
2003b; MARTINS ctal., 2012; 2017). Nymphs of A. dubitatim,
when submitted to feeding on Cavia porcellus, present a recovery
rate of 36% (LABRUNA etal., 2004a). This differed from results
of the present study, which demonstrated a recovery rate higher
than 50%. charding engorging p:riods of larvae and nymphs of
different cited rick species, results are similar amongst cach other
(LABRUNA ct al., 2003b; 2004a; MARTINS ct al., 2017) and
corroborate with values obtained on this experiment.

The abovementioned colony management practices together
with the use of rabbits as hosts for the larval stage may have caused
death, especially for cggs and engorged larvae, because little is
known about the dynamics of larval parasitism in this specics.
The low rate of recovery of engorged larvac demonstrated in the
present study is also worth mentioning as it suggests thar the
rabbits were not adequate hosts for this instar stage. Data from
Ogmhk‘a et al. (2009, 2010) show that birds can serve as hosts
but that this is not common, and onl}' a few individuals of this
tick specics have been found parasitizing birds in two different
study arcas, including the Amazon in northern Brazil and the
Atlantic rain forest region.

The nymphal stage was the only stage that was amenable to both
the cxpcrimcnta.l hostand the controlled temperature and hmnidity
(LC), and this stage showed a high recovery rate in which the majority
of individuals became cngargcd and later molted to adults. However,
it is known thar this instar stage shows non-selective parasitism and
exploits a wide variety of hosts, including humans, even if only
occasionally (RELDOMENICO et al., 2003; LABRUNA cr al.,
2005; SARAIVA et al, 2012; SPONCHIADO et al., 2015;
GARCIA er al., 2015; OGRZEWALSKA & PINTER, 2016;
OGRZEWALSKA ct al., 2009, 2010; ITO ctal., 2017).

It is worth mentioning that despite the dithcultics encountered
in this study, the results are consistent and highly informative
because until now ncthing was known abour the biolagical
parameters related to the life cycle of A. coelebs. There has only
been one previously published study regarding adult and nymphs
ticks of this species parasitizing humans (BELDOMENICO ctal,,
2003; GARCIA et al., 2015).

On the basis of the biological parameters evaluated in this study,
we can infer that the life cycle of A. coelebs maintained under partially
NC and under LC can be l:ornpktcd in 187.45 and 149.53 d:ays,
respectively. Part of the knowledge gap concerning the biological
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paramcters of this tick specics under experimental conditions
has been filled here; however, there is still a need for additional
studies to berter understand the influences of abioric factors and
host-rclated factors on the life cycle of this tick species.
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Editorial points:

Aszociate Editor:

1- Diear authors.

As you can see the comments of the only Review so far received for your paper
are positive, but menfioned several points to be addressed before resubnuttance of this
manuscript. I would also like to suggest that the manuscript nust be carefully edited.
Some sentences have various issues. For example, in line 177, one can read "A
oblongoguttatum carrying SFG Rickettsia ompA to be confirmed by 100%..." which I
ouess means that has been "already confirmed" and not "to be confirmed". There are
several of such 1ssues i the manuscript.

I am thus recommending a revision of this paper.

Answer) The questions asked by the editor were resolved, including the line 177 issue.

Managing Editor

The whole text needs careful language editing and copy-editing. There much too
many typos in the text. The same 1s true for the ‘References’. Please. strictly follow the
TTBDis format in the "References'. In the following some examples of nustakes m the

text:

1- L24: “ecological cycle of the causative nickettsiae” instead of ‘epidemiological cycle

of rickettsiosis”

Answer) Ok, corrected.

2- 129 {and elsewhere 1n the text): (sensu lato) (s.1) (no italics)
After introducing the abbreviations ‘s.1.” or “s.s.”, there 1s no need to put them in brackets.

Answer) Ok, corrected.



3-1.32-33: PCR-positive

Answer) Ok, comrected.

4- L46: Rickettsiales (no italics)

Answer) Ok, comrected.

5-1L47: cocobacilli

Answer) Ok, comrected.

- L50: Raoult and Fows, 1997;

Answer) Ok, comrected.

7- L54: SFG Rackettsia spp. Have

Answer) Ok, comrected.

8- 1L56: Labmuna et al .

Answer) Ok, comrected.

0- L59: The Amblyomma fauna 15. . [or-dmblyomma ticks are more. .. ]

Answer) Ok, comrected. We chose “fauna™.

10- L60: .. studies of the tick fauna

Answer) Ok, comrected.
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11- L65: Brazilian spotted fever (BSE)

Answer) Ok, comrected 1n all the manuscript.

12- L8&3-85: How were ticks collected and determined?

Answer) We added the observation between brackets “(described below)” in line 84. The
description of the tick collections are in lines 100-102.

13- L103-104 (and elsewhere in the text): (sensu strictu) (5.5) [no italics]

Answer) Ok, comrected.

14- L124: a 532-pb fragment

Answer) Ok, cormrected.

15- L149, L150: (a) region ... (b) region [This needs to be phrased m a different way.
Don’t the region have names?)

Answer) Ok, corrected. We put “Amazon biome™ for (a) region and “Amazon-5Savannah
ecotone” for (b) region between brackets, lines 150-151.

16- L155: spp. [no ttalics)

Answer) Ok, comrected.

17- L218 (and elsewhere i the text): GenBank

Answer) Ok, corrected.
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18- L.242: Rhipicephalus sanguineus sensu lato

Answer) Ok, corrected.

Eeviewer 1

In the manuscript “New records of tick-associated spotted fever group Rickettsia
in an Amazon-Savannah ecotone, Brazil” Aguurre and colleagues describe ticks from
environment and Rickettsia over quite an extensive area at the Amazon-Cerrado ecotone.
The mamuscript 15 well written and presented. I have only a few suggestions to improve
it:

1- Line 134 — the phrase: “(other groups have also been discussed)” 1s somewhat loose
within the text. Authors should either explain other Rickettsia groups 1n more details or
take this phrase out.

Answer) We cut this phrase out.

2- Line 147 — Labmuma and not Labuna

Answer) Ok, corrected.

3- Line 223- Citations of Del Fiol and 5zabo are unnecessary m this confext

Answer) Ok, removed.

4- Lines 203-265 — the sentence “each species exhibited clear differences on the gemtal
aperture (Soares et al., 2015)” i1s unnecessary. Work by Nava et al., 2014 mentioned
before support this observation.
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Answer) Ok, we taked this sentence out.

5- Lines 394400 — Include i results the observation that from nine DNA positive
samples four were madequate for sequencing due to low quality of DNA and that the
remamning five samples shared sequence homology with ompA sequences on GenBank.

Answer) The followmg sentence was mcluded i lines 163-164 (of the editable
manmuscript): “from the mne samples PCE-positive, four were madequate for sequencing
due to low quality of DNA. and..”

Line 431 - oblongoguttatum

Answer) Ok, comrected.

0- Line 622 — Care must be taken with the affirmation that “Dogs and lmmans are viable
hosts for A. oblongoguttatum™. I would rather affirm that dogs and humans are frequently
bitten by A= oblongoguttatum. Viable host indicates that parasitism is coupled with
adequate blood-feeding of the fick and that 1s uncertain in the case of this tick species

biting humans.

Answer) We edited lines 265-200 (editable manuscript). and included the citation of
Martins et al. (2017), who demonstrated that dogs are viable hosts to 4. eblongoguttafum,

to explain better this issue according to the Reviewer's comment:

“Dogs are viable hosts for 4. oblongoguttafum and humans are frequently bitten
bv this fick species (Labrumna et al., 2000; Guglielmone et al., 2006; Martinsetal . 2017)."
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ABSTRACT

Human rickettsiosis has been recorded in the Amazon Biome. However, the
epidemiological cycle of causative rdcketisiosis rickettsiae has not been fully accounted for in the
Amazon region. This study investigates the presence of spotted fever group (SFG) Rickettsia
spp. in free-living ticks of the Amblyomma genus. The study was conducted in seven
municipalities in Rondonia State, Brazil, where the main biomes are Amazon forest, Brazilian
Savannah and their ecotones (areas of ecological tension between open ombrophilous forest
and savannah). The species of tick collected, included: Amblyomma cajennense (sensu lato)
{=hsl, A cajennense (sensu strickso) {ss3ss., A coelebs, A naponense, A
oblongoguttatum, A. romitti, A. scalpturatum and A. sculptum. A total of 167 adults, 248 nymphs
and 1004 larvae were subjected to DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR) to
determine the presence of SFG Rickeftsia spp. RPSR-PCR-positive samples included: one A.
cajennense {5-5Js5.5. female and one A. cajennense {s}s1. male from a rural area in Vilhena
Municipality; 10 nymphs and a sample of larvae of A. cajennense {s1)s |. from a peri-urban area
in Cacoal Municipality; and an A. oblongoguttatum adult male from a rural area of Pimenta
Bueno Municipality. All sequences obtained exhibited 100% identity with Rickettsia
amblyommatis sequences. This is the first confirmation of SFG Rickeftsia in an A
oblongoguttatum tick. Furthermore, this is the first record of SFG Rickettsia in the municipalities
targeted by this study. These results wamn that SFG Rickeftsia circulation poses a threat in
Rondonia State (among Amazon-Savannah ecotones), and that this threat is heightened by the

fact that SFG Rickettsia infect a species of human-biting tick hitherto unconfirned as a vector.

