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RESUMO GERAL

PINHEIRO, Michele da Costa. Estudos biolégicos e moleculares de Amblyomma
parvum Aragio, 1908 (Acari: Ixodidae) da Argentina e Brasil. 2015. 107p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2015.

E de suma importancia o conhecimento sobre caracteristicas ecologicas em diferentes
biomas e como cada populagdo se comporta frente a adversidades do meio em que vive.
Tem-se observado que algumas espécies de carrapatos amplamente distribuidos podem
apresentar diferengas genética e/ou bioldgicas entre as populacdes. O carrapato
Amblyomma parvum possui uma ampla distribuigdo Neotropical com uma lista extensa
de hospedeiros. Para tentar elucidar essas lacunas sobre o assunto, estudos foram
desenvolvidos nos Laboratorios de Ixodologia e Biologia Molecular do Departamento
de Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Ao comparar
o ciclo biologico deste parasito proveniente de trés colonias de distintas localidades
(Pantanal Sul-matogrossense, Cerrado goiano e Chaco argentino) observou-se que o
ciclo completo de A. parvum foi completado em um periodo médio de 104,2; 99,6 e
100,7 dias para os biomas Pantanal, Chaco e Cerrado respectivamente. Conclui-se que
os parametros biologicos das trés populacdes sao bastante semelhantes. Também nao ¢
totalmente compreendido como artropodes terrestres sobrevivem as inundagdes
temporarias que seguem fortes chuvas entdo o objetivo do segundo capitulo foi
comparar o efeito da imersdo sob o ciclo de vida a fim de responder como o estresse
hidrico pode afetar e/ou alterar a eficiéncia reprodutiva. Pode-se observar que a
populacdao Pantanal demonstrou ser mais sensivel em relagdo a imersdo mesmo tendo a
observacao de ecdise no grupo 96 horas. Apesar disso no grupo 48 horas da populagao
Pantanal nao houve continuagdo do ciclo enquanto que as populagdes Chaco e Cerrado
continuaram seu ciclo mesmo depois que as ninfas permanecerem 48 horas submersas.
Pode-se observar que a partir de 72 horas a imersdo causa um efeito deletério para essa
espécie. Os resultados aqui relatados sugerem que a capacidade de sobreviver
submersos por um periodo ¢ um aspecto adicional da biologia dessa espécie de
carrapato. No que diz respeito a andlises moleculares na literatura foi demonstrado
divergéncia genética (3,0 a 3,7%) entre A. parvum argentinos e brasileiros. No entanto,
a andlise de apenas um gene ndo ¢ suficiente para fazer inferéncias robustas sobre a
significancia das diferengas genéticas entre diferentes populagdes, entdo novas
sequéncias de marcadores moleculares obtidas a partir de A. parvum pertencentes a
diferentes localidades da Argentina e Brasil, foram analisadas. para o gene 12S e COI
houve uma diferenga significativa a ponto de considera-las como espécies distintas na
América do Sul, 3,8% e 7,1% respectivamente. Mas ao observarmos os resultados para
o gene ITS2 ndo houve diferenca suficiente para caracterizar espécies diferentes. Diante
desses resultados bioldgicos e moleculares sdo recomendaveis novas andlises com
novas amostras de novas localidades, a fim de elucidar essa duavida sobre a
possibilidade desse género da América do Sul ser espécies diferentes.

Palavras - chave: biologia, imersdo, carrapato
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GENERAL ABSTRACT

PINHEIRO, Michele da Costa. Biological and molecular studies of Amblyomma
parvum Aragio, 1908 (Acari: Ixodidae) in Argentina and Brazil [Estudos biologicos e
moleculares de Amblyomma parvum Aragdo, 1908 (Acari: Ixodidae) da Argentina e
Brasil]. 2015. 107p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

It is extremely important the knowledge about ecological characteristics in different
biomes and how each population behaves to adversities of the environment they live in.
It has been observed that some tick species widely distributed may have genetic and / or
biological differences between populations. The tick Amblyomma parvum has a wide
distribution Neotropical with an extensive list of hosts. To try to elucidate these gaps on
the subject, studies were developed in Laboratorio de Ixodologia and Biologia
Molecular in Departamento de Parasitologia Animal in Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro. When comparing the life cycle of this parasite from three colonies of
different locations (Pantanal Sul-matogrossense, Cerrado, Goias and Chaco, Argentina)
it was observed that the complete cycle of 4. parvum was completed in an average
period of 104.2; 99.6 and 100.7 days for the Pantanal, Chaco and Cerrado respectively.
We conclude that the biological parameters of the three populations are quite similar. It
is also not fully understood as terrestrial arthropods survive the temporary flooding
following heavy rains then the purpose of the second chapter was to compare the effect
of immersion in the life cycle in order to respond to water stress can affect and/or
changes in the reproductive efficiency. It can be observed that the Pantanal population
was more sensitive to immersion even though the observation ecdysis in group 96
hours. Despite this in group 48 of the Pantanal population there was no continuation of
the cycle while the Chaco and Cerrado populations continued its cycle even after the
nymphs remain submerged 48 hours. It can be observed that from 72 hours immersion
causes a deleterious effect on this species. The results reported here suggest that the
ability to survive underwater for a period is a additional aspect of the biology of this
species of tick. With respect to the molecular analysis was demonstrated in literature
genetic divergence (3.0 to 3.7%) of A. parvum Argentinean and Brazilian. However,
analysis of a single gene is not robust enough to make inferences about the significance
of the genetic differences between different populations, so new sequences of molecular
markers obtained from 4. parvum belonging to different locations in Argentina and
Brazil have been evaluated. Results for the genes 12S and COI there was a significant
difference point of to consider them as distinct species in South America, 3.8% and
7.1% respectively. But when we observe the results for the ITS2 gene there was not
enough difference to characterize different species. View of these biological and
molecular results are recommended further analysis with new samples of new locations
in order to elucidate this question about the possibility of this kind in South America be
different species.

Key words: biology, immersion, tick
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1 INTRODUCAO GERAL

De ampla distribuicdo Neotropical, o carrapato Amblyomma parvum Aragao
1908 ¢ capaz de se alimentar em varias espécies animais, inclusive o homem, além de
ser potencial reservatorio e/ou vetor de patdgenos. Populagdes de A. parvum da
Argentina e Brasil apresentam divergéncia genética significante e relatos de espécies
hospedeiras contrastantes.

Os carrapatos parecem ter a capacidade de se adaptarem as adversidades
dependendo do bioma em que habitam, as quais podem ser referentes aos hospedeiros,
periodos de parasitismo, preferéncias por ambiente para postura e muda.

Como espécie que possui distribuicdo geografica ampla, A. parvum ¢é passivel de
apresentar variabilidades anatomicas, fisiologicas e de comportamento. Em espécies de
importancia econdmica e/ou saude coletiva, o conhecimento aprofundado das
caracteristicas inerentes as populagdes que a compdem ¢ de fundamental importancia no
que tange a determinados aspectos epidemioldgicos, visto que podem ter
comportamento diferenciado em relagdo a especificidade parasitaria, capacidade
vetorial e plasticidade na ocupacdo de ecossistemas. Apesar da ampla distribuicao
observada em A. parvum, pouco se conhece sobre suas caracteristicas ecoldgicas nos
diferentes biomas que habita e como cada populacdo se comporta frente as adversidades
do meio em que vive como, por exemplo, periodos de alagamento no ambiente durante
a fase ndo parasitaria. Mas as preferéncias ecologicas deste carrapato s6 se tornardo
claras, quando estudos adicionais e com uma resolucdo biogeografica melhor forem
realizados.

No Brasil ndo ha relatos do envolvimento de A. parvum com algum agente
causador de doenga para animais € humanos, mas devido a alta densidade desse
carrapato na vegetacdo, em animais tanto doméstico como silvestre e até mesmo em
humanos, suscita que podera se tornar uma espécie importante como parasita ou agente
transmissor de agentes como ja pode ser observado na Argentina.

Pesquisas sobre bioecologia de carrapatos de animais domésticos e silvestres
vém sendo desenvolvidas nos Laboratérios de Ixodologia e Morfofisiologia de Acaros
do Departamento de Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), ha varios anos. Recentemente em colaboragdo com os laboratérios de
Biologia Molecular da UFRRJ e com o Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuéaria
(INTA- Argentina) essa tese foi desenvolvida como objetivo geral de aprofundar o
conhecimento relacionado as populacdes de A. parvum que ocorrem em trés biomas
distintos, Chaco argentino, Pantanal e Cerrado no Brasil. Para maior compreensdo e
analises a tese foi elaborada em trés capitulos a seguir.

No CAPITULO I, cujo objetivo geral foi comparar o ciclo bioldgico de trés
populagdes de A. parvum mantidas em laboratério.

No CAPITULO II, o efeito da imersdo sob o ciclo de vida foi realizado a fim de
responder como o estresse hidrico pode afetar e/ou alterar a eficiéncia reprodutiva de
trés populagdes de 4. parvum.

No CAPITULO III, foram realizadas analises filogeogréficas de A. parvum de
diversas localidades do Brasil e Argentina.






2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia de estudar carrapatos

Carrapatos possuem a capacidade de transmitir uma grande variedade de agentes
infecciosos, tais como virus, bactérias, protozoarios ¢ helmintos (SONENSHINE et al.,
2002), e s6 perdem para os mosquitos como 0s principais transmissores de agentes
patogénicos para os homens (HOSKINS; CUPP, 1988; KOCAN et al. 2011).
Representam importancia extrema relacionada com o parasitismo nas regides tropicais e
subtropicais, por possuirem uma ampla distribui¢do e grande relevancia econdmica e
sanitaria na producdo animal e saude publica atraindo uma grande ateng¢do cientifica. De
fato, as doencas transmitidas por carrapatos estdo entre as doengas infecciosas e
parasitarias mais importantes de animais domésticos e seres humanos em todo o mundo
e um numero de novos agentes patogénicos foram descobertos nos ultimos anos
(NICHOLSON et al. 2010). Transmitem inumeras arboviroses (por exemplo, o virus da
encefalite transmitida por carrapatos e outros como os da familia Flaviviridae,
Reoviridae, Bunyaviridae e Iridoviridae), bactérias (Rickettsia, Ehrlichia, Borrelia) e
protozodarios (Babesia e Theileria) (FRASER; MAYS, 1986; SONENSHINE, 1993;
LEMOS et al., 1996). A manuten¢do de patdgenos nestes acaros pode ser transestadial
e/ou transovariana (AESCHLIMANN, 1991), o que lhes permite permanecerem
infectados durante toda sua vida e também por muitas geracdes apoés uma infec¢do
primaria.

Podemos acrescentar ainda que carrapatos podem causar perdas econdmicas
significativas para a industria pecuaria em todo o mundo. Essas perdas, que foram
estimadas em cerca de US$ 3,24 bilhoes por ano s6 no Brasil (GRISI et al., 2014) sdo
principalmente o resultado do esgotamento do sangue, transmissao de patdgenos, € 0s
custos dos programas de controle, fora as lesdes macroscopicas que consistem em
erosoes focais, eritema, tlceras crostosas com alopécia e ndédulos (JONSSON, 2006).

2.2. Taxonomia

Carrapatos sdo pertencentes ao Filo Arthropoda (Latreille, 1829), Sub-filo
Chelicerata, Classe Arachnida (Latreille, 1829), Sub-classe Acari (Leach, 1817), Ordem
Ixodida (Leach, 1815). De acordo com Nava et al. (2013), o niimero de espécies de
carrapatos validos em todo o mundo ¢ de 901 carrapatos, divididos em trés familias:
Nutalliellidae (P.Schulze, 1935), Argasidae (Canestrini 1899) e Ixodidae (Murray,
1877).

A familia Nuttalliellidae ¢ monoespecifica e representada pela espécie
Nuttalliella namaqua (Bedford 1931), consideradoum carrapato ¢ um “fossil vivo”
(HORAK et al., 2002; BARROS-BATESTTI et al., 2006; MANS et al., 2011) e ¢
encontrado apenas no continente africano. Adultos e ninfas possuem um pseudo-escudo
semelhante ao escudo de ixodideos, mas uma cobertura de tegumento semelhante ao dos
argasideos, e realizam uma rapida alimentagdao (MANS et al. 2011). Como hospedeiros
preferenciais estdo os lagartos do género Cordylus e Agama e roedores murideos como
0 Micaelamys namaquensis, Aethomys chrysophilus e Acomys spinosissimus (HORAK
etal. 2012; MANS et al., 2014).

A familia Argasidae ¢ composta por 198 espécies de cinco géneros (Antricola,
Argas, Ornithodoros, Nothoaspis, Otobius) com registro de 87 espécies reconhecidas
para regiao Neotropical (GUGLIELMONE et al., 2003; LABRUNA; VENZAL, 2009;
NAVA et al., 2010; GUGLIELMONE et al., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2012;
VENZAL et al., 2013). Sao conhecidos como ‘“carrapatos moles” pela caracteristica



marcante da auséncia escudo dorsal e capitulo sob o idiossoma na maioria das espécies.
Sao carrapatos de habitats aridos ou semidridos sendo encontrados nos nichos de seus
hospedeiros como em ninhos, tocas e poleiros. Eles possuem o habito de forragear
principalmente durante a noite quando seus hospedeiros estdo dormindo. Vérias
espécies de argasideos se alimentam de aves ou mamiferos como morcegos e podem
provocar picadas dolorosas para os seres humanos (VENZAL et al., 2006).

Composta pelo maior numero de componentes sendo na Regido Neotropical
estabelecidas 126 espécies (GUGLIELMONE; NAVA, 2014), a familia Ixodidae ¢
representada pelos “carrapatos duros”, assim chamados por possuirem escudo dorsal
presente, onde no macho se apresenta em todo o dorso e nas fémeas, ninfas e larvas ¢
restrito a por¢do anterior do idiossoma e capitulo com aparelho bucal visivelmente
projetando para frente (BARROS-BATESTTI et al., 2006). Ixodidae sedestaca por ser a
familia mais importante quando se considera ameaca a saide humana (JONGEJAN;
UILENBERG, 2004). Sao organizados em dois grupos: Prostriata composto somente
pelo género Ixodes e grupo Metastriata com os principais géneros de importancia
médico veterinaria, Amblyomma, Dermacentor, Rhipicephalus e Haemaphysalis
(HOOGSTRAAL; AESCHLIMANN, 1982; GUGLIELMONE et al., 2010). ,

Esses carrapatos podem ser encontrados principalmente onde a vegetagao
fornece abrigo contra dessecacdo, como por exemplo, sob madeiras ou grama longa. Os
adultos sao facilmente distinguiveis com a fémea sendo maior, muitas vezes de cores
vivas, e os menores do sexo masculino na maioria das espécies (BARROS-BATESTTI
et al., 20006).

No Brasil, a fauna de carrapatos ¢ atualmente composta por 61 espécies
(DANTAS-TORRES et al. 2009), sendo o género Amblyomma o de maior importancia
médico-veterindrio.

2.3. Género Amblyomma

Depois da espécie Rhipicephalus microplus, as espécies de carrapatos que mais
tem despertado interesse cientifico sdo as do género Amblyomma. Com uma extensa
distribuicao, esse género compreende todos os continentes com excecdo da Antartida
(ONOFRIO et al.,, 2006), especificamente na regido neotropical atualmente estdo
relatadas 35 espécies (DANTAS-TORRES et al,, 2009; NAVA et al. 2014) e algumas
sdo incriminadas na transmissdo de rickettsioses para os humanos (LABRUNA et al.,
2004; LABRUNA et al., 2009) nas quais ja foram encontrados isolados de agentes
zoonoticos em animais domésticos € humanos (FIGUEIREDO et al., 1999; ABEL et al.,
2006; SERRA-FREIRE et al., 2011; MAZIOLI et al., 2012).

Em relagdo aos hospedeiros desse género podemos observar parasitismo em
diversas das ordens de mamiferos (GUGLIELMONE et al., 2014). Aves sao infestadas
com fases imaturas de algumas espécies de carrapatos (LABRUNA et al., 2007).
Anfibios e répteis também estdo entre os hospedeiros deste género (ONOFRIO et al.,
2006).

2.4. Amblyomma parvum Aragio, 1908: distribuicio geografica e hospedeiros

Amblyomma parvum Aragao, 1908 ¢ uma espécie de carrapato de ampla
distribuicdo geografica tendo sido assinalada desde o sul do México até a Argentina
(GUGLIELMONE et al., 2003). Um relato de Corn et al. (2012) indicou a presenca
desta espécie no estado da Florida, Estados Unidos. Contudo, esta espécie ¢ considerada
exotica para esta regiao.



A lista de hospedeiros conhecidos na regido Neotropical € extensa (46 espécies),
com carrapatos adultos coletados em membros de pelo menos nove ordens de
mamiferos de médio e grande porte (Nava et al., 2008).

Na Argentina o primeiro relato foi de Aragdo (1938) em tatus (Dasypus
novemcinctus). Os adultos de A. parvum se encontram frequentemente em animais
domésticos (GUGLIELMONE; NAVA, 2006). Mas também ja foi descrito para
diversos géneros de mamiferos (IVANCOVICH; LUCIANI, 1992; GUGLIELMONE;
VINABAL, 1994). Nava et al. (2006) e Guglielmone ¢ Nava (2010) determinaram os
roedores Caviidae como hospedeiros dos estdgios imaturos de A. parvum. Animais
domésticos, especialmente bovinos (Bos taurus L.) e caprinos (Capra hircus L.) sdo os
hospedeiros mais comumente relatados nesse pais (NAVA et al., 2008).

Para o M¢éxico ha os registros para onca-pintada (Panthera onca), cavalos
(Equus caballus), tatus e gambas (Didelphis sp.) (GUZMAN-CORNEJO et al., 2011).

Na Costa Rica ha relato da presenca em cavalos e veado-de-cauda-branca
(Odocoileus virginianus)(CALDERON et al., 2005).

No Paraguai foi relatada a presenca de carrapatos adultos em pumas (Puma
concolor), onga-pintada (Panthera onca) (DURDEN et al., 2006), quatis (Nasua nasua)
e cachorro do mato (Cerdocyon thous) (WHITAKER; ABRELL 1987; NAVA et al.,
2007).

Na Bolivia houve registro dessa espécie de carrapato em cachorro do mato
(Cerdocyon thous), veado-catingueiro (Mazama gouazoubira), mataco (Tolypeutes
mataco) ou “tatu-bola” (Tolypeutes matacus), jaguatiririca (Leopardus pardalis),
graxaim (Pseudalopex gymnocercus) (DEEM et al., 2004; 2009; FIORELLO et al.,
2006; MASTROPAOLO et al., 2014).

Floch e Fauran (1959) listaram capivara (Hydrochoerus hydrochaeris), cao
doméstico (Canis familiaris), veado vermelho (Mazama americana) como hospedeiros
do carrapato em questdo nas Antilhas Francesas.

Em uma revisdo de carrapatos em carnivoros no Brasil, Labruna et al. (2005)
relatam adultos de A. parvum em pumas, onca-pintada, jaguatirica, cachorro do mato e
lobo guara (Chrysocyon brachyurus).

O trabalho de Mullins et al. (2004) registra a ocorréncia em um novo hospedeiro,
tatu de nariz grande (Dasypus kaplleri), e em um novo registro geografico, o estado do
Amazonas.

