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RESUMO

Visando contribuir com a descri¢cdo da diversidade e ecologia de carrapatos e
riquétsias no Cerrado brasileiro, este estudo foi conduzido em uma fazenda particular e
suas imediagcdes em Araguapaz, Goias. O trabalho foi realizado durante quatro anos em
11 coletas, sendo oito em estacbes consecutivas em trés fitofisionomias distintas.
Coletou-se carrapatos do ambiente, de animais domésticos, aves e pequenos mamiferos
silvestres e, em uma amostra destes, procurou-se por DNA de riquétsias. No ambiente
foram coletados Amblyomma sculptum, A. ovale, A. parvum, A. naponense, A.
rotundatum e Ornithodoros sp. O ambiente com infestacdo mais intensa e diversa foi a
Mata de Galeria e o carrapato A. sculptum exibiu uma distribuicdo sazonal bem definida
com larvas e ninfas prevalecendo nas esta¢cBes mais secas e adultos nas mais umidas.
Em cées foram encontrados A. sculptum, A. ovale, A. parvum e Rhipicephalus
sanguineus; em equideos A. sculptum, Dermacentor nitens e R.(Boophilus) microplus;
em bovinos R. (Boophilus) microplus e A. sculptum. Nas aves silvestres foram
coletadas ninfas de A. sculptum e A. nodosum. Nos pequenos roedores coletou ninfas de
A. parvum, larvas de Amblyomma spp e larvas de Ornithodoros sp. Coletas fortuitas em
répteis, resultaram em ninfas e adultos de A. rotundatum e larvas de Amblyomma sp.
Duas espécies de riquetsias do grupo da febre maculosa foram identificadas R.
amblyommii e candidatus R. andeanae ambas em A. parvum e R. bellii em A.
rotundatum. O carrapato Ornithodoros sp encontrado diverge morfologicamente e
geneticamente das espécies conhecidas constituindo-se em uma nova espécie. De forma
global ficou evidente que os animais na area estudada sdo expostos a uma diversidade
maior de macroparasitos (carrapatos) e microparasitos (bactérias) do que em areas
muito mais antropizadas. O papel desta diversidade maior no desenvolvimento de
doengas, na prevencéo destas, merece investigacOes adicionais.

Palavras-chave: Carrapatos, Rickettsia, Cerrado, Araguapaz, diversidade



ABSTRACT

Aiming contributing to the description of species and of the ecology of ticks and
Rickettsia in the Cerrado (savannah) this research was conducted in private farm and
surroundings in Araguapaz county, Goids. Overall eleven samplings, eight in
consecutive seasons in three phytofisiognomies, were done along four years. Ticks were
collected from the environment, domestic animals, birds and small mammals and
Rickettsia DNA was searched for in a sample of this ectoparasites. Amblyomma
sculptum, A. ovale, A. parvum, A. naponense, A. rotundatum and Ornithodoros sp. were
collected from the environment and gallery forests exhibited the overall highest
infestation and tick species diversity. A. sculptum ticks exhibited a seasonal pattern with
larvae and nymphs prevailing in the driest seasons and adults in most humid ones. Dogs
were parasitized by A. sculptum, A. ovale, A. parvum and Rhipicephalus sanguineus;
horses by A. sculptum, Dermacentor nitens and Rhipicephalus (Boophilus) microplus;
cattle by Rhipicephalus (Boophilus) microplus, and A. sculptum. A. sculptum and A.
nodosum nymphs were collected from birds and A. parvum nymphs, Amblyomma sp.
and Ornithodoros sp. larvae from small mammals. Unplanned tick collections from
reptiles yielded A. rotundatum nymphs and adults as well as Amblyomma sp. larvae.
Two spotted fever Rickettsia species were identified; R. amblyommii and candidatus R.
andeanae both in A. parvum as well as R. bellii in A. rotundatum. The Ornithodoros sp.
tick found diverge both morphologically and genetically from known species and a new
tick species may be supposed. Broadly it is evident that in the studied area animals are
exposed to a higher macroparasite (ticks) and microparasites (bactéria) that those from
more anthroposized areas. The role of such higher parasite diversity in the development

or prevention of diseases should be further investigated.

Key words: icks, Rickettsia, Cerrado Araguapaz, diversity
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1. INTRODU(;AO E JUSTIFICATIVA
1.1. O Cerrado

O Cerrado constitui 0 segundo maior bioma do Brasil, com uma area de
aproximadamente 2 milhdes de km2 que representa cerca de 23% da area total do pais
(RATTER, et al., 2003). Este bioma ¢ uma savana tropical, considerada um dos “hot
spots” da biodiversidade global, ou seja, area rica em espécies endémicas e
particularmente ameacada pelas atividades humanas (CINCOTTA, 2000). Nos ultimos
35 anos mais da metade dos 2 milhdes de km? de Biomas originais foram cultivados
com pastagens plantadas e culturas anuais. As taxas de desmatamento no Cerrado tém
sido historicamente superiores as da floresta Amazonica, apenas 20% desse bioma
permanecem inalterados e somente 2,2% da area do Cerrado se encontra legalmente

protegida (MITTERMEIER, et al., 1999).

A flora esta entre a mais ricas do mundo com mais de 7.000 espécies de plantas
herbaceas, arbustivas, arboreas e cipés (MENDONCA, et al.,1998). Quarenta e quatro
por cento da flora é endémico e nesse sentido, o Cerrado € a mais diversificada savana
tropical do mundo. Existe uma grande diversidade de habitats e alternancia de espécies
(RATTER et al., 2003). A mais recente revisdo da fauna de mamiferos aponta um
namero de espécies maior do que as compilacdes anteriores com cerca de 199 espécies
para o bioma Cerrado (AGUIAR, 2000, MARINHO-FILHO, et al.,, 2002). Os
mamiferos estdo principalmente associados ou restritos aos fragmentos florestais ou
matas de galeria (REDFORD e FONSECA, 1986). A avifauna é rica (> 830 espécies),
mas o nivel de endemismo é baixo (3,4%). Os invertebrados sdo muito pouco
conhecidos, mas estimativas sugerem uma riqueza em torno de 90.000 espécies (DIAS,

1992). Diversas espécies animais e vegetais estdo ameacadas de extin¢do e estima-se
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que 20% das espécies ameacadas ou endémicas ndo ocorram nas areas legalmente
protegidas (KLINK, et al, 2005).

A biodiversidade do Cerrado € elevada, porém geralmente menosprezada. As
transformaces ocorridas no Cerrado trouxeram grandes danos ambientais fragmentacéo
de hébitats, extincdo da biodiversidade, invasdo de espécies exéticas, degradacdo de
ecossistemas, e possivelmente modificagdes climaticas regionais. (KLINK e

MOREIRA, 2002).

Infelizmente as informacg@es disponiveis sobre Cerrado sdo ainda restritas,
particularmente sobre espécies de invertebrados. Entre outras, informacbes sobre
carrapatos deste bioma sdo bastante escassas, pontuais (KNIGHT, 1992; CAMPOS
PEREIRA, et al., 2000). Veronez et al., (2010) descreveram um grande predominio de
Amblyomma sculptum (do complexo Amblyomma cajennense) na regido de Cerrado em
Minas Gerais. Outros trabalhos, como os de Szabo6 et al., (2007) e Ramos, et al.,
(2014b) também descreveram a presenca de carrapatos no bioma cerrado, inclusive com
relatos de picadas em humanos (SZABO, et al. 2007; RAMOS, et al. 2014b). Sabe-se
que carrapatos sdo vetores de varios patogenos causadores de doencas em animais e
seres humanos. Assim, faz-se necessario que os estudos sobre esses ixodideos sejam
mais aprofundados, no que diz respeito a biologia, ecologia, sazonalidade e doencas

transmitidas.

1.2. Estado de Goiéas

O Estado de Goias possui area de 340.165,9 km?, divididos em 246 municipios.
Se localiza na regido Centro-Oeste do Brasil e se estende entre os paralelos 13°00° e

19°00’S e os meridianos 46°00° e 53°00°W (NASCIMENTO, 1991). Ocupa 21% do
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territorio nacional e é considerado a dltima fronteira agricola do planeta (BORLAUG,
2002).

Os limites do Estado sdo Tocantins ao Norte, Minas Gerais ao Sul e Leste, Mato
Grosso ao Oeste, Bahia ao Nordeste, Mato Grosso do Sul ao Sudoeste e o Distrito

Federal (Figura.1l). Possui relevo bastante variado, com planaltos, chapadas, vales e

depressoes.

LESTE GOIANO.

L

0 5 100 200 Km ‘“
L L L \

Figura.1l-Localizagdo do estado de Goids no territorio brasileiro e a Mesoregido

Noroeste do estado onde esta localizado o municipio de Araguapaz, Goias.

O clima do estado é tropical semi-Umido, com temperatura média anual de 23°C.
Apesar de haver quatro estaces no ano, duas sdao bem definidas, das chuvas, de outubro
a abril, quando as temperaturas séo altas, principalmente nas regides oeste e norte. Entre
setembro e abril, as temperaturas podem chegar a até 39°C. As duas esta¢bes do ano que
se destacam por possuirem caracteristicas bastante definidas sdo inverno e verdo. No
inverno é mais seco e este dura de maio a setembro quando a umidade relativa do ar
permanece abaixo de 70%. O verédo ocorre de novembro a mar¢o quando ocorre o0 maior
indice de pluviosidade, em torno de 80% das chuvas caem durante essa época do ano,
segundo Nimer (1972). Os rios que cortam o estado pertencem a trés bacias

hidrogréficas, do Sdo Francisco, do Tocantins e do Rio Parana. Os principais rios séo
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Aporé, Paranaiba, Araguaia, Corumba, Maranhdo, Sdo Marcos, Parand e rio Claro

(Disponivel em: http://www.brasilrepublica.com/goias.htm. Acesso em 15/04/2016).

A vegetacdo predominante do estado de Goias € o Cerrado lato sensu
(OLIVEIRA-FILHO e RATTER, 2002) cujas principais caracteristicas sdo os grandes
arbustos e as arvores esparsas, de galhos retorcidos e raizes profundas. Na regido sul do
estado sdo encontradas pequenas faixas de Mata Atlantica, principalmente nas margens
dos rios e nas serras. No que diz respeito a flora, o Estado de Goias encontra-se
destituido da vegetacdo original em grande parte de seu territorio. A monocultura e a
pecuaria ocupam o lugar do Cerrado em grandes extensfes. A vegetacdo de Floresta
Estacional Semidecidual aparece localmente, em pequenas areas descontinuas ao longo
do vale do Araguaia. Um estudo concluiu que 55% do Cerrado foram desmatados ou
transformados pela acdo humana (MACHADO et al., 2004a), o que equivale a uma area
de 880.000kmz2, ou seja, quase trés vezes a area desmatada na Amazdnia brasileira
(KLINK, e MACHADO, 2005)

A fauna é rica, sendo encontradas ongas pardas (Puma concolor), pintada
(Panthera onca), lobo-guard (Chrysocyon brachyurus), tatus como o tatu-peba
(Euphractus  sexcinctus), tatu-galinha (Dasypus novemcinctus), tatu-canastra
(Priodontes maximus), entre outros. Veados como o campeiro (Ozotoceros bezoarticus),
0 veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) e em algumas localidades o cervo do
pantanal (Blastocerus dichotomus). Macaco-prego (Cebus apella), o macaco-bugio
(Alouatta caraya) tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) e tamandués-mirim
(Tamandua tetradactyla), pacas (Cuniculus paca), capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris), antas (Tapirus terrestres), emas ( Rhea americana), seriemas (Cariama
cristata) algumas sdo espécies tipicas do cerrado e outras estdo associadas as margens

dos rios. Segundo Klink e Machado, 2005varias dessas espécies estdo ameacadas de
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extin¢do, devido ao desmatamento, as queimadas, ao uso de agrotoxico e da caca

predatdria na regido (HOFFMANN e MOREIRA, 2002).

O clima, em grande parte do estado pode ser classificado como quente e
subumido com quatro a cinco meses bastante secos. Com caracteristicas marcantes,
80% das chuvas caem de novembro a mar¢o, enquanto que de maio a setembro, a

umidade relativa do ar permanece abaixo de 70% conforme Nimer (1972).

1.3. Municipio de Araguapaz, Goiés

Araguapaz é um municipio brasileiro do interior do Estado de Goiéas, Regido
Centro-Oeste do pais. Esta localizado na Microrregido do Rio Vermelho que é um
afluente do Rio Araguaia e a Mesoregido Noroeste do Estado. Sua area esta
compreendida entre os paralelos 14° e 15° de latitude sul e os meridianos 50° e 51° de
longitude leste de Greenwich. Ocupa uma extensdo de 2.127,65 km2, encontra-se no

centro da regido do Vale do Araguaia (https://pt.wikipedia.org/wiki/Araguapaz).

Grande parte da area do municipio encontra-se no que se denominam Planicies
do Araguaia, onde o relevo apresenta uma topografia suavemente ondulada.
(http://lwww.araguapaz.go.gov.br/informacoes/20-historia-da-cidade.html)

A rede hidrografica compreende a mini bacia do Rio do Peixe que é afluente na Bacia
do Rio Araguaia. A rede de drenagem apresenta os leitos dos rios pouco cavado devido
a forma de relevo (suavemente ondulada). Os principais cursos de agua Sdo 0S rios
Peixe e Tesouras e os ribeires Isabel Paes, Cavalo Queimado, Alagado, Alagadinho,
Lagoinha e Roncador, além de varios outros cérregos que drenam 0 municipio

(https://pt.wikipedia.org/wiki/Araguapaz).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Munic%C3%ADpios_do_Brasil
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1.4. Fazenda Moenda da Serra

As poucas informagdes sobre carrapatos, e circulagdo de riquétisias nos motivou
a investigar melhor essa regido. Outro estudo havia sido conduzido nessa area (SZABO,
et al., 2007), quando foi descrito a ixodofauna da regido. Este estudo veio incorporar e

complementar dados sobre uma area no cerrado de Goias.