Keywords: Brazilian Spotted Fever, Rickettsia amblyommatis, Amblyomma oblongoguttatum,

Amazon-Savanna ecotone
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INTRODUCTION

Rickettsia is a genus of bacteria of the order Ricketisiales, a-Proteobacteria subgroup.
These bacteria are obligate intracellular Gram-negative cecebaciiuscocobacilli (Pamla et al.,
2005). This genus includes: typhus group (TG), comprised of Rickettsia typhi and R. prowazekir,
and spotted fever group (SFG), which includes several species, R nckeftsii being the most
lethal {sthergroups have also besn-discussad) (Raoult and Rowx, 1997, Gillespie et al., 2007;
Weinert et al_, 2009; Tarragona et al., 2015).

In Brazil, SFG Rickettsia spp. infection is transmitted to humans by ficks. The primary
transmission vectors are: Amblyomma scuiptum, in the Brazilian Savannah biome; and A
aureoiatum, in the Aflantic rainforest biome (Labruna, 2009). SFG Ricketfsia spp. hashave
heen detected in several species of the Amblyomma genus; some of these species parasitize
dogs and humans, and some have already been recorded in Rondonia State (Labruna et al.,
2004a, 2004b, 2005a, 2005b, 2007; Barbieri et al_, 2008; Szabd et al., 2013 Martins et al., 2014;
Oliveira et al., 2016a, 2016h).

Tick fauna of the Ambiyomma genusfauna is more diversified in the westem Amazon
than in other regions of Brazil (Martins et al., 2014). Although many studies of the tick fauna and
SFG ARickeftsia have been conducted in this region, little is known about the dynamic dispersion
of these pathogens and their relation to human illness is poory understood (Labruna et al.,
2004a, 2004b, 2005a, 2005b, 2007; Martins et al., 2014; Oliveira et al., 2016a, 2016b).

Ticks and dogs camying SFG Rickefisia have been recorded in Rondonia State; this
suggests that human infection may be occurring unreported. Brazilian spotted fever (BSF)
presents symptoms that are similar fo highly prevalent regional illnesses, such as dengue,
malaria and leptospirosis, and BSF may therefore be subject to misdiagnosis (Labuwnal abruna

et al., 2004a, 2004b, 2005a, 2005b, 2007). The first confirmed case of BSF in Rondonia State
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was reported in 2016, by Oliveira et al (2016a). All of these concems highlight the need for
further studies.

This study addresses the potential for the dissemination of tick-bome diseases in
Rondonia State, as evidenced by the first confirmed case of BSF (Oliveira et al., 2016a), and by
several reports of SFG Rickeftsia circulation in animals and ixodid vectors (Labwralabruna et
al., 2004a, 2004b, 2005a, 2007). The aim of this study was to assess the presence of SFG
Rickefisia in ixodid ficks via molecular analysis; samples were collected along animal trails
where the likelinood of contact between humans and Ambfyomma ficks was high, and
collections were performed in two distinct biomes.

MATERIAL AND METHODS

Study site

Tick collections_(described below) were performed between Aprl 2015 and December

2016—Heks—weara—colectad. along amimalzanimals’ trails in forest fragments that provided
favorable conditions for the transmission of BSF. Conditions were considered favorable if target
locations were close to human shelters (peridomiciles and rural areas), near water sources
(stream, brooks, ponds), and likely to be frequented by domestic animals (dogs and horses) and
by wild animals (capybaras, tapirs, amadillos and small rodents {LOsl Figl st 3l 2040 Szaba af
a#—=2843,. Collections were performed in two distinct biomes split between seven municipalities
in Rondonia State, Brazil: (a) Amazon rainforest - including the municipalities of Porto Velho
(08° 45' 43" S, 63° 54" 14" W), Candeias do Jamari (08° 48" 35" 5, 63° 41" 44" W), ltapua do
Oeste (9° 11' 51" 5, 63° §' 56" W) and Ariquemes (9° 54' 50" 5, 63° 2" 38" W); and (b) Amazon-
Savannah ecotone - areas bordering BR-364 road, including the municipalities of Cacoal (117
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25'53" 5, 61° 26' 52" W), Pimenta Bueno (11° 40¢ 29" 5, 61° 11" 28" W) and Vilhena (12° 44" 3"
3, 60° 8" 41" W) (IBGE, 2012} (Figure 1).

Tick collections and identification

Tick collections were performed using the following methods: COs (dry ice) fraps; drag
flagging; and visual inspection of vegetation up to one meter beyond the edge of animal trails
(Oliveira et al., 2000; Castro and Clover, 2010). Collected ticks were taken fo the laboratory
alive. Adults and nymphs were identified ta<onomically under a stereoscopic microscope
(Barmos-Battesti et al., 2006; Martins et al., 2010). Identification was verfied for A calennense
(sensu sfrickeo) (55.) and A scuipium females (both from the A, cajennense complex)
according to Nava et al. {2014); each species exhibited clear differences on the genital aperiure
(Soares et al., 2015). Males and nymphs from the A cajennense complex were identified as A
cajennense (sensu lato) 135, The genus of lanvae collected in bunches was identified
tamonomically (Bamos-Battesti et al_, 2006), and a portion of the larvas was allocated to feed on
rabhits (Bechara et al., 19495) with the aim of molting mymphs for species identification (Martins
et al., 2010). Following identification, ficks were preserved in absolute ethanol at -18%C until
DA extraction and polymerase chain reaction (PCE). All procedures with animals were carmed
out according to ARRIVE guidelines and in accordance with the UK. Animals (Scientific
Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU Directive 2010/3/EU for animal
experiments, and the Ethics Commission on the Use of Animals/CEUA of Fiocruz Ronddnia,
under protocol number 201518, approved this shudy.

DA extraction, PCR and sequencing analysis
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DMA was extracted from all samples and molecular analysis was performed using PCR.
The presence of SFG Rickeftsia was tested via amplification of the ompd gene fragment.
Extractions were performed individually for adults, in pools of up to 10 specimens for nymphs,
and in pools of bunches for larvae, following the guanidine isothiocyanate-phenol technigue, as
previously described by Sangioni et al., 2005. The obtained DNA was amplified using the
primers Rr20.70p and Rr190.602n to amplify a 532-532-pb fragment of the ompd gene,
presant in only SFG Rickeffsia (Regnery et al., 1991).

DNA from positive samples were purified using Purelink™ PCR Punfication Kit
(Invitrogen, CA, USA). Further sequencing was performed with the Sequencing and Genotyping
DMA Platform in René Rachou Research Center, Oswaldo Cruz Foundation, Belo Horizonte,
Brazil. The Sanger method (Sanger et al., 1977) was used in an ABl 3730 (Life Technologies)
seguencer, and samples were sequenced in duplicate. Seguences were then aligned with
CulstalVy algorithm using the MEGA 7.0 program (Kumar et al, 2016). Seguences werne

depaosited on GenBank, with major identity criteria determined by the BLASTn search tool.

The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method based on
the Tamura 3-parameter model (Tamura, 1992) for phylogenetic tree analysis. Initial trees for
the heunstic search were obtained automatically by applying Meighbor-Join and BioNJ
algorithms to a matrix of pairwise distances estimated using the Maximum Composite Likelihood
(MCL) approach, and then selecting the topology with superior log likelinood value. A discrete
Gamma distribution was used to model evolutionary rate differences among sites (5 categories
(+G, parameter = 0,6801)). The tree was drawn to scale, with branch lengths measured in the
number of substitutions per site. The proportion of sites where at least one unambiguous hase
is present in at least one sequence for each descendant clade is shown next to each intemal
node in the tree. The analysis involved 38 nucleotide seguences. Codon positions included
were 1% + 29 + 3% + Noncoding. All positions containing gaps and missing data were eliminated.
Evolutionary analyses were conducted in MEGAT program (Kumar et al., 2016).
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RESULTS

A fotal of 1420 Amblfyomma specimens were collected in this study. OF these, 178 were
obtained from (a) region (Amazon biome) (4 larvae, 132 nymphs and 42 adults), and 1242 were
obtained from (b) region_(Amazon-Savannah ecotons) (1000 larvae, 117 nymphs and 125
adults). Table 1 shows the total number of ticks, instars and species, and the results of SFG
Rickeffsia detection with respect to the relevant hiomes and municipaliies. Nine species were
identified: A. cajennense &5 (1173, including a bunch of 1000 larvae), A. oblongogutfatum
(98), A. naponense (59), A. cajennense {ssJs 5. (43), A coelebs (13), A. scalpturatum (13), A.
sculpfum (7), A. ovale (5), A. romittii (4), A. calcaratum (1), and Amblyomma spp. larvas (4).
Additionally, four 4. oblongoguttatum and four 4. ovale adults (two males and two females
each) were collected from a domestic dog in a rural area in Candeias do Jaman Municipality

(data not shown).

MNine samples were PCR positive, all from free-living ticks: two A. oblongoguttatum
females from Candeias do Jamar Municipality; one A. oblongogutfatum male from Pimenta
Bueno Municipality; one A. cajennense {51351 male and one A. cajennense (8535.5. female
from Vilhena Municipality; three nymph pools containing 10 specimens each, and a bunch of
1000 larvae of A. cajennense {s-Ls.|. from Cacoal Municipality. Nevertheless, from the nine

samples PCR-positive, four were inadeguate for sequencing due to low quality of DNA, and only

five samples shared sequence homology with ompA4 sequences on GenBank. All five of these
samples exhibited 100% identity with a Rickefisia amblyommatis sequence, An 13 isolate
(GenBank: CP015012), as determined by BLASTn program analysis. Furthermore, all five
samples exhibited 100% identity with more than 10 sequences from several “*Candidatus
Rickeftsia amblyommii® records, and 99% idenfity with the “ARANHA® strain (GenBank
AY360213), which has been recorded near the regions targeted by this study. The identity of /.
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ambiyommatis was determined by phylogenetic analysis of ompd sequences (access numbers
GenBank MF188911, MF188912, MF188913, MF188914) (Figure 2).