Em Pernambuco, Dantas-Torres et al. (2010) encontrou um macho de 4. parvum
em tamandud-mirim (Tamandua tetradactyla) em Serra Talhada e Horta et al. (2011)
reportaram parasitando prea (Galea spixii) e rato-boiadeiro (Thrichomys apereoides)
sendo novos hospedeiros para a espécie.

No municipio de Mossor6, Rio Grande do Norte foi observado na parte facial de
um ovino (Ovis aries) e cinco caprinos sendo descrito pela primeira vez nesses
hospedeiros na regiao Nordeste (BEZERRA, 2007). No mesmo estado, na zona rural de
Pau dos Ferros, Ferreira et al. (2008) observaram o parasitismo de 4. parvum na perna
de um homem apos atividades de campo com manejo de bovinos.

No Bioma Pantanal foram encontrados individuos adultos em tamandua mirim,
tatupeba (Euphractus sexcinctus), veado catingueiro, porco monteiro (Sus scrofa), quati
(Nasua nasua) (PEREIRA et al., 2000; MARTINS et al. 2004; MEDRI et al., 2010;
CANCADO et al., 2013; RAMOS et al., 2014). Cangado et al. (2008) avaliando os
carrapatos associados com a vida selvagem na regido do Pantanal coletaram na
vegetacao 46 carrapatos adultos machos e 35 fémeas através de armadilhas de COs.

Szabo et al., (2007) encontraram adultos em cavalos e cachorros domésticos e
adultos e ninfas no ambiente através de armadilhas e arrasto de flanela em diversas



fitofisionomias no Cerrado em Goias. No mesmo estado, Martins et al. (2011)
encontraram ninfas em C. thous no Parque Nacional das Emas.

Em uma revisdo sobre hospedeiros e distribui¢do geografica de carrapatos no
Rio Grande do Sul, Evans et al. (2000) relacionaram A. parvum a tatus nos municipios
de Rosario do Sul e Sao Francisco de Assis.

Pinheiro et al., (2014) registraram a primeira ocorréncia deste carrapato na
vegetacdo em um fragmento de floresta de Mata Atlantica no Rio de Janeiro.

Estudos da suscetibilidade de diferentes espécies hospedeiras ao parasitismo por
A. parvum realizados no Brasil, demonstraram que este carrapato pode ser considerado
generalista (OLEGARIO et al., 2011), assim como Amblyomma cajennnese. Estes
autores demonstraram que apesar da preferéncia variavel dos diversos estagios do
parasito por diferentes espécies de animais, tais como, caes, equinos, bovinos, caprinos,
coelhos e cobaias, sua distribuicdo pode ser mais favorecida por condi¢cdes ambientais e
nao apenas pela propria diversidade de hospedeiros.

2.5. Microorganismos transmitidos por Amblyomma parvum

A relacdo parasito/hospedeiro, o menor grau de especificidade dos carrapatos e
os longos periodos de jejum sdo fatores que favorecem a transmissao de agentes
patogénicos. No processo de alimentacdo, os carrapatos, de forma geral, podem
determinar: acdo traumatica e espoliativa, pela dilaceragdao de células e tecidos, bem
como ac¢do toxica, pela inoculacdo de substincias através da saliva e transmissdo de
doencgas, causando prejuizos econOmicos a pecudria brasileira e a saude publica
(MASSARD; FONSECA, 2004).

Segundo Cangado (2008), diferente do que acontece com Amblyomma
cajennense, a picada dos adultos de A. parvum ¢ praticamente indolor, desta forma, o
carrapato pode ndo ser percebido e permanecer fixado por um periodo longo,
aumentando assim o risco de transmissdo de Rickettsia spp., Borrelia spp. e outros
patdgenos.

Pacheco et al. (2007) detectaram rickettsia em A. parvum coletados na vegetagao
e em G. musteloides e a designaram como Rickettsia sp. cepa Argentina de
patogenicidade desconhecida. Anos mais tarde, Tomassone et al. (2010) detectaram a
mesma riquettsia em outra regido argentina. Também na Argentina, ja foram detectados
em A. parvum, bactérias como Ehrlichia chaffensis, agente etiologico da Erliquiose
Monocitica Humana (TOMASSONE et al., 2008).

Dzul-Rosado et al. (2013) relacionam A. parvum como potencial vetor de
Rickettsia rickettsii no sudeste do México e desempenha um papel fundamental na
natureza como um hospedeiro, juntamente com outros vetores que sdo responsaveis pela
transmissao da doenca a seres humanos.

Pacheco et al. (2013), na provincia de Cordoba, Argentina coletaram A. parvum
em preds e encontraram dois (15,4%) dos 13 adultos coletados infectados com Coxiela
burnetii.

Nieri-Bastos et al. (2014) analisando DNA de 4. parvum coletados na vegetagao
no Pantanal Sul Mato-grossense ¢ em cavalos no Cerrado no estado do Piaui,
detectaram positividade para Candidatus Rickettsia andeanae em 63,5% (40/63) e
66,7% (2/3) respectivamente. Este estudo relata a identificagdo do agente pela primeira
vez no Brasil. Sua agdo como agente patogé€nico em humanos ainda ¢ desconhecida,
necessitando de mais estudos para avaliar a capacidade de infectar seres humanos ou
outros hospedeiros vertebrados.



4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABEL, 1.; PEDROZO, M.G.C.; BUENO, C. Amblyomma tigrinum koch, 1844 (Acari:
Ixodidae) em caes domésticos procedentes da Reserva Florestal do Boqueirdo,

Municipio de Ingai, Sul de Minas Gerais. Arquivos do Instituto Biologico, v.73, n.1,
p.111-112, 2006.

AESCHLIMANN, A. Ticks and disease: susceptible hosts, reservoir hosts and vectors.
Chapter 8. In: TOFT, C.A.; AESCHLIMANN, A. BOLIS, L. Parasite-host
Associations Coexistance or conflict? Oxford University Press, Editors: p.148-156,
1991.

ARAGAO, H.B. Nota sobre os Ixodideos da Republica Argentina. Memérias do
Instituto Oswaldo Cruz, v.33, n.2, p.319-327, 1938.

BARROS-BATTESTI, D.M.; ARZUA, M.; BECHARA, G.H. Carrapatos de
importancia médico-veterinaria da regido neotropical: um guia ilustrado para
identificacio de espécies. 1* ed. Vox/ICTTD-3/Butantan, Sao Paulo. 223pp., 2006.

BEATI, L.; NAVA, S.; BURKMAN, E.J.; BARROS-BATTESTI, D.; LABRUNA,
M.B.; GUGLIELMONE, A.A.; CACERES, A.G.; GUZMAN CORNEJO, C.; LEON,
R.; DURDEN, L.A.; FACCINI, J.L.H. Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)
(Acari: Ixodidae), the Cayenne tick: phylogeography and evidence for allopatric
speciation. BMC Evolutionary Biology, v.13, p.267, 2013.

BEZERRA, A.C.D.S. Prevaléncia de ectoparasitos em caprinos € ovinos do municipio
de Mossord, Rio Grande Do Norte. Acta Veterinaria Brasilica, v.1, n.2, p.68, 2007.

BURLINI, L.; TEIXEIRA, K.R.,; SZABO, M.P.,; FAMADAS, K.M. Molecular
dissimilarities of Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae) in Brazil and its relation
with samples throughout the world: is there a geographical pattern? Experimental and
Applied Acarology, v.50, p.361-374, 2010.

CALDERON, V.A.; FONSECA, V.H.; GAMBOA, J.H. Catalogo de garrapatas suaves
(Acari: Argasidae) y duras (Acari: Ixodidae) de Costa Rica. Brenesia v.63-64, p.81-88,
2005.

CANCADO, P.H.D. Carrapatos de Animais Silvestres e Domésticos no Pantanal
Sul Mato-grossense (Sub-regido da Nhecolandia): Espécies, Hospedeiros e
Infestacdes em Areas com Manejos Diferentes. 65f. Tese de Doutorado, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, 2008.

CANCADO, P.H.D.; FACCINI, J.L.H.; HERRERA, H.M.; TAVARES, LE.R,;
MOURAO, G.M.; PIRANDA, EM.; PAES, R.C.S. RIBEIRO, C.C.D.U;
BORGHESAN, T.C.. PIACENTI, A.K.; KINAS, M.A.; SANTOS, C.C.; ONO, T.M,;
PAIVA, F. Host-Parasite Relationship of Ticks (Acari: Ixodidae and Argasidae) and
Feral Pigs (Sus scrofa) in the Nhecolandia Region of the Pantanal Wetlands in Mato
Grosso do Sul. ISRN Parasitology, v.2013. Article ID 610262, 6 pages
http://dx.doi.org/10.5402/2013/610262. 2013



CORN, J.L.; HANSON, B.; OKRASKA, C.R.; MUIZNIEKS, B.; MORGAN, V.
MERTINS, J.W. First at-large record of Amblyomma parvum (Acari: Ixodidae) in the
United States. Systematic & Applied Acarology. v.17, n.1, p.3-6, 2012.

DANTAS-TORRES, F.; ONOFRIO, V. C.; BARROS-BATTESTI, D.M. The ticks
(Acari: Ixodida: Argasidae, Ixodidae) of Brazil. Systematic and Applied Acarology, v.
14, p. 30-46, 2009.

DANTAS-TORRES, F.; SIQUEIRA, D.B.; RAMEH-DE-ALBUQUERQUE, L.C.; DA
SILVA E SOUZA, D.; ZANOTTI, A.P.; FERREIRA, D.R.; MARTINS, T.F.; DE
SENNA M.B.; WAGNER, P.G.; DA SILVA, M.A.; MARVULO, M.F.; LABRUNA,
M.B. Ticks infesting wildlife species in northeastern Brazil with new host and locality
records. Journal of Medical Entomology, v.47, n.6, p.1243-1246, 2010.

DANTAS-TORRES, F.; VENZAL, J.M.; BERNARDI, L.F.O.; FERREIRA, R.L,;
ONOFRIO, V.C.; MARCILI, A.; Bermudez, S.E.; Ribeiro, A.F.; Barros-Battesti, D.M.;
Labruna, M.B. Description of a new species of bat-associated argasid tick (Acari:
Argasidae) from Brazil. Journal of Parasitology. v.98, n.1, p.36-45, 2012.

DEEM, S.L.; NOSS, A.J.; VILLARROEL, R.; UHART, M.M., KARESH, W.B.
Disease survey of free-ranging grey brocket deer (Mazama gouazoubira) in the Gran
Chaco, Bolivia. Journal of Wildlife Diseases. v.40, p.92-98, 2004.

DEEM, S.L.; NOSS, A.J.; FIORELLO, C.V.; MANHARTH, A.L.; ROBBINS, R.G,;
KARESH, W.B. Health assessment of free-ranging three-banded (Tolypeutes matacus)
and ninebanded (Dasypus novemcinctus) Armadillos in the Gran Chaco, Bolivia.
Journal of Zoo and Wildlife Medicine, v.40, p.245-256, 2009.

DURDEN, L.A.; CUNNINGHAM, M.W.; MCBRIDE, R.; FERREE, B. Ectoparasites
of free-ranging pumas and jaguars in the Paraguayan Chaco. Veterinary Parasitology,
v.137, p.189-193, 2006.

DZUL-ROSADO, K.; PENICHE-LARA, G.; TELLO-MARTIN, R.; ZAVALA-
VELAZQUEZ, I.; PACHECO, R.C.; LABRUNA, M.B.; SANCHEZ, E.C.; ZAVALA-
CASTROL, J. Rickettsia rickettsii isolation from naturally infected Amblyomma parvum

ticks by centrifugation in a 24-well culture plate technique. Open Veterinary Journal,
v.3,n.2,p.101-105, 2013.

EVANS, D.E.; MARTINS, J.R.; GUGLIELMONE, A.A. A review of the ticks (Acari,
Ixodida) of Brazil, their hosts and geographic distribution - 1. The state of Rio Grande
do Sul, southern Brazil. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v.95, n.4, p.453-470,
2000.

FAMADAS, K.M.; FACCINI, J.L.H. Variagdo morfologica de Boophilus microplus
(Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) no Brasil. Arquivos da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, v.12, n.1-2, p.73-81, 1989.

FERREIRA, C.G.T.; REGO, 1.G.; AHID, S.M.M. Parasitismo em humano por
Amblyomma parvum Aragdo, 1908 (Acari: Ixodidae) em Pau dos Ferros, Rio Grande do
Norte, Brasil. PUBVET, v. 3, n. 1, p.3-9, 2008.



FIGUEIREDO, L.T.M.; BADRA, S.J.; PEREIRA, L.E.; SZABO, M.P.J. Report on
ticks collected in the Southeast and Mid-West regions of Brazil: analyzing the potential
transmission of tick-borne pathogens to man. Revista Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, v.32, n.6, p. 613-619, 1999.

FIORELLO, C.V.; ROBBINS, R.G.; MAFFEI, L.; WADE, S.E. Parasites of free-
ranging small canids and felids in the Bolivian Chaco. Journal of Zoo and Wildlife
Medicine, v.37, p.130-134, 2006.

FLOCH, H.; FAURAN, P. Les Ixodidae du genre Amblyomma en Guyane et aux
Antilles Francaise. Acarologia v.1, p.216-227, 1959.

FRASER, C.M., MAYS, A. (Ed) The Merck veterinary manual. 6 ed. New Jersey:
Merck, p.815-819, 1986.

GRISL L.; LEITE, R.C.; MARTINS, J.R.S.; BARROS, A.T.M.; ANDREOTTIL, R.;
CANCADO, P.H.D.; LEON, A.A.P.; PEREIRA, J.B.; VILLELA, H.S. Reassessment of
the potential economic impact of cattle parasites in Brazil. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, v. 23, n. 2, p. 150-156, 2014.

GUGLIELMONE, A.A.; VINABAL, A.E. Claves morfologicas dicotomicas y
informacion ecologica para la indentificacion de las garrapatas del genero Amblyomma
Koch, 1844 de la Argentina. Revista Investigativa Agropecuaria, v.25, p.39-67, 1994.

GUGLIELMONE, A. A.; ESTRADA-PENA, A.; KEIRANS, J.E.; ROBBINS, R.G.
Ticks (Acari: Ixodidae) of the Neotropical Zoogeographic Region. Editora Atalanta
Houten - ICTTD, The Netherlands. 173pp., 2003.

GUGLIELMONE, A. A.; NAVA, S. Las garrapatas argentinas del género Amblyomma
(Acari: Ixodidae): distribucion y hospedadores. RIA, v.35, n.3, p.133-153, 2006.

GUGLIELMONE, A.A.; NAVA, S. Rodents of the subfamily Caviinae (Hystricognathi,
Caviidae) as hosts for hard ticks (Acari: Ixodidac) Mastozoologia Neotropical, v.17,
n.2, p.279-286, 2010.

GUGLIELMONE, A.A.; ROBINS, R.G.; APANASKEVICH, D.A.; PETNEY, T.N.;
ESTRADA-PENA, A.; HORAK, 1.G.; SHAO, R.; BARKER, S.C. The Argasidae,
Ixodidae and Nuttalliellidae (Acari: Ixodida) of the world: a list of valid species names.
Zootaxa; v.2528, n.6, p.1-28, 2010.

GUGLIELMONE, AA; NAVA, S. Names for Ixodidae (Acari: Ixodoidea): valid,
synonyms, incertae sedis, nomina dubia, nomina nuda, lapsus, incorrect and suppressed
names-with notes on confusions and misidentifications. Zootaxa; v.24, p1-p256, 2014.

GUZMAN—CORNEJO, C.; ROBBINS, R.G.; GUGLIELMONE, A.A.; MONTIEL-
PARRA, G.; PEREZ, T.M. The Amblyomma (Acari: Ixodida: Ixodidae) of Mexico:
Identification Keys, Distribution and Hosts. Zootaxa, v.2998, p.16-38, 2011.



HOOGSTRAAL, H.; AESCHLIMANN, A. Tick-host specificity. Bulletin de la
Société Entomologique Suisse, v.55, p.5-32, 1982.

HORAK, 1.G.; CAMICAS, J.L.; KEIRANS, J.E. The Argasidae, Ixodidaec and
Nuttalliellidae (Acari: Ixodida): a world list of valid tick names. Experimental and
Applied Acarology, v.28, p.27-54, 2002.

HORAK, I1.G.; LUTERMANN, H., MEDGER, K.; APANASKEVICH, D.A,;
MATTHEE, C.A. Natural hosts of the larvae of Nuttalliella sp. (N. namaqua?) (Acari:
Nuttalliellidae). Onderstepoort Journal of Veterinary Research, v.79, n.1, Art. #405,
2 pages, 2012. http://dx.doi.org/10.4102/0jvr.v79i1.405.

HORTA, M.C.; NASCIMENTO, G.F.N.; MARTINS, T.F.; LABRUNA, M.B;
MACHADO, L.C.P.; NICOLA, P.A. Ticks (Acari: Ixodida) parasitizing free-living
wild animals in the Caatinga biome in the State of Pernambuco, northeastern Brazil.
Systematic & Applied Acarology, v.16, p.207-211, 2011.

HOSKINS, D.J.; CUPP, E.W. Ticks of Veterinary Importance. Part.I The Ixodidae
family: Identification, behavior and associated diseases. Small Animal Competition.
v.10, p.564-581, 1988.

IVANCOVICH, J.C.; LUCIANI, C.A. Las garrapatas de Argentina. Monografia de la
Asociacion Argentina de Parasitologia Veterinaria, Buenos Aires, 95pp., 1992.

JONGEJAN, F.; UILENBERG, G. The global importance of ticks. Parasitology, v.129,
p-3-14, 2004.

JONSSON, N.N. The productivity effects of cattle tick (Boophilus microplus)
infestation on cattle, with particular reference to Bos indicus cattle and their crosses.
Veterinary Parasitology, v.137, p.1-10, 2006.

KAUFMAN, W.R. Ticks: Physiological aspects with implications for pathogen
transmission. Ticks Tick Borne Disease, v.1, n.1, p.11-22, 2010.

KOCAN, K.M.; BLOUIN, E.; DE LA FUENTE, J. RNA interference in ticks. Journal
of Visualized Experiments, v.47, e2474 10.3791/2474, 2011.

LABRUNA, M.B.; MCBRIDE, J.W.; BOUYER, D.H. Molecular evidence for a spotted
fever group Rickettsia species in the tick Amblyomma longirostre in Brazil. Journal of
Medical Entomology, v.41, p.533-537, 2004.

LABRUNA, M.B. JORGE, R.D.SP; SANA, DA. JACAMO, ATA;
KASHIVAKURA, C.K.; FURTADO, M.M.; FERR, C.; PEREZ, A.A.; SILVEIRA, L.;
SANTOS JUNIOR, T.S.; MARQUES, S.R.; MORATO, R.G.; NAVA, A.; ADANIA,
C.H.; TEIXEIRA, R.H.F.; GOMES, A.A.B.; CONFORTI, V.A.; AZEVEDO, F.C.C;
PRADA, A.S.; SILVA, J.C.R.; BATISTA, A.F.; MARVULO, M.F.V.; MORATO,
R.L.G.; ALHO, C.J.R.; PINTER, A.; FERREIRA, P.M.; FERREIRA, F.; BARROS-
BATTESTI, D.M. Ticks (Acari: Ixodida) on wild carnivores in Brazil. Experimental
and Applied Acarology, v.36, n.1-2, p.149-163, 2005.

10



LABRUNA, M. B.; WLIPPO, L.F.S.; DEMETRIO, C.; MENEZES, A.C.; PINTER, A.;
GUGLIELMONE, A.A.; SILVEIRA, L.F. Ticks collected on birds in the state of Sao
Paulo, Brazil. Experimental and Applied Acarology, v.43, p.147-160, 2007.