A Fazenda Moenda da Serra (sede 15° 4' 19.54"S 50° 25' 4.10"0, 336 m de altitude),
esta situada no municipio de Araguapaz, em Goias. Esta fazenda mantém 60% da sua
area de reserva permanente, possuiu um relevo mais acidentado com serras que variam
de 348 a 471 m. O clima do local é caracteristico da regido centro oeste, com verao
chuvoso e inverno seco. A principal atividade econémica é a criagdo comercial de
cagados (Podocnemis expansa), mas a propriedade possui outros animais como bovinos

de corte (nelore), equideos e cdes sem raca definida.

Conforme os funcionarios da fazenda os seguintes animais silvestres fazem parte
da fauna local: anta (Tapirus terrestris), cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus),
capivara (Hydrochaeri hydrochaeris), ema (Rhea americana), catetos (Pecari tajacu),
queixada (Tayassu pecari), macaco-prego (Cebus apella), onga-parda (Felis concolor),
onca-pintada (Leo onca onca), tamandua bandeira (Tamandua tetradactyla), cachorro-
do-mato (Cerdocyon thous). A presenca de alguns destes pdde ser comprovada pela
equipe de coleta por contato visual, pela presenca de fezes, pegadas e tocas construidas

na vegetacao.
1.5. Carrapatos

Os carrapatos pertencem a ordem Acari, dentro da classe Arachinida. No mundo
estdo descritas aproximadamente 867 espécies, divididas em trés familias: Ixodidae

(683), Argasidae (183) e Nutallialidae (uma espécie), segundo Horak et al, 2002.
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Aixodofauna brasileira possui pelo menos 67 espécies (KRAWCZAK, et al., 2015). O
género Amblyomma inclui aproximadamente 129 espécies de carrapatos (NAVA et al,
2009), dos quais 30% estdo no Brasil (ARAGAO, FONSECA 1961a.; GUIMARAES et

al., 2001).

Carrapatos pertencentes a familia ixodidae sdo chamados de carrapatos duros,
normalmente permanecem anexados por dois a treze dias para completar uma refeicao
de sangue e sO se alimentam uma vez durante cada estagio (larval, ninfas e adultos).
Possuem predominantemente habitos de espreita e de ataque (SONENSHINE, et al.,
2002). Estes sdo ectoparasitos obrigatorios e o habito hematofagico destes os transforma
em vetores de varios agentes infecciosos, como protozoarios, virus, bactérias e
riquétsias, tanto para humanos como para animais (CUPP, 1991). E interessante
mencionar gque 0s carrapatos s6 perdem para 0S mosquitos como transmissores de
agentes infecciosos para humanos (HOSKINS, CUPP, 1988). Dentre as varias
enfermidades infecciosas transmitidas ao homem e aos animais incluem-se a borreliose
de Lyme, a febre maculosa, diversas encefalites virais, a erliquiose, a anaplasmose, a
babesiose e a teileriose (ESTRADA-PENA, JONGEJAN, 1999; JONGEJAN;
UILENBERG, 2004.; PAROLA et al., 2005).

No que diz respeito aos Argasideos, recentemente, o numero de espécies
aumentou para 198 em todo o mundo, e 85 delas estdo presentes na regido Neotropical
(GUGLIELMONE, et al., 2003; LABRUNA e VENZAL 2009; GUGLIELMONE et al.,
2010; NAVA et al., 2010; DANTAS- TORRE et al., 2012; VENZAL et al., 2012 ).
Estudos recentes de morfologia e moleculares realizados na regido Neotropical tém
sugerido que a riqueza de Argasidae € provavelmente subestimada nesta regido

(ESTRADA -PENA et al., 2003; LABRUNA et al., 2008; VENZAL et al., 2008;
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LABRUNA e VENZAL, 2009; NAVA et al., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2012,

VENZAL et al., 2012).

O género Ornithodoros pertence a familia Aragasidae. Estes carrapatos sao
chamados de carrapatos moles, pois ndo possuem escudo dorsal, seu habito alimentar
distingue-se dos ixodideos pois ninfas e adultos se alimentam em seus hospedeiros de
10 a 30 min até no maximo uma hora (FELSENFELD, 1971). Além disso, estes
carrapatos exibem em sua maioria um comportamento nidicola, isto &, permanecem no
ninho ou toca dos animais os quais parasita (POSPELOVA-SHTROM, 1969), e podem
viver se alimentando em roedores por cerca de 20 anos (FELSENFELD, 1971;
PAVLOVSKII e SKRYNNIK 1945).

Devido a sua especializacdo para microhabitats em cavernas, abrigos de
animais e seus periodos curtos de alimentacdo sua presenca ndo é muito notada de tal
modo que o seu papel na satde humana e animal é menos conhecido (HOOGSTRAAL,
1985). No entanto, eles pode causar intoxicacdo, paralisia, irritacdo, alergias e sangria, e
podem desempenhar papel importante como vetores e reservatorios de patdgenos
(JONJEGAN e UILENBERG, 2004).

Alguns estudos indicam que o género Ornithodoros € capaz de se infectar e
transmitir virus do grupo flavivirus a mamiferos (BHAT e GOVERDHAN, 1973,
TURELL et al., 2004), bem como outros agentes patogénicos (FELSENFELD, 1971).
Devido a sua longa vida util e alimentacOGes repetidas, eles podem permanecer
infectados durante um periodo de tempo prolongado. Por exemplo, o Ornithodoros
tholozani transmite Borrelia persica (o agente causador da febre recorrente) durante
pelo menos 13 anos apds uma Unica exposicdo (PAVLOVSKII e SKRYNNIK, 1945). O
carrapato O. turicata foi capaz de transmitir B. recurrentis durante pelo menos seis anos

e meio (FRANCIS, 1938).
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Considerando a importancia dos carrapatos o conhecimento disponivel
globalmente e no Brasil sdo escassas. De forma geral, as pesquisas se restringem a
espécies que parasitam animais domésticos. Esta escassez de informacéo é proeminente
em areas naturais, levando a lacuna de conhecimentos, quando se trata de carrapatos de

animais selvagens (SONENSHINE, 2002).

1.6. Hospedeiros de Carrapatos e Riquétsias

Bactérias do género Rickettsia sdo intracelulares obrigatdrias, possuem hastes
curtas que retém fucsina basica quando coradas pelo método Gimenez (GIMENEZ,
1964). Devido essa caracteristica, sdo detectadas no teste de hemolinfa
(BURGDORFER, 1970), crescem em associacdo com células eucaridticas e vivem
livres dentro delas, multiplicam por divisdo binaria dentro da célula, e podem causar
doencas em hospedeiros vertebrados e invertebrados (TEYSSEIRE et at., 1995;
BURGDORFER et al., 1968).

Os principais vetores destas bactérias sdo carrapatos, que sdo também
considerados os seus reservatérios (LABRUNA et al., 2009). Alguns membros do
género Rickettsia sdo reconhecidos como patdgenos humanos, outros devem ser
considerados como espécies ou estirpes de patogenicidade desconhecida (MERHEJ, et
al., 2014), especialmente quando associados com artrépodes capazes de picar humanos
(PAROLA, et al., 2005). A transmissdo da riquétsia se da pela picada do carrapato em
qualquer uma de suas fases (larva, ninfa e adulto) (DEL FIOL et al., 2010).

No Brasil, até o ano 2001, a bactéria Rickettsia rickettsii (agente etiologico da
febre maculosa brasileira) era considerado o Unico agente patogénico para 0 homem
transmitido por carrapatos. Estudos mais recentes no Brasil detectaram novas espécies

de riquétsias em carrapatos, algumas patogénicas ao homem como a Cepa Mata
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Atlantica/Cepa Bahia (SPOLIDORIO et al., 2010, SILVA et al., 2011) e outras de
patogenicidade desconhecida (LABRUNA, 2009). Neste sentido, os carrapatos de
ambientes silvestres vém assumindo importancia cada vez maior em decorréncia de

descobertas de novas espécies de riquétsias.

Carrapatos parasitam todos os grupos de vertebrados terrestres (LABRUNA,
2004). No caso dos animais domésticos, carrapatos de cdes sdo importantes, ndo so
porque sdo animais de companhia, mas porque possuem uma distribuicdo em todo o
mundo e seus movimentos sdo irrestritos, ou seja, tem a facilidade de acesso a varios
ambientes. Nesse sentido, os cdes poderiam levar carrapatos infectados para uma area
preservada, ou trazer carrapatos com patégenos para um estreito contato com o homem.
Por exemplo, carrapatos que parasitam cdes tém associados a transmissao da bactéria
Rickettsia rickettsii, agente da Febre das Montanhas Rochosas, aos seres humanos
(DEMMA et al., 2005) e Febre Maculosa Brasileira (PINTER e LABRUNA, 2006).
Assim, o conhecimento sobre a infestacdo de carrapatos de cdes pode ser uma
informacdo crucial para salde puablica e animal e também, muitas vezes para a

conservacao da vida selvagem.

Dentre outros animais domésticos, os equideos também sdo muito relevantes
como sentinelas da circulagdo de R. rickettsii agente no Brasil, da Febre Maculosa
Brasileira. Estes animais sdo hospedeiros primarios do vetor A. sculptum e ao
percorrerem grandes distancias entram em contato com populacGes diversas do vetor
(LEMOS, et al., 1994; SANGIONI et al., 2005; FERRAZ, 2007) .

O papel de animais selvagens como hospedeiros de carrapatos € muito variavel.
As aves, por exemplo, sdo hospedeiras essenciais de varios ectoparasitas, incluindo os
carrapatos os quais sdo artropodes vetores de muitos patdgenos responsaveis por

doengas que ocorrem em seres humanos e animais (CUPP, 1991). A grande maioria das
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aves no Brasil sdo infestadas por estagios imaturos (larvas e ninfas) de carrapatos do

género Amblyomma (ARZUA et al, 2003, SCHARF, 2004).

Outros animais, frequentemente infestados por carrapatos sdo 0s pequenos
mamiferos (NAVA, et al., 2008; GUGLIELMONE, NAVA, 2010) que em alguns casos
estdo envolvidos na infeccdo destes vetores com patdgenos para humanos como a
Borrelia burgdorferi, responsavel pela doenca de Lyme (FONSECA, et al., 2005). No
Brasil estes animais sdo mais frequentemente infestados por larvas e/ou ninfas
(MARTINS et al., 2016) e ja foi sugerida sua participacdo na infeccdo de vetores com
riquétsia patogénica ao homem (SZABO et al., 2013a). Os pequenos mamiferos tém um
provavel papel de hospedeiros amplificadores de R. rickettsii para A. aureolatum
(LABRUNA, 2009). A R. rickettsii foi isolada a partir de varios pequenos mamiferos, e
alguns, inclusive ratazanas, desenvolvem riquetsemia de suficiente magnitude e duracao

que infectam carrapatos criados em laboratério (PAROLA et al., 2005).

No conjunto, estas observacdes cientificas recentes alertam para a possibilidade
de emergéncia de novas zoonoses transmitidas por carrapatos, consequente as severas
alteracBGes de carater antrépico em ambientes naturais, assim como foi visto com a
emergéncia da doenga de Lyme, anaplasmose, erliquiose e babesiose humana nos
Estados Unidos e Europa nos altimos 40 anos (OSTFELD, 2009). Desta forma, o estudo
de patdgenos transmitidos por carrapatos é extremamente importante, seja em ambientes
alterados ou em ambientes preservados.

Diante da problematica envolvida e exposta acima, destaca-se aqui que o
municipio de Araguapaz em Goids foi alvo de pesquisa sobre levantamento de
carrapatos (SZABO et al., 2007). Neste estudo, além de outras espécies de carrapatos,
percebeu-se um elevado nimero de carrapatos da espécie A. sculptum e Amblyomma

parvum, tanto em ambiente natural preservado, quanto em pastagens, animais
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domesticos e seres humanos. Este estudo evidenciou a extensa interface entre &areas
naturais e areas antropizadas rurais, mas as amostragens foram de carater pontual e sem
a pesquisa por patdgenos. Sendo assim, pretendeu-se nesse trabalho expandir a anterior
com uma avaliacdo sistematica e sazonal da infestacdo ambiental por carrapatos em
areas mais preservadas e aquelas mais antropizadas desta regido. Além das anteriores,
pretendeu-se descrever melhor a ixodofauna incluindo uma avaliagdo da infestacdo de
aves, pequenos mamiferos e animais domésticos. Por Ultimo, diversidade de riquetsias
em carrapatos da regido foi também pesquisada pela primeira vez assim como a

exposi¢do dos animais a estes microorganismos.

2. OBJETIVO GERAL
Identificar as espécies de riquétsias e de carrapatos, sazonalidade destes e
exposicdo de hospedeiros ao vetor e a bactéria na fazenda Moenda da Serra e fazendas

adjacentes em Araguapaz, Goias.

2.1. Objetivos Especificos

*Identificar carrapatos e suas riquétsias do ambiente, em animais domésticos, pequenos
mamiferos e aves silvestres;

*Determinar a sazonalidade do ciclo de vida de carrapatos na regiéo;

*Detectar e identificar riquétsias, por Teste de Hemolinfa, e Analise Molecular em
carrapatos coletados dos animais e ambiente;

*Avaliar a exposicao dos hospedeiros a riquetsias por sorologia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo

O estudo foi conduzido na Fazenda Moenda da Serra e propriedades vizinhas
localizadas no Municipio de Araguapaz (15° 4'19.54"S 50°25'4.10"O, 336 m de

altitude), no Estado de Goias.