DISCUSSION

This is the first study to report the presence of SFG Rickeffsia in a specimen of A
obfongogutfatum in South America. The specimen was collected in an Amazon-Savannah
ecotone (IBGE, 2012), in Pimenta Bueno Municipality, Rondonia, Brazil. This is the first record
of A oblongoguttatum camying SFG Rickeftsia ompA o bealready confimed by 100%
sequence identity. An earier detection of SFG Rickettsia in A. oblongogutfatum was reported in
Panama (Central America), but the authors of that study emphasized that the speciation
analysis could not be completed due to a low number of DNA copies (Bermidez et al., 2000)0.
In addition, two specimens of 4. oblongoguttatum from Candeias do Jamari Municipality tested
positive for SFG Rickettsia; however, the species could not be confirmed by sequencing due
most likely to low DNA integrity.

Cne larvae and one nymph DMA sample of A cajennense {sLs ] from Cacoal
Municipality, and an A. cajennense {&13s] male and an A cajennense {ss)s.s. female from
Vilhena Municipality exhibited 100% sequence identity with R. ambiyommatis ompA (along with
other “Candidatus R. amibyommii® strains). Thus, this study is also the first confirmed record of
R amblyommatis in A. cajennense (5155 in Rondonia State (an adult female from Vilhena

Municipality).

It is worth mentioning that 4. cajennense {225 5. belongs to a namesake complex which
encompasses six species (including A. scuiptum) (Nava et al, 2014), and that the last SFG
Rickeftsia report of this complex in Rondonia was made a decade before the complex was first
described (Labruna et al., 2004b). Since there have also been reports in Rondonia State of A.
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scifpfum (in Pimenta Bueno Municipality), records made prior to the complex description tend to

be treated as A. cajennense L.

In this study, A. cajennense {s-545.5. was identified in the municipalities of Cacoal,
Pimenta Bueno, and Vilhena, which accords with previous reports (Mariins et al., 2016). This
indicates that the enzootic cycle and circulation of B amblyommatis is complex, and may
involve several tick vectors and potentially utilize several animal species as natural reservoirs.
Aside from the records cited, the presence of R amblyommatis is unprecedented in the

municipalities of Rondonia that were the focus of this study.

Recently, “Candidafus R. amblyommii™ was formally named B amblyommalis sp. nov.,
according to the Intemational Code of Nomenclature of Prokaryotes (Karpathy et al., 2016). The
fick species most commaonly infected by this pathogen is A. americanum, which has a rate of
infection above 40% in North America (Burgdorfer et al., 1981; Karpathy et al., 2016). However,
this pathogen has also been found in several Central and South American countries, where it
infects many other Amblyomma species (Sanchez-Montes et al., 2016). In Brazil, this bacteria
has already been detected in A. awricwlanum, A. cajennense {554, A coelebs, A geayl, A
humerale, A. longirostre, A. parken and A scuiptum, and has been recorded in the states of
Bahia, Mato Grosso, Para, Parana, Pemambuco, Ronddnia and S3o Paulo (Labruna et al.,
2004a, 2004b; Ogrzewalska et al_, 2008, 2010, 2011; Pacheco et al., 2012; Saraiva et al., 2013;
Alves et al,, 2014; Lopes et al., 2014; Soares et al., 2015).

BLAST analysis of all positive samples exhibited 100% identity with: the An13 isclate of
R. ambiyommatis, “Candidaiuss R. amblyommir® isolates 11-TC-1-1, GP4A, AcCR and TX116,
and other ricketisiae isolates from Morth and Central America, including isolates that have been
related to human pathogens by Billeter et al. (2007), (GenkankGenBank: EF0G63690); and with
the Acalll isolate of *Candidatus R. amblyommii® from the municipalities of Governador Jorge
Teixeira and Monte Negro, Rondonia, an isolate that was not deposited on GenBank because it
exhibited 100% identity with ArRiSoCarolina (GepbarkGenBank: AF453408), according fo
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Labruna et al. (2004b). The sequences reported here exhibited 99% identity with sequences
from other studies conducted in Brazil, including: Ariquemes (RO), “"ARANHA" strain
(GenbankGenBank: AY360213), Confresa (MT), Confresa2 clone (GerbankGenBank:
KMO42860), Ibimirim (PE), AaPE strain (GepbankGenBank: JX867426) and Santarém (PA),
Santarem clone (GerbarkGenBank: KM042861) (Labruna et al., 2004a; Saraiva et al., 2013;
Soares et al_ 2015).

Since the discovery of R amblyommafis, its pathogenesis in humans has remained
unclear. Laboratory assays with experimentally infected animals did not elicit evident clinical
signs. In the same study, the authors evaluated humans in a region with high rates of tick-borme
infection and constant exposure to A. amercanum parasitism, yvet no relevant clinical signs
were detected (Burgdorfer et al., 1981). Nevertheless, recent reports suggest that some
comelation exists between mild illness and nickettsiosis in people that test seropositive for R
amblyommatis and have had previous contact with A amencanum (Apperson et al., 2008;
Delisle et al_, 2016).

In Rondonia State, Rickettsia genera were described for the first time in Anguemes
Municipality, where A longirostre was infected by the "ARANHA" strain (AY360213) (Labruna et
al., 2004a). Shortly thereafter, a strain 100% idenfical to ArR/SoCarolina (AF453408) was
detected infecting 26.8% of A. cajennense f545.|. (collected from Govemador Jorge Teixeira
Municipality) and 14.3% of A. coelebs (collected from Monte Negro Municipality) (Labruna et al,
2004b). In Monte Negro, 11.6% of dogs from rural areas and 3.9% of dogs from urban areas
tested seropositive for at least one of three Rickeftsia species: R parker, R amblyommatis and
R. rhipicephali (Labruna et al., 2007). After these studies were conducted, Rickeffsia was not
reported in Rondonia State until the first confirmed case of BSF in Aniquemes Municipality
(Oliveira et al.,, 2016a, 2016h). These authors had already confirmed Rickeftsia spp. in
Dermacentor mitens, Rhipicephalus sanguwineus sensu lato and R micropius, in Rondonia State.
However, these authors did not identify the species of Rickeffsia in the human case of BSF, nor
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did they identify the species of Rickettsia infecting the three types of tick. It is worth noting that
up to now there has been no record of 4. cajennense complex in Ariquemes Municipality, which

suggests that other fick species are involved in the transmission cycle.

While performing collections, the authors of this study found A. oblongoguttatum and A
ovale parasitizing a dog in Candeias do Jamar Municipality. According to the literature, dogs
may be accidental hosts for these ticks even though adult ticks normally parasitize wild
camivores (Labruna, et al., 2000). Furthermore, dogs play an important role in the zoonotic
cycle of rickettsiosis: dogs can serve as an amplifier host to several SFG Ricketfsia spp. by
fransmitting ticks between wild animals and also by transmitting ficks from wild animals fo

humans (Labruna et al., 2007; Melo et al_, 2011).

A, oblongoguttatum has been reported parasifizing humans in Brazil, mainly in Amazon
forest areas (including in Rondonia State), and there have been additional reports in the South
Region of Brazil, as well as in neighboring couniries (Labruna et al., 2000, 2005b; Arzua et al.,
2006, Guglielmone et al., 2006). A. obongoguttatum is very common in the region studied. Now
that we have confimed A. obfongoguftatum as a potential vector of SFG Rickeftsia, local public
health authorities should be altered and systems for the control and surveillance of zoonotic

diseases should include this tick as a species of concam.

Dogs srdhursns—are viable hosts for 4. oblongogutfatum and humans are frequenthy
bitten by this fick species (Labruna et al_, 2000; Guglielmone et al_, 2006;_Martins et al.. 2017),

and SFG Rickettsia infection has been reported in both dogs and humans in the region studied.
Given these facts, we would like to reiterate the strong possibility that the A. obfongoguifatum is
involved in the zoonotic transmission cycle of BSF, and that this vector may poss a threat
especially in areas where the A cajennense complex has not been reported. Knowledge of this
possible threat and the new records of SFG Rickettsia in Rondonia add information of great
value to our limited understanding of the circulation dynamics of rickettsiosis in animals, ixodid

vectors and humans, especially with respect to the Amazon region.
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CAPTIONS

Figure 1: Map representing Rondonia State, Brazil. Numbered areas in dark gray represent the
municipaliies in this study: Amazon biome (a) - (1) Porto Velho, (2) Candeias do Jamari, (3)
ltapud do Oeste, (4) Ariguemes; Amazon-Savannah ecotone region (b) - (5) Cacoal, (6)
Pimenta Bueno, (7) Vilnena. Areas in light gray represent other Rondonian municipalities. Small
back circles represent tick collection sites where samples were negative, and white triangles
represent sites where samples were positive and confirmed for Rickettsia amblyommatis.

Figure 2: Phylogenetic tree of Ricketfsia amblyommatis. The evolutionary history was inferred
by the Maximum likelinood method for the ompd gene. Sample sequences obtained in this
study are indicated by blue hombuses with species name followed by identification code for the
sample from which the DNA was isolated (Table 1).