LABRUNA, M.B. Ecology of Rickettsia in South America. Rickettsiology and
Rickettsial Diseases-Fifth International Conference: Annals of the New York
Academy of Sciences, v.1166, p.156—-166, 2009.

LABRUNA, M.B.; VENZAL, J.M. Carios fonsecai sp. nov. (Acari, Argasidae), a bat
tick from the central-western region of Brazil. Acta Parasitologica v.54, p.355-363,
2009.

LABRUNA, M.B.; NARANIJO, V.; MANGOLD, A.J.; THOMPSON, C.; ESTRADA-
PENA, A.; GUGLIELMONE, A.A.; JONGEJAN, F.; DE LA FUENTE, J. Allopatric
speciation in ticks: genetic and reproductive divergence between geographic strains of
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. BMC Evolutionary Biology, v.9, n.46, p.1-12,
20009.

LABRUNA, M.B.; SOARES, J.F.; MARTINS, T.F.; SOARES, H.S.; CABRERA, R.R.
Cross-mating experiments with geographically different populations of Amblyomma
cajennense (Acari: Ixodidae). Experimental and Applied Acarology, v.54, p.41-49,
2011.

LEMOS, E.R.S.; MACHADO, D.R.; COURA, J.R.; GUIMARAES, M.A A.; FREIRE,
N.M.S. Infestation by ticks and detection of antibodies to spotted fever group
Rickettsiae in wild animals captured in the state of Sdo Paulo, Brazil. A preliminar
report. Memorias do Instituto Osvaldo Cruz, v.91, n.3, p.273-275, 1996.

MANS, B.J.; DE KLERK, D.; PIENAAR, R.; LATIF, A.A. Nuttalliella namaqua: A
Living Fossil and Closest Relative to the Ancestral Tick Lineage: Implications for the
Evolution of Blood-Feeding in Ticks. PLoS ONE, v.6, n.8, €23675, 2011.

MANS, B.J.; DE KLERK, D.; PIENAAR, R.; LATIF, A.A. The host preferences of
Nuttalliella namaqua (Ixodoidea: Nuttalliellidae): a generalist approach to surviving
multiple host-switches. Experimental and Applied Acarology, v.62, p.233-240, 2014.

MARTINS, J.R.; MEDRI, I.M.; OLIVEIRA, C.M.; GUGLIELMONE, A.A. Ocorréncia
de carrapatos em tamandud-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) e tamandua-mirim
(Tamandua tetradactyla) na regido do Pantanal Sul Mato-Grossense, Brasil. Ciéncia
Rural, v.34, n.1, p.293-295, 2004.

MARTINS, T.F.; FURTADO, M.M.; JACOMO, A.T.A.; SILVEIRA, L.; SOLLMANN,
R.; TORRES, N.M.; LABRUNA, M.B. Ticks on free-living wild mammals in Emas
National Park, Goias State, central Brazil. Systematic & Applied Acarology v.16,
p-201-206, 2011.

MASSARD, C.L.; FONSECA A.H. Carrapatos e¢ doengas transmitidas, comuns ao
homem e aos animais. A Hora Veterinaria, v.135, n.1, p.15-23, 2004.

11



MASTROPAOLO, M.; BELTRAN-SAAVEDRA, LF.; GUGLIELMONE A.A. The
ticks (Acari: Ixodida: Argasidae, Ixodidae) of Bolivia. Ticks and Tick-borne Diseases,
v.5, p.186-194, 2014.

MAZIOLI, R.; SZABO, M.; MAFRA, C. Amblyomma nodosum (Acari: Ixodidae)
parasitizing a domestic dog in Colatina, Espirito Santo, Brazil. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, v.21, n.4, p.428-429, 2012.

MEDRI, L.M.; MARTINS, J.R.; DOYLE, R.L.; MOURAO, G.; MARINHO-FILHO, J.
Ticks (Acari: Ixodidae) from Yellow Armadillo, Euphractus sexcinctus (Cingulata:
Dasypodidae), in Brazil’s Pantanal Wetlands. Neotropical Entomology, v.39, n.5,
p.823-825, 2010.

MULLINS, M.C.; LAZZARINI, S.M.; PICANCO, M.C.L.; SERRA-FREIRE, N.M.
Amblyomma parvum a parasite of Dasypus kappleri in the state of Amazonas, Brazil.
Revista de Ciéncias Agrarias, v. 42, n. 1, p. 287-291, 2004.

NAVA, S.; MANGOLD, A.].; GUGLIELMONE A.A. The natural hosts for larvae and
nymphs of Amblyomma neumanni and Amblyomma parvum (Acari: Ixodidae).
Experimental and Applied Acarology, v.40, n.2, p.123-131, 2006.

NAVA, S.; LARESCHI, M.; REBOLLO, C.; USHER, C.B.; BEATI, L.; ROBBINS,
R.G.; DURDEN, L.A.; MANGOLD, A.J.; GUGLIELMONE, A.A. The ticks (Acari:
Ixodida: Argasidae, Ixodidae) of Paraguay. Annals of Tropical Medicine &
Parasitology, v.101, n. 3, p.255-270, 2007.

NAVA, S.; SZABO, M.P.J., MANGOLD, A.J.; GUGLIELMONE A.A. Distribution,
hosts, 16s rDNA sequences and phylogenetic position of the Neotropical tick
Amblyomma parvum (Acari: Ixodidae). Annals of Tropical Medicine & Parasitology,
v.102, n.5, p.409-425, 2008.

NAVA, S.; GUGLIELMONE, A.A.; MANGOLD, A.J. An overview of systematics and
evolution of ticks. Frontiers in Biosciences, v.14, p.2857-2877, 2009.

NAVA, S.; VENZAL, J. M.; TERASSINIL F. A.; MANGOLD, A. J.; CAMARGO, L.
M.; LABRUNA, M. B. Description of a new argasid tick (Acari: Ixodida) from bat
caves in Brazilian Amazon. Journal of Parasitology, v.96, p.1089-1101, 2010.

NAVA, S.; VENZAL, J.M.; TERASSINI, F.A.; MANGOLD, A..; CAMARGO,
L.M.A.; CASAS, G.; LABRUNA, M.B. Ornithodoros guaporensis (Acari, Ixodida:
Argasidae), a new tick species from the Guaporé River Basin in the Bolivian Amazon.
Zootaxa, v.3666, n.4, p.579-590, 2013.

NICHOLSON, W.L.; ALLEN, K.E.; MCQUISTON, J.H. BREITSCHWERDT, E.B.;
LITTLE, S.E. The increasing recognition of rickettsial pathogens in dogs and people.
Trends in Parasitology, v.26, n. 4, p.205-212, 2010.

NIERI-BASTOS, F.A.; LOPES, M.G.; CANCADO, P.H.D.; ROSSA, G.AR;

FACCINI, J.L.H.; GENNARI, S.M.; LABRUNA, M.B. Candidatus Rickettsia
andeanae, a spotted fever group agent infecting Amblyomma parvum ticks in two

12



Brazilian biomes. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v.109, n.2,
p.259-261, 2014.

NIJHOF, A.M.; PILLAY,V.; STEYL, J; PROZESKY, L., STOLTSZ,W.H.;
LAWRENCE, J.A.; PENZHORN, B.L.; JONGEJAN, F. Molecular characterization of
Theileria species associated with mortality in four species of African antelopes.
Journal of Clinical Microbiology, v. 43, p. 5907-5911, 2005.

OGRZEWALSKA, M.; PACHECO, R.C.; UEZU, A.; RICHTZENHAIN, L.J;
FERREIRA, F., LABRUNA, M.B. Rickettsial infection in Amblyomma nodosum ticks
(Acari: Ixodidae) from Brazil. Annals of Tropical Medicine and Parasitology, v.103,
n.5, p.413-425, 2009.

OLEGARIO, M.M.M.; GERARDI, M.; TSURUTA, S.A.; SZABO, M.P.]. Life cycle of
the tick Amblyomma parvum Aragdo, 1908 (Acari: Ixodidae) and suitability of domestic
hosts under laboratory conditions. Veterinary Parasitology, v.179, p.203-208, 2011.

ONOFRIO, V.C.; LABRUNA, M.B.; PINTER, A.; GIACOMIN, F.G.; BARROS-
BATTESTI, D.M. Comentarios e chaves para as espécies de Amblyomma. In:
BARROS-BATTESTI, D.M.; ARZUA, M.; BECHARA, G.H. Carrapatos de
importancia médico-veterinaria da regido neotropical: um guia ilustrado para
identificacao de espécies. Sao Paulo: Vox/ICTTD-3/Butantan, p. 53-71, 2006.

PACHECO, R.C.; MORAES-FILHO, J.; NAVA, S.; BRANDFIO, P.E;
RICHTZENHAIN, L.J.; LABRUNA, M.B. Detection of a novel spotted fever group
rickettsia in Amblyomma parvum ticks (Acari: Ixodidae) from Argentina. Experimental
and Applied Acarology, v.43, p.63-71, 2007.

PACHECO, R.C.; ECHAIDE, LE.; ALVES, R.N.; BELETTI, M.E.; NAVA, S
LABRUNA, M.B. Coxiella burnetii in Ticks, Argentina. Emerging Infectious
Diseases v.19, n. 2, p.344-346, 2013.

PEREIRA, M.C.; SZABO, M.P.J.; BECHARA, G.H.; MATUSHIMA, E.R.; DUARTE,
JM.B.; RECHAV, Y.; FIELDEN, L.; KEIRANS, J.E. Ticks (Acari: Ixodidae)
associated with wild animals in the Pantanal region of Brazil. Journal of Medical
Entomology, v.37, p. 979-983, 2000.

PINHEIRO, M.C.; LOURENCO, E.C.; PATRICIO, P.M.P.; SA-HUNGARO, 1J.B.;
FAMADAS, K.M. Free-living ixodid ticks in an urban Atlantic Forest fragment, state of

Rio de Janeiro, Brazil. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 23, n. 2, p.
264-268, 2014.

RAMOS, V.N.; OSAVA, C.F.; PIOVEZAN, U.; SZABO, M.P.J.Ticks on humans in the
Pantanal wetlands, Brazil. Ticks and Tick-borne Diseases, v.5, p.497-499, 2014.

SERRA-FREIRE, N.M.; SENA, L.M.M.; BORSOI, A.B.P. Parasitismo humano por

carrapatos na Mata Atlantica, Rio de Janeiro, Brasil. EntomoBrasilis v.4, n.2, p.67-72,
2011.

13



SONESHINE, D.E. Biology of ticks. Oxford University Press, New York. v.1, p.447,
1991.

SONENSHINE, D.E.; LANE, R.S.; NICHOLSON, W.L. Ticks (Ixodida). In:
MULLEN, G., DURDEN, L.A. Medical and Veterinary Entomology. Nova York:
Academic Press. p.517-558, 2002.

SZABO, M.P.J.; MANGOLD, A.J.; JOAO, C.F.; BECHARA, G.H.; GUGLIELMONE,
A.A. Biological and DNA evidence of two dissimilar populations of the Rhipicephalus
sanguineus tick group (Acari: Ixodidae) in South America. Veterinary Parasitology,
v.130, p.131-140, 2005.

SZABO, M.P.J.; OLEGARIO, M.M.M.; SANTOS, A.L.Q. Tick fauna from two
locations in the Brazilian savannah. Experimental and Applied Acarology, v.43, n.1,
p.73-84, 2007.

TOMASSONE, L.; NUNEZ, P.; GURTLER, R.E.; CEBALLOS, L.A.; OROZCO,
M.M.; KITRON, U.D.; FARBER, M. Molecular Detection of Ehrlichia chaffeensis in
Amblyomma parvum Ticks, Argentina. Emerging Infectious Diseases, v.14, n.12,
2008.

TOMASSONE, L.; NUNEZ, P.; CEBALLOS, L.A.; GURTLER, R.E. KITRON, U.
FARBER, M. Detection of "Candidatus Rickettsia sp. Strain Argentina" and Rickettsia
bellii in Amblyomma ticks (Acari: Ixodidae) from Northern Argentina. Experimental
and Applied Acarology, v.52, p.93-100, 2010.

VENZAL, J.M.; ONOFRIO, V.C.; BARROS-BATTESTI, D.M.; ARZUA, M. Familia
Argasidae: caracteristicas gerais, comentarios e chaves para géneros e espécies, p.13-27.
In BARROS-BATTESTI, D.M., ARZUA, M., BECHARA, G.H. (eds) Carrapatos de
importancia médico- veterinaria da Regidio Neotropical: um guia ilustrado para
identificacio de espécie. Sao Paulo, Vox/ICTTD-Butantan, Sao Paulo, 223pp., 2006.

VENZAL, J.M.; NAVA, S.; GONZALEZ-ACUNA, D.; MANGOLD, A.J.; MUNOZ-
LEAL, S.; LADO, P.; GUGLIELMONE, A.A. A new species of Ornithodoros (Acari:
Argasidae), parasite of Microlophus spp. (Reptilia: Tropiduridae) from northern Chile.
Ticks and Tick Borne Disease, v.4, n.1-2, p.128-132, 2013.

WHITAKER JR., J.O., ABRELL, D.B. Notes on some ectoparasites from mammals of
Paraguay. Entomology News, v.98, p.198-204, 1987.

14



CAPITULO1

PARAMETROS BIOLOGICOS DE TRES POPULACOES DE
Amblyomma parvum ARAGAO, 1908 (ACARI: IXODIDAE) EM
CONDICOES DE LABORATORIO
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RESUMO

PINHEIRO, Michele da Costa. Capitulo I: Parametros biologicos de trés populagdes
de Amblyomma parvum Aragio, 1908 (Acari: Ixodidae) em condicoes de
laboratério. 2015. 27p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Cada espécie de carrapato apresenta adaptacdes muito varidveis dependendo do bioma
em que habita. Essas diferencas se referem aos hospedeiros, periodos de parasitismo,
preferéncias por ambiente para postura e muda. Amblyomma parvum ¢ uma espécie de
carrapato de ampla distribuicdo geografica com uma extensa lista de hospedeiros
conhecidos na regido Neotropical. Ele e a maioria dos carrapatos da familia Ixodidae
exibem um ciclo de vida com trés hospedeiros. Na literatura ¢ sabido que populagdes de
A. parvum do Brasil e da Argentina apresentam divergéncia genética. O presente
trabalho comparou a biologia deste parasito proveniente de trés colonias de distintas
localidades (Pantanal Sul-matogrossense, Cerrado goiano e Chaco argentino) a fim de
elucidar a divergéncia entre as populagdes do Brasil e Argentina. Para isso, foram
utilizadas amostras das duas primeiras geragdes de 4. parvum de trés origens distintas
que sdao mantidas em coldnias ja estabelecidas no Laboratorio de Ixodologia da UFRRJ
em estufas incubadoras tipo B.O.D reguladas a temperatura de 27+1°C, umidade
relativa de (UR) 80+£5% e escotofase. Foram realizadas infestagdes em coelhos para
cada fase parasitaria e localizagdo. Os carrapatos ingurgitados que se desprendiam
foram coletados diariamente. No laboratorio, estes eram limpos, pesados e
acondicionados para a observacao continua do ciclo. O ciclo de vida de 4. parvum foi
completado em um periodo médio de 104,2; 99,6 e 100,7 dias para os biomas Pantanal,
Chaco e Cerrado respectivamente. Conclui-se que a biologia das trés populagdes de 4.
parvum ¢ bastante semelhante e que sd3o necessarios novos estudos biologicos e
moleculares comparativos para diferenciacao.

Palavras-chave: ciclo de vida, Brasil, Argentina.
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ABSTRACT

PINHEIRO, Michele da Costa. Chapter I: Biological parameters of three
populations of Amblyomma parvum Aragao, 1908 (Acari: Ixodidae) in laboratory
conditions. 2015. 27p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Each tick species presents very variable adaptations depending on the biome in which
inhabits. These differences relate to the hosts, parasitism periods, preferences and
environment for posture changes. Amblyomma parvum is a species of tick widely
distributed with an extensive list of known hosts in the Neotropics. This tick and most
of the family Ixodidae ticks exhibit a life cycle with three hosts. In the literature it is
known that populations of A. parvum Brazil and Argentina have genetic divergence.
This study compared the biology of this parasite from three colonies of different
locations (Pantanal, Mato Grosso do Sul; Cerrado, Goias and Chaco, Argentina) in
order to elucidate the divergence between the populations of Brazil and Argentina. For
this, samples of the first two generations of 4. parvum from three different sources that
are kept in colonies already established in the Laboratério de Ixodologia, UFRRJ in
BOD incubators regulated temperature of 27 + 1°C, relative humidity (RH) 80 £ 5%.
Infestations were conducted in rabbits for each parasitic phase and location. The
engorged ticks that came off were collected daily. In the laboratory, they were clean,
weighed and packaged for continuous observation of the cycle. The complete cycle of
A. parvum was completed in an average of 104.2; 99.6 and 100.7 days for the Pantanal,
Chaco and Cerrado respectively. It is concluded that the biology of three populations of
A. parvum 1is quite similar and are necessary new biological and molecular studies for
comparative differentiation.

Keys words: life cycle, Brazil, Argentina.
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1 INTRODUCAO

Ectoparasitas obrigatorios de vertebrados a maioria dos carrapatos possuem um
ciclo de vida complexo, apresentando periodos de parasitismo e outro de vida livre
(periodo de oviposicdo e entre mudas), com ou ndo alternancia de hospedeiro
(ANDERSON; MAGNARELLLI, 1993).

O conhecimento do ciclo de vida dos carrapatos ¢ importante nao somente para
entender os padrdes demograficos, mas elucidar a potencial influéncia destes parasitos
na ecologia do hospedeiro e como vetores de agentes patogénicos (RANDOLPH, 2008).

A maioria dos carrapatos ixodideos exibe um ciclo de vida heteroxeno. Isto
significa que o carrapato ird alimentar em mais de um hospedeiro diferente, se
alimentando apenas uma vez durante cada estdgio de desenvolvimento. A duracdo de
tempo que as larvas, ninfas e adultos passam se alimentando varia entre as espécies e
estagios de desenvolvimento, mas normalmente leva varios dias (APANASKEVICK;
OLIVER Jr, 2013). Apos a alimentagdo as larvas e ninfas se desprendem de seu
hospedeiro e realizam sua ecdise no ambiente e em seguida, procuram um novo
hospedeiro. Em condigdes favoraveis o processo de muda pode ser concluido de uma a
trés semanas.

Apo6s a obtencao de uma refei¢ao de sangue, fémeas adultas da familia Ixodidae
destacam-se e colocam uma postura unica de ovos no ambiente. As condigdes
ambientais adversas ou um declinio na duracdo do dia pode levar os carrapatos a
entrarem em diapausa, retardando a busca pelo hospedeiro, desenvolvimento ou
oviposi¢ao (BELOZEROYV, 1982). Dependendo das espécies de carrapato, o numero de
ovos postos pode variar de algumas centenas a alguns milhares. Na maioria dos casos,
quanto maior for o volume de sangue ingerido, mais ovos a fémea sera capaz de
produzir (SONENSHINE, 1991).

O processo de postura de ovos pode levar varios dias a partir de duas ou trés
semanas para terminar. A fémea morre logo apds esse processo. O periodo de
desenvolvimento para cada estagio do carrapato varia, e todo o ciclo de vida pode levar
até dois anos ou mais para ser concluido (NEVES, 2005).