A principal atividade comercial da fazenda é a criacdo de quel6nios (tartaruga da
Amazonia) para abate. A propriedade possui ainda gado de corte, de leite (em numero
menor), equideos, suinos, aves  domésticas e cdes e gatos.
Esta fazenda tem 960 hectares e possui, aproximadamente, 60% da area preservada
(Figura 2). A vegetacdo nativa dominante é cerrado senso stricto denso, as vezes
formando mosaicos com cerrado aberto, cerrado rupestre e pastagens nativas. O terreno
é constituido de serras, e planicies. O clima da regido, € caracteristico de regido de

cerrado, ou seja, verdo chuvoso e inverno muito seco.

3.2. Periodo do estudo

Amostras de carrapatos foram coletadas do ambiente, em animais presentes nas
fazendas e humanos em dez campanhas, sendo oito em dois anos e em estacOes
consecutivas (verdo, outono, inverno e primavera) (agosto de 2012, marco, maio, agosto

e outubro de 2013, mar¢o, maio, setembro, novembro de 2014 e setembro de 2015).

3.3. Coleta de carrapatos no ambiente

As coletas de carrapato do ambiente foram realizadas para determinar a

ixodofauna local e a possivel distribuicdo sazonal de carrapatos. Para a composic¢ao da
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ixodofauna foram consideradas as coletas ambientais para estudo da sazonalidade e

outras aleatorias, além das espécies obtidas dos animais.
3.3.1. Coletas para definir a Dinamica Sazonal de Carrapatos

Para avaliacdo da dindmica sazonal foram consideradas coletas ambientais
padronizadas quanto ao local de coleta, esforgo de captura e intervalo entre capturas.
Para esse fim foram realizadas coletas em quatro estacbes (verdo, outono, inverno,
primavera) ao longo de dois anos consecutivos (margo de 2013 a novembro de 2014). A
cada estacdo carrapatos foram coletados em trés pontos definidos, com fitofisionomias
diferentes; Mata de Galeria, Area Antropizada e Cerrado Rupestre. Nestes locais,
carrapatos foram coletados com armadilhas gelo seco (CO>) e arraste de pano conforme
ja descrito anteriormente (SZABO et al., 2007; RAMOS et al., 2014c). Em cada coleta a
cada estacdo foram utilizados 10 armadilhas de CO: e realizada uma hora de arraste de
flanela em cada fitofisionomia. A localizagéo e caracterizacdo ambiental dos trés pontos
amostrados para determinagdo da dindmica sazonal estdo apresentados na Figura 2 e

Tabela 1.

‘Plo 03

‘POI 01

‘Faz. Moenda da Serra

& ogvlc garth

v 361 m, altitude do ponto de visdo 3.50 km

Figura. 2. Vista aérea da Fazenda Moenda da Serra, indicando os trés pontos utilizados para coleta de
carrapatos padronizada no Municipio de Araguapaz, Goias, Brasil. Pto-01 Mata de Galeria; Pto-02 Area

Antropizada; Pto-03 Cerrado Rupestre. (Fonte Google Earth: acesso em 6/5/2015).
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Tabela 1. Localizacdo dos pontos, respectivas altitudes e caracterizacdo dos ambientes
dos locais de coleta de carrapatos de vida livre da fazenda Moenda da Serra, Municipio

de Araguapaz, Goias, 2013-2014.

PONTOS LOCALIZACAO ALTITUDE FITOFISIONOMIA
1 15°03"53,1” S 50°24'83" W 339 m Mata de Galeria*

2 15°04' 24,28 96" S 50° 24’ 56,3’ 325 m Area Antropizada**
3 15°03'42,8" S 50° 24" 49" W 346 m Cerrado Rupestre***

*Ponto 01- Mata de galeria: Composta por uma faixa estreita de vegetacdo caracteristica
de Floresta Estacional Semidecidual, com muitas espécies perdendo as folhas durante a
estacdo seca, gerando uma camada de folhico sobre o solo. Essas arvores margeiam e
cobrem um pequeno curso d’agua que seca por completo no periodo de estiagem.

** Ponto 02- Area Antropizada: Composta por vegetacdo alterada, principalmente
remanescentes de mata de galeria (a0 longo de um pequeno riacho) cercada por
pastagem com capim introduzido Urochloa decumbens. Area proxima a sede da
fazenda, com circulacéo de animais domésticos, como bovinos, equinos e cdes, além de
pequenos piquetes para criagdo de porcos domésticos.

*** Ponto 03- Cerrado Rupestre: Composta predominantemente por afloramentos
rochosos e vegetacdo de cerrado sentido restrito, com estrato lenhoso esparso e grande
incidéncia de radiacdo solar sobre o solo e a vegetagdo herbaceo-arbustiva. E
circundada por areas de mata e outras fisionomias de cerrado sentido restrito. Area de
acesso dificil por se localizar no topo de um morro (346 m), sem evidéncias de presenca

de animais domésticos e circulacdo de pessoas.
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3.3.2. Coletas ambientais aleatérias

Coletas de carrapatos foram realizadas em fevereiro de 2012 maio e outubro de
2013, maio e novembro de 2014. Essas foram realizadas em cinco locais, 0s quais 0s
moradores indicaram como sendo frequentados por animais selvagens e infestados por
carrapatos. Para as coletas, utilizou-se, por conveniéncia, armadilhas de gelo seco e
arraste de flanela com a finalidade de expandir a amostragem de espécies da regido.
Quatro destes locais (pontos 4, 5, 6 e Fazenda Maranata (Figura 3) eram constituidos
pela fitofisionomia Cerraddo, o qual se caracteriza por formacao florestal com aspectos
xeromorficos (resisténcia a seca), também conhecidos por "Floresta Xeromorfa",
tipificado como "uma mata mais rala e fraca”, (RIZZINI, 1963). Nesta fitofisionomia
caracteriza-se pela presenca de espécies que ocorrem no cerrado sentido restrito e
também por espécies de mata. O Cerraddo apresenta dossel predominantemente
continuo e sua cobertura arborea que pode oscilar entre 50 a 90%. A altura média do
estrato arboreo varia de 8 a 15 metros, proporcionando condi¢des de luminosidade que
favorecem a formagdo de estratos arbustivos e herbaceos diferenciados (MEIO et al.,
2003). Um quinto local é constituido de mata de galeria, caracterizada por faixa estreita
de vegetacdo caracteristica de Floresta Estacional Semidecidual, com muitas espécies

perdendo as folhas durante a estacdo seca, gerando uma camada de folhigo sobre o solo.
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P 2014 Data das imagens: 12/28/2014  15°04'03.80"S 50°24'43.10"0 elev 357 m altitude do ponto'de visdo 9.13 km

Figura 3. Vista aérea dos pontos de coleta de carrapatos ndo padronizadas em ambiente
da Fazenda Moenda da Serra e arredores no municipio de Araguapaz, Goids, Brasil.

(Fonte Google Earth: acesso em 11/05/2016)
3.4. Coletas de carrapatos em humanos

Os carrapatos encontrados nas roupas ou/e fixados aos pesquisadores ao longo do
projeto foram coletados com intuito de avaliar o risco local de infestacdo humana.

Distinguiu-se carrapatos fixados de néo fixados.
3.5. Coletas de carrapatos em animais domésticos

Carrapatos presentes em cdes, equideos, bovinos e aves domésticas foram
coletados nas Fazendas Moenda da Serra, Cabeceira do Alagadinho, Maranata, e em
dois Assentamentos (Figura 4) em todas as campanhas. Para este fim, os animais foram
contidos fisicamente e os carrapatos retirados com auxilio de pingas apropriadas. No
caso de equideos e bovinos a coleta se restringiu a uma amostra de carrapatos e nos

outros animais a coleta foi total.
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Data das imagens: 12/28/2014  15°04'12.94"S 50°25'08.32"0 elev 331m altitude do ponto de visdo 8.24 km
Figura 4. Locais de coletas de carrapatos em animais domésticos, no municipio de
Araguapaz, Goiés, no periodo de 2012 a 2015 (Fonte Google Earth: acesso em

11/05/2016).

3.6. Coletas de carrapatos de aves selvagens

Aves selvagens foram capturadas em quatro das campanhas, ocorrendo duas
vezes na estacdo seca e duas vezes na estacdo chuvosa (marcgo e agosto de 2013 marco
setembro de 2014) utilizando-se os mesmos locais da coleta sazonal de carrapatos
(pontos 01, 02, e 03). Para tal foram montadas nove redes de neblina de 12 x 2,6 metros,
dispostas ao longo de transectos em cada local. As redes foram abertas ao nascer do sol,
fechadas por volta de 10:30 da manhd, reabertas novamente no meio da tarde, e
fechadas ao final do dia, durante dois dias consecutivos em cada &rea. As aves
capturadas foram cuidadosamente inspecionadas e seus carrapatos coletados,
posteriormente foram mensuradas e receberam uma anilha metélica de identificacao

cedida pelo CEMAVE/ICMBIo e soltas ao final dos procedimentos. A identificacdo das
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espécies de aves foi realizada com auxilio de literatura especializada como Ridgely e

Tudor, 1989, 1994; Souza, 1998; Sigrist, 2005.

3.7. Coletas de carrapatos de pequenos mamiferos

As coletas de carrapatos em pequenos mamiferos ocorreram conjuntamente com
a das aves selvagens e nas mesmas datas. Em cada campanha foram utilizadas 40
armadilhas tipo Sherman, e cinco Tomahawk em cada fitofisionomia (Mata de Galeria,
Area Antropizado e Cerrado Rupestre). Nestes locais as armadilhas foram dispostas em
transectos lineares com 20 estacdes de captura equidistantes (10 m entre eles). Cada
estacdo foi composta por duas armadilhas, sendo uma colocada sobre o solo e outra
fixada em uma arvore, com alternancia entre o tipo de isca usado na armadilha em cada
substrato da estacdo. Como isca, foram utilizadas duas misturas: uma de banana com
pacoca de amendoim triturada e outra de sardinha em conserva com fuba de milho.
Durante a checagem das armadilhas, que ocorria sempre no inicio da manhd, as iscas
eram repostas. As armadilhas permaneceram armadas durante trés noites consecutivas

em cada campanha, totalizando um esforco de captura de 1440 armadilhas-noite.

3.8. Coleta e manutencéao de carrapatos do género Ornithodoros sp.

Em uma das campanhas (setembro de 2014) notou-se diversos preas (Cavia
aperea) nas proximidades das represas dos quel6nios. Estes animais utilizavam como
refigio e/ou tocas o muro de pedras que separava as represas. Nesse local e nesta
campanha foram instaladas 15 armadilhas do tipo Tomahawk iscadas com pedacos de
cenoura e macd. Devido a exposicdo ao sol, as armadilhas neste local foram checadas
trés vezes ao dia. A captura como descrita anteriormente, foi repetida em setembro de

2015 a qual foi desencadeada pela detec¢do de infestacdo por Ornithodoros nos animais
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capturados (Cavia aperea) ao redor do lago dos queldnios, esse carrapato foi encontrado

também em Trichomys capturados no cerrado rupestre.

Considerando que carrapatos do género Ornithodoros sp. sdo constituidos por
espécies nidicolas, pesquisou-se por carrapatos nas tocas dos preas nos muros de das
represas (Figura 6) e no Cerrado rupestre. Para esse fim, nos locais provaveis de
infestacdo; ninhos em fendas e cavidades entre pedras, foram montadas armadilhas de
gelo seco (n= 20) além da coleta e peneiramento do solo das cavidades. Estas atividades

foram realizadas em duas campanhas (novembro de 2014 e setembro de 2015).

‘Pto 03

Fazenda Moenda da Serra

‘Lago dos Queldnios

Image © 2016 DigitalGlobe

Google earth
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P | 2014 Data das imagens: 12/28/2014  15°04'03.93"S 50°24'56.62"0 elev. 341 m _ altitude do ponto de visdo 1.58 km

Figura 5. Local de captura de roedores Cavia aperea e Trichomys sp. com carrapatos

do género Ornithodoros sp.

3.9. Col6nia de Ornithodoros sp.

Dezesseis larvas ingurgitadas de Ornithodoros sp. coletadas em Trichomys sp. e

em Cavia aperea foram mantidas no Laboratdrio de Ixodologia da Universidade Federal
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de Uberlandia em estufa BOD a temperatura de 29°C e com 80% de umidade para
realizarem ecdise. Dezoito larvas adicionais foram para o Laboratorio da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, sendo mantidas a 25°C
e 80% de umidade. Além dessas larvas, uma ninfa ingurgitada e duas sem ingurgitar,
coletadas do ambiente, também foram utilizadas para iniciar uma colénia desse
carrapato com o intuito de utilizar os descendentes para caracterizagdo morfoldgica
dessa espécie. Utilizou-se trés cobaias (porquinhos da india) para alimentar esses
carrapatos. Esses animais foram mantidos em gaiolas no Laboratério de Ixodologia na
Universidade Federal de Uberlandia. As mesmas receberam &gua e racéo a vontade. Em
resumo, as cobaias foram contidas manualmente, colocando o carrapato sobre a orelha
da cobaia, para recuperacdo do carrapato esperou-se 0 tempo necessario para

ingurgitamento deste antes de recolhé-lo.