Table 1: Total number of ficks collected and PCR analysis for spotted fever group Rickefisia
spp. identification, categorized by hiome and municipality, in Rondonia State, Brazil, 2015-2016.
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1
2 Ticks
Collected (n)
3 Biomes Municipalities Geographic coordinates Species Larvae  Nymphs  Adults Infected (n) Rickettsia species
Bl (a) Amazon Ariquemes 9°B4'50" S, 6372 38"W Amblyomma naponense 52 0
5 Amblyomma oblongoguttatum 57 4 0
B Amblyomma ovale 1 0
7 Amblyomma scalpturatum 1 0
Candeias do Jaman 08°48' 35" S, 63° 41"44" W Amblyomma coelebs 1 2 0
8 A. naponense [ 0
9 A. oblongoguttatum 5 12 0
10 A. ovale 4 0
11 A. scalpturatum 1 2 0
12 A. coelebs 6 1 0
Amblyomma spp. 4 0
13 Itapud do Oeste 9I11'51"8, 63° 956" W A. oblongoguttatum 1 0
14 Porto Velho 08°45'43" S, 63° 54" 14" W A. oblongoguttatum 5 8 0
15 A. scalpturatum 4 1 0
16 Total 4 132 42 0
(,H,Amazms:avannd\ ecotone Cacoal 11° 25'53" S, 61° 26'52° W Amblyomma cajennense (s.1) 1000 105 28 1 larvae pool and 1 nymph pool Rickettsia amblyommatis
Amblyomma cajennense (s.5.) 18 0
18 Amblyomma romittii 4 0
19 Pimenta Bueno 117400 29° S, 61° 11" 28" W A. cajennense (5.1} 20 0
20 A. cajennense (5.5.) 13 0
21 Amblyommma calcaratum 1 0
22 A. coelebs 2 0
A. naponense 1 0
23 A. oblongoguttatum 2 4 1 R. amblyommatis
24 A. scalpturatum 2 1 0
25 Amblyomma sculptum T 0
26 Wilhena 12°44'3" S, 60° 8" 41" W A. cajennense (s.1.) 20 1 R. amblyommatis
A. cajennense (s.5.) 12 1 R. amblyommatis
21 A coslebs 1 0
28 A. scalpturatum 1 0
29 Total 1000 17 125 5
30 TOTAL 1004 249 167 5

3



81

4.4 Artigo 4 - A ser submetido a Veterinary Parasitology (Qualis: B1)

AVALIACAO DE POTENCIAL IMUNOGENICO DE PEPTIDEO SINTETICO
ORIUNDO DE SERPINAS EXPRESSAS PELA GLANDULA SALIVAR DE
Amblyomma cajennense s.I. EM CAMUNDONGOS BALB/C

André de A. R. Aguirre2?*; Fernando B. Zanchi®; Alexandre da Silva Souza®; Marcos
Valério Garcia®; Barbara Guimardes Csordasa¢; lvaneide N. CostaP; Jansen F.
MedeirosP; Renato Andreottic

aUniversidade Federal de Mato Grosso do Sul, Programa de Pés-Graduacdo em
Doencas Infecciosas e Parasitérias, Av. Costa e Silva, Bairro Universitario, Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, CEP 79070-900

bFundacgdo Oswaldo Cruz, Fiocruz Rondonia, Rua da Beira, 7671, Bairro Lagoa, Porto
Velho, Rondénia, CEP 76812-110

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria, Embrapa Gado de Corte, Laboratério
de Biologia Molecular do Carrapato, Av. Radio Maia, 830, Zona Rural, Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, CEP 79106-550

+ Autor correspondente: . Endereco: Rua Piaba, 6070, casa 09, Bairro Lagoa, 76.812-
110, Porto Velho, Rondonia, Brasil.



82

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 aplicacao 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 ja vem sendo estudada
contra o carrapato-do-boi Rhipicephalus microplus. Com base em resultados recentes
do laboratério, optou-se por utilizar peptideos como antigenos vacinais. Dessa forma,
foi optado por analise de inibidores de proteinases (serpinas) expressas pela glandula
salivar de A. cajennense s.l., e assim foi desenhado um peptideo baseado em epitopo
linear de linfécitos B e ligante de MHC de classe || murino, com sequéncia conservada
entre quatro serpinas expressas de A. cajennense s.l. O peptideo 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. ApGs quatro doses, foi
realizado ensaio de imunoadsor¢cdo enzimatica (ELISA) e Dot Blot dos soros dos
animais. Como resultado, ambos 0s imunoensaios ndo mostraram resposta imune
consistente em qualquer dos camundongos inoculados dos trés grupos. Os resultados
de Dot Blot mostraram que apenas os animais inoculados com AcSP1KLH
responderam contra este proprio antigeno, quando adsorvido em membrana de
nitrocelulose. Este resultado indica que houve apresentacdo do complexo hapteno-
carreador ao sistema imune do hospedeiro, via células apresentadoras de antigeno
(APCs) a linfécitos T auxiliares. No entanto, de alguma forma o peptideo AcSP1 nao
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 selecdo de epitopos antigénicos e conjugacdo a carreadores
moleculares, a fim de que esta associacado possa desencadear uma resposta imune

eficaz contra proteinas alvo do carrapato.



Palavras-chave: Amblyomma cajennense s.l.,

imunoinformatica.
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INTRODUCAO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB), doencga causada pela bactéria Rickettsia
rickettsii, é grave para seres humanos, possuindo baixa morbidade, mas alta
letalidade, o que lhe confere importancia em saude publica (PACHECO et al., 2009).
O género Rickettsia inclui bactérias da ordem Rickettsiales, da classe das
Proteobactérias. Sao cocobacilos Gram-negativos obrigatoriamente intracelulares
(PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005).

Esse grupo de bactérias € transmitido principalmente para seres humanos, no
Brasil, pelos carrapatos Amblyomma cajennense sensu lato (s.l.), na regido do
cerrado, e A. aureolatum, na regido de mata atlantica (LABRUNA, 2009). A presenca
deste agente ja foi detectada no carrapato do cdo, o Rhipicephalus sanguineus, que
pode parasitar eventualmente seres humanos, sendo este também uma possivel fonte
de transmissao (ALMEIDA et al., 2013).

A principal medida de controle da FMB € pelo controle de seu vetor, juntamente
com o controle de hospedeiros amplificadores (KAZAR, BREZINA, 1991). O controle
do vetor se da principalmente pela aplicacdo de piretroides e organofosforados no
hospedeiro. Porém, essa alternativa, além de levar ao surgimento de resisténcia e ser
uma pratica onerosa, € viavel apenas aos hospedeiros domésticos, sendo limitado
aos silvestres (CLEMENTE et al., 2010; CUNHA et al., 2007; FREITAS; ZAPATA,;
FERNANDES, 2011).

O controle imunolégico de carrapatos, tem sido estudado quase
exclusivamente para o R. microplus, carrapato importante que causa prejuizo a cadeia
produtiva de carne. O Unico antigeno vacinal comercializado foi a proteina proveniente
do sistema digestivo do carrapato denominado de Bm86. Esta foi capaz de induzir
imunoprotecdo em bovinos (RAND et al., 1989), e esta presente na superficie apical
de células do intestino do carrapato (GOUGH; KEMP, 1993). As vacinas comerciais

contendo a proteina recombinante Bm86, GavacTM e TickGardPLUS, mostraram
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eficiéncia contestavel (menor que 50%), contra cepa de R. microplus de Mato Grosso
do Sul, Brasil (ANDREOTTI, 2006). Dessa forma, outros antigenos e estratégias de
selecdo vém sendo abordados. Nesse contexto, o estudo de inibidores de proteases
(serpinas) como antigeno ganhou atengdo, uma vez que estes possuem papel crucial
no sucesso do parasitismo, por manterem o sangue fluido para a ingestdo pelo
carrapato (TIRLONI et al., 2016).

Com o surgimento da era pés-genémica e novas ferramentas de bioinformatica,
tornou-se viavel uma melhor compreensao sobre genomas de organismos complexos
como carrapatos. Dentre os avancos,tornou-se possivel discriminar a variabilidade
genética entre as cepas, que aliado as ferramentas de bioinformatica, permitem a
busca por estruturas conservadas entre as espécies e possiveis candidatos a vacina
(KOPP et al., 2009; MARITZ-OLIVIER; VAN ZYL; STUTZER, 2012).

Assim, este estudo propbe a validacdo de um modelo para selecdo de
candidatos a antigenos vacinais de carrapatos que ainda estdo muito longe de ter uma
vacina desenvolvida, como o caso do A. cajennense s.l. Este estudo visou avaliar a
capacidade de um peptideo selecionado a partir de um epitopo linear de superficie de
linfécitos B e T (MHC Il murino) desencadear resposta imune em camundongos
guando associado a um carreador molecular, e testar sua eficacia contra o A.

cajennense s.s. e A. sculptum.

MATERIAL E METODOS

Selecao de epitopos de linfocitos B, T e MHC classe Il murino

O acesso as proteinas de A. cajennense s.l. se deu pelo o sialotranscriptoma
do mesmo, publicado por Garcia et al. (2014). Também foram acessadas as

sequéncias provenientes do transcriptoma da glandula salivar de R. microplus, projeto
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ainda em andamento no laboratério (dados nédo publicados). Assim, a familia das
serpinas, compreendendo um total de 19 sequéncias, foi seleciona para analises de

imunoinformaética.