Amblyomma parvum se classifica como um parasito trioxeno, pois seu ciclo se
completa em trés hospedeiros. O conhecimento do ciclo bioldgico de 4. parvum em
detalhes s6 foi possivel quando Guglielmone et al. (1991) conseguiram manter esse
carrapato em condi¢des de laboratdrio. Uma colonia foi mantida a partir de duas fémeas
obtidas de bovinos infestados, localizados na provincia de Salta, no norte da Argentina e
o ciclo foi completado em aproximadamente 100 dias.

Estudos realizados por pesquisadores na Argentina (NAVA et al., 2008) foram
conclusivos para a presenga de uma geracao por ano de A. parvum e que os adultos na
natureza sdo abundantes nos meses mais quentes (com pico no meio do verdo),
enquanto os estdgios imaturos prevalecem nos meses mais secos do ano (larvas
encontradas principalmente no outono e ninfas mais abundantes no meio do inverno).

Quando uma populacio de A. parvum com origem do Pantanal Sul
Matogrossense foi submetida a cinco diferentes temperaturas na fase de vida livre em
condi¢des de laboratorio, foi verificado que os periodos de pré-eclosdo, eclosdo, pré-
ecdise, ecdise, periodo total de muda, pré-postura e postura apresentaram relagdao
indireta com a temperatura (Kawamura, 2009).

As preferéncias por hospedeiros em laboratorio também foram avaliadas por
Olegario et al. (2011) que verificaram ser os cdes excelentes hospedeiros de 4. parvum
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na fase adulta enquanto que para os imaturos foram as cobaias. Ainda ressaltaram que
os equinos nao devem ser descartados como hospedeiros em condigdes experimentais.

Em virtude de comportamentos bioldgicos contratantes, Gerardi et al. (2013)
realizaram estudos comparativos da biologia de A. parvum coletados na Argentina e no
Brasil. Avaliaram parametros biologicos de acordo com a origem destes carrapatos e
com a espécie de hospedeiro utilizado na alimentacao experimental e consideraram que
bovinos sdo os hospedeiros mais adequados para as larvas originarias da Argentina.
Cobaias foram os melhores hospedeiros para as formas imaturas e, caes e bovinos, para
as formas adultas de carrapatos de ambas as origens.

Ainda n3o se tem um posicionamento conclusivo sobre as divergéncias
observadas nas populagdes de 4. parvum da Argentina e Brasil, apesar dos estudos
realizados. Dessa forma ¢ importante mais estudos sobre o ciclo de vida e das eventuais
diferengas que tem sido observadas sobre a biologia de A. parvum.

Assim, o objetivo deste estudo foi comparar o ciclo bioldgico de trés populagdes
de A. parvum da Argentina e Brasil mantidas em laboratorio.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1.Local de Execucio

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Ixodologia da Estagdo para
Pesquisas Parasitoldgicas Wilhelm Otto Neitz (EPPWON) pertencente ao Departamento
de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRYJ), localizada na Rodovia BR 465, Km 47, Rio de Janeiro — Brasil
(22°45°S; 43°41°0; Alt.: 33m).

2.2.Hospedeiros

Para o desenvolvimento do ciclo biologico e manutencdo da coldnia no
laboratério, foram utilizados coelhos (Oryctolagus cuniculus), mesticos Nova Zelandia
x California, sem distingdo de sexo e sem contato prévio com carrapatos e produtos
carrapaticidas, provenientes do Setor de Cunicultura do Instituto de Zootecnia da
UFRRJ. Os animais foram mantidos em gaiolas individualizadas (60x60x60cm), onde
receberam racdo comercial para coelhos e dgua a vontade.

Para realizar as infestacdes foram usados colares de restrigdo adaptados para
limitar auto-limpeza e assim dificultar a retirada das toucas. Apds os procedimentos os
animais foram devolvidos ao Setor de Cunicultura- UFRRJ.

2.3.Caracteristicas do bioma de origem das colonias dos carrapatos

As colonias de estudo sdao provenientes de trés biomas com caracteristicas
distintas.

Chaco Argentino

E composto por uma vasta planicie com um declive suave para o leste e se
estende sobre a metade ocidental da Formosa e Chaco, leste de Salta, quase todo
Santiago del Estero, norte de Santa Fé e Cordoba, e os setores de Catamarca, La Rioja e
San Luis. A planicie tem interrup¢des ocasionais das terras altas, localizadas
principalmente no sul do pais. A faixa de temperatura dessa eco-regido ¢ entre 18 e
23°C com precipitacdo média anual entre 500 a 700 mm (OBIO, 2014).

Sua vegetacdo ¢ composta por bosque xerdfilo com arvores baixas; bosques,
savanas e pastagens. A diversidade faunistica compreende tatus, tamandud, onga, puma,
javali, cervos, lhama, iguana e algumas espécies de aves (BUKART et al., 1999).

Cerrado

E um bioma central ou continental ocupando a regido central da América do Sul
com dareas também na Bolivia e Paraguai. No Brasil, esse bioma se espalha pelos
estados do Maranhdo, Piaui, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Sao Paulo e Parand, e ¢ predominante em Goias e Tocantins ocupando
mais de oitenta por cento de seus territorios.

A temperatura anual média varia de 21,3 a 27,2°C (PORTAL BRASIL, 2014),
possui climas tropicais de carater subimido, com precipitagdes que variam de 800 a
1800 mm, com 90% da precipitacdo anual ocorrendo durante a estagdo chuvosa, entre
outubro e abril. A estacdo seca varia de maio a setembro (BUSTAMANTE et al., 2012).

Segundo Eiten (1994), o Cerrado pode ser dividido em dois grupos de espécies
vegetais: a camada de arvores e arbustos de caules grossos e a camada rasteira.
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Caracteristicas definidas do cerrado sentido restrito sdo arvores baixas e
tortuosas, com ramificacdes irregulares e retorcidas. Os arbustos e subarbustos
encontram-se espalhados (RIBEIRO; WALTER, 1998).

Pantanal

O Pantanal ¢ uma extensa area que apresenta uma organizagdo complexa
constituida de lagoas (doces e salinas), cordilheiras (corddes arenosos alongados),
intercalados por vazantes, corixos (canais que ligam as aguas de baias, lagoas, alagados
com 0s ri0s proximos), que espraiam suas aguas na planicie durante o periodo da cheia.

Caracteriza-se por ser de regido baixa, localizada no centro da Bacia do Alto
Paraguai (BAP), onde os rios inundam a planicie e alimentam um intrincado sistema de
drenagem que inclui lagos extensos, cursos d'agua divergentes e areas de escoamento e
inunda¢do sazonal (REBOUCAS et al., 2002). Situado no sul de Mato Grosso € no
noroeste de Mato Grosso do Sul, ambos Estados do Brasil, além de também englobar o
norte do Paraguai e leste da Bolivia (que ¢ chamado de Chaco boliviano) (ALHO 2005).

O clima do Pantanal ¢ tropical, com duas estagdes bem definidas, verdo chuvoso
e inverno seco. Apresenta uma pluviosidade média anual em torno de 1300 mm,
temperatura média anual entre 24°C e 25°C e evapotranspiracao anual superior a 1140
mm (MACHADO et al., 2014).

As cheias do Pantanal estdo diretamente associadas as caracteristicas do relevo e
a concentragdo das chuvas durante o verdo na BAP. A parte elevada dessa bacia possui
altitudes entre 200 e 700 metros. O volume d’agua proveniente deste planalto adentra o
Pantanal e, acrescido do volume de chuvas locais, causa as enchentes periddicas anuais.
O Pantanal apresenta declividade entre 0,7 a 5 cm/km no sentido norte-sul e entre 7 a 50
cm/km no sentido leste-oeste, sendo praticamente plano. Isso torna o escoamento de
suas aguas muito lento, favorecendo a inundacdo de extensas areas (GALDINO;
RESENDE, 2000). Conforme o grau de susceptibilidade ocorre trés tipos de pantanais:
alto, médio e baixo (ALLEM; VALLS, 1986; POTT et al., 1997). As fazendas
localizadas no baixo Pantanal precisam retirar os animais durante o periodo de cheia.

2.4. Amblyomma parvum

Foram utilizadas amostras de 4. parvum de trés origens distintas que sdo
mantidas em colonias ja estabelecidas no Laboratério de Ixodologia em estufas
incubadoras tipo B.O.D reguladas a temperatura de 27+1°C, umidade relativa de (UR)
85+5% e escotofase.

e Coldnia Chaco Argentino: Formada a partir de 10 casais de 4. parvum cedidos
pelo Laboratorio de Ixodologia da Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV)
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), que tem como origem a
Provincia de Salta, Argentina (25° 09°S; 64° 17°W);

e Colonia Cerrado: Formada a partir de 10 casais de 4. parvum cedidos pelo
Laboratdrio de Ixodologia da Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEYV) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) cujos exemplares foram oriundos do
Municipio de Araguapaz, Goias, Brasil (15°04°18°’S; 50°25°03°°W);

e C(Coldnia Pantanal: Formada a partir de trés fémeas ingurgitadas coletadas em cao
doméstico na Fazenda Nhecolandia, Municipio de Nhumirim, Mato Grosso do
Sul, Brasil 18° 59°S; 56° 39°W) em maio de 2012.

2.5. Procedimento Experimental
Todos os procedimentos foram realizados nas trés populacoes de 4. parvum.
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2.5.1. Fase de larvas e ninfas

Todas as infestagdes destas fases seguiram a técnica utilizada por Neitz et al.
(1971), utilizando toucas confeccionadas com tecido branco na base da orelha fixado
com pasta UNA (Anexo A) ndo toxica e esparadrapo. Coelhos foram infestados com
aproximadamente 2000 larvas e com 300 ninfas com 20 a 25 dias de jejum.

A partir do primeiro dia ap6s a infestacdo, os sacos foram abertos para coleta dos
espécimes ingurgitados tdo logo iniciaram o desprendimento (Figura 1A). No
laboratorio foram lavados, pesados e acondicionados em seringas plasticas de 10 ml
cortadas e tampadas com tecido tipo organza para a observacdo da ecdise ninfal e
adulta.

2.5.2. Fase adulta

Nesta fase foram infestados coelhos com 15 casais de A. parvum cada com idade
entre 20 a 30 dias. A infestagdo foi realizada através da técnica de Neitz et al., (1971)
com modificagdes no dorso (Figura 1B). Teleodginas desprendidas naturalmente foram
lavadas com agua corrente, secadas com papel toalha e pesadas em balanca analitica,
identificadas individualmente e fixadas com auxilio de esparadrapo em placas de Petri
para realizacao da postura (Figura 1C e D).

Ap6s o inicio da realizag@o da postura a cada trés dias eram coletados os ovos de
cada fémea e armazenados em seringas plasticas de 10 ml cortadas e tampadas com
buchas de algodao hidrofilico para a observacao da eclosdo larval.

Durante todo o experimento, a fase ndo-parasitaria foi mantida em estufa
incubadora para B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) reguladas a temperatura de
27+1°C, umidade relativa de (UR) 85+5% e escotofase.
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Figura 1. Amblyomma parvum ninfas (A) e adultos (B) alimentados em Oryctolagus cuniculus;
fémeas fixadas em placa de Petri para realizagdo da postura (C) e detalhe das fémeas em postura

(D).
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2.6. Avaliacao do potencial biotico em condicdes experimentais
Foram coligidos dados bioldgicos em cada etapa do ciclo para cada coldnia.

2.6.1. Fémeas ingurgitadas
Periodo médio parasitario: tempo em que os carrapatos se alimentam sobre o
hospedeiro.

Peso médio da fémea ingurgitada: peso apds total alimentagdo e desprendimento do
hospedeiro.

Periodo médio de pré-postura (pré-oviposig¢do): tempo decorrido desde a coleta da
fémea ingurgitada até o inicio da oviposicao (BELLATO, 1995).

Periodo médio de postura: intervalo de tempo compreendido entre o inicio da postura e
a postura dos ultimos ovos (GLORIA et al., 1993).

Peso médio da postura: peso, em mg, do total de postura colocado pela fémea
ingurgitada.

Peso médio da quenogena: peso obtido no terceiro dia apos o término da postura de
cada fémea.

Indice médio eficiéncia reprodutiva: relagio da postura total da fémea com o seu peso
inicial, ou seja, o quanto de ingurgitamento (o quanto de sangue ingerido) que a fémea
foi capaz de transformar em ovos . Calculado através da férmula usada por Bennett
(1974).
IER = Peso da massa de ovos (mg) X 100

Peso inicial da fémea ingurgitada (mg)

Indice médio de eficiéncia nutricional (IEN): relagido entre a postura total da fémea e a
perda de peso desta apds a postura, calculado segundo Bennett, 1974. O peso residual
da fémea se refere ao peso da quenogena.

IEN = Peso da massa de ovos (mg) X 100
Peso inicial da fémea ingurgitada — Peso residual da fémea (mg)

2.6.2. Ovo

Periodo médio de incubagdo: Periodo transcorrido entre o dia inicial da postura até a
emergéncia da primeira larva (GLORIA et al., 1993).

Periodo médio de eclosdo: Compreendido entre o aparecimento da primeira e da ultima
larva (BELLATO, 1995).

Percentual médio de eclosdo: Percentual estimado de larvas que eclodiram em relagdo
ao total de ovos colocados (BELLATO, 1995).

2.6.3. Larvas e Ninfas
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Periodo médio parasitario: tempo em que os carrapatos se alimentam sobre o
hospedeiro.

Periodo médio de pré-ecdise: Intervalo de tempo compreendido desde a recuperagdo do
instar ingurgitado até a realizacdo da primeira ecdise de cada frasco (CHACON et al.,
2003).

Periodo médio de ecdise: Compreende o periodo da realizacdo da primeira ecdise até o
dia em que o ultimo instar realizou a ecdise (CHACON et al., 2003).

Percentual médio de ecdise: total de instares que realizaram ecdise em relacdo ao total
existente (CHACON et al., 2003).

2.7. Analise Estatistica

Os dados foram previamente submetidos a verificagdo da normalidade. A partir
desta andlise prévia, os parametros biologicos que apresentaram distribui¢do normal
foram submetidos a Andlise de Varidancia (ANOVA), e as médias foram analisadas
através do teste Tukey, ao nivel de 5% de confianga. Os dados avaliados como ndo
paramétricos sofreram transformacdo binomial antes de serem analisados por ANOVA e
teste Tukey no programa estatistico GramphPad Instat versao 6.0.

2.8. Aprovacao do Comité de Bioética e Biosseguranca

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro/COMEP sob o processo numero
160/2011(Anexo B).
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3 RESULTADOS

Os parametros bioldgicos das fémeas ingurgitadas de A. parvum de diferentes
biomas, mantidas em temperaturas reguladas a 27°C e 80+10% UR e escotofase podem
ser analisados na Tabela 1.

Em relacdo ao periodo médio parasitario, a populagdo Pantanal apresentou um
periodo mais longo diferindo estatisticamente (P<0,05) das demais populag¢des. Os
periodos médios de pré-postura e postura foram semelhantes, ndo diferindo
estatisticamente (P>0,05) entre as trés populagdes. Além disso, observou-se diferenca
estatistica entre o peso médio da postura obtido das fémeas oriundas do Cerrado ¢ as
demais populagdes (P<0,05). Fémeas do Chaco apresentaram um peso maior em relagdo
as outras duas populagdes estudadas, diferindo da populagdo Pantanal (P<0,05),
resultado semelhante no parametro peso da quendgena onde novamente a populagcdo do
Chaco apresentou um maior peso.

Ao analisar o Indice de Eficiéncia Nutricional se observa uma diferenca
significativa entre as trés populagdes estudadas (P<0,05).

Em relagdo ao periodo da fase de ovo, o periodo de incubacdo diferiu
significativamente entre os carrapatos da populacdo Pantanal das demais populacdes.
Embora o periodo médio de eclosdo e o percentual médio de eclosdo tenham sido
menores na populacdo Pantanal, ndo foram observadas diferencas significativas
(P>0,05) entre estes parametros analisados (Tabela 2).

O periodo médio parasitario larval foi mais longo na populagdo Pantanal, mas
ndo foi observada diferenca entre as populagdes estudadas (P>0,05). Todas as
populacdes obtiveram um percentual de ecdise acima de 80% (P>0,05). A populacdo
Pantanal apresentou menor periodo de ecdise larval entre as demais populagdes
observadas (P<0,05) (Tabela 3).

Como observado na Tabela 4 todos os parametros das ninfas ingurgitadas foram
estatisticamente semelhantes, exceto no periodo de ecdise em que observamos uma
diferenca significativa da popula¢do Pantanal em relagao as demais.
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Tabela 1. Parametros biologicos da fase parasitaria e ndo parasitaria de fémeas ingurgitadas de trés populagdes de Amblyomma parvum, mantidas
em camaras climatizadas reguladas a temperatura de 27°C, 80+10% UR e escotofase. Na sequéncia: média e desvio padrio; amplitude de
variacao.

Parametros Biomas
Chaco Cerrado Pantanal
17,25bi 5,56 (11 —24) 18,13bi 5,84 (12 - 28) 22,2*+ 6,61 (8 —28)

Periodo parasitario (dias)

a 4 _ a + _ b 4+ _
Peso da fémea (mg) 342,35+ 67,61 (222,9 -449,4)  324,2°+ 63,16 (206,2 —433,7)  260,3" £ 36,19 (216,4 —370,2)

a L _ ay _ a4 —
Periodo de pré-postura (dias) 4,0+ 0,93 (3-6) 4,0+ 1,02 (2-5) 4,1"+ 1,57 (1 -8)

ay _ aq — a4 —
Periodo de postura (dias) 15,33 +£ 1,88 (12 - 18) 19,0° + 2,05 (16 —23) 16,4 + 5,47 (6 —29)

a:t _ b:l: _ c:t —
Peso da postura (mg) 198,57° + 47,83 (109,6 — 273,6) 164,9° + 59,54 (30,9 — 276,7) 88,3" + 22,52 (37,1 — 131,0)

. 103,76 + 27,43 (32,4 — 140,4) 47,1° + 19,21 (15,4 — 87,0) 44.4° + 13,78 (26,8 — 72,3)
Peso Quenogena
b a b
indice de eficiéncia reprodutiva (%) 38,36" + 21,77 (4,27 — 66,16) 50,5" + 14,57 (14,9 — 86,8) 34,4°+9,95 (15,1 —52,7)
53,55" + 26,68 (8,50 — 103,36) 59,0* + 15,80 (19,3 — 98,2) 42,3°+ 13,51 (19,5 - 73,4)

indice de Eficiéncia Nutricional (%)

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si, em nivel de 5% de significancia.
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Tabela 2. Parametros bioldgicos de ovos de trés populagdes de Amblyomma parvum, mantidas em camaras climatizadas reguladas a temperatura
de 27°C, 80£10% UR e escotofase. Na sequéncia: média e desvio padrao; amplitude de variagao.

Parametros Biomas
Chaco Cerrado Pantanal
20,5°+ 1,5 (18 —22) 21,9°+0,5 (19 -22) 24,7+ 1,0 (23 - 26)
Periodo de incubacio (dias)
6,5+ 1,8(5-9) 6,4°+25(4-28) 58" +2,7(3-11)
Periodo de eclosao (dias)
96,7 + 5,1 (85-99) 95,9 + 3,8 (90 — 99) 94,7 + 5,7 (90 - 99)

Percentual de eclosao

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si, em nivel de 5% de significancia.
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Tabela 3. Parametros bioldgicos da fase parasitaria e ndo parasitaria de larvas ingurgitadas de trés populagdes de Amblyomma parvum, mantidas
em camaras climatizadas reguladas a temperatura de 27°C, 80£10% UR e escotofase. Na sequéncia: média e desvio padrdo; amplitude de
variacao.