3.10. Armazenamento e ldentificacdo dos carrapatos

Os carrapatos adultos coletados foram armazenados vivos em frascos de acrilico
devidamente identificados, e levados para o Laboratdrio de Ixodologia da Universidade
Federal de Uberlandia para identificacdo. Ninfas e larvas foram armazenadas em frasco
contendo éalcool 70%. Todos os carrapatos foram identificados conforme chaves
dicotdbmicas, Barros Battesti, et al, (2006) para adultos e Martins et al. (2010) para as

ninfas. Larvas foram identificadas quanto ao género.

3.11. Pesquisa de riquétsias nos carrapatos
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3.11.1. Teste de Hemolinfa

Este teste € um método de triagem que permite identificar carrapatos adultos que
estejam infectados por organismos morfologicamente compativeis com 0 género
Rickettsia (BURGDORFER, 1970). Todos os carrapatos que chegaram vivos ao
laboratorio, foram incubados em estufa por 24 horas a 36° C para favorecer a
multiplicacdo das riquétsias. ApoOs esse periodo, a porcdo distal de uma das patas
dianteiras de cada carrapato foi seccionada com uma tesoura, e uma a duas gotas de
hemolinfa instilada sobre 1amina de vidro, limpa e desengordurada. Os carrapatos ainda
vivos foram acondicionados individualmente em microtubos (Eppendorf®) de 1,5 ml e
armazenados em freezer a — 80° C para manter vivas possiveis riquétsias infectantes
para tentativa de isolamento em cultivo celular. As laminas com a hemolinfa foram
fixadas a temperatura ambiente por 24 horas, coradas pelo método de Giménez (1964) e
examinadas ao microscopio Optico (1000x) em 6leo de imersdo para pesquisa de

riquetsias.

3.11.2. Extracdo de DNA para pesquisa de riquétsias nos carrapatos

O DNA dos carrapatos foi extraido seguindo a técnica do isotiocianato de
guanidina—fenol (GT) segundo uma adaptacap do protocolo descrito por Chomekzynski
(1993), e adotado por Sangioni et al. (2005) para pesquisa de riquetsias em carrapatos.
Cada carrapato foi triturado em microtubo de 1,5 ml com auxilio de uma agulha 40x12
ou um micropistilo. A cada tubo foram adicionados 150 pl de tampédo TE pH 8,0 (10
mM TRIS HCL pH 8,0; 1 mM) seguindo-se de homogeneizacdo no vortex e
centrifugacdo (Eppendorf® e Centrifatuge 5415D) por seis segundos. Acrescentou 450

pl de GT (5,0 ml de TRIS HCL pH 7,5; 10 ml de EDTA 0,5 M, pH 8,0; 60g de
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isotiocianato de guanidina) e esta mistura foi homogeinizada no vortex a cada dois
minutos e meio até o tempo total de 10 minutos. Foram acrescentados 10 pl de
cloroférmio e os tubos centrifugados a 12.000 rpm, durante cinco minutos. Apos a
retirada da fase aquosa superior, 0 tudo com o carrapato foi descartado e o liquido
recolhido foi colocado em um novo microtubo ao qual foi adicionado 400 pl de
propanol e colocado em freezer (-20° C) para descanso minimo de duas horas. Apés o
repouso a amostra foi centrifugada (Eppendorf® Centrifuge 5804R) refrigerada a 4° C a
12.000 rpm, durante 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 800 ul de etanol 70%, centrifugado refrigerado (4°C) 12.000 rpm,
durante 15 minutos. O liquido foi descartado e o sedimento final ressuspendido em 40
pl de TE pH 8,0, colocado em banho-maria a 56° C durante 15 minutos, para facilitar a
dissolucdo do DNA previamente precipitado. O DNA extraido foi congelado (-20°C)

até sua utilizacdo na reagdo de cadeia pela polimerase (PCR).

3.11.3. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para pesquisa de riquétsias e

Borrelia sp. nos carrapatos

Todas as amostras extraidas foram inicialmente submetidas & PCR com o0s
primers 16S-F e 16S-R (MANGOLD et al., 1998) que amplificam um fragmento de 460
pares de base do gene 16S de carrapatos. Confirmada a presenca de DNA nas amostras,
uma bateria de PCRs foi conduzida com primers que amplificam um fragmento de 401
pares de bases do gene citrato sintase do género Rickettsia. Havendo amplificacdo deste
gene, outros primers (Tabela 2) para genes de riquétsias do grupo da febre maculosa
(OmpA1, OmpA2 e OmpB) foram empregados conforme necessario. Utilizou-se como
controle positivo nas reacdes DNA de Rickettsia parkeri gentilmente cedido por

Marcelo Bahia Labruna, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
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Universidade de Séo Paulo (FMVZ — USP). Para cada reacdo de PCR foi acrescentado 2
ul de amostra de DNA extraidos e 23 pul de reagentes da reacdo de PCR, de acordo com
0 gene utilizado. Ao acréscimo do DNA, cada reacdo de PCR foi levada ao aparelho de
termociclador (Applied Biosystems) para ser processada segundo o protocolo especifico

para cada gene.

Tabela 2. Primers designados para caracterizagdo molecular de Rickettsia em carrapatos

N° de pares
Gene Primer Sequéncia de Nucleotideos Referéncias
de bases
16S-F CCGGTC TGAACTCAGATCAAGT
16S 460 Mangold et al., 1998
16-R GCTCAATGATTITTTITAAATIGCTGT
CS2-78 GCA AGT ATC GGT GAG GAT GTA AT
CSs2 401 Labruna et al., 2004.
CS2-323 GCTTCC TTAAAATTC AATAAATCAGGAT
OmpA1 190.701 TCCGTTAATGGCAGCATCT 632 Eremeeva et al. 2006
Rr 190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA Roux et al. (1996)
OmpA 2 Rr190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
532 Regnery et al. 1991
(nested) Rr190.602n  AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT
120-M59 CCGCAGGGTTGGTAACTGC
OmpB 862 Roux and Raoult 2000
120-807 CCTTTTAGATTACCGCCTAA

Nove ”pools” de larvas, contendo 30 larvas em cada pool, foram enviados para
empresa que realiza sequenciamento com primers especificos para DNA de carrapatos

(primers 16 S-F e 16S-R), descritos anteriormente.

Trés espécimes de carrapatos do género Ornithodoros sp. foram testados para
deteccdo de Borrelia sp. Para tal, a técnica de Nested-Pcr foi realizada conforme
descrito por Barbour et al., (1996). Foram utilizados, na primeira reacdo, 0s primers
FlaLL (5’-ACA TAT TCA GAT GCA GAC GGT-3") e FLA RL (5’-GCA ATC GCC

ATT GCA TGT-3’) e para a segunda reagdo, os primers FLA RS (‘5-CTT TGA TCA
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CTT ATC ATT CTA ATA GC-3°). A primeira reacdo amplifica um fragmento de 665

pares de base, enquanto que a segunda reacdo amplifica 354-pb de gene FLA.

3.11.4. Analise dos produtos amplificados

Os produtos amplificados da reacdo de PCR foram visualizados em aparelho de
eletroforese em gel de agarose a 1,2% (50 ml de TBE 0,5%, e 0,6g de agarose
UltraPure™ Agarose Invitrogem™ 1ul de Brometo de Etidio ), em cuba horizontal e
tampéo TBE 0,5x (0,045 M Tris-borato; 0,001 M EDTA pH 8,0) submetida a voltagem
100 V durante 30 minutos. A revelacdo ocorreu em solucao de brometo de etidio 1ul em

50 ml de TBE e, a visualizag¢do das bandas em transiluminador ultravioleta.

3.11.5. Sequenciamento

Amostras de produtos amplificados na PCR foram submetidas a sequenciamento
para identificacdo das riquétsias. Para tal, as amostras foram purificadas com Kit
comercial, Gene Jet PCR Purification Kit, #K0701 Lot 00172416 Thermo Scientific
Molecular Biology. Efetuada a purificacdo, precipitacdo e secagem, as amostras foram
enviadas para o Laboratorio ACTGene Analises Moleculares, a qual realiza
sequenciamentos de DNA utilizando o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems).
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3.11.6. Tentativa de Isolamento e deteccdo das riquetsias e Flavivirus em células

Vero

A tentativa de isolamento de riquétsias e virus foi realizado em células Vero.
Para esse fim amostras de carrapatos adultos positivos ou negativos no teste de
hemolinfa mantidas a -80 °C foram descongeladas e tratadas com 500 pL de 4lcool-
iodado durante 15 minutos, para desinfeccdo. Em seguida foram lavadas com PBS
(500uL) (esse procedimento foi repetido por 2 vezes). Os carrapatos foram divididos
em trés fragmentos com uma lamina estéril e descartavel. Um fragmento menor foi
submetido a extracdo de DNA e PCRs para bactérias, conforme descrito anteriormente.
Os outros dois fragmentos maiores foram submetidos ao procedimento discriminado a
sequir:

Células da linhagem Vero foram cultivadas em placas de cultura celular de 24
pocos em meio DMEM contendo soro fetal bovino (SFB) 10%, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 0,1 mg/ml, anfotericina B 2,5 pg/ml a 37°C e CO2 5%. Estas placas
foram inoculadas com a suspensdo do macerado de carrapatos, utilizando o meio
descrito acima, porém com SFB 2%. A placa foi incubada a 37°C por sete dias e as
células observadas em microscopio Optico para possivel observacao de efeito citopatico
(ECP) causado por flavivirus. Para deteccdo de riquétsias, uma aliquota do meio de
cultura foi centrifugada e o sedimento depositado sobre uma lamina de vidro para
microscopia, corado pela técnica de Gimenez (1964) e observado em microscépio

optico.

3.11.7. Exposicéo de caes, equinos e pequenos mamiferos a riquetsias

A exposicao de animais a riquétsias foi avaliada pela sororeatividade para cinco

espécies de riquetsias. Para esse fim amostras de sangue foram coletadas sem



41

anticoagulante, o soro separado apos a retracdo do coagulo e armazenado a -20 °C. Para
todos os animais utilizou-se seringas e agulhas estéreis. Em equinos as amostras de
sangue foram colhidas por puncdo na veia jugular, em cdes na veia cefélica e em
pequenos mamiferos na veia caudal ou intra-cardiaca. No Laboratério de Ixodologia, 0s
soros foram descongelados e as amostras processadas pela técnica de imunoflorescéncia
indireta (RIFI), utilizando antigenos brutos isolados de cinco espécies de riquétsias
brasileiras (R. rickettsii. R. belii, R. amblyommii, R. parkeri, R. rhipicephali)
gentilmente cedidas pelo Prof. Marcelo Bahia Labruna, FMVZ - USP. Para a sorologia,
uma aliquota de soro foi diluida com PBS (0,1 M, pH 7,2) a uma dilui¢&o inicial de 1/64
e depositada sobre ldminas contendo os antigenos. Apds incubacdo (37° C por 30
minutos), as laminas foram lavadas com PBS, foram mantidas em cuba durante 20
minutos na mesma solucdo e apés essas laminas ficaram em repouso até sua secagem
total. A cada lamina foi adicionado o conjugado especifico nas seguintes dilui¢Ges: 1/80
anti-ratos, 1/200 anti-cdes e anti-equinos, 1/400 anti-marsupiais, 1/800 anti-capivara.
Seguiu-se uma nova incubagéo e lavagem, com a secagem feita em camara escura. Apés
completamente secas, as ldminas foram montadas com glicerina tamponada e laminula
para posterior leitura em microscopio equipado com luz ultravioleta (Olympus BX60,

Japan) com objetiva de 40X.

Em cada lamina utilizou soro sabidamente negativo (controle negativo) e outro
de animal confirmado positivo (controle positivo). Foram considerados animais
reagentes aqueles com marcacgéo especifica em diluicdo de 1:64 para qualquer uma das
cinco riquétsias. Os soros dos animais positivos foram submetidos novamente a RIFI

em dilui¢des crescentes para determinar a maior diluicdo ainda reagente.
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3.12. Autorizac0des

A captura e manuseio de animais selvagens foi autorizada pelo Ministério do
Meio Ambiente-MMA-Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade-
ICMBIo0, N° 36413-1. Os protocolos de captura e manuseio dos animais foi aprovado
pelo Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais da Universidade Federal de

Uberlandia, anélise final 03713 (em anexo).

4. RESULTADOS
4.1. Total de carrapatos coletados

Foram coletados de ambiente, dos animais, e humanos, um total de 3417
carrapatos de dez espécies e quatro géneros diferentes (Tabela 3). Amblyomma sculptum
foi a espécie mais frequente com 2682 individuos em ambiente, animais e humanos,
(78,5% do total de carrapatos), seguido por carrapatos de animais, o carrapato do
complexo Rhipicephalus sanguineus com 287 (8,39%), Dermacentor nitens com 132
(3,86%), uma espécie ainda ndo descrita do género Ornithodoros com 121 (3,58%),
Amblyomma ovale com 32 (0.93%), Amblyomma parvum e Rhipicephalus (Boophilus)
microplus com 29 cada (0.84%), Amblyomma rotundatum com 13 (0.38%),
Amblyomma naponense com 04 (0,11%), o Ambyomma nodosum com 02 (0,05%) e
larvas nao identificadas do género Amblyomma com 90 (2,63%). Neste ultimo caso cada

agregado de larvas foi considerado uma unidade.
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Tabela. 3. Total de carrapatos coletados em ambiente, animais e humanos nas Fazendas
Moenda da Serra, Maranata, Cabeceira do Alagadinho, e em dois assentamentos

adjacentes a esses locais, no municipio de Araguapaz, Goias, 2012 a 2015.