Para avaliar a similaridade entre as sequéncias a fim de se buscar epitopos
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.nim.nih.gov/Blast.cqi), para checar identidade deste peptideo com

serpinas de outras espécies ja analisadas (PORTER et al., 2015). As atividades de
imunoioinformatica de analise e avaliacdo dos EST(s) e sequéncias foram realizadas
com algoritmos livres disponiveis online, como o IEDB, contendo ferramentas como o
NetMHClIIpan (http://tools.iedb.org/mhcii/), para predi¢do de epitopos ligantes de MHC
I murino, alelos H2-IAd e H2-1Ab, Emini Surface Accessibility Scale e Bepipred Linear

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

linfécitos B, e o IUPred, cutoff de 0.3 (http://iupred.enzim.hu/pred.php), para a predi¢cao

de regides intrinsecamente desordenadas. As estruturas depositadas no Protein Data
Bank () foram utilizadas para andlise estrutural realizados com softwares Swiss-PDB
viewer (GUEX; PEITSCH, 1997) e UCSF Chimera. Caso a proteina nédo tenha a
estrutura tridimensional resolvida, foi executada a modelagem por homologia com o
softwvare MODELLER v9.10. Desta forma aliamos as analises mais atuais de
sequéncias com andlises estruturais para identificarmos com mais precisdo 0s

epitopos em sua forma estrutural (estrutura terciaria).

O algoritmo NetMHClIpan calcula o resultado de predi¢cédo de IC50 de peptideos
formados iniciando com cada aminoacido da sequéncia da proteina. Cada peptideo
recebe um valor, e isso gera uma tabela contendo os peptideos e seus respectivos
valores. Esses valores foram trabalhados com o programa Excel para gerar um
grafico, para melhor visualizacdo da distribuicdo dos valores ao longo da proteina

(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 epitopo compreendido entre os residuos 358-376,
conservado entre quatro serpinas expressas pela glandula salivar de A. cajennense
s.l.,niumeros de acesso: Ac-23315; Ac-103003; Ac-115795; Ac-16381. A proteina 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 analises mais atuais de
sequéncias com analises estruturais foram conjugadas para identificarmos com mais

precisdo os epitopos em sua forma estrutural (estrutura terciaria).

Sintese do peptideo AcSP1

A sequéncia selecionada para a sintese do peptideo foi: N-
HKAFVEVNEEGTEAAAATA-C. Os peptideos forams sintetizados pela empresa
WatsonBio, LLC (Houston, Texas, EUA) e enviados liofilizados, com pureza minima

de 70%, sob duas formas:
- peptideo puro, denominado AcSP1.: total de 14,2 mg;

- com a conjugacdo do carreador Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH), no

amino-terminal (-N), denominado AcSP1KLH: total de 30 mg.

Para a conjugacao ao carreador KLH, o foi adicionada uma cisteina no amino-
terminal ao AcSP1 e conjugado wusando um m-maleimidobenzoyl-N-
hydoxysuccinimide ester. Do total de 30 mg de AcSP1KLH, 5 mg correspondem ao
total de AcSP1 com cisteina (2,39 kDa) e 25 mg ao total de KLH (=390 kDa). Dessa
forma, ha uma proporcao de aproximadamente 33 AcSP1/KLH. Assim, neste trabalho
consideramos essa proporgdo como uma unidade de AcSP1KLH. Portanto, cada

molécula de AcSP1KLH possui 0 peso aproximado de 468 kDa.

Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE
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Para confirmacdo da presenca e integridade de AcSP1 e conjugado
AcSP1KLH, foram preparados géis de poliacrilamida, a 8% (AcSP1KLH) e a 15%
(AcSP1). Foi realizada dosagem de proteinas de ambos com o kit RC DC Protein
Assay (Bio-Rad, California, EUA). Assim, 15 pg de AcSP1 e AcSP1KLH foram
adicionados ao tampéo de amostra, em duplicata e aquecidos a 95°C por 10 minutos.
Apés, 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 solucédo de azul de Comassie, sob agitacdo por
20 min, e descorados com solucdo descorante a base de acido acético glacial, até as

bandas serem evidenciadas.

Imunizagbes de camundongos Balb/c

Para o ensaio de resposta imune, foram utilizados 18 camundongos Balb/c,
fémeas, com idade de cinco a seis semanas cada. Todas as metodologias envolvendo
o0 uso dos animais foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Fiocruz

Rondo6nia, sob protocolo n° 2015/11.

Tanto o AcSP1 quanto AcSP1KLH liofilizados foram ressuspendidos
inicialmente em tampao fosfato-salino, ph=7.4 (PBS), para uma concentracao final de
uso de 10 pg/pL. Os animais foram dividido em trés grupos com seis animais cada e

inoculados de acordo com a tabela abaixo:
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In6culo
Grupos N° doses Via
PBS Ag Volume pL  Concentragcdo Adjuvante TOTAL
C 100 - - - 100 200 4 SC
SP 98 AcSP1 2 10 pg/puL 100 200 4 SC
SPK 90 AcSP1KLH 10 10 pg/puL 100 200 4 SC

Todos os animais foram submetidos a quatro inocula¢des por via subcutanea
(SC). Foi utilizado adjuvante completo de Freund na primeira dose e incompleto nas
trés subsequentes. As trés primeiras doses foram aplicadas com 10 dias de intervalo
entre cada uma (dias 0, 10 e 20). Uma quarta dose de reforco foi aplicada no 45° dia

apoés a primeira inoculacéo (dia 0).

Durante todo o periodo de inoculacdes, e por até 95 dias da primeira dose,
aproximadamente 100 pL de sangue foi colhido de cada camundongo, via plexo retro-
orbital, com auxilio de pipetas Pasteur de vidro. O sangue foi centrifugado a 2.700xG
por 6 minutos. Assim, o soro foi separado do coagulo e congelado a -18°C, até o uso

Nnos imunoensaios.

Imunoensaios - ELISA e Dot blot

Durante e ao final do experimento, os soros de todos os animais foram testados
para producao de anticorpos policlonais anti-AcSP1 e anti-AcSP1KLH, por meio de

ensaio de imunoadsor¢édo enzimatica (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 ug
de AcCSP1KLH em um sitio e 20 ug de AcSP1 em outro. O bloqueio foi realizado com

leite em p6 desnatado (Mollico, Nestlé) a 5%. A fase de incubagcdo com anticorpos
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primarios foi realizada com pool de soros de camundongos, por grupo, na diluicdo de
1:50 em PBS-T (com Tween 20 a 0,5%), por 1 hora e 30 minutos. Apés, as membranas
foram incubadas com anticorpo secundario anti-mouse IgG (Sigma), na diluicdo de
1:1000, por 1 hora e 20 minutos. A revelacao da reacéao foi procedida com solugao
reveladora contendo diaminobenzidina (DAB) e peréxido de hidrogénio (H202) e

deixadas secar.

O ELISA foi realizado de acordo com Maritz-Olivier et al. (2012). Brevemente,
as placas de 96 pogos (Nunc) foram sensibilizadas com 1 ug por pogo do antigeno
SerpinP1, diluidos em 100 yL de tampéo carbonato-bicarbonato, pH=9.6, e depois
conservadas a -18°C até o uso. Soros de camundongos, de todos os dias de coleta,
foram processados individualmente, em duplicata, por data de coleta, na concentragéo
de 1:200, diluidos em PBS com Tween 20 (PBS-T), pH=7.4. ApGs foi procedida a
incubacdo com anticorpo secundario anti-mouse IgG (Sigma), na diluicdo de 1:2000,
em PBS-T. A revelacdo da reacéao 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 sequéncias das serpinas publicadas por Garcia et al.
(2014) mostrou que pelo menos 10 destas formam quatro grupos majoritarios com
sequéncia aminoacidica similar dentro de cada grupo (dados ndo mostrados). Dessa
forma, foi escolhido um grupo de quatro serpinas para que seja selecionado um

epitopo compartilhado entre elas (figura 1).
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Figura 1: Alinhamento do grupo de serpinas selecionado para este estudo pelo Clustal

Omega. (*) sdo aminoacidos conservados em todas as proteinas; (:) similaridade forte;

(.)similaridade fraca (-) gaps entre as sequéncias. Em vermelho esta destacado o

AcSP1.
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Como mencionado, foi escolhido o epitopo da proteina Ac-103003 situado entre
os residuos 358-376 para servir de antigeno para este estudo. Este residuo
apresentou alta afinidade de ligagdo ao MHC Il murino, em dois alelos (H2-1Ad e H2-
IAb), por meio do algoritmo NetMHClIpan. No grafico, isso representa um vale ao invés
de um pico, pois o resultado desta analise apresenta valores de IC50, onde quanto
menor o valor, maior a afinidade por ligacdo (menor quantidade de peptideo é

necesséria para desfazer a ligacdo do MHC a um antigeno padrao).

Os gréficos dos resultados dos algoritmos Bepipred Linear Epitope Prediction
Results e Emini Surface Acessibility Results mostraram picos na regido abordada. I1sso
indica que existe alta probabilidade de ser uma regido de epitopo linear de células B
e ser encontrada na superficie da estrutura terciaria da proteina, sendo facilmente

reconhecida por anticorpos circulantes.

O gréfico gerado pelo algoritmo IUPred ndo mostra picos acima do limiar
tracado na regido, e nem no restante da proteina, com excecdo a regido amino-
terminal. Isto indica que a proteina escolhida possui uma estrutura terciaria estavel, o

que torna o epitopo constantemente exposto a acdo de anticorpos.