Parametros Biomas

Chaco Cerrado Pantanal
Periodo parasitirio 45°£0.8(4-6) 43°+0,9(4-06) 56°+£05(4-8)

a — b + _ b + —
Periodo de pré-ecdise (dias) 13,4"+0,5(10-16) 10,5°+£0,9 (9-12) 9,77+0,6(9-11)

a, _ ay _ b —
Periodo de ecdise (dias) 9,9°+1,0(7-10) 9,4°+£0,8(8-10) 55°+0,7(3-6)

95,7+ 7,9 (90 — 100) 93*+2,4 (90 - 95) 81,3+ 15,9 (65 — 100)

Percentual de ecdise

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si, em nivel de 5% de significancia.
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Tabela 4. Parametros bioldgicos da fase parasitaria e ndo parasitaria de ninfas ingurgitadas de trés populag¢des de Amblyomma parvum, mantidas
em camaras climatizadas reguladas a temperatura de 27°C, 80+10% UR e escotofase. Na sequéncia: média e desvio padrio; amplitude de

variacao.

Parametros

Biomas

Chaco

Cerrado

Pantanal

Periodo parasitario (dias) 8 £0.82(7-9)

70,81 (7-9)

7%+ 0,81 (6-8)

a _
Periodo de pré-ecdise (dias) 16,78+ 1,31 (14~ 19)

15,9+ 1,10 (14 — 19)

14,51°+ 1,74 (9 — 17)

b
+ _
Periodo de ecdise (dias) 12,78 = 1,31 (11 - 14)

13,25° + 1,48 (12 — 16)

16,54° £ 2,75 (14— 19)

Percentual de ecdise 90,17+ 13,91 (50 — 100)

86° = 15,68 (50 — 100)

88,48" + 17,39 (40 — 100)

Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si, em nivel de 5% de significancia.
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4 DISCUSSAO

Para melhor compreensao dos resultados obtidos foi construido um quadro onde
constam todos os dados obtidos e publicados sobre a biologia de A. parvum (Quadro 1).

Em relacdo a populacdo Chaco comparada com o trabalho de Guglielmone et al.
(1991), que sdo da mesma regido (Salta, Argentina), nos indica que os dois trabalhos
ndo apresentam resultados similares em relagdo aos parametros bioldgicos, mas a
duracdo do periodo médio do ciclo ¢ semelhante, o que sugere particularidades que até o
presente momento nao sabemos quais sdo, pois depende de mais estudos ecologicos e
biologicos para melhor elucidacao.

Quando se faz a mesma comparagdo com a populacdo Pantanal do presente
estudo com os resultados da dissertacio de Kawamura (2009), observa-se uma
similaridade de resultados. Uma das causas dessa discrepancia de resultados do presente
estudo estudo com os de Guglielmone et al. (1991) e Kawamura (2009) pode ser o fato
que o local de pesquisa (UFRRJ, Seropédica) de Kawamura (2009) foi o mesmo
utilizado para esse presente estudo, pois a metodologia e hospedeiros empregados foram
semelhantes nos trés estudos.

O periodo parasitario da fase adulta e ninfal de 4. parvum observado pelas trés
populagdes foi bem mais longo em relagdo aos observados por outros autores
(GUGLIELMONE et al., 1991; KAWAMURA, 2009; OLEGARIO et al., 2011;
GERARDI et al., 2013) (Tabela 5). Isso pode ser resultado devido a temperatura do
local onde os hospedeiros estavam alojados. A temperatura do municipio de Seropédica,
RJ, local onde foi realizado o estudo, segundo o Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), tem temperatura média anual de 23,83°C, com as temperaturas médias anuais
minimas e maximas, respectivamente, 20,1°C e 29,8°C, mas em algumas épocas do ano,
principalmente nos meses de verdo a temperatura pode chegar a 40°C, podendo causar
uma diapausa comportamental que nada mais ¢ que a inibi¢do da procura do hospedeiro
pelos adultos pos-ecdise ou o retardamento ou mesmo a parada do processo de
ingurgitamento que ¢ caracterizada em carrapatos pela perda temporaria da
agressividade consequentemente causando um prolongamento na alimentagdo
(BELOZEROV, 1982). Na América do Sul, diapausa comportamental foi descrito para
larvas de Amblyomma cajennense no Brasil (CABRERA; LABRUNA, 2009).

Em relacao ao periodo de incubacdo dos A. parvum da populagdo Cerrado houve
uma discrepancia em relagdo aos resultados obtidos com aqueles de Olegario et
al.,(2011) que sdo da mesmo regido (Goias) (Quadro 1). E provéavel que tal fato se deva
as diferencas entre geragdes utilizadas na obtencdo desse pardmetro, pois enquanto
foram utilizados carrapatos de primeira e segunda geragdao neste estudo, Olegario et
al.,(2011) utilizaram carrapatos da quinta a décima segunda gerago. E sabido que a alta
taxa de homozigose pode levar a reducao dos parametros bioldgicos dos carrapatos
mantidos em colonia (TROUGHTON; LEVIN, 2007).

Segundo Gerardi (2012), caes e bovinos sao os melhores hospedeiros para a fase
adulta de A. parvum com origem brasileira e argentina, mas que de maneira geral,
coelhos também podem ser escolhidos como hospedeiros adequados, pois permitem um
desempenho biologico proximo ao observado nos melhores hospedeiros. No presente
estudo foram utilizados coelhos domésticos como hospedeiros, pois eles sao utilizados
como hospedeiro rotineiramente na alimentagdo dos carrapatos de diversas espécies de
ixodideos (SANAVRIA; PRATA 1996; PRATA et al. 1998; FACCINI et al. 2010;
PINHEIRO et al. 2013) e pode-se obsevar uma elevada porcentagem de eclosdo e
ecdise.
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Ao comparar esses resultados com os de Guglielmone et al., (1991) (99,6 dias) e
Olegario et al., (2011) (101,6 dias) podemos observar que os resultados sdo semelhantes
e que podemos obter até trés geragdes em condicdes laboratoriais. Esses resultados
evidenciam que o ciclo em laboratério de A. parvum € curto quando comparado com
outras espécies de Amblyomma da regido neotropical nas mesmas condi¢cdes de
laboratorio: Amblyomma aureolatum — 116 a 168 dias (RODRIGUES et al., 2002);
Amblyomma auricularium — 125,5 dias (FACCINI et al., 2010); Amblyomma dubitatum
— 189,4 dias (LABRUNA et al., 2004); Amblyomma neumanni — 205,7 dias (AGUIRRE
et al., 1999); Amblyomma incisum —262,3 dias (SZABO et al., 2009).

Foram adicionados dados biologicos de uma nova populacao (Pantanal) aquelas
trabalhadas por Gerardi (2012) e Gerardi et al. (2013), onde os autores desses dois
estudos afirmam que as populagdes da Argentina e Brasil pertencem a mesma espécie.
Com os resultados obtidos pelo presente estudo pode-se constatar de que se trata da
mesma espécie visto que os resultados foram semelhantes biologicamente entre si.
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5 CONCLUSAO

As trés populacdes avaliadas de A. parvum dos biomas, Chaco, Cerrado e
Pantanal apresentam pequenas diferencas em relacdo aos pardmetros bioldgicos, mas
que nao comprometem o “status” da espécie em questdo. Estudos moleculares
juntamente com aqueles reprodutivos, ou seja, cruzamento entre populacdes de A.
parvum de diferentes origens geograficas poderdao dar um suporte aos achados da

biologia.
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Quadro 1. Periodos médios dos parametros biologicos de Amblyomma parvum resultantes de infestagdes em coelhos (Oryctolagus cuniculus),
mantidos em estuda tipo BOD a 27°C e 85%UR, encontrados na literatura.

Periodo (dias)
Referéncias Parasitario Pré- Oviposicdo | Incubacdo | Parasitario | Pré-ecdise | Parasitario | Pré-ecdise
adultos oviposiciao larval ninfa ninfal adultos
Guglielmone et al. (1991) — Chaco 8,0 5,7 17,5 31,8 3,2 10,9 4,7 17,8
Kawuamura (2009) — Pantanal n/d 4,1 19,9 24,1 n/d 9,9 n/a 14,3
Olegério et al. (2011) — Cerrado 10,6 5,1 n/d 47,7 4,3 13,4 4,0 16,5
Gerardi et al. (2013) — Cerrado 10,3 4,1 n/d 29,2 5,7 n/d 4,6 n/d
Gerardi et al. (2013) — Chaco 10,1 4,1 n/d 28,5 5,7 n/d 6,8 n/d
Pinheiro (2015) — Pantanal* 22,2 4,1 16,4 247 5,6 9,7 7,0 14,5
Pinheiro (2015) — Cerrado™ 18,1 4,0 19,0 21,9 4,3 10,5 7,0 15,9
Pinheiro (2015) — Chaco* 17,2 4,0 15,3 20,5 4,5 13,4 8,0 16,7

n/d: dados nao disponiveis
*presente estudo
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CAPITULO 11

VIABILIDADE DE NINFAS INGURGITADAS DE TRES

POPULACOES DE Amblyomma parvum Aragio, 1908 (Acari:

Ixodidae) IMERSAS EM AGUA DESTILADA
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RESUMO

PINHEIRO, Michele da Costa. Capitulo II: Viabilidade de ninfas ingurgitadas de
trés populacoes de Amblyomma parvum Aragio, 1908 (Acari: Ixodidae) imersas em
agua destilada 2015. 26p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Uma série de fatores extrinsecos afetam o sucesso no desempenho reprodutivo e
sobrevivéncia de carrapatos apos o desprendimento de seus hospedeiros como
precipitagdo, umidade, temperatura, inundacdes, ventos, e danos fisicos. Amblyomma
parvum € uma espécie de carrapato de ampla distribuicdo geografica tendo sido
assinalada desde o sul do México até a Argentina, mas com preferéncia pelo territorio
chaquenho indicando uma tendéncia dessa espécie a se estabelecer em zonas mais
aridas, porém ha relatos em outras regides como Mata Atlantica, Amazonica e Pantanal.
Nessa ultima regido em um periodo do ano ha inundag¢do de extensas areas onde os
animais precisam encontrar abrigo. Nao ¢ totalmente compreendido como artrépodes
terrestres sobrevivem as inundagdes temporarias que seguem fortes chuvas entdo o
objetivo desse trabalho foi comparar o efeito da imersdo sob o ciclo de vida a fim de
responder como o estresse hidrico pode afetar e/ou alterar a eficiéncia reprodutiva de
trés populagdes de A. parvum. Para isso ninfas de A. parvum de trés coldnias
estabelecidas em laboratorio da regido do Pantanal, Cerrado e Chaco foram imersas por
24, 48, 72 e 96 horas em tubos de ensaio contendo agua destilada. Um grupo controle
foi mantido seco € um grupo constante imerso foi mantido por algumas semanas.
Passados os periodos estipulados, as ninfas foram retiradas da agua, secas e
acondicionadas em tubos de ensaio. Toda a fase ndo parasitaria foi mantida em estufas
biologicas a 27+ 1°C e 85 + 5 % UR e foram utilizados coelhos domésticos como
hospedeiros. Apos a emergéncia dos adultos, nova infestagdo foi realizada para
observagdo da continuacdo do ciclo apds o efeito da imersdo. Pode-se observar que a
populagdo Pantanal demonstrou ser mais sensivel em relagdo a imersao mesmo tendo a
observagdo de ecdise no grupo 96 horas. Apesar disso no grupo 48 horas nido houve
continuacao do ciclo enquanto que a populagao Chaco e Cerrado continuaram seu ciclo
mesmo depois que as ninfas permanecerem 48 horas submersas. Pode-se observar que a
partir de 72 horas a imersdo causa um efeito deletério para essa espécie. Os resultados
aqui relatados sugerem que a capacidade de sobreviver submersos por um periodo ¢ um
aspecto adicional da biologia dessa espécie de carrapato.

Palavras-chave: ciclo de vida, Brasil, Argentina.
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ABSTRACT

PINHEIRO, Michele da Costa. Chapter II: Viability of engorged nymphs of three
Amblyomma parvum population Aragio, 1908 (Acari: Ixodidae) immersed in
distilled water 2015. 26p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

A number of extrinsic factors affect the successful reproductive performance and
survival of ticks after the detachment of their hosts as precipitation, humidity,
temperature, flood, wind, and physical damage. Amblyomma parvum is a species of tick
widely distributed tick has been marked from southern Mexico to Argentina, but with
preference for the Chaco territory indicating a tendency of this species to be established
at more arid areas, but there are reports in other regions as Atlantic Forest, Amazonian
and Pantanal. In this last region in a year-ago period flood large areas where animals
need to find shelter. It is not fully understood as terrestrial arthropods survive the
temporary flooding following heavy rains so the aim of this study was to compare the
effect of immersion in the life cycle in order to respond to water stress can affect and /
or changes to three reproductive efficiency populations of 4. parvum. For this nymphs
of A. parvum of three colonies established in the laboratory of the Pantanal, Cerrado,
and Chaco were immersed for 24, 48, 72 and 96 hours in the assay tubes containing
distilled water. A control group was kept dry and constant group was kept immersed for
a few weeks. After the stipulated periods, the nymphs were removed from the water,
dried and placed in assay tubes. All non-parasitic phase was maintained in BOD at 27 +
1°C and 85 + 5% RH and was used domestic rabbits as hosts. After adult emergence,
new infestation was performed to observe the continuation of the cycle after the effect
of immersion. It can be seen that the Pantanal population was more sensitive to
immersion even though the observation ecdysis in Group 96 hours. Despite this in
Group 48 there was no continuation of the cycle while the Chaco and Cerrado
population continued its cycle even after the nymphs remain submerged 48 hours. It can
be seen that from 72 hours immersion causes a deleterious effect on this species. The
results reported here suggest that the ability to survive underwater for a period is an
additional aspect of the biology of this species of tick.

Keys words: life cycle, Brazil, Argentina.
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1 INTRODUCAO

Carrapatos passam mais de 95% do tempo de duracdo de seu ciclo fora do
hospedeiro (NEEDHAN; TEEL, 1991) e estdo sujeitos as mais diversas intempéries
como alteracdes extremas de temperatura, umidade relativa do ar (BARCELLOS et al.,
2009). Em algumas circunstancias carrapatos sao submetidos a condi¢des de
alagamento.

Como a maioria dos artrépodes terrestres, carrapatos, podem sobreviver por
alguns periodos submersos na agua. Segundo Fielden et al. (2011) o oxigénio dissolvido
¢ obtido a partir da 4gua através da placa espiracular estruturalmente complexa, que
funciona semelhante a um plastron. Essa habilidade de permanecer submersos em agua
por um periodo pode ser determinante para a sobrevivéncia daquelas espécies de
carrapatos que habitam 4reas que sofrem inundagdes (SANDERSON et al., 2011;
SCHIERMEIER, 2011).

O efeito simulado no laboratério da imersdo sobre a sobrevivéncia dos
carrapatos ja foi objeto de estudo para vérias espécies de ixodideos. O primeiro estudo
que impulsionou esse tema foi o de Legg (1930) em que ovos de Boophilus australis
(=Rhipicephalus microplus) foram imersos e pdde ser constatado que a cada intervalo
de 24 horas em que os ovos permaneciam sob imersdo, sua fertilidade era reduzida
progressivamente. Também podem ser destacados os estudos de Sutherst, (1971);
Smith, (1973); Bennett, (1974); Campbell; Glines, (1979); Koch, (1986); Gazeta et al.
(1995); Paula et al. (2000; 2004; 2005); Louzada; Daemon, (2003); Cancado et al.
(2006); Fielden et al. (2011); Giannelli et al. (2012); Sa-Hungaro et al. (2014) onde
diversos parametros da fase ndo parasitaria foram avaliados a partir de carrapatos em
imersao.

A distribuicao de Amblyomma parvum compreende a regiao Neotropical (NAVA
et al., 2008) sendo os principais registros na provincia do Chaco argentino, seguido pelo
Cerrado brasileiro, explicando a preferéncia por ambientes mais aridos (NAVA et al.,
2008), mas no Brasil também ha relatos para regido amazoénica (MULLINS et al.,
2004), Mata Atlantica (PINHEIRO et al., 2014) e regido do Pantanal (PEREIRA et al.,
2000; MARTINS et al. 2004; CANCADO et al., 2013; MEDRI et al., 2010; RAMOS et
al., 2014), onde em época das cheias, em poucos dias o solo se encharca e ndo consegue
mais absorver a dgua da chuva que passa a encher os banhados, as lagoas e transbordar
dos leitos mais rasos, formando cursos de localizacdo e volume variaveis. Diversos
animais precisam procurar abrigo para se proteger da subida das aguas.

Com o objetivo de compreender a plasticidade de 4. parvum frente a situacdes
de alagamento numa primeira etapa foi avaliada a eficiéncia reprodutiva de trés
populagdes de trés biomas distintos. Algumas questoes foram abordadas como: Qual o
limite de tempo para ninfas ingurgitadas permanecerem em imersdo de dgua sem que
haja interrup¢do ou alteracdes biologicas no decorrer do ciclo de vida de 4. parvum?
Populagdes de 4. parvum geograficamente distintas respondem do mesmo modo a
situagdes de alagamento?
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. Origem dos hospedeiros
Os hospedeiros utilizados em todas as etapas do estudo s3o os mesmos descritos
no Capitulo I, item 2.2.

2.2. Colonias de estudo
Para o presente estudo foram utilizadas trés populacdes provenientes das
mesmas colonias estabelecidas em laboratério descritas no Capitulo I, item 2.4.

2.3. Protocolo experimental

Ninfas ingurgitadas de A. parvum das trés colonias de estudo foram obtidas
através de infestagdes em coelhos domésticos, utilizando a técnica da touca de pano
aderido a base das orelhas (NEITZ et al., 1971). Os espécimes desprendidos foram
levados ao laboratério, lavados e secados em papel absorvente. Apds esta etapa, estes
foram distribuidos em tubos de ensaio com 15 ml de capacidade, sendo formados seis
grupos com 10 tubos contendo 10 espécimes cada: o grupo controle, os grupos para
imersdo por 24, 48, 72 e 96 horas, e um grupo para imersao permanente, totalizando 600
espécimes ingurgitados por experimento. Apos a distribuicdo dos exemplares, todos os
tubos foram identificados e fechados com tecido de organza e eléstico de borracha. O
grupo controle permaneceu seco, enquanto que os demais grupos receberam agua
destilada até a sua borda, com auxilio de uma seringa plastica ndo agulhada, sendo
acondicionados, ainda, em Bekers de vidro repletos com agua destilada, para evitar a
evaporagdo da mesma ou a formacdo de bolhas de ar, segundo técnica de Paula et al.
(2000) (Figura 1A e B).

Todos os tubos foram mantidos em condi¢des controladas em estufa tipo BOD,
regulada a 27 + 1°C, 80 + 10% de UR e escotofase. Decorridos os prazos de 24, 48, 72 ¢
96 horas, os respectivos tubos foram retirados da estufa para que a 4gua em seu interior
pudesse ser escoada, sendo entdo retornados para as condi¢des anteriormente citadas
(Figura 1C e D). O grupo imerso permanentemente foi mantido nestas condi¢des
controladas por algumas semanas.