Coleta Amblyomma sp. A. nodosum A. sculptum A parvum A. naponense A. rotundatum A. ovale R. sanguineus R. microplus D. nitens Qrnithodoros sp. Total de
carrapatos
L N N A N A N A N A A N A N A N A L N
Ambiente 34 Agregados* 0 666 1628 1 2 2 2 0 2 30 0 0 0 0 0 0 3 243
Aves silvestres 0 2 2 0 0 0 o 0 o o 0 0 o o 0 o 0 0 0 4
Roedoron 3 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 118 124
silvestres
22
Lagarto 19 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0o 0 0 0 0 0 0 0 0
Cobra o 0 0 o o o 0 0 1 4 0 0 0 o o o 0 0 0
17
Quati 0 0 16 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
646
Cie 34 0 2 0 4 15 0 0 0 0 28 11 276 0 1 0 0 0 0
’ 26
Bovinos 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0o 0 0 3 23 0 0 0 0
" 198
Equinos 0 0 1 63 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0 2 5 127 0 0
Gato 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 5
Galinha’angola 0 1] 2 o 0 0 0 (1] o o 0 0 o o 0 0 0 0 0
25
Humanos 0 0 17 6 0 2 ) 0 0 0 0o 0 0 0 0 0 0 0 0
L 3417
Total/Espécie 34 Aaregados 983 1699 8 19 2 2 7 6 2 1 27 3 26 5 127 118 3 4y

S6larvas

L-Larvas; N-Ninfas; A-Adultos; **Cada agregado de larva foi considerado uma unidade sendo

constituido de dezenas a centenas de larvas correspondente a progénies de uma fémea.

4.2. Carrapatos no ambiente

Todas as coletas ambientais (padronizadas e aleatorias) resultaram em um total
de 2320 carrapatos (Tabela 4), destes 1628 (70,2%) eram adultos de A. sculptum (614
machos 615 fémeas), 13 (0,56%) de A. parvum (8 machos e 5 fémeas), trés adultos
(0,12%), de A. ovale (um macho e duas fémeas), duas fémeas de A. naponense (0,08%),

e duas fémeas de A. rotundatum (0,08%) (Figura 8). Das 672 ninfas coletadas, 666
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(99,1%) eram A. sculptum, trés (0,44%) Ornithodoros sp, duas (0,29%) de A. naponense
e uma (0,14%) de A. parvum (Figura 9). Coletou-se ainda 34 agregados de larvas

Amblyomma sp. cada agregado considerado uma unidade.

Considerando apenas as coletas padronizadas nas trés fitofisionomias observou-
se que a mata de galeria foi responsavel pela maior diversidade com cinco espécies e 0
maior nimero de carrapatos com um total de 1070 (68,2%), seguido da area antropizada
278 (25,9%) e por altimo o campo rupestre 221 (14,1%) (Tabela 4 e Figura 7). Trés
espécies foram obtidas nas coletas aleatérias com ampla prevaléncia de A. sculptum

(97,6% dos carrapatos destas coletas).

Tabela.4- Numero bruto de carrapatos de cada especie coletados em vida livre em

diversos pontos em Araguapaz, Goias, de 2012 a 2015.

Fitofisionomia

Espécies de carrapatos Mata de Area Campo Coletas Aleatorias
Galeria* Antropizada* Rupestre*

Amblyomma sp. 4L** 8L 5L 10L

A. sculptum 881A /174N 123A/138N 84A /128N 311A /256N

A. parvum 5A 5A 3A 1A /1IN

A. ovale 2A 00 00 00

A. naponense 1A /2N 2N 00 1A /1IN

A. rotundatum 1A 00 1A 00

Total 4L / 890A / 8L/130A/140N 5L/ 88A / 10L/313A/258N
176N 128N

L- Larvas; A- Adultos; N- Ninfas; *Coletas padronizadas; ** cada agregado constituido por dezenas a

centenas de larvas foi considerado uma unidade
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Figura 7. Numero bruto de carrapatos (adultos e ninfas) resultantes as coletas
padronizadas em trés areas com diferentes fitofisionomias em Araguapaz, Goias em

2013 e 2014.
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Figura 8. Porcentagens de diferentes espécies adultas de carrapatos coletados de

ambiente em Araguapaz-GO, 2012-2015.
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Figura 9. Porcentagens de diferentes espécies de ninfas de carrapatos coletados de

ambiente em Araguapaz-GO, 2012-2015.

Com o estudo realizado, pdde-se inferir a sazonalidade apenas de A. sculptum,
espécie mais abundante e com coleta em todas as expedices realizadas. Foi observado
que adultos ocorrem 0 ano todo, enquanto as ninfas no outono, primavera e inverno
(Figura 10). Os agregados de larvas de Amblyomma sp. (alguns A. sculptum,

comprovados por PCR, descrito a frente) ocorreram no outono e inverno (Figura 11).
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Figura.10. Dindmica sazonal de adultos e ninfas de carrapatos coletados do ambiente em

trés pontos na Fazenda Moenda da Serra em Araguapaz-GO, 2013-2014.
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Agregados de Larvas de Amblyomma sp
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Figura 11. Dindmica sazonal de larvas de carrapatos coletados do ambiente em trés

pontos na Fazenda Moenda da Serra em Araguapaz, Goiés, 2013-2014.

4.3. Coleta em Animais
4.3.1. Carrapatos em animais domésticos

Cada animal doméstico foi vistoriado uma Unica vez em cada campanha, mas
muitos foram examinados repetidamente ao longo das campanhas conforme a
disponibilidade. O numero total de carrapatos por espécie de hospedeiro e de carrapatos

esta apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5. Numero de animais e vistorias de cdes, bovinos e equinos e numero de

carrapatos parasitando estes hospedeiros em Araguapaz, Goiés 2012-2015.

Carrapatos N° Caes (35) N° Bovinos (5) N° Equinos (40)
N° vistorias (61) N° vistorias (9) N° vistorias (56)
Amblyomma sp. 34L - -
A.ovale 28A - -
A.parvum 15A/AN - -
A.sculptum 277N 2A/IN 63A/1IN
D.nitens - - 127A/2N
R.microplus 1A 23A/3N 2
R. sanguineus 276A/11IN - -

No total de 61 avaliacbes em 35 cdes, em 33 havia infestacdo de carrapatos
(prevaléncia de infestacdo de 94,3%, intensidade média de infestacdo de 19,6
carrapatos).

Dentre os 276 adultos de Rhipicephalus sanguineus encontrados,163 eram
machos, 113 fémeas e onze ninfas, estas Gltimas estavam ingurgitadas. Dos 15 adultos
de A. parvum, oito eram fémeas e sete machos. Ainda em cées das 277 ninfas de A.
sculptum, 193 estavam semi-ingurgitadas.

Todos os bovinos vistoriados estavam infestados (prevaléncia de 100%). Como
ndo foram coletados todos os carrapatos dos animais a intensidade meédia de infestacdo
ndo foi calculada. Dos 23 R. microplus coletados neste hospedeiro, 19 eram fémeas e 4
machos.

Carrapatos foram encontrados em 36 dos 40 equideos vistoriados (prevaléncia

de infestacdo de 90%). Como ndo foram coletados todos os carrapatos dos cavalos
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infestados a intensidade média de infestacdo ndo foi calculada. Dos 63 adultos de A.
sculptum coletados, 36 eram machos e 27 fémeas, dos 127 carrapatos da espécie D.

nitens, 100 machos e 27 fémeas. Todos os adultos de R. microplus eram fémeas.

4.3.2. Carrapatos em aves silvestres

Foram capturadas, no total, 44 aves de 26 espécies e 14 familias (Emberizidae,
Parulidae, Tyrannidae, Alcedinidae, Furnariidae, Galbulidae, Thraupidae,
Dendrocolaptidae, Columbidae, Trochilidae, Momotidae, Turdidae, Picidae,
Thamnophilidae). Das 44 aves examinadas, apenas trés estavam infestadas com um total
de quatro carrapatos: duas ninfas ingurgitadas de A. nodosum (sofreram muda para
adultos no laborat6rio) em Snallaxis scutata, e uma ninfa de A. sculptum em cada um
de dois individuos da espécie Poecilotriccus latirostris. Os parametros de infestacéo

estdo na Tabela 6.
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Tabela 6. Parametros de infestacdo por carrapatos em espécies de aves silvestres

capturadas na Fazenda Moenda da Serra, Araguapaz, Goias de 2013 a 2104.

Espécies de carrapatos

Familias Espécies thal . Total S souliFm 3 sodctn T_ntal Inten’si(_i ade Prevzlencia Abunfi-ﬁ.ncia
examinados infestados P ticks média (%) Média

Emberizidae Arremon taciturnus 5 0 0 0 0 0 0 0

. Basilenterus flaveolus 3 0 0 0 0 0 0 0
Parulidae

Basileuterus hypoleucus 1 0 0 0 0 0 0 0

Capsiempis flaveola 2 0 0 0 0 0 0 0

Casiornis rufus 1 0 0 0 0 0 0 0

Lathvotriccns euleri 1 0 0 0 0 0 0 0

Tyrannidae Leptopogon amanrocephains 1 0 0 1] 0 0 0 0

Chemotriccus filscatis 1 0 0 0 0 0 0 0

Myiarchus ferox 1 0 0 0 0 0 0 0

Poecilotriccus latirostris 2 2 2 0 2 ik 100 ]

Chloroceryle americana 2 0 0 0 ) 0 0 0

Alcedinidae Chloroceryle inda 1 0 0 0 0 0 0 0

Furnarius rufus 2 0 0 0 0 0 0 0

i Galbula ruficanda 1 0 0 0 0 0 0 0

Lanio penicillatus 1 0 0 0 0 0 0 0

Dendrocolaptidae  Lepidocolapies angustirostris 2 0 0 0 0 0 0 0

Columbidae Leptotila verreauxi 2; 0 0 0 0 0 0 0

Sitomeiidac Momotus momota 1 0 0 0 0 0 0 0

Monasa nigrifrons 1 0 0 0 0 0 0 0

Trochilidae Phetornis pretrei 3 0 0 0 0 0 0 0

Thraupidac Saltator maximns 1 0 0 0 0 0 0 0

Saltator similis 1 1 0 1 1 1 100 1

Furnariidae Synaliaxis scutata 2 1 0 2 2 2 50 il

Thamnophilidae  Fhamnophilus pelzelni 2 0 0 0 0 0 0 0

Turdidae Turdus lencomelas 2 0 0 0 0 0 0 0

Picidae Veniliornis passerinus 2 0 0 0 0 0 0 0

14 26 44 4 2 2 4 1.25 9,090 11,380

Intensidade média-Numero total de ticks/nimero de hospedeiros infestados; Prevaléncia- Nimero de
hospedeiros infestados/NUmero de hospedeiros vistoriados; Abundancia- Numero total de

carrapatos/NUmero de hospedeiros vistoriados

4.3.3. Carrapatos em roedores silvestres

Foram capturados no total 50 pequenos mamiferos de oito géneros, 35 roedores
e 15 marsupiais. As seguintes espécies/géneros foram capturados: um Calomys sp. dois
Rhipidomys sp., 14 Thrichomys sp. trés Hylaesamys sp. 13 Cavia aperea, nove
Gracilinanus sp. dois Monodelphis domestica, dois Didelphis albiventris e dois
Caluromys sp. Dois Gracilinanus sp. estavam infestados com trés larvas de Amblyomma
sp. e duas ninfas de A. parvum, oito Thrichomys sp. estavam infestados com uma ninfa

de A. parvum e 83 larvas de Ornithodoros sp. quatro Cavia aperea infestadas com 35
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larvas de Ornithodoros sp. A intensidade média, a abundancia média e a prevaléncia de

infestacdo estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela.7. Parametros de infestacfes de pequenos mamiferos capturados em Araguapaz,

Goias no periodo de 2013 e 2014.

GeneroyEspecies; N examinado s/ Prevaléncia Intensidade Abundfincia

de Pequenos igiFastudios (%) média média Espécies de carrapatos Total
Mamiferos

Amblyomma sp (L) A. parvum (N) Omithodoros sp (L)
Rhipidomys sp. 02/02 100 245 25 3 2 0 5
Calomys . 01/0 0 0 0 0 0 0 0
Thrichomys sp. 14/8 57.14 10.5 6 0 1 83 84
Hilaeamys sp. 3/0 0 0 0 0 0 0 0
Cavia aperea 13/4 30.77 8.75 2.69 0 0 35 35
Gracilinanus 90 0 0 0 0 0 0 0
agilis
Monodelphis 2/0 0 0 0 0 0 0 0
domestica
Didelphis
albiveniris 2/0 0 0 0 0 0 0 0
Caluromys sp. 2/0 0 0 0 0 0 0 0
Total 48/14 292 8.85 2.6 3 3 118 124

L-larva; N-ninfa; Intensidade média-NUmero total de ticks/nimero de hospedeiros infestados;
Prevaléncia- NUmero de hospedeiros infestados/NUmero de hospedeiros vistoriados; Abundéancia-

NUmero total da carrapatos/NUmero de hospedeiros vistoriados.