O resultado do blastp mostrou que este peptideo possui ainda 100% de
identidade com a mesma regido 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 ndo mostrados).

Os resultados da modelagem estrutural e analises de imunoinformatica estéao

dispostos nas figuras 2 e 3, respectivamente.
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Figura 2: Resultado da modelagem do software MODELLER v9.10. Em laranja a
localizacéo espacial do peptideo HKAFVEVNEEGTEAAAATA.
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Figura 3: Analise integrada de imunoinformatica da serpina Ac-103003, selecionada
como molde para a definicho da sequéncia final do peptideo N-
HKAFVEVNEEGTEAAAATA-C (aa 358-376) (destaque em retangulo vertical
vermelho). De cima para baixo estédo os resultados graficos dos seguintes algoritmos:
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IEDB (1° ao 3° grafico) - NetMHClIpan, Bepipred Linear Epitope Prediction Results,
Emini Surface Acessibility Results, respectivamente; [UPred - Prediction of Intrisically
Unstructured Proteins. Com excecdo ao 1° gréafico, todos exibem caracteristicas

desejaveis quando acima do limiar tracado.

As dosagens proteicas mostraram uma concentracdo de 0,6 mg/mL para
AcSP1 e 0,2 mg/mL de AcSP1KLH. Os resultados de SDS-PAGE confirmaram a
presenca tanto de AcSP1 e AcSP1KLH. O tamanho exato do complexo AcSP1KLH
nao pode ser determinado, pois as bandas contendo as proteinas foram visualizadas
na parte superior do gel, acima dos 250 kDa, maior peso do marcador molecular
utilizado (dados ndo mostrados). Bandas de tamanho pouco acima de 5 kDa foram

visualizadas em gel contendo AcSP1 (figura 4).

Figura 4: SDS-PAGE do peptideo em gel a 15%. A coluna M corresponde aos
marcadores de peso molecular (2-250 kDa); colunas 1 e 2 correspondem a 15 ug de

AcSP1 em duplicata.
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Os resultados da avaliacdo da producéo de anticorpos por ELISA se encontram

abaixo (figura 5):

ELISA camundongos
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Figura 5: Perfil de resposta imune humoral anti-AcSP1 de camundongos inoculados.
As leituras de absorbancia do ELISA correspondem a 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 titulo de anticorpos dos animais foram mensurados em
densidade 6ptica de 490 nm, em soros diluidos 1:200. As barras de erro demonstram

um desvio padréo 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.

DISCUSSAO

As serpinas mostam interesse como potecial candidato a vacina contra
carrapatos por sua importancia para o repasto sanguineo do parasita, com sua funcao
de manter o sangue fluido tanto no local da picada quanto no intestino e hemolinfa.
Essa mesma familia de inibidores de proteases também mostrou propriedades
moduladoras da resposta imune do hospedeiro (MULENGA et al., 2001). Essa familia
de proteinas ja foi utilizada, por meio da tecnologia de proteina 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).

E de suma importancia que uma vacina contra carrapatos seja delineada
visando a mitigacdo de efeitos sobre a variabilidade genética entre as populagdes.
Sabidamente, diferencas na sequéncia da proteina alvo da vacina entre as
populacdes de carrapatos podem interferir na dinamica de reconhecimento do
antigeno pelos anticorpos especificos desenvolvidos pela imunizacdo (ANDREOTTI
et al., 2008). Serpinas, denominadas AAS, derivadas de A. americanum, mostraram
gue possuem suas alcas do centro reativo (Reavtive Center Loop - RCL) altamente
conservadas entre distintas espécies de ixodideos (PORTER et al., 2015). Ademais,
as analises do blastp mostraram que o peptideo AcSP1 compde parcialmente o RCL,
0 que corrobora com a sua conservacao entre espécies. Como o RCL é de suma
importancia para a funcao das serpinas, é de relevancia 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 sequéncia do AcSP1, por exemplo, € compartilhada entre quatro das 19
serpinas. Este tipo de agrupamento entre distintas serpinas expressas por uma
mesma espécie de ixodideo também foi reportado por Porter et al. (2015). Assim,
dessa forma, uma resposta contra o AcSP1 inibiria a0 menos o RCL de quatro

serpinas importantes para o A. cajennense s.l.

Apesar de as analises in silico e imunoinformética aqui empregadas terem
demonstrado que além de conservado, o peptideo AcSP1 ainda possui alta afinidade
por ligacdo ao MHC de classe Il de camundongos, 0s imunoensaios com 0s animais
nao foram conclusivos para corroborar tal hipotese. Tanto a presenca de AcSP1
guanto o conjugado AcSP1KLH foram confirmados por SDS-PAGE, embora nenhum
soro ou pool destes, dos grupos SP e SPK, tenham revelado uma producao de

anticorpos especificos seja por ELISA ou por Dot blot.
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N&o obstante, os resultados de Dot blot mostraram forte producdo de
anticorpos contra o0 AcSP1KLH, indicando que ao menos o carreador molecular KLH
contendo o peptideo conjugado foi processado por uma célula apresentadora de
antigeno (APC) e apresentada ao sistema imune via linfécitos T, que por sua vez
estimularam linfécitos B a se diferenciarem em plasmadcitos, gerando uma resposta
imune humoral contra o KLH. E possivel também que linfocitos B de meméria tenham

sido estimulados pelo KLH diretamente apds as doses de reforco.

Podemos atribuir alguns conceitos sobre 0 ndo reconhecimento de anticorpos
especificos ao AcsP1 por ELISA e Dot blot como: uma possivel clivagem do complexo
AcSP1KLH por neutrofilos no local da aplicacdo, uma vez que estes também sao
recrutados por estimulo do adjuvante; a clivagem do proprio peptideo no interior das
APCs, de forma ndo haver a sequéncia final integra para a ligacdo ao MHC de classe
II; as banda acima de 5 kDa demonstradas pelo SDS-PAGE sugerem que 0S
peptideos podem ter formado trimeros, ou tetrameros, incapazes de serem
reconhecidos por anticorpos especificos anti-AcSP1; as dosagens proteicas
acusaram uma concentracdo muito menor do que o esperado apdés as diluicbes dos
antigenos, considerando os 70% de pureza garantidos pelo fabricante, assim, os
animais podem ter recebido uma carga menor de antigenos e o mesmo deve ter

influenciado nos resultados dos imunoensaios.

CONCLUSAO

Ferramentas de bioinformatica e imunoinformética possibiltam o
desenvolvimento de novas estratégias na selecdo de antigenos candidatos contra
espécies de carrapatos de importancia em saude publica e veterinaria que ainda néo
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 € um modelo que pode
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ser utilizado e otimizado para outras espécies de carrapatos, em estudos posteriores.
Como o carrapato € um ser eucarioto, contendo um genoma extenso, € interessante
que novos estudos sejam capazes de explorar a eficiéncia de proteinas, subunidades

ou peptideos candidatos, oriundos de distintas vias metabdlicas do parasita.
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The contrel of tcks with vaccines ks of global interest. Expermental vaccines incorporate new techmnolo-
s 255000 a5 they are svailable. Histor cally, the main vaocine stsdies have focused on the one-hast cat-
tle tick Riipephalis micropls, and efficacy eval wations have been standardised for this tck species On
the ather hand, evalwations of vaccine candidates for three-hast ticks are being done somewhat aitrar-
ily and thus comparsons within the cument literature on the efficacy of vaccines, as well as other meth-
odds of contrel, are difficult We herein provide a formula for the evaluation of efficacy of a vaccine
designed againgt three-host ticks that incorporates the whole life cycle of the tick.
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The calculation of tick vaccine efficacy isused to repart the per-
centage of immunoprotection of a product against the parasite.
This cakulation has been applied around the world overwhelm-
ingly for products designed against the catte tick, Rhipicephalus
microplus (and Rhipiceph alus australis). In the first report of vaccine
efficacy against the cattle tick, Wong and Opdebeeck {1989 ) used a
formula containing only three parameters: total number of
detached adults, oviposidon of adults and eger mass weight. Eight
wyears later, Canales et al (1997 ) calculated for the first time the
cument standard test for vaccine efficacy against ticks. In fact, this
formula was used to test the efficacy of the commerdal vaccine
Gavac™ (Heber Biotec 5A., Havana, Cuba), developed to contraol
the B micophs and Rhipicephalus annulams populatons (Fragoso
et al, 1998) This formula calculates the efficacy (EX) based on
three variables: number of detached engorged adults (CRT), ege
mass weight (CRO) and fertility of eggs (CRF) as follows (Canales
et al, 1997; Andreotti, 2007; Miller et al, 2012 )

E% = 100+ [1 — (CRT+ CRO + CRF)).
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At the same time, control of the three-host tick species, such as
Fhipicep hohes sanguineus, Amblyom ma vanegnium and Dodes soopu-
laris, is also on the research agenda but a standard formula has not
yet been established. In the last few years it has been proposed to
validate vacdne efficacy by correlating antibody titers in individual
animals with some of the tick parameters, which we included in
the formula discussed below (Szabo and Bechara, 1997; Almazan
et al, 2003, 2005; Taimnell et al, 2005; Pérez-Pérez o al., 20010
Anisuzzaman etal., 2012). Almazin et al. (2005 ) caloulated the effi-
cacy of an antigen against the three-host tck [ scopularis, based
anly on its effect against larvae Trimnell et al. (2005) tested a
cement antigen as a vaccine in guinea pigs against R sanguineus
and in hamsters and rabhits against Ixodes ricnws, howewver, in all
cases the final efficacy was not calculated and only some life cycle
parameters were compared using ANOVA. Pérez-Pérez etal. (2010)
inoculated dogs with Bm86 antigen (Hebercani, Heber Biotec) to
evaluate its efficacy against R. sanguinews; nevertheless they only
compared some parameters with means comparison using a
Stdent's f-test. Similar analysis has been done previously when
R sanpuinews gut exiract was tested as a vaccine in guinea pigs
against this tick (Szabd and Becham, 1997) The work of
Rodriguez-Mallon et al. (20132) was the only known report on vac-
dne efficacy against a three-host tick which considered the
cumulative effect of the product against larvae, nymphs and adult
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stages. These authors, however, summarised the effects on recov-
ery and viability of engorged larvae in only one parameter, disre-
garded the number of engorged nymphs that molt to adults, and
used twice the number of detached engorged females in their
formula Thus, the vacdne efficacy was over-estimated. The final
formula reported was:

E(%) = 100+ [1— (VL+ RN «RA + VA « OA «FE}|

whem

VL is the effect of each immunogen on larval viability.