Todo material foi observado diariamente para verificagdo dos parametros
relativos a fase nao parasitaria de ninfas ingurgitadas.

Ap6s a emergéncia dos adultos, nova infestagao foi realizada seguindo a mesma
técnica de Neitz et al. (1971), sendo desta vez no dorso do hospedeiro. Para cada
populacao foram utilizados como hospedeiros dois coelhos com 10 casais cada. No
laboratorio as fémeas ingurgitadas recuperadas de cada colonia apos total alimentagao
foram lavadas com agua corrente, secadas em papel absorvente, pesadas em balanca
analitica, identificadas e acondicionadas em placa de Petri por fixagdo em posi¢ao
dorsal com auxilio de esparadrapo para realizacdo da postura.

Os ovos foram coletados de trés em trés dias e acondicionados em seringas
plasticas descartaveis de 10 ml, fechadas com tecido tipo organza e mantidas em camara
climatizada com ja descrito anteriormente até a observacgao total da eclosao.

As larvas com 15 a 20 dias pds-eclosdo foram alimentadas em coelhos utilizando
a mesma técnica de Neitz et al. (1971). Os hospedeiros foram observados diariamente e
apos queda natural, as larvas ingurgitadas foram coletadas e pesadas e armazenadas em
seringas semelhantes a usadas para a observacdo dos ovos até¢ o fim do periodo de
ecdise ninfal a fim de completar o ciclo.

Um fluxograma experimental pode ser visto na Figura 2.
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2.4. Analise estatistica

Os parametros biologicos analisados na fase larval e ninfal foram: pré-ecdise,
ecdise e percentual de ecdise. Ja na fase adulta os parametros analisados foram: peso da
fémea ingurgitada, periodo pré-postura, postura, postura total, peso da quendgena.
Também foi analisado o Indice de Eficiéncia Reprodutiva (IER) e Indice de Eficiéncia
Nutricional (IEN) segundo os célculos de Bennett (1974).

Os resultados foram avaliados pela Analise de Variancia (ANOVA) e pelo teste
Tukey-Kramer ao nivel de significancia de 5% ap0s passar pelo teste de normalidade.

2.5. Aprovacio do Comité de Bioética e Biosseguranga

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro/COMEP sob o processo nimero
179/2011(Anexo C).
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Figura 1. Ninfas ingurgitadas de Amblyomma parvum: A, sendo acondicionadas em
frascos com agua destilada. B, grupo de exemplares do tratamento de 96 horas em
Beker de vidro repleto com agua destilada para evitar evaporacdo ou formacdo de
bolhas. C, ninfas sobre papel filtro para secagem. D, ninfas em tubos de ensaio para
observa¢ao da emergéncia dos adultos. Fotos: Pinheiro, 2013.
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3 RESULTADOS

Por ndo apresentarem ecdise de adulto ou ninfas ingurgitadas viaveis os grupos
72 e 96 horas ndo foram incluidos nas analises estatisticas, sendo essas referentes
somente aos grupos controle, 24 e¢ 48 horas. Resultados referentes a ninfas submersas
estdo demonstrados na Tabela 1 e Figura 3.

A partir de 72 horas de imersdo das ninfas ingurgitadas ndo se observou mais
ecdise de adultos nas trés populacdes com exce¢do de 96 horas da populagdo Pantanal
cujos adultos que emergiram morreram antes mesmo de serem levados para futura
alimentagao.

Nenhuma das ninfas ingurgitadas imersas continuamente por oito semanas
sobreviveu, morrendo ainda sob imersdo. No conteido do tubo apds cerca de uma
semana de imersdao foi observada a presenga de tracos de um liquido avermelhado
semelhante a sangue (Figura 4).

Analisando as populagdes individualmente pode ser observado que o percentual
de ecdise diminuiu a medida que o tempo de imersdo aumentava, embora diferengas
estatisticas tenham sido observadas (P<0,05) (Tabela 1).

A porcentagem de ecdise influenciou os periodos de pré-ecdise e ecdise das trés
populagdes (Cerrado, Pantanal e Chaco), onde se pode observar que o grupo 48 horas
das populagcdes Chaco e Pantanal apresentaram uma baixa porcentagem de ecdise
(16,3%) e o periodo pré-ecdise foi mais curto em relagdo ao grupo controle como
podemos observar na Tabela 1.

Apo6s a emergéncia dos adultos, casais de 4. parvum de cada populagdo foram
alimentados em coelhos. A porcentagem de recupera¢do de fémeas ingurgitadas com
queda natural e que realizaram postura em cada populagdo esta na Tabela 2, onde os
maiores valores observados sdo referentes ao grupo 48 horas da populagao Cerrado. Em
contraposi¢do, entre os tratamentos da populagao Cerrado o grupo 48 horas foi o que
apresentou menor valor de peso entre as fémeas e consequentemente menor peso de
postura (Tabela 3).

Na populacdo Pantanal apesar de ter ocorrido ecdise no grupo 48 horas, ou os
adultos morreram ou nao conseguiram se fixar no hospedeiro. No grupo controle ¢ 24
horas do Pantanal, todas as fémeas ingurgitadas realizaram postura (Tabela 2).
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Tabela 1. ParAmetros biologicos de ninfas de trés populacdes de Amblyomma parvum imersas em
agua destilada por diferentes periodos. Dados expressos em média; desvio padrao e amplitude de
variagao.

Parametros Populacio Controle 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Pantanal 15,7%40,48  17,5°+0,85 158,09 0 244,21
15-16 16-18 0-22 0-10
Periodo pré- Cerrado 159%+0,87  18%+£0,00  20™°+1,49 0 0
ecdise 15-18 18-18 19-23
Chaco 17,7°+1,05  19,1%+0,56  13°°+10,16 0 0
18-20 18-20 0-22
Pantanal 2,2%40,78  2,0M+1,15  4,07°+3,88 0 0
1-4 1-4 0-12
Periodo Cerrado 2,8%1139 2374133 2.3Bi11 41 0 0
ecdise 1-5 1-5 1-5
Chaco 1,9%°+130  4,5%+127  1,15%+1,45 0 0
0-5 3-6 0-5
Pantanal 88%+12,86  74°420,11  36"°+25,90 0 0
60-100 40-100 0-70
Porcentagem Cerrado 93741823  54°°+20,65  33°°+21,10 0 0
ecdise 80-100 20-80 10-60
Chaco 8244331  81°+12,80  16,3°°+5,17 0 0
90-100 60-100 10-20

A, B,...: Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b: Letras minusculas

diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.
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Figura 4. Ninfas ingurgitadas de Amblyomma parvum imersas apresentando no
conteudo do tubo a presenga de tracos de um liquido avermelhado semelhante a sangue,
apos cerca de uma semana de imersao. Fotos: Pinheiro, 2013.
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Tabela 2. Numero e porcentagem de fémeas de Amblyomma parvum recuperadas apds
alimentacdo em coelhos domésticos e que realizaram postura.

Fémeas
Origem Tratamentos
Infestadas Recuperadas Com postura
Controle 20 13 (65%) 13 (100%)
Pantanal 24 horas 20 08 (40%) 08 (100%)
48 horas 20 0 0
Controle 20 18 (90%) 15 (83,4%)
Chaco 24 horas 20 12 (60%) 08 (66,7%)
48 horas 20 04 (20%) 02 (50%)
Controle 20 14 (70%) 14 (100%)
Cerrado 24 horas 20 09 (45%) 06 (66,7%)
48 horas 20 20 (100%) 16 (80%)

Os pesos das fémeas ingurgitadas e o periodo médio foram inversamente
proporcionais ao tempo em que as ninfas que deram origem ficaram imersas. Exceto
para peso na populagdo Cerrado, no grupo 24 horas, cujo grupo de fémeas foi mais
pesado que os demais. (Tabela 3).

Em relagdo a fase larval pode-se observar que os resultados para periodo de pré-
eclosdo e eclosdo das trés populacdes foram mais longos quando o tempo de imersao foi
mais extenso. O percentual de eclosdo diminui em forma relagdo inversa ao tempo de
imersdo das ninfas (Tabela 4).

Na massa de ovos postos pelas fémeas de A. parvum das populagdes Chaco e
Cerrado do grupo 48 horas houve baixo percentual médio de eclosdo e foi possivel
observar ovos encarquilhados.
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Tabela 3. Pardmetros biologicos de adultos de trés populagdes de Amblyomma parvum
provenientes de ninfas imersas em agua destilada por diferentes periodos. Dados expressos
em média; desvio padrao e amplitude de variagao.

Origem Controle 24 horas 48 horas
Pantanal  227,2%+62,71(135,8-343,8)  190,4"*+61,36 (105,1-264,9) 0
Pesodas 40 386,87463,39 (263,4-480,9)  280,2"°+78,66 (213,7-417,6)  229,1*°+£79,16 (84,0-311,0)
teledogenas
Chaco  340,0°+68,44 (218,9-444,.4)  2459*°+64,31 (118,7-336,6)  129,4%°+39,95 (101,2-157,7)
Pantanal 2,9%41,49 (1-5) 2,7%+1,58 (1-5) 0
Pel‘;‘(‘)’s‘:flge' Cerrado 3.2%41,13 (1-5) 4,17%41,16 (1-5) 3.2%41,79 (1-6)
Chaco 4*°+0,92 (3-6) 3,3%+1 31 (1-5) 5,5%%£0,70 (5-6)
Pantanal 12,1443,75 (7-16) 11,8%+3,56 (7-16) 0
Periodo . 4o 15,2°%2,36 (12-18) 12,0%+ 5,0 (16-18) 9,8%"+4,74 (3-15)
postura
Chaco 15,3%*+1,87 (12-18) 13,943 .86 (3-18) 6,0°+4.24 (3-9)
Pantanal ~ 102,1%+51,42 (17,8-172,7) 99,14%£53,28 (29,2-173,0) 0
Postura total Cerrado  215,5%+42,84 (157,2-273,9)  108,1"°+78,34 (17,2-216,2) 102,14°+58,15 (37,5-177,5)
Chaco 198,4%+47.87 (109,6-273,6)  128,9*"+48,58 (57,9-210,7) 21,85°428,14 (1,9-41,7)
Pantanal ~ 89,5°+27.65 (40-130,6) 63,3%°+11,8 (48,8-77,6) 0
ngfggena Cerrado 118,9%+20,8 (84-171,2) 126,14%+30,09 (84,6-173,8) 104,14%+36,28 (58,3-145,8)
Chaco 103,7"°£27,4 (332,4-140,4) 85,6%£28,06 (20,6-131,9) 85,9"%+4,24 (82,9-88,9)
indice e Pantanal 42,3%+15,19 (13,10-60,41) 48,3%+14,82 (26,8-65,3) 0
Eficiéncia  Cerrado  55,6"°+4,74 (46,55-62,51) 36,8"°+20,19 (13,4-66,1) 45,3%421,61 (15,54-78,07)
Reprodutiva = . 58,1%45,09 (50,07-64,65) 51,2%48,85 (30,7-62,59) 14,1°°+17,37 (1,87-26,44)
indice Pantanal ~ 70,9%*+16,78 (38,3-87,2) 76,7*+6,86 (3,1-84,7) 0
Eficiéncia  Cerrado  80,9°°+8,75 (63,22-98,01)  76,3*+25,9 (139,35-115,46)  107,4*'+78,68 (20,58-218,78)
Nutricional . 83,3%46,06 (73,02-90,29)  80,1°*+10,73 (52,78-96,99)  35,59°°+28 .49 (15,44-55,75)

A, B,...: Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b: Letras minusculas diferentes nas
linhas indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.
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Tabela 4. Parametros biologicos da ecdise de larvas de trés populagdes de Amblyomma
parvum apos imersdao das ninfas em agua destilada por diferentes periodos. Dados
expressos em média; desvio padrao e amplitude.

Parametros Populacio Controle 24 horas 48 horas
9.4%+1 90 10,7%%+0,95 0
6-12 10-12
Periodo pré- 9,3%°+3,35 12,0%%1,67 14,67+0,57
eclosio 1-13 10-14 14-15
9,4%+() 89 10,2%%+0,83 12,8%%£1,92
8-10 9-11 10-15
34240,57 3,571 0
2-4 3-5
Periodo 2,9%+0,56 3,5%%+1,04 4,33%10,57
eclosao 2-4 2-5 4-5
2,6™+0,54 3,8"%+£0,83 42747 38
2-3 3-5 0-6
93,244 30 67,5°°+13,23 0
Porcentagem 90-99 50-80
eclosio 96,4"%+3,74 70°°+10,95 35°+13,23
90-99 50-80 25-50
93442 73 78441151 27°+£19,23
90-95 60-90 0-50

A, B,...: Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); a, b: Letras minusculas
diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.
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4 DISCUSSAO

A capacidade de suportar a imersao fora do hospedeiro ¢ importante para a
sobrevivéncia dos carrapatos apds eventos de chuva intensa ou inundagio temporaria. E
preciso considerar que a imersao foi simulada em condigdes laboratoriais, uma vez que,
provavelmente, em condi¢des naturais de alagamento, os carrapatos se comportem de
maneira diferente, devido a presenga de vegetagdo na pastagem fornecer substrato
adequado para que os mesmos se abriguem, evitando a imersdo. Pode se esperar efeito
semelhante aos obtidos neste trabalho em caso de chuvas fortes e prolongadas e no
periodo de cheias dos rios.

A relacdo inversa entre o tempo de imersao das ninfas ingurgitadas e o baixo
percentual de ecdise dos adultos de A. parvum foi observada nas trés populagdes
estudadas. Tal resultado j& havia sido observado para Amblyomma cajennense (PAULA
et al. 2005) e Amblyomma dubitattum (CANCADO et al. 2006). Isto indica um possivel
efeito deletério gerado pela imersdo, visto que ninfas ingurgitadas cujo periodo de pré-
ecdise se torna mais longo, ficam mais tempo expostas a variacdes do ambiente,
principalmente temperatura e umidade relativa e mesmo a inimigos naturais
(CANCADO et al. 2006).

Estudos demonstram que agregacao acelera a ecdise de ninfas de Rhipicephalus
sanguineus (CANCADO et al. 2007a) e Haemaphysalis leporispalustris (CANCADO et
al., 2007b). Como observado no presente estudo quanto maior a porcentagem de ecdise,
consequentemente maior agregac¢do, ¢ isso influenciardo no processo de ecdise,
entretanto na populacao Pantanal e Chaco as ninfas ingurgitadas do grupo 48 horas
tiveram um menor periodo de pré-ecdise e as do grupo 48 horas da populagdo Cerrado
obtiveram um menor periodo de ecdise. Essa observacao corrobora com Olivieri e
Serra-Freire (1984) que consideraram que o periodo de ecdise ¢ mais influenciado pelo
tamanho da amostra do que por outros fatores para A. cajennense. Essa agregacao
poderia contrabalancear os efeitos deletérios pela maior sobrevivéncia do grupo, através
do aumento da capacidade defensiva ou modificagdes do micro-clima e micro-habitat
(ZUBEN, 2000) e que se acredita que esse tipo de agrupamento com os individuos
tendem a se acumular em locais apropriados para evitar condigdes ambientais
estressantes, e¢ onde eles s3o mais propensos a encontrar seus hospedeiros
(SONENSHINE, 2004).

A morte e elimina¢do de liquido avermelhado pelas ninfas que permaneceram
imersas por tempo indeterminado (grupo constante) ndo ¢ um fato novo para outras
espécies de carrapatos como Rhipicephalus appendiculatus Neumann, 1901 e
Amblyomma variegatum (Fabricius, 1794) (SMITH, 1973; DIPEOLU et al., 1991);
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (PENNA, 1999); Boophilus decoloratus
(Koch 1844) (DIPEOLU, 1984); Anocentor nitens (Neumann, 1897) e Amblyomma
cajennense (Fabricius, 1787) (PAULA et al., 2000) e Amblyomma auricularium (Conil,
1878) (SA-HUNGARO et al., 2014). Essa observagio permite afirmar que a imersdo em
agua destilada por um periodo de 48 horas comega a ser prejudicial para A. parvum.
Entretanto ndo se pode afirmar se este periodo de imersdao seja deletério para esta
espécie, tendo em vista que houve eclosdo larval, mesmo que em baixas proporc¢des
permitindo a continuacao do ciclo.

A interagdo parasito-hospedeiro-ambiente ¢ controlada por fatores espaciais e
temporarios: hospedeiros usam recursos ambientais para alimentagdo e abrigo; os
parasitas dependem dos hospedeiros para alimentagdo e dispersdo, e alguns parasitas
utilizam a vegetagdo para a oviposicdo e como substrato para a ocorréncia da muda
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(TEEL et al., 1996). Assim, para o caso particular dos carrapatos, os principais fatores
que afetam sua distribuicao espacial sdo a presenga-auséncia, abundancia e densidade
dos hospedeiros, vegetacdo e clima. Como os carrapatos ndo possuem uma capacidade e
deslocamento ativo muito grande, mudancas rapidas nas condi¢des do microambiente
seja devido a chuvas intensas e/ou inundacdes sdo provavelmente perigosas. Por isso os
carrapatos precisam se adaptar ao meio e precisam de uma estratégia para manter sua
sobrevivéncia e descendéncia.

A resposta dos carrapatos a estas adaptacdes determinam a sua preponderancia e
abundancia no ambiente. Entretanto, de acordo com Sutherst (1971), chuvas causam
apenas uma redu¢ao temporaria no numero de carrapatos e os efeitos em longo prazo
das chuvas sdo a criagdo de condigdes ambientais que sdo altamente favordveis para a
reprodugdo carrapato € que areas costeiras e inundadas sao conhecidas pelos seus altos
niveis de prevaléncia de carrapato (SONENSHINE, 1991). Pode-se observar isso no
presente estudo, mesmo mantendo imersos por periodos prolongados, houve ecdise dos
adultos.

Segundo Madder et al., (2002) as principais condi¢des que afetam a diapausa,
que se caracteriza pela interrup¢do do desenvolvimento quando as condi¢cdes ambientais
sao desfavordveis, sdo a temperatura, fotoperiodo, umidade e chuvas. Podemos supor
que a populacdo Pantanal tenha usado esse artificio de diapausa, pois seu periodo de
pré-ecdise, fase do ciclo em que estd no ambiente, foi mais curto que as demais
populacdes. Esse resultado vai de contra ao encontrado por Nava et al. (2008) em que
observaram que o ciclo bioldgico na natureza ndo ¢ aparentemente regulado por nenhum
tipo de diapausa. Vale destacar que os espécimes de 4. parvum utilizado no trabalho de
Nava et al. (2008) tinham origem no Chaco argentino, localidade com clima mais seco
que a regido pantaneira, onde durante alguns meses fica alagada devido as cheias
favorecendo a inundacdo de extensas areas (GALDINO; RESENDE, 2000) onde os
animais (hospedeiros) precisam encontrar refigio. Outro fator que devemos considerar é
o comportamento de individuos no meio natural e condigdes de laboratério. Enquanto
que Nava et al., (2008) ndo observaram diapausa no ambiente, Guglielmone et al.
(1991) observaram que 4. parvum ingurgitados apresentaram diapausa morfogenética
em condic¢des de laboratdrio.