4.4. Ornithodoros sp. uma nova espécie de argasideo (Acari: Argasidae)

A taxonomia de argasideos Neotropicais € ainda em parte desconhecida e
motivo de debates. Exemplares das larvas do género Ornithodoros sp. encontrados
parasitando Thrichomys e C. aperea foram enviados para o especialista em argasideos,
José Manuel Venzal do Laboratorio de Vectores y Enfermedades transmitidas Facultad
de Veterinaria Universidad de la Republica, Salto, Uruguai. Anélise molecular do gene
16 S inferiu uma divergéncia de 13% (340/393-pb, 87% de semelhanca) com

Ornithodoros guaporensis que é a espécie mais proxima morfologicamente. Esta
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diferenca molecular é corroborada também porque o carrapato do género Ornithodoros
sp encontrado nesse estudo

possui uma morfologia que difere de O. guaporensis, acima citado, pois apresenta um
hipostdmio mais curto e uma cerda péstero lateral a menos. Esses exames preliminares
demonstraram ser uma espécie nova, porém proxima a espécies de um grupo
taxondmico em descricdo pelos autores. Com esta informacdo uma expedicdo foi
realizada em setembro de 2015 especificamente para coletas adicionais e procura por
ninfas e adultos que, no caso de argasideos, em sua maioria nidicolas, sdo encontrados
nas tocas dos hospedeiros (SONENSHINE, 1993). Nesta expedicdo contamos
com a colaboracdo de um especialista em argasideos, 0 Msc. Sebastian Alejandro
Mufoz Leal, Doutorando no programa de Epidemiologia Experimental Aplicada as
Zoonoses, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo.

ApOs procura nos substratos da toca dos roedores localizou-se trés ninfas. No
laboratorio, com larvas ingurgitadas nos roedores e as ninfas iniciou-se uma col6nia
para se obter todas as fases evolutivas até o adulto e permitir a descricdo da espécie.
Para esse fim cobaias (porquinhos da india) sem contato anterior com carrapatos foram
usadas como hospedeiros. A alimentacdo de cada carrapato variou de 30 minutos a uma
hora e dez minutos. O intervalo da refeicdo sanguinea foi mais reduzido quando se
aumentou a temperatura do ambiente para 29,5°C. Esse aumento de temperatura foi
realizado, quando uma luz foi incidida sobre o animal. Com as alimentacdes e as ecdises
realizadas, observou- se até 0 momento cinco estadios ninfais e obteve-se cinco adultos
(3 machos e 2 fémeas) ja colocadas para copular. Em suma, trés informacdes
interessantes ja foram observadas: 1- Ninfa N1 muda para N2 sem se alimentar; 2-
Ninfas passam por cinco estagios até chegarem em adultos; 3- temperaturas mais

elevadas auxiliam na alimentacdo desse carrapato. Alguns procedimentos estdo em
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andamento assim como a caracterizacdo de uma Rickettsia associada a esta nova espécie

de carrapato (descrito adiante).

4.5. Capturas fortuitas de carrapatos

Carrapatos foram coletados em oportunidades ndo planejadas, fortuitamente,
fornecendo dados adicionais sobre infestacbes na regido estudada. Trés lagartos
(Ameiva ameiva) foram capturados acidentalmente nas armadilhas de roedores. Dois
destes animais estavam infestados com seis ninfas de A. rotundatum e 19 larvas de
Amblyomma sp. Em uma das duas cascavéis (Crotalus durissus) mortas pelo caseiro da
fazenda foram encontradas quatro fémeas e uma ninfa de A. rotundatum. Na inspecao
de 30 galinhas d’angola de uma pequena propriedade, uma estava infestada com duas
ninfas de A. sculptum. Em um quati atropelado perto da fazenda encontramos 16 ninfas
de A. sculptum e um macho de A. ovale. Uma ninfa ingurgitada de A. sculptum foi
encontrada parasitando um gato domeéstico. No periodo do trabalho, 25 carrapatos se
fixaram sobre os pesquisadores: 17 ninfas e seis adultos de A. sculptum e dois adultos

de A. parvum.

4.6. Teste de Hemolinfa

A hemolinfa de 598 carrapatos adultos coletados, do ambiente e de animais
domésticos, foi avaliada quanto & presenca de Rickettsia. Dentre estes, apenas uma
fémea de A. ovale coletada de um cdo apresentou na hemolinfa bastonetes com

caracteristicas da bactéria.
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4.7. Isolamento de Rickettsia e Flavivirus
Isolamento de Rickettsia e Flavivirus em células Vero foi tentada em seis
carrapatos adultos (01 R. sanguineus; 01 A. ovale e 04 A. sculptum). Nenhuma tentativa

logrou éxito, devido contaminacdo do material utilizado.

4.8. Identificagcdo molecular de DNA de Rickettsia em carrapatos

O DNA para caracterizagdo molecular de Rickettsia foi extraido com sucesso de
339 carrapatos no total. Destes, 60 amostras eram de animais domésticos (52 adultos e
um pool de quatro ninfas de R, sanguineus, um adulto de A. ovale, quatro adultos de A.
parvum de cées e dois A. sculptum de equinos). Dos animais silvestres, um adultos e
duas ninfas de A. rotundatum. Do ambiente, 276 carrapatos, sendo, 46 pools de trés a
dez (adultos) ou 10 a 30 (ninfas e larvas, respectivamente), dos 230 restantes (217
adultos e 15 ninfas) DNA foi extraido individualmente. A prevaléncia de carrapatos
com DNA com riquétsias foi de (9/339) 2,65%. As amostras de carrapatos por local
(fitofisionomia) ou hospedeiro e espécies identificadas estdo apresentadas nas Tabelas 8

e9.

Uma amostra de DNA de Ornithodoros sp. de Cavia aperea foi positiva por
PCR para o gene gltA. A analise da sequéncia nucleotidica revelou identidade mais alta
com sequéncias de Rickettsia raoultii, que pertence ao grupo da febre maculosa (GFM),

embora ndo houve amplificagdo por PCR para o gene ompA e ompB (Tabela 10).

Em relagdo a Borrelia sp. pesquisada em trés espécimes de carrapatos do género
Ornithodoros sp. ndo foi detectado nenhum DNA em nenhuma amostra.

Dos nove “pools” de larvas testados para o gene 16S, dois deles resultaram em
uma similaridade de 98% com A. sculptum do Cerrado do Mato Grosso, numero de

acesso (KT722808.1), (WITTER, et al., 2016).
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Tabela 8. Espécies de Rickettsia em carrapatos coletados no ambiente em Araguapaz,

Goias, entre 2012 a 2015.

Espécie de Rickettsia

Locais de Coleta Carrapatos Testado/Positivos Grau de similaridade gene OmpA
A. sculputm A. parvum A. ovale A. naponese Amblyomma sp.
A N A N A N A N L

Mata de Galeria 60/0 3 pool(5)/0 1/0 - 10 - - - 3 pool (30)/0 -

Cerrado Rupestre  25/0 5pool(3-5)/0  01/01 - - - - - 2 pool (30)/0 R. amblyommii (100%)

Area Antropizada  18/0 3 pool (5)/0 1/0 - - - - - 2 pool (30)/0 -

Beira Rio 51/0 - - - - - - - 2 pool (30)/0 -

Ponto 04 4/0 - - - - - - - - -

Ponto 06 3/0 - - - - - - - - -

Faz. Maranata - 5 pool (5-10)/0 - 1 pool (2)/0 - - - - -

Avulsos* 20/0 5 pool (5-10)/0 10/3 - - - 2/0  1/0 - Candidatus R. andeanae (100%)

A- Adultos; N-Ninfas; L-Larvas;

Tabela 9. Espécies de riquétsias em carrapatos coletados de animais e humanos em

Araguapaz, Goias, entre 2012 a 2015.

Espécie de Rickettsia
Grau de similaridade

Hospedeiros Carrapatos Testado/Positivos gene OmpA/CS2
D. A A
A. sculputm R i nitens _A. parvum A. ovale rotundt e Ornithodoros spp
A N A N A A N A N A N A N N
Candidatus R.

Cies 9/0 14 pool(4)/0  52/0 1 pool(4)/0 - 4/2 - 1/0 - - - - - - andeanae(100%)
Equideos 200 - - - 5/0
Quati - - - - - - 1/0 3 pool (5)/0
Cobra - - - - - - - - 111 2/0 - - - R. bellii(100%)
Lagarto - - - - - - - - - 6/2 - - - R. bellii(98%)
Aves
Silvestres - 2Ind0 - - - - - - - - 200 10
Peq.
Manmiferos - - - - - - 4lnd0 - - - - - - 4Ind/0
Humano 1/0 1/0 - - - 1/0

A- Adultos; N-Ninfas; Ind-Carrapatos testados individualmente.
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Tabela 10. Identidade de nucleotideos e aminoacidos com Rickettsia sp. de

Ornithodoros sp.
[dentidade Tsolzdos Loca Origem Carrzpato
noeleofideos  aminoacidos
98.7% 901%  Rickercig raowlfii izolado MDI1 (TX885433) China Humano  Dermacentor sifvarum

Rickettria raculfii cepa Khabarovsk (DQ383304) AIEE Ambiente  Dermacentor sifvarum

Uncultured Ricketiria sp. Clons G1(TN300430) Brazil (M Atlantica)  Ave Amblyomma parkeri
98.4% 901% R endozsmbionts A nodosum Parmbz (KM262193)  Brasdl (Wordests)  Awe Ambhomma nodosum
88.1% Rickettsia raoultit Krasnoobsk-1{KNM285489) Fassia Ambiente  Dermacenior sp.

4.9. Pesquisa de anticorpos anti-riquétsias em animais

No total, 107 soros foram testados, sendo 35 de cées, 30 de equideos e 42 de
pequenos mamiferos. Destes cdes, 30 de 35 sororeagiram contra alguma riquétsia
(prevaléncia de 85,71%.) Dos 30 equideos, 23 sororeagiram para pelo menos uma
riquétsia (prevaléncia de 76,6%). Entre os pequenos mamiferos, 23 dos 42 sororeagiram
para pelo menos uma espécie de riquétsia (prevaléncia de 54,7%). Os resultados estdo

apresentados nas Tabelas 11, 12 e 13.
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Tabela 11. Sororeatividade para cinco espécies de riquétsias em pequenos mamiferos

capturados em Araguapaz, Goias, no periodo de 2013 a 2015.

N° Sororeativos

Espécie/Titulagdo

Ne° Capturados %
Espécie/Género
R. rickettsii R. parkeri R. amblyommii R. rhipicephali R. bellii
Rhipidomys sp. 1/2 (50) - 1(1/64) -
_ 2 (1/64) 2(1/128) 1(1/128)
Thrichomys sp. 4/12 (33,3)
1(1/64)
1(1/64)
Hylaeamys sp. 2/2 (100)
1(1/64) 1(1/128) -
. 1(1/64) 2(1/128)
Cavia aperea 4/11 (36,3)
3(1/64) 2(1/256) -
2(1/64) 2(1/64) 1(1/64)
- 1(1/128) 1(1/128)
Gracilinanus sp. 719 (77,7)
1(1/256)
1(1/512)
Didelphis
0/2 (0)
albiventris -
Caluromys sp. 1/2 (50) 1(1/64) -
Calomys sp. 0/1 (0) -

Tabela 12. Sororeatividade e titulos para cinco espécies de riquétsias de cdes

Araguapaz, Goiés, no periodo de 2013 a 2015.

Titulacéo dos Soros

Caes (N-35)

Néo reagentes

1/64
1/128
1/256
1/512

1/1024

1/2048

R. rickettsia

4(11,4%)
3(8,5%)
2(5,7%)
1(2,8%)
0(0)
5(14,2%)

2(5,7%)

R. parkeri  R.amblyommii  R. rhipicephali

4(11,4%) 4(11,4%) 4(11,4%)

4(11,4%) 10 (28,5%) 6 (17,1%)

8 (22,8%) 4(11,4%) 2(5,7%)

5(14,2%) 2(5,7%) 4(11,4%)

4(11,4%) 4(11,4%) 2(5,7%)

2(5,7%) 2(5,7%) 4(11,4%)
0 (0) 1(2,8%) 0(0)

R. bellii
4(11,4%)
5(14,2%)
5(14,2%)
4(11,4%)
0 (0)
1(2,8%)

2(5,7%)

em
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Tabelal3. Sororeatividade e titulos para cinco espécies de riquétsias equideos em

Araguapaz, Goiéas, no periodo de 2013 a 2015.

Titulagéo dos Soros

Equideos (N-30)

R. rickettsia
N&o reagentes 7(23,3%)
1/64 4(13,3%)
1/128 4(13,3%)
1/256 4(13,3%)
1/512 2(6,6%)

R. parkeri
7(23,3%)
7(23,3%)
3 (10,0%)
1(3,3%)

0(0)

R. amblyommii
7(23,3%)
4(13,3%)
1(3,3%)

0(0)

2(6,6%)

R. rhipicephali

7(23,3%)
3 (10,0%)
2(6,6%)
2(6,6%)

0(0)

R. bellii
7(23,3%)
1(3,3%)
5(16,6%)
4(13,3%)

0(0)

Tabela 14. NUumero de amostras coletadas e resultado da Imunofluorescéncia Indireta

(RIFI) para cada espécie de riquetsia pesquisada, 2012 a 2015

Amostras  R. rickettsii R. parkeri R. amblyommii R. rhipicephali R. bellii
Animais Coletadas N % N % N % N % N %
Cées 35 13 (37,1) 23 (65,7) 23 (65,7) 18 (51,4) 17 (48,5)
Equideos 30 14 (46,6) 11 (36,6) 7(23,3) 7(23,3) 10 (33,3)
Peq. Mamiferos 42 6 (14,3) 4(9,5) 1(2,4) 15 (35,7) 2(4,7)
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5. DISCUSSAO

A ixodofauna encontrada em Araguapaz, Goids, composta por dez espécies e
quatro géneros se distribuiu de forma desigual entre os animais e os diversos ambientes.
Algumas espécies, como o A.sculptum, prevaleceram no ambiente e foram também
coletados em diversas espécies animais apesar de ndo terem sido de roedores. Outros
carrapatos estiveram estritamente associados a determinados animais como foi o0 caso do
R. sanguineus em cdes e Ornithodoros sp. em roedores. Esta observacdo indica haver
diferencas nas preferéncias ambientais, por hospedeiros e/ou de comportamento dos
carrapatos que determinam uma distribuicdo desigual. O mesmo permite supor haver
outras espécies de carrapatos ndo detectadas pelas restricbes impostas pela metodologia
de coleta de carrapatos adotada para este trabalho. De fato, em trabalho preliminar na
mesma fazenda (SZABO et al., 2007) carrapatos do género Ornithodoros ndo foram
detectados uma vez que ndo se realizou captura de pequenos mamiferos nem inspecdo das
tocas destes animais. Por outro lado, no trabalho citado acima, espécie de carrapato ndo
encontrado em nosso trabalho, o Amblyomma auricularium foi encontrado parasitando

tatu, um animal ndo inspecionado desta vez.