EM is the effect of each immunogen on nymph yield

RA is the effect of each immunogen on adult yield

VA is the effect of each immunogen on adult viability.

0O is the effect of each immunogen on ovipositon of females.
FE is the effect of each immunogen on fertlity of epes.

Here we propose an alternative formula of vaccine efficacy for
three-host ticks, which cumulatively calculates the values of each
instar, avoiding an over-estimated result, and caloulates the ability
af each tick instar to complete its blood meal as well as to malt to
the next stage. The ability of adult females to lay eggs and larvae
hatchability were also considered, resulting in a final percentage
that includes values of larvae, nymphs and adultsfweight of mass
of eggs of three-host ticks. Thus, we propose to separate the larvae
pammeter into two and add one parameter for nymphs in relation
to the formula cited abowe For larvae, we considered separately
the effect on recovery, which counts the total number of engomzed
larvae from the vaccinated group in relation to the contral group.
For nymphs, we included their viability, in other words, the total
engorged mymphs that are able to maolt to adults from the vacc-
nated group compared with the contral group.

The formula cted by Rodriguez-Mallon et al. (2012) includes
four parameters for adults, but two of those cause an owver-
estimation of the final value since they caloulate values for the
same condition The VA varable calculates the viability of an
engorged female tolay eges by counting how many females within
the recovered total have started oviposition. On the other hand, the
Ofvariable shows the same whenthe average mass weight of eggs
per female recovered is cakulated All eggs came from females that
had already started oviposition, so when the total mass of eggs was
divided by the total number of recovered females, the same
pammeter that had previously been calculated is included, which
wias the number of engorged females that had started oviposition.
We propose including only three parameters for adults in the for-
mula, one being the parameter that calculates both the effects of
the reduction in females able to lay epgs and the average weight
of eges laid by each engorged female. Each value was determined
by the ratio between the average vales of the vacdnated group
and the contral group. All cross-linked parameters are multiplied,
providing the final percentage of efficacy. The final value is sub-
tracted from one and multiplied by 100, to obtain the overall
reducton, as a pemwentage, caused by the vacdne in dck yield
throughout the whaole of the tick life oycle Thus, we can use the
effects on both the host and environment to determine the effect
af the vacrine on the parasite burden.

The final formula is:

E(%)=100%|1— [RL+VL+ RN+ VN« RA « OA+ FE)|
when
E iz the vaccine of ficacy percentage.

RLis the effect on recovery of engorged larvae. This variable is
calculated by the ratio between engorged larvae recovered from

the vaccinated (rlv) group in relation to the control group (rlc).
RL={rh/rk).

VL is the effect on the viability of engorged lanvae. This variable
i= caloulated based on the mtio ofthe total number of engorged
larvae recovered that molted to nymphs from the vaccinated
(wh) group compared with the control group (vic) V0L ={vlv/
vic).

RM is the effect on recovery of engorged nymphs. This variable
is calculated as the ratio between engorged nymphs recovered
from the vaccinated (rnv) group in relation to the control group
(mc) BN = (rnv/rnc ).

VM is the effect on the viability of engorged nymphs. This van-
able i= calculated based on the ratio of the total number of
engorged nymphs recovered that molted to adults from the vac-
cinated (vnv] group compared with the contral group (vnc).
VWM = [wmv/vnc ).

RA is the effect on recovery of engorged adults. This variable is
calculated as the ratio between engoreed adults recovered from
the vaccnated (rav) group compared with the control group
(Ac)l RA ={mav/mcl

0OA is the effect on oviposition of adult fermales, This varable is
calculated based on the average weight of egg mass laid by
engorged adult females recovered from the vacdnated (pav)
group compared with the contmol group (oac) O& =(oavioac).
FE is the effect on egg fertility. This variable is caloulated based
an the ratio between the hatchahility, as a percentage, of larvae
from eges laid by engorged adults recovered from the vaco-
nated group (fev] compared with the control group (fec).
FE = {fiev/fec).

Including all proposed parameters in the new formula, and not
only those that are statistically significantly different between
treated and control groups, may dilute antagonistic effects of a vac-
cine or a drug on specific parameters of ticks. However, for those
who will use a vacoine against ticks, the described efficacy should
incdude the overall effect on the parasite. Also, additive effects on
various parameters throughout the tick life gpde should be consid-
ered. In this regard, it is possible to suppose that the sum of small,
non-significant negative effects of several of the parameters will
result in a final, significant negative effect on the efficacy for tick
control. Last but not least, apart from the proposed formula, it is
always impaortant to evaluate the effect of a vaccne on specific
parameters. Such an approach will be important to better under-
stand the mode of action of the product

Although it was developed to caloulate efficacy under lab-
omtory conditions, it is alko possible to use this formula in the
field, however, the data for all tick stages would likely be maore
time-consuming to collect than under laboratory conditdons
because some developmental stages might not feed on hosts at
the same time. Using Amblyormma cajennense as an example where
the life cyde usually takes 1 year to complete (Guglielmone et al.,
1990), the treatment of hosts should be planned to provide protec-
tion for at least 1 year and tick collection should aimed to recover
all tick stages at the end of the trial, providing the researcher with
all of the data that the formula requires. Another scenario that
could improve the accuracy of the formula is touse the same ticks
from larvae untl oviposition of eges, under laboratory conditions.
This way, the real cumulative effects will be preserved, because
each tck stage would load the vaccine/substance effect from the
previous stage.

In conclusion, it is possible towse this formula under any condi-
tions as the required pammeters can be collected and measured.
Therefore, we suggest this formula as useful for vaccine evaluation
orsubstance efficacy in three-host ticks.
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5 DISCUSSAO

Embora exista no Brasil uma ixodofauna composta por mais de 70 espécies de
carrapatos, somente o género Amblyomma tem implicagBes relevantes na saude
plblica (SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013; KRAWCZAK et al., 2016; LABRUNA et
al., 2016; WOLF et al., 2016; MUNOZ-LEAL et al., 2017). Diante das conclusdes
apresentadas neste trabalho, muitos destes podem n&o estar recebendo uma devida
atencdo quanto a sua capacidade vetorial. Dessa forma, podemos destacar algumas
espécies que picam ou até mesmo parasitam, mesmo que acidentalmente seres
humanos, e que ndo recebem devida importancia em saude publica: A. coelebs e A.
oblongoguttatum. Ambas possuem relatos de infeccdo por Rickettsia do GFM
(LABRUNA et al., 2004b). Ademais, como mencionado, também possuem capacidade
de picar ou até mesmo completar o repasto sanguineo em seres humanos com
facilidade, dependendo do instar. Isto cria uma situacdo favoravel a transmisséo
dessas bactérias (LABRUNA et al., 2000; GUGLIELMONE et al., 2006).

Para a afirmacao de que uma espécie de carrapato seja comprovadamente
vetor competente, deve-se proceder com estudos de infeccdo em hospedeiros
experimentais, a fim de elucidar se esses ixodideos sdo hospedeiros competentes
para manter formas infectantes da bactéria em seu ciclo bioldgico, seja de forma
transovariana, ou transestadial, e ser capaz de transmiti-la ao hospedeiro (SOARES
et al., 2012; UENO et al., 2016).

N&o menos importante, estudos sobre a biologia dos vetores sao 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 ciéncia sobre a especificidade de hospedeiros dos
parasitas é util para auxiliar a elencar medidas profilaticas envolvendo os animais
reservatorios. O estudo sobre condi¢cdes ideais de manutencdo de determinada
espécie pode auxiliar em programas de controle direcionados a ambientes favoraveis

a disperséo dos parasitas, e na época adequada.
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Amblyomma coelebs é um carrapato que possui predilecdo a parasitar antas
(Tapirus terrestris), mas podendo parasitar outros mamiferos silvestres e domésticos,
e inclusive seres humanos (SOARES et al., 2015; LOPES et al., 2016; WITTER et al.,
2016). Sabe-se também da ampla distribuicdo geogréfica desta espécie, contudo
pouco se sabe sobre seu papel como vetor e dispersor de Rickettsia spp. do GFM no
Brasil, contudo ja foi descrito a infeccdo deste com R. amblyommatis, cuja
patogenicidade é ainda debatida (LABRUNA et al., 2004b). Aqui mostramos que todos
0s instares desta espécie sdo capazes de realizar repasto em um lagomorfo (coelho),
embora ainda ndo seja possivel concluir se estes animais sdo capazes por si sO de
manterem populacdes deste ixodideo em condi¢cBes 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: relacdo do ciclo de vida com a
sazonalidade, hospedeiros competentes em realizar sua dispersdo e multiplicacao;
capacidade de manter e transmitir cepas de Rickettsia spp. do GFM em fases de vida

livre e parasitaria.