Nao ¢ totalmente compreendido como artrépodes terrestres sobrevivem as
inundagdes temporarias que seguem fortes chuvas. Fielden et al., (2011) desenvolveram
um estudo com Dermacentor variabilis (Say, 1821) e observaram que esse ixodideo foi
capaz de utilizar o oxigénio dissolvido na agua através de um plastron formado por um
complexo de placas espiraculares e confirmaram pela primeira vez a respiragao via
plastron em ixodideos. Os autores também sugeriram que depressdo metabolica ou
algumas vias anaerdbias poderiam estar envolvidas nesse processo. Hinton (1967)
descreveu o tamanho e forma dos espirdculos. Este autor afirma que sua principal
funcdo € bloquear a entrada de 4gua. Uma vez que a duracao da agdo destes espiraculos
difere de uma espécie de carrapato para outra. Assim, a estrutura dos espiraculos pode
ser uma adaptacao que lhes permite sobreviver as inundacgdes temporarias durante a
estacdo chuvosa. Ainda ndo se sabe como cada espécie de carrapato utiliza essa
habilidade para esse tipo de condigao.

Nao foram observadas diferencas entre as populagdes de A. parvum na
capacidade das ninfas suportarem inundagao que justificasse a suspeita de taxa distintos.
Estudos com abordagens bioldgicas e moleculares realizados com diferentes populagdes
de 4. parvum do Brasil e da Argentina indicaram que divergéncias existentes e que
ambas as populagdes tinham fortes indicativos de serem espécies distintas (NAVA et
al., 2008). Ja a visdo de Gerardi et al. (2013) ao comparar a biologia de duas
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populacdes do Brasil e da Argentina em diferentes hospedeiros observaram que sao
semelhantes e portanto pertencentes a mesma espécie.
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5 CONCLUSAO

Pdde-se observar que a populagdo Pantanal demonstrou ser mais sensivel em
relacdo a imersdo. Apesar disso no grupo 48 horas nao houve continuacao do ciclo, pois
os adultos emergentes nao tiveram a capacidade de se fixar ao hospedeiro ou morreram
antes da alimentacdo, enquanto que a populacdo Chaco e Cerrado continuaram seu ciclo
mesmo depois que as ninfas permanecerem 48 horas submersas. Pode-se observar que a
partir de 72 horas a imersdo causa um efeito deletério para essa espécie.

Populagdes geograficamente distintas respondem de formas diferentes frente ao
estresse de imersdao podendo realizar o que podemos explicar como diapausa como foi o
observado na populagdo Pantanal, mas estudos sobre esse fendOmeno precisam ser mais
bem elucidados com novos bioensaios.

Os resultados aqui relatados sugerem que a partir de 72 horas de imersao pode se
tornar deletério para A. parvum e que a capacidade de sobreviver submersos por um
periodo € um aspecto adicional da biologia de 4. parvum. A atuacdo dos impactos de
inundagdes de agua na capacidade dos carrapatos transmitirem patdégenos em areas
endémicas merece uma investigagao mais aprofundada.
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CAPITULO I1I

CAl%ACTERIZACAO MOLECULAR DE Amblyomma parvum
ARAGAOQ, 1908 (ACARI: IXODIDAE) DA ARGENTINA E BRASIL
USANDO MARCADORES NUCLEARES E MITOCONDRIAIS
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RESUMO

PINHEIRO, Michele da Costa. Capitulo III: Caracterizacio molecular de
Amblyomma parvum Aragio, 1908 (Acari: Ixodidae) da Argentina e Brasil usando
marcadores nucleares e mitocondriais. 2015. 20p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Amblyomma parvum ¢ uma espécie de carrapato amplamente distribuida, tendo sido
sinalizado desde o sul do México até a Argentina. A lista de hospedeiros conhecidos na
regido Neotropical ¢ extensa, com carrapatos coletados de membros de pelo menos,
nove ordens de mamiferos de médio porte grande. Em func¢do de algumas hipoteses
anteriormente questionadas sobre Amblyomma parvum na América do Sul, como
ocorréncia de diversidade de populacdes e possivel presenca de outra espécie no
continente, o objetivo deste trabalho foi comparar populagdes de diferentes localidades
geograficas através de padrdoes moleculares semelhantes. Para ajudar a preencher esse
lacuna realizou-se o estudo de caracterizagao molecular de carrapatos provenientes da
Argentina e Brasil e de colonias mantidas em condi¢des laboratoriais, através da
comparacao de fragmentos dos genes 12S rDNA, COI, ITS2. Este trabalho foi realizado
no Laboratério de Biologia Molecular pertencente ao Departamento de Parasitologia
Animal da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Apds extragdo, purificacao,
amplificacdo e sequenciamento das amostras foram observados que para o gene 12S e
COI houve uma diferenca significativa a ponto de considera-las como espécies distintas
na América do Sul, 3,8% e 7,1% respectivamente. Mas ao observarmos os resultados
para o gene ITS2 ndo houve diferenca suficiente para caracterizar espécies diferentes.
Sao recomendaveis entdo novas analises com novas amostras de novas localidades, a
fim de elucidar essa duvida sobre a possibilidade de essas amostras da América do Sul
ser espécies diferentes.

Palavras-chave: carrapatos, marcadores moleculares, variabilidade genotipica.
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ABSTRACT

PINHEIRO, Michele da Costa. Chapter III: Molecular characterization of
Amblyomma parvum Aragio, 1908 (Acari: Ixodidae) from Argentina and Brazil
using nuclear and mitochondrial markers. 2015. 20p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterindrias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Amblyomma parvum is a tick species widely distributed having been signaled from
southern Mexico to Argentina. The list of known hosts in the Neotropics is extensive,
with adult ticks collected from members of at least nine orders of mammals majority
large and medium-sized. According to some hypotheses previously questioned about 4.
parvum in South America, as occurrence of diversity of populations and possible
presence of other species on the continent, it is interesting to compare populations of
different geographic locations. This study may determine if these populations have
similar molecular patterns. To help fill this gap was held the study of molecular
characterization of ticks from Argentina and Brazil and colonies maintained in
laboratory conditions, through comparison gene fragments of 12S rDNA, COI and
ITS2. This work was conducted at the Molecular Biology Laboratory of the Department
of Parasitology Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. After extraction,
purification, amplification and sequencing of the samples were observed that for the
12S and COI gene was significant difference to the point that consider them as distinct
species in South America, 3.8% and 7.1% respectively. But when we observe the results
for the ITS2 gene there was not enough difference to characterize different species. It is
recommended then further analysis with new samples of new locations in order to
elucidate this question about the possibility of these samples in South America is
different species.

Key words: ticks, molecular markers, genotypic variability.
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1 INTRODUCAO

O entendimento da atual distribuicdo dos organismos na biosfera exige
conhecimento ¢ avaliacdo dos fatos ocorridos ha milhares de anos no Plancta. A
biodiversidade, principalmente nos trépicos, ¢ o resultado de processos evolutivos e
sucessivos que vém ocorrendo, em parte, em resposta a inimeras alteragdes sofridas
pelos diferentes ambientes. Os efeitos das mudangas climaticas em grande escala que
ocorrecram no passado podem ser inferidos a partir da diversidade genética
contemporanea dentro de uma espécie (AVISE, 2000; HEWITT, 2004). Eventos
glaciais sdo conhecidos por terem influenciado tanto a distribuicao e diversidade de
muitas espécies contemporaneas (BENNETT, 1997).

O termo filogeografia entrou em uso apds revisao de Avise et al. (1987) que a
denominaram como andlise filogenética de dados dos organismos no contexto da
distribuicio geografica. E um vinculo entre os processos macro e microevolutivos,
baseando em andlises moleculares e permite tracar genealogia ao longo dos limites
genéticos entre populagdes, espécies € niveis taxonOmicos superiores. A andlise de
dados filogeograficos permite obter informagao sobre os processos de diferenciagdo das
populagdes e sobre a historia evolutiva e demografica das mesmas. As suas aplicagdes
vao hoje desde a genética de conservagdo até ao estudo da evolucdo das espécies e
populagdes animais.

Embora relativamente, filogeografia, tem feito contribuicdes significativas para
a teoria da evolucao fornecendo quadros historicos para a compreensao da selegao
natural e deriva génica na especia¢do ou na forca das associagdes co-evolutivas entre as
espécies em relacdo a interacdo ecologica (DECHAINE; MARTIN, 2006). Embora a
grande maioria dos estudos filogeograficos ainda explorem padrdes dentro de uma tnica
espécie, um maior acesso a grande quantidade de dados moleculares esta fazendo da
filogeografia comparativa, que compara as genealogias de duas ou mais espécies com
sobreposi¢cdo de areas geograficas, cada vez mais popular e importante (AVISE, 1994;
RIDDLE et al., 2000).

Um dos padrdes empiricos mais comuns ¢ marcantes em filogeografia ¢ a
ocorréncia de quebras acentuadas na genealogia do DNA mitocondrial (mtDNA) que
muitas vezes distingue conjuntos regionais das populagdes através de uma série de
espécies (AVISE, 2000). DNA mitocondrial ¢ particularmente usado como um
marcador genético para este tipo de estudo porque os genes mitocondriais evoluem mais
rapidamente do que os genes nucleares, em virtude do padrdo de heranc¢a uniparental,
auséncia de recombinagdo, alta taxa de substitui¢do e consideravel poliformismo
(AVISE et al., 1987; IRWIN, 2002).

As propriedades do mtDNA em animais produz observagdes ao redor da
estruturacao geografica de linhagens genéticas. Esta correspondéncia entre genealogia e
origem geografica, por sua vez, permite inferéncias relacionadas com a histéria da
populacao e demografia (GARRICK et al., 2010).

Nas ultimas décadas as avaliagdes filogeograficas vém sendo realizado em
diversas espécies de animais como répteis, mamiferos, anfibios e até¢ em invertebrados
(AVISE, 2009). Alguns estudos sobre a distribui¢ao de carrapatos em diferentes regides
biogeograficas tém sido publicados na ultima década, mas ainda ha a necessidade de
informacdes mais detalhadas para algumas espécies principalmente as de importancia
médico veterinaria.

A capacidade de deixar grande numero de descendentes faz com que os
carrapatos tenham grandes chances de existir por muito mais tempo e de se distribuirem
por amplas areas. Determinadas espécies completam seu ciclo na natureza em até um
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periodo menor que um ano, com grande nimero de descendentes por geracdo
(PEREIRA; LABRUNA, 1998). Estas caracteristicas reprodutivas favorecem para que
tais grupos de organismos tornem-se cosmopolitas, ou seja, com ampla distribuicdo ao
longo do Planeta.

Sdo escassas informagdes sobre algumas espécies de carrapatos, no que diz
respeito a ecologia, biologia, taxonomia e distribui¢ao geografica. Aspecto relacionado
a esses artropodes que também tem merecido estudos e que nas ultimas décadas sofreu
evolucdes ¢ a sistematica.

Em algumas espécies de carrapatos amplamente distribuidos tem apresentado
diferencas genéticas e/ou biologicas ao longo de sua linha de distribuicao (NORRIS et
al., 1996; SZABO et al., 2005; MIXSON et al., 2006;. LABRUNA et al., 2009; 2011;
BURLINI et al., 2010; MORAES-FILHO et al., 2011; MASTROPAOLO et al., 2011;
NOUREDDINE et al., 2011; BEATI et al., 2012; 2013).

No caso particular de Amblyomma parvum, anélises de sequéncias de 16S rDNA
das populagdes da Argentina e do Brasil evidenciam divergéncia genética (3,0 a 3,7%)
Dois grupos genéticos foram caracterizados, um associado ao sul da sub-regido
amazonica, representados pelas colegdes nas provincias biogeograficas de Caatinga,
Cerrado, Chaco, Monte e Floresta do Parana e outro para o norte desta sub-regido
representada pelas cole¢des da Costa e Llanos da Venezuela, Chiapas (México), leste da
América Central e do Istmo Ocidental do Panama (NAVA et al., 2008).

No entanto, a andlise de apenas um gene ndo ¢ suficiente para fazer inferéncias
robustas sobre a significancia das diferencas genéticas entre diferentes populagdes.
Além de sequéncias 16S rDNA, sequéncias 12S rDNA e ITS2 ja foram utilizadas em
analises genéticas para o género Amblyomma (BEATI et al. 2012; 2013). Portanto,
novas sequéncias de marcadores moleculares obtidos a partir de A. parvum pertencentes
a diferentes localidades da Argentina e Brasil, foram analisadas a fim de testar a
hipotese de Nava et al. (2008) sobre o fluxo génico limitado entre as populagdes
argentinas e brasileiras desta espécie de carrapato.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1. Amostragem

As amostras incluem carrapatos coletados a partir de coletas de campo e de
diferentes hospedeiros em varias regides da Argentina cedidas pelo Dr. Santiago Nava
do Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Rafaecla, Argentina e
carrapatos oriundos de colonias mantidas em laboratorio. As duas colonias brasileiras
sao originadas do Mato Grosso do Sul (Fazenda Nhecolandia, Municipio de Nhumirim,
(18°59’S; 56° 39°W)) e Goias (Municipio de Araguapaz, (15°04°18°’°S; 50°25°03°°W);
e a colonia argentina ¢ oriunda da Provincia de Salta (25° 09°S; 64° 17°W) (Tabela 1).
As colonias s3o mantidas em condi¢des controladas de laboratorio no Laboratorio de
Ixodologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

2.2. Extracido de DNA e PCR

Foram utilizadas larvas de cada col6nia provenientes do Laboratorio de
Ixodologia da UFRRJ e adultos das amostras cedidas pelo INTA.

Os carrapatos foram processados no Laboratorio de Biologia Molecular da
UFRRJ. Para a extragdo de DNA os carrapatos foram submetidos a lavagem em
Solugao tamponada de Fosfato (PBS), pH 7,2, seguindo-se o seguinte protocolo descrito
por Costa-Santolin (2014).

Acrescentou-se 1000puL de PBS estéril nos tubos de tampa com rosca contendo
um carrapato cada, submetendo-os em seguida, a uma centrifugagdo por cinco minutos
com rotagdo de 16000 x g. Este procedimento foi repetido trés vezes em cada tubo de
amostra.

Apo6s a lavagem dos carrapatos, foram acrescentados 200 pL de PBS (pH 7,2)
estéril, 21 puL de cloreto de calcio (50 mM) e aproximadamente 50mg de pérolas de
vidro - “glass beads” (425-600 um; Sigma-Aldrich; product # G8772) em tubos com
tampa de rosca de 0,5mL. As amostras foram agitadas por 60 segundos no
minibeadbeater- 16 (Biospec; Bartlesville, OK, USA), foram acrescentados 200uL do
tampdo de lise (20mM Tris-HCI pH 8.0, 20mM EDTA pH 8.0, 400mM NaCl, 1%
Dodecil Sulfato de Sodio) e 20uL proteinase K (20ug mL-1; Sigma-Aldrich). Em
seguida, as amostras foram incubadas por trés horas a 56°C. Passado o tempo de
incubagdo, as amostras foram centrifugadas durante 1 minuto (16000 x g) e depois
foram retirados 350 pL de cada lisado e colocados em novos tubos com tampa de rosca
de 1,5mL, contendo 250 pL de PBS (pH 7,2).

Foram colocados 600 uL de fenol tamponado (pH 7.4-7.8 BioAgency produto #
11593) e depois misturadas manualmente (invertidos trés vezes) para formar uma
emulsdo. As amostras foram centrifugadas por dez minutos em 16000 x g. ApoOs esse
periodo, foram retirados 550 uL do sobrenadante (fase superior aquosa) sendo o mesmo
transferido para um novo tubo com tampa de rosca de 1,5mL. Foram acrescentados 550
pL de Fenol-Cloroformio (Bioagency product #3879) misturados manualmente
(invertidos trés vezes) até que a solucdo formasse uma emulsdo e centrifugados por dez
minutos em 16000 x g. Apds este tempo, foram retirados 500 pL. do sobrenadante (fase
superior aquosa) ¢ transferidos para novo tubo com tampa de rosca de 1,5 mL. Foram
adicionados 500 pL de isopropanol (MERCK®™) e os tubos foram incubados durante 30
minutos em temperatura ambiente (aproximadamente 24°C).

Passado esse periodo, as amostras foram centrifugadas por dez minutos em
16000 x g e depois os tubos foram invertidos para descartar o liquido deixando o
“pellet” no fundo do tubo. As amostras foram entdo lavadas com 1000 pL de etanol
70%, (para remocao do sal), e centrifugadas por 1 minuto a 16000 x g. O sobrenadante
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foi removido invertendo o tubo. O passo da lavagem foi repetido por mais uma vez.
Para remover o restante do alcool, os tubos foram colocados abertos e invertidos em
cima de papel absorvente durante 1 minuto e em seguida incubados sem tampa a 56°C
durante cinco minutos para evaporar a pequena quantidade de etanol que restava. Apds
seco, 0 DNA foi ressuspendido em 200 pL de “buffer” AE (kit Qiagen®), através de
incubacdo a 4°C durante a noite e no dia seguinte aquecido a 56°C por dez minutos.
Aliquotas de 10uL foram separadas para analise molecular e armazenadas a - 20°C.

Os fragmentos dos genes 12S rDNA, Cytochrome C oxidase subunidade I (COI)
e nuclear ribosomal internal transcribed spacer 2 (ITS2) foram amplificados pela técnica
PCR usando os primers e as condi¢des de ciclagem fornecidas nas tabelas 2, 3 e 4
respectivamente.

2.3. Sequenciamento

Os produtos das PCR foram purificados com Exo-SAP-IT (GE Healthcare Life
Sciences) e submetidos ao sequenciamento através do “BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit” Applied Biosystems. Os “amplicons” foram sequenciados em ambas
as direg¢des utilizando os mesmos iniciadores utilizados na PCR, e a reagdo de “cycle
sequencing” foi realizada no termociclador modelo 9700 (Applied Biosystems),
utilizando as seguintes condig¢des: desnaturagdo inicial a 96°C durante 60 segundos,
seguidos de 30 ciclos de 10 segundos a 96°C, cinco segundos a 50°C para o anelamento
e quatro minutos a 60°C para a extensdo. Apos a reagdo, a remogdo dos nucleotideos
ndo incorporados foi feita através de precipitagdo com EDTA/etanol seguido por
ressuspensdo em 10 pL de formamida (Applied Biosystems). Todo o sequenciamento
foi realizado utilizando o sequenciador de DNA automatico (modelo 3500 Applied
Biosystems). Alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o programa
Sequencher® (Versdao 5.2.2; Genecodes Corporation), ¢ a identidade das sequéncias
obtidas foram verificadas utilizando o programa BlastN, junto ao banco de dados
GenBank.
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Tabela 1. Dados da origem e hospedeiro dos espécimes de Amblyomma parvum utilizados no presente estudo.

Pais Codigo  Provincia/Estado Localidade Regiao Coordenadas Hospedeiro
Fitogeografica
Argentina ap021 Catamarca Est. “El Simao”, 11 km ao norte de San Antonio Monte 28°50” S Capra hircus
65°05° W
Argentina ap022 Santiago del Est. “El divisadero” 10 km a leste de Choya, rota Chaco 28°41°S Capra hircus
ap023 Estero 89 64°47°W
Argentina ap026 La Rioja INTA Chamical, 15 km a leste Chamical Chaco 30°26° S Capra hircus
66°12° W
Argentina ap027 Cordoba Passaje “El Mojon”, 20km nordeste de Sebastidn Espinal 30°09°S Capra hircus
Elcano 63°35°W
Argentina ap031 Salta 7 km a leste of Joaquin Victor Gonzales Chaco 25°09’S Bos taurus
64° 17"W
Argentina ap034 San Luis 18 km a nordeste de El Cadillo Pampa 31°55°S Capra hircus
65° 48°W
Argentina Q166 Cordoba Quilino Espinal 30°13’S Vegetacao
Q296 64° 31°’W
Argentina  Chacol Salta El Tunal Chaco 25°14°S Colonia
Chaco2 64°25°W
Chaco3
Brasil Cerrado1 Goias Araguapaz Cerrado 15°04°S Colonia
Cerrado2 50°25°W
Cerrado3
ap033
Brasil Pantanall ~ Mato Grosso do  Fazenda Nhumirim, Nhecolandia Pantanal 18°59’S Colonia
Pantanal2 Sul 56°39°W
Pantanal3
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Tabela 2. Iniciadores, mistura para PCR e condi¢des do ciclo da PCR utilizado para amplificagdo do 12S DNAr mitocondrial.