A distribuicdo dos carrapatos no ambiente foi particularmente desigual com a
Mata de Galeria mantendo a infestagdo mais intensa e mais diversa. Este fato pode ser
atribuido a fatores relacionados as condi¢fes abidticas das diversas fitofisionomias
amostradas. Carrapatos sdo sensiveis a dessecacdo (BALASHOV 1972) e cobertura
vegetal maior os protege da desidratacdo por diminuir a temperatura e a exposicao a luz
solar. Araguapaz, no Bioma Cerrado, é particularmente seco e quente mesmo no inverno.

Nestas condi¢des a Mata de Galeria proporciona ambiente mais umido, com temperaturas
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mais amenas. No conjunto estas condi¢fes abidticas permitem maior sobrevida de
carrapatos assim como permanéncia mais prolongada sobre a vegetagdo para procurar
hospedeiros e que deverd ter resultado nas coletas mais numerosas na Mata de Galeria.
Associagdo entre coletas mais numerosas de carrapatos e ambientes sombreados em &reas
do Cerrado foram observadas em estudo na mesma area (SZABO et al., 2007),

Uberlandia (VERONEZ et al., 2010) e Pantanal (RAMOS et al., 2014c).

A avaliacdo da distribuicdo sazonal de carrapatos sé foi possivel para a espécie
A. sculptum, a unica coletada repetidamente em numeros elevados. Esta espécie foi
coletada em todas as estacBes do ano, mas com varia¢es na quantidade de cada estagio
indicando um padrdo sazonal semelhante ao descrito por outros autores (SERRA
FREIRE et al., 1982; LABRUNA et al., 2002; VERONEZ et al, 2010) com adultos
predominando na primavera/verdo; ninfas no inverno e larvas no outono. Cabe ressaltar
que adultos ocorreram no ano inteiro, mas ninfas ndo foram encontrados no verdo e
larvas se restringiram ao outono dos dois anos e inverno do primeiro. Além disso,
percebeu-se uma variagdo interanual pronunciada. Estas observacbes sugerem que
interferéncias ndo detectadas na sazonalidade e/ou que as coletas realizadas uma vez por
estacdo podem ndo amostrar os picos daquela estacdo especifica. De forma ideal coletas
mais frequentes, mensais, mostrariam melhor esta sequéncia na dinamica populacional
dos carrapatos. E interessante conhecer a sazonalidade de carrapatos, principalmente, de
larvas e ninfas, pois séo esses instares que pelo tamanho menor passam desapercebidos
por pessoas, aumentando assim a possibilidade de transmissdo de patdgenos. Além
disso, tal informacgéo ajuda a compreender os padrdes comportamentais e estacionais
dos carrapatos importantes para a adogdo prevengdo e controle deste artropode, bem
como das enfermidades transmissiveis por estes para humanos e animais (CARVER, et

al., 2010).
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Dentre as diversas espécies de carrapatos coletados, algumas foram mais
numerosas no ambiente e/ou em animais. O mais abundante no ambiente e encontrado
parasitando todas as espécies de animais domesticos, galinhas d'angola e humanos foi o
A. sculptum. Este carrapato faz parte de um complexo de seis espécies recém reconhecida
e agora denominada de complexo A. cajennense (BEATI et al., 2013; NAVA, et al,,
2014). Até a descricdo do complexo todas as espécies eram consideradas como apenas
uma, Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787). Dentre as seis espécies o A. sculptum é
considerado espécie tipica do Cerrado mas que se estabelece em areas degradadas da
Mata Atlantica (SZABO, et al., 2007; SZABO et al., 2009; VERONEZ, et al., 2010;
NAVA et al., 2014; MARTINS et al., 2016). O acaro em questdo é o principal parasito de
eqliideos e de varios animais selvagens e parece ser o carrapato de maior prevaléncia de
mamiferos de algumas regides como o Pantanal do Mato Grosso do Sul (LABRUNA, et
al., 2005a). E um carrapato muito importante, pois € um dos principais transmissores da
Rickettsia rickettsii, 0 agente da febre maculosa no Brasil, uma doenca de notificacdo
obrigatoria e frequentemente fatal (LABRUNA, et al.,, 2009). Nas avaliagdes deste
estudo, nenhuma espécie de Rickettsia foi detectada nesta espécie de carrapato. No
entanto, ndo se pode descartar a possibilidade de carrapatos A. sculptum infectados pela
bactéria naquela regido. Céaes e equideos foram muito infestados por A. sculptum, e
37,1%, e 46,6% dos cdes e equideos, respectivamente sororeagiram contra R. rickettsii
com dois cées exibindo titulos especificamente altos (1/2048) e um exibindo reacdo
homologa (diferenca de quatro titulos em relacdo a sororeatividade contra outras espécies

de riquetsia).

A segunda espécie mais prevalente foi uma espécie do complexo R. sanguineus,
espécie esta, com posi¢do taxondmica e nomenclatura em debate (NAVA et al., 2015).

Esta espécie foi encontrada exclusivamente sobre cdes e ndo foi encontrada nos ambientes
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amostrados. Estas observagOes reforcam anteriores de que este carrapato tem o cdo como
hospedeiro mais frequente e que ndo completa seu ciclo de vida na vegetacdo, mas nos
locais de permanéncia do cdo em edificagdes humanas (LABRUNA e CAMPOS
PEREIRA, 2001; SZABO et al., 2001). O maior nimero de R. sanguineus encontrado se
deve a infestacdo média elevada sobre seu hospedeiro. O papel deste carrapato na
veiculacgdo de riquetsias é, no Brasil, desconhecido, mas, com potencial para ocorrer pela
convivéncia em hospedeiro infectado por outras espécies de carrapato (PACHECO, et al.,
2011; SZABO et al., 2013). Sua capacidade de transmissdo da R. rickettsii para humanos
foi demonstrada nos Estados Unidos (DEMMA, et al., 2005). Esses autores afirmam que
0s cées, 0s animais mais proximos dos humanos, podem desempenhar importante papel
na cadeia epidemioldgica da febre maculosa (DEMMA, et al., 2005). Neste sentido, ja foi
confirmado experimentalmente, que cdes podem ser hospedeiros amplificadores de

Rickettsia rickettsii para o carrapato R. sanguineus (PIRANDA, et al., 2011).

Duas outras espécies de carrapatos encontrados sdo frequentes em animais
domésticos; o D. nitens e R.microplus, parasitas de equinos e bovinos, respectivamente
(BARROS-BATTESTI et al.,, 2006). O numero destes foi subestimado pois nao foi
possivel coletar todos os carrapatos destes hospedeiros. Sdo carrapatos monoxenos
(BARROS- BATTESTI et al., 2006) que infestam seus hospedeiros em pastos e ndo em
matas. De fato, ndo foram encontradas larvas nas areas naturais. No caso destas espécies
ndo h& a saber envolvimento na transmissdo de riquetsias, fato este reforcado com as

observagodes deste trabalho.

Outro carrapato encontrado repetidamente foi o adulto do A. ovale, a maioria em
cdes, mas também em quati e alguns no ambiente. Este carrapato Neotropical é parasito
de carnivoros na forma adulta e frequentemente se alimenta em cdes (LABRUNA, et al.,

2005) com acesso as matas (SZABO, et al., 2013b), com foi 0 caso no presente
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trabalho. De fato os animais infestados eram em sua maioria cdes de caga ou
acompanhavam humanos na lida com o gado. O A. ovale é apontado como transmissor
da bactéria R. parkeri cepa Mata Atlantica (SPOLIDORIO, et al., 2010) do grupo da
febre maculosa. Esta bactéria causa uma infeccdo com sintomas mais brandos e foi
isolada de A. ovale coletado na Mata Atlantica (SPOLIDORIO, et al., 2010; SZABO, et
al., 2013a). No presente trabalho entretanto, ndo foi encontrada a riquetsia acima
mencionada ou qualquer outra espécie em A. ovale, porém apenas um carrapato foi
avaliado impedindo conjecturas.

Carrapatos A. parvum foram coletados em numero menor, porém com origem
diversa; ninfas em pequenos mamiferos e adultos em cées, humanos e do ambiente. A
capacidade de se alimentar em uma ampla variedade de hospedeiros, notadamente
carnivoros e humanos ja foi relatada anteriormente (LABRUNA, et al., 2005;
GUGLIELMONE, et al., 2006; SZABO, et al., 2007 e RAMOS, et al., 2014b). E
importante ainda ressaltar o nimero de registros dessa especie de carrapato em roedores
(NAVA et al., 2008; HORTA et al., 2011). Sendo assim, esse carrapato possui todos 0s
requisitos para transmitir doencas entre animais e humanos. No carrapato supracitado
33,3%, estavam infectados com riquetsias; quatro com candidatus Rickettsia andeanae e
um deles com Rickettsia ambyommii. Estas bactérias, ambas do grupo da febre maculosa,
tém patogenicidade desconhecida (MERHEJ, et al., 2014) e outros estudos sao
necessarios para avaliar a capacidade dessas em causar infeccdo e doenca em seres
humanos ou outros hospedeiros vertebrados. Independentemente da patogenicidade as
duas riquetsias sdo as mais provaveis responsaveis pela sororeatividade a riquetsias
observadas nos cdes. Candidatus Rickettsia andeanae € aquele descoberto mais
recentemente, inicialmente em Amblyomma maculatum e Ixodes boliviensis coletados em
cavalos domesticos do norte do Peru (BLAIR et al.,, 2004), em A. parvum e A.

pseudoconcolorna Argentina, (PACHECO, et al., 2007) nos EUA e Chile; (PADDOCK,
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et al.. 2010; ABARCA, et al., 2012). Recentemente foi detectada no Brasil em A. parvum
da vegetacdo no pantanal do Mato Grosso do Sul e em equinos em &reas de cerrado no
Piaui (NIERI-BASTOS, et al., 2014). Este trabalho amplia sua distribuicdo geogréfica e

reforca a associacgao da bactéria com A. parvum.

Observa-se no conjunto das observacdes que cdes foram infestados por quatro
espécies de carrapatos (A. sculptum, A. ovale, A. parvum e R. sanguineus) das quais as
trés primeiras devem ser as responsaveis pela soroconversdo contra riguetsias dos
animais. Neste contexto é interessante mencionar que dos 35 cdes, a maioria deles, 31
(88,5%) apresentaram anticorpos para pelo menos uma Rickettsia. Os quatro animais que
ndo apresentaram anticorpos para riquetisias eram caes jovens (entre 2 a 4 meses), que,
segundo seus proprietarios, ainda permaneciam dentro de casa ou apenas em Seus

arredores, indicando a associacao da soroconversao e carrapatos das matas.

Os carrapatos A.nodosum, A. naponense e A. rotundatum foram encontrados em
numero muito reduzido e associados a condicGes especificas. Apenas duas ninfas foram
encontradas em aves silvestres do primeiro. O parasitismo de aves silvestres por formas
imaturas do A. nodosum ja é relatado na literatura (TOLESANO-PASCOLL, et al., 2010;
OGRZEWALSKA, et al., 2009) e estdgio adulto parasita tamandud bandeira e
(Myrmecophaga tridactyla) tamandué mirim (Tamandua tetradactyla) (Campos Pereira et
al., 2000; Bechara et al., 2002). Trata-se de uma espécie que ja foi associada a uma
riquetsia filogeneticamente proxima a R. parkeri (OGRZEWASLKA, et al., 2009) mas o
nimero reduzido de espécimes de nossa amostra impede consideracdes maiores a este

respeito.

Carrapatos A. naponense, foram encontrados na vegetacdo. Este carrapato é
conhecido como “carrapato amarelo do porco do mato” e tem como hospedeiros

preferenciais suideos selvagens como o porco-do-mato (Tayassu tajaca), queixada
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(Tayassu pecari), embora possa parasitar outras espécies como tamandud-mirim
(Tamandua tetradactyla) e quati (Nasua nasua) e suinos domésticos (JONES, 1972.;
GUIMARAES, 2001; LABRUNA, 2002a). Sugere-se que presenca desta espécie de
carrapato, esteja associada a presenca de suideos selvagens nas areas estudadas. Essas
informac6es foram confirmadas pelos moradores, presenca de vestigios como pegadas e
fezes.

Amblyomma rotundatum coletado no ambiente e de uma cascavel é uma
espécie partenogenética comum em répteis e anfibios, mas que acidentalmente pode
parasitar hospedeiros homeotérmicos (JONES, 1972; BARROS-BATTESTI, et al.,
2006). Nos Estados Unidos ja foi relatado casos de paralisia em cobra pela picada dessa
espécie de carrapatos (HANSON, et al, 2007). Neste estudo, carrapato dessa espécie
coletado em cobra cascavel foi encontrado albergando DNA de R. bellii. Essa riquetsia
é aquela encontrada em maior numero de espécies de carrapatos, pelo menos 17 na
América Latina, ndo estd associada a infeccdo humana e foi recentemente encontrada
em A. rotundatum, no caso parasitando sapos (HORTA, et al., 2015).