Bem como o A. coelebs, o A. oblongoguttatum nédo € ainda comprovado como
vetor competente de riquetsioses. Este trabalho demonstrou que esta espécie se inclui
no rol de ixodideos com relato de infec¢cdo por uma dessas bactérias, quando foi
confirmada a presenca de R. amblyommatis em um exemplar macho no municipio de
Pimenta Bueno. E uma espécie que possui um amplo espectro de especificidade a
hospedeiros (silvestres e domésticos), tanto em instares imaturos quanto em adultos,
e € capaz de picar seres humanos (GUGLIELMONE et al., 2006).

Sabe-se que uma ampla gama de hospedeiros, principalmente roedores, séo
adequados ao repasto completo de instares imaturos, e que caes sdo capazes de
permitir o repasto e reproducdo da fase adulta (MARTINS et al., 2017). Coelhos em
condicdes laboratoriais convencionais também séo capazes de sustentar uma colénia
desta espécie por algumas geracdes (dados nao publicados). Mais estudos sao
necessarios para avaliar sua capacidade de manter uma cepa de Rickettsia spp. do
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GFM em seu organismo, transmissao entre seus descendentes (transovariana e

transestadial) e outros hospedeiros.

A ixodofauna associada a Rickettsia spp. do GFM é bem caracterizada nas
regibes Sul e Sudeste do Brasil, bem como a capacidade de algumas espécies de
transmitirem-nas a seres humanos (SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013). Na regido da
Amazbnia, apenas se sabe da presenca e dispersdo de algumas espécies de
carrapatos, bem como hospedeiros soropositivos para Rickettsia spp. do GFM e
carrapatos infectados com espécies com potencial patogénico ainda nao totalmente
esclarecido (LABRUNA et al., 2007; MARTINS et al., 2014). Entretanto, alguns casos
de RMSF/FMB (ou outras riquetsioses) tém sido reportados na regidao (OLIVEIRA et
al., 2016).

Apenas as espécies A. cajennense s.|. e A. coelebs foram encontrados
infectados por Rickettsia do GFM na Amazonia do estado de Rondénia (LABRUNA et
al., 2004b). Este estudo aqui reporta infeccdo em A. cajennense s.s. e confirma pela
primeira vez infectando a espécie A. oblongoguttatum. Vale ressaltar que nessa regiao
sdo encontradas duas espécies do complexo A. cajennense, tendo o A. sculptum
cComo 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 presenca de agentes patogénicos em outras espécies de carrapatos
conhecidas como vetores em outras regibes do pais, como o A. ovale (SZABO;
PINTER; LABRUNA, 2013), entre outros que sabidamente picam seres humanos e
gue sao abundantes na regido, como A. naponense e A. scalpturatum (dados néo
publicados). Investigagcdes em animais reservatorios naturais também sdo de suma

importancia.

Como inexistem vacinas contra riquetsioses, 0 método mais efetivo e
largamente empregado no controle destas doencas é a prote¢do 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 aplicacéo de acaricidas quimicos. Isto
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gera uma discussdo ao redor do assunto poluicdo ambiental, e de importancia em
salde publica, pois gera residuos em produtos de origem animal. Embora tenha sido
o método mais eficaz, carrapatos vem apresentando resisténcia a alguns principios
largamente utilizados (CLEMENTE et al., 2010; CUNHA et al., 2007; FREITAS;
ZAPATA; FERNANDES, 2011). Para driblar este gargalo, novas moléculas séo
constantemente desenvolvidas. Os usos de medicamentos fitoterapicos ainda
necessitam de uma melhor abordagem com relagéo a sua empregabilidade e custo-
beneficio (GARCIA et al., 2012).

Tratando-se de carrapatos de importancia em saude publica, o desafio de
controle é ainda maior, pois estes se encontram amplamente distribuidos em todos os
biomas brasileiros, e sdo mantidos pela rica fauna de hospedeiros existente neles
(SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013; MARTINS et al., 2016). Como é impraticavel o
controle quimico 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 ndo séo disponiveis para a rotina, aqui foi proposto um
modelo alternativo para ser empregado na agenda de controle dos vetores ixodideos

de importancia em saude publica.

A estratégia de controle imunoldgico de carrapatos ja foi empregada visando o
controle do carrapato-do-boi, 0 R. microplus. Pesquisas nessa area sao dedicadas
guase 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 antigeno estavel que garantisse a protecdo de qualquer
bovino a qualquer cepa deste ixodideo (ANDREOTTI et al., 2008). Ferramentas de
bioinformética vém surgindo com o passar dos anos, e estdo auxiliando no processo
de sele¢do de antigenos candidatos a vacinas contra carrapatos (MARITZ-OLIVIER
etal., 2012; PORTER et al., 2015; MARUYAMA et al., 2017). Antigenos de carrapatos
desenvolvidos por meio da bioinformatica 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
selecédo de antigenos por meio de imunoinformatica, visando o controle imunolégico
do A. cajennense s.l. em hospedeiros - silvestres (capivaras, gambas) e domésticos
(cées, cavalos). Entretanto, a investigacao ndo pbéde ser concluida com o que se diz
respeito ao peptideo utilizado (AcSP1), com o carreador e antigenos escolhidos para
0s imunoensaios. Assim, mais investimentos e estudos devem ser conduzidos nesta
area, com a finalidade de selecdo de uma maior quantidade antigenos conservados
entre espécies de carrapatos, carreadores moleculares, adjuvantes, com intuito de
desenvolvimento de uma vacina eficaz e de bom custo-beneficio para ser empregado

em ambas cadeias de produtos de origem animal e saude publica.

Para experimentos de ensaios com antigenos vacinas e substancias sistémicas
contra carrapatos de importancia em saude publica, que sdo heteroxenos em sua
maioria (SANCHES et al., 2008; MARTINS et al.,, 2012, 2014, 2016, 2017), é
necessaria uma metodologia criteriosa e padronizada para avaliar a eficacia do que
se estd testando. Calcular a eficacia vacinal é uma atividade intrinseca em
experimentos que testam antigenos contra carrapatos (CUNHA et al., 2013). Esta é
uma das maneiras, provavelmente a principal, de se mensurar o efeito de uma
determinada substancia de efeito sistémico nas fases de vida de uma espécie de

carrapato.

Historicamente, férmulas foram aplicadas direcionadas ao carrapato-do-boi, R.
microplus, até entdo o Unico de interesse em estudos com vacinas (CUNHA et al.,
2013). Esse carrapato, entre outras poucas espécies, S&0 monoxenos, o que significa
gue estes sobem e parasitam o0 hospedeiro na fase de larvas e se desprendem
somente na fase adulta, realizando as ecdises no hospedeiro. Este fato dificulta a

avaliacdo de vacinas e agentes sistémicos em todas suas fases de vida.

Durante as revisdes bibliograficas para os estudos aqui realizados, foi notado
que a literatura carece de informacdes precisas sobre a avaliagdo de eficacia vacinal
em carrapatos heteroxenos. Diante disso, foi proposta e publicada uma formula para

padronizar um calculo de influéncia de vacinas e substancias sistémicas nos
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parametros bioldgicos de ixodideos heteroxenos (AGUIRRE et al.,, 2015).
Anteriormente, este calculo foi realizado de forma empirica, baseando-se na férmula
aplicada ao R. microplus, e de forma nao padronizada, o que provavelmente
superestimou ou mascarou o efeito vacinal em determinados casos (RODRIGUES-
MALLON et al., 2012).

Com esta formula padronizada, € possivel avaliar efeitos sistémicos nao
somente de vacinas, mas também de substancias sistémicas (aquelas que o carrapato
necessita ingerir durante o repasto sanguineo para serem eficazes), no ciclo de vida
desses parasitas. Além do emprego dessa formula em testes sob condicbes
controladas, é possivel aplica-la a campo, desde que todos os parametros bioldgicos

do carrapato estudado tenham condi¢des de ser mensurados.

E sugerido, portanto, o emprego deste calculo em qualquer estudo sob
qualquer condicdo, que seja possivel avaliar a efetividade de alguma vacina, ou
substancia sistémica, contra carrapatos de trés hospedeiros. Para tal, também é
recomendado que sejam incluidos todos os instares 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.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi elucidado pela primeira vez os parametros biolégicos do
Amblyomma coelebs, sob condi¢des naturais e laboratoriais, e a capacidade de seu

estagio ninfal em completar o repasto em seres humanos.

O Amblyomma oblongoguttatum deve ser incluido no rol de potenciais vetores
de riquetsioses na Amazobnia, por este trabalho reportar pela primeira vez um
espécime infectado com Rickettsia amblyommatis, pertencente ao GFM. Ademais,
sdo mostrados primeiros relatos de Rickettsia do GFM em municipios do estado de

Rondobnia situados em area de ecotono Amazonia-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 imunoinformatica

para selecdo de peptideos candidatos.

Por fim, foi concluida a padronizacdo de um célculo de eficacia vacinal e de
substancias sistémicas para carrapatos de trés hospedeiro, fornecendo uma
ferramenta para estudos posteriores.
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