Alvo Iniciadores Mistura para PCR para  Tamanho do Condig¢oes da PCR Referéncias
volume final de 12,5pLL produto
12S rDNA TIB Ix tampao Platinum Taq 350bp Ativagdo da Taq Polimerase durante 5 minutos a 95°C. Beati et al. (2012)
mitocondrial (5’AAA CTA GGA DNA polymerase Quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C, 20 segundos
TTA GAT ACC para o anelamento e 20 segundos para a extensio a 72°C.
CT-3°) 1,6mM MgCl, A extensao final ocorre em 5 minutos a 72°C.
T2A 0,2mM dNTPs
(5’-AAT GAG
AGC GAC GGG 10pmoles de cada iniciador
CGA TGT-37)

0,5 unidades de Platinum
Taq DNA polymerase (Life
Technologies, Brasil)

1uL do DNA
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Tabela 3. Iniciadores, mistura para PCR e condi¢des do ciclo da PCR utilizado para amplificacao do Cytochrome oxidase I mitocondrial (COI).

Alvo Iniciadores Mistura para PCR para  Tamanho do Condig¢oes da PCR Referéncias
volume final de 12,5pL produto
COI Lep F1 Ix tampao Platinum Taq 658bp Ativagdo da Tag Polimerase durante 5 minutos a 94°C. Hebert et al. (2004)
mitocondrial (5’ATT CAA DNA polymerase Cinco ciclos de 20 segundos a 94°C, 20 segundos para o
CCA ATC ATA anelamento e 30 segundos para a extensao a 72°C. A
AAGATATTG 2,5mM MgCl, temperatura de anelamento nos primeiros sete ciclos ¢
G3’) aumentada 0,3°C a cada segundo, come¢ando em 47°C
0,2mM dNTPs indo até 48,8°C. 35 ciclos de 20 segundos a 94°C, 20
Lep R1 segundos a 51°C, 30 segundos para a extensdo a 72°C. A
(5’TAA ACT 7,5 pmoles de cada extensdo final ocorre em 5 minutos a 72°C.
TCT GGA TGT  iniciador
CCA AAA AAT
CA-3’) 0,5 unidades de Platinum

Taq DNA polymerase (Life
Technologies, Brasil)

1uL do DNA
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Tabela 4. Iniciadores, mistura para PCR e condi¢des do ciclo da PCR utilizado para amplificacdo do nuclear ribosomal internal transcribed spacer 2 (ITS2)

Alvo Iniciadores

Mistura para PCR para
volume final de 12,5pLL

Tamanho do
produto

Condic¢oes da PCR Referéncias

ITS2 nuclear ITS2-F
(5’ACATTG
CGG CCTTGG
GTCTT3)

ITS2-R

(5°TCG CCT
GAT CTG AGG
TCG AC3’)

Ix tampao Platinum Taq
DNA polymerase

1,76mM MgCl,

0,2mM dNTPs

10pmoles de cada iniciador
0,5 unidades de Platinum
Taq DNA polymerase (Life

Technologies, Brasil)

1uL do DNA

~1200bp

Ativagdo da Tag Polimerase durante 5 minutos a 94°C. Luv et al. (2014)
Trinta e trés ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos

para o anelamento e 95 segundos para a extensdo a 72°C.

A extensao final ocorre em 5 minutos a 72°C.
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3 RESULTADOS

Todas as amostras de A. parvum da Argentina e Brasil amplificaram
adequadamente e foi possivel a obtencdo das sequéncias para o sequenciamento. Apds o
sequenciamento dos fragmentos dos genes 12S, ITS2 e COI, foram obtidas sequéncias
“forward” e “reverse” para cada um dos genes, que deram origem a uma sequéncia
consenso. Vale salientar que também foi testado o marcador 16S, mas ndo houve
amplificagcdo considerada satisfatoria. Novos primers serdo testados e até o presente
momento ndo se obteve resultados satisfatorios.

O comprimento do sequenciamento de 12S rDNA foi aproximadamente 350pb
nos espécimes examinados. As amostras das localidades brasileiras Cerrado (colonia) e
APO033 e Pantanal (colonia) apresentaram apenas duas diferengas entre si, mas podendo
serem consideradas mesma espécie. Essas mesmas diferencas foram encontradas
quando comparadas essas localidades com a amostra referéncia do GenBank (AY
342293.1, 317bp).

Quando comparado as amostras da localidade argentina Chaco (col6nia) com a
amostra referéncia foram encontradas 12 diferencas (3,8%) sendo 11 trocas e 1 delecdo.

Nas amostras argentinas foi observada a formacdo de dois grupos. Grupo 1
formado pelas amostras AP021, AP026, AP027, AP031, AP034, Q296 ¢ o Grupo 2
formado pelas amostras AP022, AP023, Q166 (Tabela 1). Quando estes dois grupos, 1 e
2 foram comparados com as amostras da colonia Chaco obteve-se 100% de
similaridade.

Quando as amostras foram analisadas em fun¢ao do gene COI (658bp)
encontramos duas diferencas entre as amostras brasileiras. Como observado no
marcador 128, para COI também foi encontrado os mesmos grupos para as amostras
argentinas.

Ao se comparar amostras argentinas e brasileiras com COI foram encontrados
7,1% de dissimilaridade (47 diferengas). Mais especificamente entre as amostras do
grupo 1 e amostras brasileiras foram encontradas 40 diferencas (6,0%). Nao ha deposito
de sequéncias de 4. parvum para marcador COI no GenBank, ndo permitindo maiores
analises e discussdes.

As sequéncias de ITS2 dos espécimes examinados obtiveram um comprimento
de aproximadamente 1206pb, resultado compativel com o trabalho de Marrelli et
al.,(2007). Foi observada similaridade (100%) quando as amostras brasileiras e de
referéncia no GenBank (AY887118.1) foram comparadas. Embora com valor baixo,
apenas cinco diferengas (0,4%),amostras argentinas e brasileiras apresentaram
diferencas utilizando o ITS2 e nao foram encontradas diferengas que separassem as
amostras argentinas em dois grupos (99,9% de similaridade) como foi observado para
12S rDNA e COIL.

A Ttnica diferenga marcante para o marcador ITS2 foi observada quando a
amostra AP031 foi comparada com as demais amostras argentinas obtendo 73
diferengas (6,0%). Até que novas analises sejam realizadas para elucidar essa questdo
nao ha explicacdo plausivel que justifiquem essa diferenga.

89



90



4 DISCUSSAO

Este trabalho introduz ferramentas moleculares para fornecer um suporte
adicional para a hipotese da existéncia de duas espécies diferentes de carrapatos
atualmente considerados como A4. parvum.

Na América do Sul, as populagdes de A. parvum estdo concentradas em
localidades da Argentina, Brasil e Paraguai (NAVA et al., 2008), que estdo incluidos
dentro do “Diagonal Seca” nos biomas Cerrado, Caatinga ¢ Chaco (Ab’SABER 1977;
SILVIA, 1995). A analise molecular fornece evidéncias de que as populacdes de
carrapatos da Argentina e do Brasil representam diferentes linhagens no caso dos
marcadores 12S e COI. Esta associacdo entre os padrdes de distribuicdo de cada
linhagem de A. parvum ¢é consistente com os resultados anteriormente obtidos por Nava
et al. (2008) com sequéncias 16S rDNA.

Estes resultados indicam que a andlise de ambos os marcadores mitocondriais e
nucleares revelaram divergéncia congruente entre as amostras das diferentes areas. O
DNA mitocondrial (mtDNA) reline caracteristicas desejaveis que um marcador
evolutivo deve possuir, por essa razdo ¢ amplamente utilizado para analises das relagcdes
evolutivas entre espécies e a dindmica das trocas que produzem em niveis micro e
macro-evolutivo. O alto nimero de copias torna os genes mitocondriais mais faceis de
serem utilizados do que os genes nucleares, além da capacidade de uso para estudos
intraespecificos (HILLS et al., 1996). Segundo Lv et al., (2014), COI deve ser a
primeira escolha para identificagdo das espécies de carrapatos, enquanto que 16S rDNA,
ITS2 e 12S rDNA devem ser usados quando COI nao produz resultados confiaveis.

Genes mitocondriais e nucleares nem sempre retratam a mesma historia
evolutiva devido aos seus mecanismos distintos de heranca. Os resultados obtidos para
os marcadores mitocondriais (12S e COI) foram semelhantes, diferindo dos resultados
encontrados pelo marcador nuclear ITS2. Este resultado se assemelha ao encontrado por
Navajas et al., (1998) ao estudar o acaro rajado Tetranychus urticae e para o qual
encontraram duas linhagens para COI enquanto que em ITS2 ndo foram encontradas
variagdes intraespecificas. Os pesquisadores relacionaram esse achado a fatores
ecologicos, como especificidade ecologica e na alimentacdo que condiciona um fator
chave para oportunidades de migracdo e colonizagao de longas distancias.

Um trabalho adicional foi desenvolvido para elucidar a questdo da divergéncia
entre 4. parvum da Argentina e do Brasil. Gerardi et al. (2013) compararam os
parametros biolodgicos de duas populagdes de 4. parvum da Argentina e do Brasil em
diferentes hospedeiros e observaram que ambas populacdes exibem parametros
biologicos similares quando alimentados na mesma espécie de hospedeiro. Resultados
apresentados nos capitulos um e dois dessa tese corroboram com os resultados de
Gerardi et al., (2013). Portanto, as diferengas genéticas observadas entre as populagdes
de A. parvum da Argentina e Brasil neste trabalho e no trabalho de Nava et al. (2008)
nao se correlacionam com os parametros bioldgicos mostrados para as duas linhagens
genéticas.

Alguns haploétipos podem ser mais suscetiveis a infecgdo do que outros, como
observado em Ixodes scapularis, em que linhagens localizadas ao norte sdo suscetiveis
ao transmitir Borrelia (QIU et al., 2002) e Rhipicephalus sanguineus sl da América
tropical cuja competéncia vetorial para Ehrlichia canis difere daqueles do Cone Sul
(MORAES-FILHO et al., 2012). Os achados de patégenos relacionados a 4. parvum
estdo mais relacionadas a Argentina (PACHECO et al., 2007; 2013; TOMASSONE et
al., 2008; 2010), enquanto no Brasil s6 ha um registro recente sobre transmissdao de
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Rickettsia andeanae (NIERI-BASTOS et al., 2014). Melhor compreensdo do status
taxondmico de A. parvum pode proporcionar um melhor discernimento da prevaléncia
de agentes patogénicos transmitidos por este carrapato.
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5 CONCLUSAO

As diferencas genéticas aqui observadas para o gene 12S (3,8%) e COI (7,1%)
adicionadas aos resultados encontrados por Nava et al. (2008) (3,7%) para gene 168,
indicam que pelo menos duas espécies de carrapatos estdo sendo representadas pelo
taxon A. parvum na América do Sul. Evidéncias adicionais serdo necessarias para
complementar os estudos biologicos (alimentacdo e parametros reprodutivos) e
genéticos a fim de determinar se as duas linhagens de 4. parvum na América do Sul
representam dois taxa.
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CONSIDERACOES FINAIS

Todas as observagdes da presente tese relacionados a 4. parvum da Argentina e
Brasil sugerem que biologicamente apresentam pequenas diferencas em relacdo aos
parametros bioldgicos, mas que ndo comprometem o “status’’ da espécie em questao.
Molecularmente foram observados que para o gene 12S e COI houve uma diferenga
significativa a ponto de considera-las como espécies distintas, fato ndo observado
quando analisado pelo gene ITS2. Apos esses resultados novos estudos merecem ser
aprofundados, de preferéncia com novas amostras de novas localidades, a fim de
elucidar essa duvida sobre a possivel possibilidade de essas amostras da América do Sul
ser espécies diferentes.
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Anexo A - Pasta Una - Protocolo

100 ml de glicerina

160 ml de 4dgua destilada

80 gramas de gelatina em p6 sem sabor
60 gramas de 6xido de zinco

Colocar a agua na panela com antecedéncia no banho-maria. Misturar a frio, a
glicerina e a agua destilada. Nesta mistura acrescentar aos poucos a gelatina. Levar ao
banho-maria somente quando a mistura endurecer, a ponto de dificultar o processo de
homogeneizagao.

Ap6s terminar a gelatina, repetir o mesmo processo com o 6xido de zinco. Findo
o oxido de zinco, deixar no banho-maria (mexendo aos poucos) até obter o ponto de
cola (quando forma uma linha que ndo arrebenta, entre os dedos polegar e indicador).

Deixar cinco minutos no banho-maria sem mexer. Apos esse passar esse tempo,
mexer por dois ou trés minutos e desligar do fogo. Utilizar no dia seguinte.
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Anexo B — Parecer da Comissio de Etica na Pesquisa da UFRRJ/COMEP para
realizacio de estudos utilizando coelhos domésticos para o capitulo I

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAQC
COMISSAO DE ETICA NA PESQUISA DA UFRRJ / COMEP

Protocolo N° 160/2011

PARECER

O Projeto de Pesquisa intitulado “Mamistencdo de coldnias de carrapatos (Acari:
Ixodida) usando coelhos domésticos em condigbes experimentais” sob  a
responsabilidade do Prof Dr. Jodo Luiz Horécio Faccini do Departamento de
Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria, processo 23083.010016/2011-14,
atende aos principios basicos para pesquisa envolvendo o uso de animais e esta de
acordo com os principios éticos ¢ do bem estar animal estando de acordo com a
Resolugio 714 de 20/06/2002 do CFMYV.

UFRRIJ, 24/01/2012.

e 4
{\__,M‘»L.u__,,_. z;C.L\L« (LI ST \\-. 2 {.-.\M_\..,,_"‘
Profa. Dra. Aurea Echevarria Neves Lima

Pro-reitora de Pesquisa e Pos-graduacdo
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Anexo C - Parecer da Comissio de Etica na Pesquisa da UFRRJ/COMEP para
realizacio de estudos utilizando coelhos domésticos para o capitulo II

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAQ
COMISSAQ DE ETICA NA PESQUISA DA UFRRJ/ COMEP

Protocolo N° 179/2011

PARECER

O Projeto de Pesquisa intitulado “Efeito da imersdo em dgua destilada na fase
imatura de carrapatos ixodideos e argasideos em condi¢des controladas em
laboratério” sob a rtesponsabilidade da Profa. Dra. Katia Maria Famadas do
Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria, processo
23011443/2011-10, atende aos principios basicos para pesquisa envolvendo o uso de
animais e esta de acordo com os principios éticos e do bem estar animal estando de
acordo com a Resolugio 714 de 20/06/2002 do CFMV.

UFRRJ, 14/03/2012.

/:-:L*’V‘ . TV
Profa. Dra. Aurea Echevarria Neves Lima
Pro-reitora de Pesquisa e Pos-graduagio

105



106



Anexo D - Publicacio referente a tese

Research Note

Braz. J. Vet. Parasitol., Jaboticabal, v. 23, n. 2, p- 1-5; abr.-jun. 2014
ISSN 0103-846X (Print) / ISSN 1984-2961 (Electronic)

Free-living ixodid ticks in an urban Atlantic Forest fragment,
state of Rio de Janeiro, Brazil
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Abstract

As a consequence of the importance of ticks in forests in protected areas, was conducted survey of species of
free-living ticks in the Natural Park Municipal Curié, state of Rio de Janeiro, Brazil. Monthly samples were taken
bY dragglng lllethod: dry iCe traPS a_lld Visuai Searcil il] WO transects. Adults aI‘lCl l‘lympils UFAmblfyammd Cﬂjfﬂﬂfmﬂ
(n= 147), Amblyomma brasiliense (n= 4) and Amblyomma parvum (n= 1) were collected. This is the first occurrence
of A parvum in the state. No correlation was found between the abundance of stages of A. cajennense and rainfall,
temperal‘ure aI‘lCl [ela[ive hllmldlty. ’T}\E i’ligh&st abul’ldallces Gf ﬂduits were iﬂ the lllDllthS DF ]al‘uary ﬂ.nd Ma}f, aI‘lCl
nymphs in September and October. The low diversity of parasites on Curid Park can be attributed to the proximity of
households with pets, which would also explain the higher abundance of A. cajennense that is commonly found in areas
impacted by a.nthropogenic pressure.

Keywords: Amblyomma brasiliense, Amblyomma cajennense, Amblyomma parvum.

Resumo

Como consequéncia da importincia dos carrapatos em dreas florestais como Unidades de Conservagio, foi
realizado levantamento das espécies de carrapatos de vida livre no Parque Natural Municipal Curié, estado do Rio
de Janeiro, Brasil. Foram realizadas coletas mensais através de arrasto, armadilhas de gelu seco e busca visual, em dois
transectos. Foram coletados adultos e ninfas de Amblyomma cajennense (n= 147), Amblyomma brasiliense (n= 4) e
Amblyomma parvim (n=1). Esta é a primeira ocorréncia de A. parvum no Estado. Nio foi encontrada correlagio entre a
abundincia de estégios de A. cdfennense e preeipitagio, temperatura e umidade relativa do ar. As maiores abundincias de
adultos foram nos meses de janeiro e maio, e ninfas em setembro e outubro. A baixa diversidade de carrapatos no Curié
pode ser atribuida a proximidade de residéncias com animais domésticos, o que também expiir;iria a maior abundéncia
de A cajennense que é comumente encontrada em dreas impactadas por pressio antrépica.

Palavras-chave: Amblyomma brasiliense, Amblyomma cajennense, Amblyomma parvum.

Despite the high socio-environmental interest of more preserved
areas such as Full Protection Conservation Units, reports about
outbreaks of diseases transmitted by ticks on wild animal and
the growing practice of ecotourism, few surveys have focused on
free-living ticks. The importance of such studies is indisputable,
considering the fact that public parks, which are visited by large

*Cotresponding author: Michele da Costa Pinheiro

Laboratério de Ixodologia, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — UFRR],

BR-465, Km 07, CEP 23890-000, Seropédica, RJ, Brasil

e-mail: rnichelemo(ec@gmaii.:om

numbers ofpeopie, often contain small wild animals and their ticks.
The combination of ticks of wild animals, circulating patimgens
and humans favors the emergence of zoonosis and hence of public
health probiems (CISAK et al., 2005; TOLEDO et al., 2008;
QUEIROGAS, 2010).

Based on these arguments, the purpose of this study was to
conduct a survey of free-living tick species in Curié Municipal
Nature Park, examining their life stages and sex ratio throughout
the sampling period. Because forest areas may differ from open
habitats such as grasslands, in terms not only of vegetation type

but also weather patterns (ARZUA, 2007; TACK et al., 2012),

www.cbpv.com.br/rbpv
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