Uma nova espécie de carrapato do género Ornithodoros foi encontrada em
dois diferentes hospedeiros. Cavia aperea, Trichomys. Este carrapato foi coletado em
toca dos cavideos e foi o mais abundante em pequenos mamiferos e um dos mais
abundantes entre todos os carrapatos deste trabalho. Para a descri¢do desta espécie esta
se tentando ciclo completo do carrapato em laboratorio com a finalidade de se obter
todos os estagios e estadios, particularmente de larvas ndo alimentadas. Essas ultimas
sdo essenciais para a distincdo entre espécies de argasideos (VENZAL, et al., 2008).
Recentemente diversas outras espécies de carrapatos desse género foram descobertas na
América do Sul, na Bolivia (VENZAL, et al., 2013) na Argentina e no Chile (VENZAL,
et al., 2015). Apesar das descobertas recentes a taxonomia dos argasideos na América

do Sul permanece muito incompleta e a informagcGes sobre elas fragmentadas.
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Entretanto estes carrapatos sdo um grupo importante; sdo hematé6fagos, fazem refeicdes
répidas, de 10 a 60 minutos, geralmente a noite enquanto os hospedeiros estdo em
repouso (ENCINAS GRANDES et al., 1999; Boinas, 1994) e foram observados
parasitando humanos nos Estados de Minas Gerais, Goias, Pernambuco, e Rio Grande
do Norte (LABRUNA, et al., 2014). Além disso, em outros paises algumas espécies sao
vetores de doengas; o Onithodoros erraticus é vetor Borrelia hispanica para o homem,
agente da febre recorrente hispano-africana (DAVID DE MORAIS et al., 2007) e pode
veicular também o virus da Peste Suina Africana em suinos (BOINAS et al., 2011). Em
nosso estudo, carrapatos da nova espécie foram avaliados quanto a presenca de Borrelia
sp. mas resultado foi negativo, embora 0 numero de carrapatos testados tenha sido
muito baixo (trés espécimes) impedindo maiores discussdes. No entanto, a avaliagdo do
gene sitrato sintase (gltA) de outras trés espécimes de Ornithodoros sp, revelou uma
riquetsia com similaridade bem proxima de Rickettsia raoultii, detectada em paciente
humano no nordeste da China (JIA, et al., 2014) e em ambiente na Russia e Europa
(MEDIANNIKOV, et al., 2008). A Rickettsia raoultii foi detectada pela primeira vez
em carrapatos do Género Dermacentor na ex-Unido Soviética em 1999 (RYDKINA, et
al., 1999). Caso foram registados com um paciente com linfadenopatia, eritema e
necrose sugerindo sua patogenicidade para humanos (MEDIANNIKOV, et al., 2008).
Mais tarde, outros casos ocorreram envolvendo picadas de carrapatos e 0s mesmos
sintomas (PAROLA, et al., 2009). No nosso estudo, sdo necessarios mais estudos para
identificar melhor essa espécie de Rickettsia.

Considerado a exposic¢do dos animais a riquetsias avaliado pelo teste sorologico
ndo se observou um quadro claro e os animais testados, de maneira geral, reagiram de
forma erréatica contra as cinco espécies de riquetsias testadas. Uma explicacéo inicial para
iSO € a reacdo cruzada entre diversas espécies de riquetsias (PHILIP, et al., 1978). Deve-

se considerar também a biodiversidade detectada de, pelo menos, trés espécies desta
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bactéria com a possibilidade de exposi¢cdo de um hospedeiro a diversas riquetsias. Além
disso, pelo menos para uma das espécies encontradas, a R. andeanae, ndo havia antigeno
homdlogo nos testes soroldgicos. Por outro lado, o grupo dos pequenos mamiferos reagiu
mais frequentemente aos antigenos de R. rhipicephali. Tal situacdo poderia ser explicada,
em parte, pela menor area de vida desses animais, consequente exposicdo a uma
diversidade menor de carrapatos com visto neste trabalho e talvez por isso a uma
diversidade menor de riquetsias. De qualquer forma considerando os resultados de forma
global fica evidente que os animais na area estudada sdo expostos a uma diversidade
maior de macroparasitos (carrapatos) e microparasitos (bactérias) do que em areas muito
mais antropizadas. O papel desta diversidade maior no desenvolvimento de doencas ou,

na prevencédo destas, merece investigagdes adicionais.

6. CONCLUSOES

1-A ixodofauna do ambiente e de animais encontrada em Araguapaz, Goias, foi

composta por dez espécies e quatro géneros.

2-A Mata de Galeria foi a fitofisionomia com maior infestacdo ambiental.

3-A distribuicdo sazonal da espécie A. sculptum, foi caracterizada por adultos ocorrendo
0 ano inteiro, ninfas ndo foram encontrados no verao e larvas se restringiram ao outono

dos dois anos e inverno do primeiro ano.

4- Pelo menos trés espécies de riquetsias estdo presentes em carrapatos da regido; A.
parvum albergando candidatus Rickettsia andeanae e Rickettsia ambyommii e A.

rotundatum com R. bellii.

5- Uma espécie de carrapato do género Ornithodoros ainda ndo descrita parasita

pequenos mamiferos da regido.
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do Cerrado Goiano”.

Pesquisador Responsavel: Matias Pablo Juan Szabé

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redagdo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.
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Cronograma de atividades

# Descrigao da atividade Inicio (mésfano) | Fim % mes/ano)
| T_[“agens a campo para coleta de animais e camapaos. 1072072 1K
Iz | Eélss moleculares dos camapatos [EAGES [k
3| Padise dos resultados e redagac dos ariges para publicagas 052015 U&Z016
4 | Taradtenz agan genolipia dosisdados £ nc%sa [EEAGE] OZ016
3| Processamento dos camapatos em culivo celdar O5Z015 [

Observagies e ressalvas

[ [ &ivdades de campo exercias por pessoa natural ou;undm estmgelm.em todo o temiténo nadional, que impliquem o deslocamento de eeurses humancs e

1 | matesiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes blologcose mirerais, pegas megrames da cultura name e cultura popuar, preserte & pamda
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinemao estudo, 3 difus3s ou 3 pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério dz Ciéncia e Tecnologia.

Esta aworeagao % exime o psqusﬁortm are o5 MeMbros de s equipe danecesadade de oBJﬁras auEndias previstas em outros instrumertoslegais, Bem
2 |omo do consentimento do responsawel pela area, piblica ou privada, onde sera neallzada a atividade, inclisive do 4rg30 gestor de tema indigena (FUNA), da

unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal, cu do prop po ou morador de drea dentro doslimites de unidadz dz consenacio
| | #deral cujo processo de regularizagdo fundiaria encontra-se emcu’so
Ete documento somente poaem Serutiizado para os Ins prevstos na hatrugdo F!Enmma BNWS T1547Z007 ou na Iretrugao Normativa TChBio ne 102010, o que

especifica esta A.tonzaqao ndo podendo ser tilizado paa fins comerciads, ¥ ou esportivos. 0 matenal bioldgico coletado devera serutileado para atividades
cienfi fcas ou did3ticas no Ambito do ensino g_.lpenor

X

Aautorizagac para enwo ao extenor da matend bilogi everd sar da por meio do endereo detronico www.ibama.govbr (Senigos on-line -
Licenga para importacio ou exportagdo de forae funa- CITES endo CH'ES) Em caso de materid consignado, consulte www jembio gow.br'sisbio - menu

gorﬂ@o
e documerto exme 0 pesqusadortmular da necesadade de atender 30 disposto na Nsnucao mana lbaman . que reguamenta o Sistema

Nacional de Anillamento de Aves Sihestres.

Otalar de icenta ou autonzagao e os MRmbros da 2Ua equpe deverac optar por metodos de coletd & Instrumentos de captura dredonados, sempre que posavd,
30 grupo @xondmico de interesse, evitando a morte ou dana signifcativo a outros grupos; e empregar esfrgo de colta ou captura que ndo comprometa a vakilidade
de popuagies do gnpo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

mlou[.p

Oftitular de atore 2330 0u de Iloenw p ,3sSimcomo 0s b de ua eque quardo da \ndaqao da legistag@o \ngeme ou quando da nadeqmwo

7 |omiss3o ou falsa d ¢do de informagd { quz bsidiaam a expedgdo do ato, podera, medi ecis3n 3o oulicenga

2uspensa ou evogada pelo IChEBo e o material biolégico coletado apreendida mos termos da legslagd blasieuz 2M Wgor.

Este documerto nao dlspersa o CUTprmento & leglgawo que alspoe Scbre acessoa componeme %o pamimanio genaico exstente no temtino radonal, ra
platafrma i | & na zona lusha, ou ao conh iminio geniico, para firs de pesquisa cientifca,
blopmgegao e desen\nlumenmtemdog:co \ep maices infrmaches em www mma.govbr,

a Emcaso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAD, o pesquisadortitular desta autarzagas davera contadtar 3 admnistragdo da unidade a fimde CONFIRMAR
AS DATAS das expedighes, as condigdes para redizagdo das coletas e de uso da nfraestntura da uridade.

@

Outras ressalvas
1 s armadilhas ulilizadas para capiura de mamitercs deverao sef veloriadas pelo mencs duas vezes 3o dia (matuling e vesperting) para minimezar

amorte devido a tho ou hlgerhrmla
- Conforme o At 14 da esta aulorzagao nao exime o seu Bhlar da necessidade de atender & condidonantes previetas na IN 27702,
que regulamenta o Sistema Nacional de Anilhamento.

2
- Como a quantidade de sangue solicitada ndo foi especificada, ressattames que a quantidade recomendada n3o deva passar de 1% do peso do
individuo.
Equipe

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®1542007. Através do cddige
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadio podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Skbio/ICMBio na

Intern et (v icmbio. gov.brfsisbio).

Cédigo de autenticagio: 11437785 II |I||II
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Dados do titular
Nome: Maria Marlene Martins Olegario CPF:045.027.196-09
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Nome da Instituigdo : Universidade Federal de Uberlindia |CNPJ: 25543.387/0001-18
il orme Fugso CFF Toc. [dertidade Facicndidade

1 | Gaziela \drfgiria Toksano Pascol Pesquisadora 039.120 306- 18 28878716 ssg -SP Brasikira

2] as Pablo Juan Szabo Coordenador 7103137520 SF Brasikira

3 [\dnicius da Siha Rodigues HAuwiliF de campo B2 441 558-16 43352120x SSP-SP Brasikira

|4 [Warelo Bahia 3bnna Coordenader W77 436-91 MBS 13065 55P-MG Brasikira

|5 [“Enessa d Masamento Famos Pesquisadora D92 66 B26-57 TO7STZ03 SS A G-MG Brasikira

| | Fhelma Torga dos Santos Pesqusajora 097 562 926-16 'E%E'GTS'SPMG Brasikira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

Municipio [ UF [Descrigao do local [Tipe |
|GO__|Fazenda Moenda da Sema, Aagiapaz, Goas, Bras [Foade UCFederal |

|

Atividades X Taxons

# Afvidade Taxnre
Gabuli Ixodda, Gdli i Passerif Rodentia, Caprimulgi

1 | Captura de animais sihestres in stu Columbiformes, Trogoriformes, Dddphlmorpha Tmmmbrmes Falconibrmes, Ducuiformes,
Tinamifrmes, Pidformes, Stigifrmes, Apodiformes
Raodertia, Trogoniformes, Falconibrmes, Stngibrmes, iramiformes,

2 | Coleafrarsporte de amostras biddgicas in situ Passzrifrmes, Apadiformes, Piciformes, Psittacibrmes, Gabullbn'res Trochiliformes,
Caprimulgfommes, Columbiformes, Didelphimorphia, Galiformes

Smgli:rrres Fde: 2) Roderlla ("dee ) Apodformes C‘Otde 2), Galbuhfom'es("&de 2),
COtde Otde: 2), F Qtde: 2), P

3 | Coletafrarsporte de espécimes da fiuna sihestre in sty ("Qﬁde 2) ngombrmes("&de 2), Gahfumes ("Qtde: 2) Picif (*Qtde: 2), Calurmbiforme:
Ctde: 2). Cuc\.llforms ("Dtde 2) Ixodida ("Qtde: 80), Caprimulgformes ("Otde: 2),
52 Otde: 2

4 |Marcago de animais sihestres in situ Falconif . [ li y ngomfom'es Smglfames Dndelphmmphla
Gallfuma Rodenﬁa Psmauﬁrmes Caprimulgiformes

* Qtde. de indviduos por espéciedocdidadeiuridade de consznagdo, a serem coletados durante umano.

Material e métodos

Amostas biologicas (Aues Ectopaasita, Sangue
Z_| =tras biologicas (UUros mamm =ros, Sangue, Fezes, éﬁgnsﬂa
Metodo de captua/coleta %Aues] Rede de neblina
EN o de captu/coleta (hvertebrados Temestres) Captua marual
EN 0 de captu@/coleta (JUtos manieros, Faradiha po gaida com atragan por Beas ( Box Trap/l omahawkisheman )
5| %%o ge macazao Egs; Failha de Auminio (padrao C&ﬁj
[7_[TEtodo de ma'cgao (Dt s mami eros) Brinco

Destino do matetial bioldgico coletado

] Horme local desting T ipo Destiro
heradade Federd de [berlindia | colegdo

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa nP154/2007. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadio podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Skbio/ICMBio na

Internet (v icmbio. gov.brfsisbio).
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Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n®154/2007, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente deverd ser anctada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatdrio de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagfo ou da licenga permanente com a devida
anotag do. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecdo hioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon™ Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no niveltaxondmico possivel.
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