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Resumo

Carrapatos sao ectoparasitas hematofagos obrigatérios que infestam uma variedade
de animais vertebrados e tém o potencial de transmitir virus, bactérias e protozoarios.
Este estudo visou a investigar a ixodofauna e seus agentes infecciosos no Parque
Natural da Lagoa Comprida (PNMLC), no municipio de Aquidauana, Mato Grosso do
Sul, Brasil. Os carrapatos foram coletados por meio do arraste de flanela e
visualizacdo/busca ativa. Apds a coleta, os carrapatos foram armazenados em alcool
etilico a 70% e encaminhados ao laboratério de biologia do carrapato da Embrapa
Gado de Corte, para a identificagdo taxonémica. Em seguida, as amostras foram
submetidas a extracdo de DNA, PCR e sequenciamento, para detectar a presenca
dos agentes infecciosos Rickettsia spp., Borrelia spp., € Babesia spp. Os 1.216
carrapatos encontrados foram identificados como Amblyomma sculptum e
Amblyomma dubitatum; 31 dessas amostras, ou seja, 2,55% do total, testaram
positivo para o protozoario Babesia. Uma dessas amostras positivas apresentou 100%
de similaridade com a espécie Babesia bigemina, sendo proveniente de um carrapato
da espécie A. sculptum. Este trabalho fornece informagdes valiosas no ambito de
saude unica, contribuindo para a descoberta de diferentes agentes infecciosos em
especies de carrapatos sem relatos de associagéo.

Palavras-chave: Microorganismos. Ectoparasitas. Babesia bigemina. Amblyomma
sculptum.



Abstract

Ticks are obligatory blood-feeding ectoparasites that infest a variety of vertebrate
animals and have the potential to transmit viruses, bacteria, and protozoa. This study
aimed to investigate the tick fauna and their infectious agents in the Parque Natural da
Lagoa Comprida (PNMLC), in the municipality of Aquidauana, Mato Grosso do Sul,
Brazil. The ticks were collected through flag dragging and active search/visual
inspection. After collection, the ticks were stored in 70% ethanol and sent to the Tick
Biology Laboratory at Embrapa Gado de Corte, for taxonomic identification. The
samples were then subjected to DNA extraction, PCR, and sequencing, to detect the
presence of the infectious agents Rickettsia spp., Borrelia spp., and Babesia spp. The
1.216 ticks found were identified as Amblyomma sculptum and Amblyomma dubitatum.
Among these, 31 samples, representing 2.55% of the total, tested positive for the
protozoan Babesia. Notably, one of these positive samples showed 100% similarity to
the species Babesia bigemina, originating from a tick of the species A. sculptum. This
research work provides valuable information within the scope of One Health, thus
contributing to the discovery of different infectious agents in tick species not previously
reported to be associated with such pathogens.

Keywords: Microorganisms. Ectoparasites. Babesia bigemina. Amblyomma
sculptum.
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1. Introdugao aos carrapatos

Os carrapatos sao artrépodes ectoparasitas pertencentes ao filo Arthropoda,
subfilo Chelicerata, classe Arachnida, subclasse Acari, e ordem Ixodida. S&o
obrigatoriamente hematéfagos em pelo menos um estagio de vida (De La Fuente,
2003; Estrada-Pefna; De La Fuente, 2018). Esses artrépodes tém a capacidade de
parasitar uma ampla variedade de hospedeiros, incluindo mamiferos, répteis, anfibios,
aves (Nava et al., 2017; Dantas-torres et al., 2019) e, acidentalmente, humanos
(Guglielmone et al., 2006; Garcia et al., 2015; Reck et al., 2018; Durées et al., 2021,
Nogueira et al., 2022).

Os carrapatos possuem caracteristicas especificas, como a auséncia de
antenas e asas e a presencga de queliceras e pedipalpos. Possuem quatro pares de
pernas, com exceg¢ao do instar larval, com apenas trés pares de pernas, caracteristica
esta que distingue as larvas das ninfas. O que torna as ninfas diferentes dos adultos
€ a auséncia de abertura genital e a ornamentacado nos escudos (Andreotti; Koller;
Garcia, 2016).

Globalmente, os carrapatos abrangem mais de 950 espécies, distribuidas em
trés familias existentes (Dantas-Torres, 2018). Atualmente, as familias de Ixodidae
(~736 spp.), conhecidos como carrapatos duros, e Argasidae (~218 spp.), com
carrapatos moles, sdo as principais, além da Nuttalliellidae, que é representada
apenas pela espécie Nutalliella namaqua (Jongejan; Uilenberg, 2004; Garcia et al.,
2012; Sonenshine; Roe, 2014).

Os ixodideos ou carrapatos duros (figura 1), como sao popularmente
conhecidos, apresentam escudo dorsal e as pecas bucais projetadas para frente,
geralmente com dimorfismo sexual na fase adulta (Andreotti; Koller; Garcia, 2016).

Diferentemente dos ixodideos, a maioria dos espécimes de argasideos (figura
1) ndo possui escudo (com excegao da presenga de um pseudoescudo em
Nothoaspis). Por esse motivo, sdo chamados de carrapatos moles, e as pegas bucais
das ninfas e adultos encontram-se no camerostoma no interior de uma depresséao, na

regiao ventral (Barros-Battesti; Aruza; Bechara, 2006; Andreotti; Koller; Garcia, 2016).



Figura 1. (A) Espécime representante de carrapatos Ixodideos. (B) espécime

representante de carrapatos Argasideos

Fonte: Museu do Carrapato

A familia Nuttalliellidae possui caracteristicas intermediarias entre ixodideos e
argasideos. E composta por dois géneros extintos, Deinocroton e Legionaris; a Unica
espécie existente atualmente é a Nuttalliella namaqua (Chitimia-Dobler et al., 2024).
Essas recentes descobertas sobre os dois géneros extintos foram possibilitadas pelo
estudo de fésseis encontrados no ambar birmanés, fato que amplia significativamente
o entendimento sobre a diversidade e a historia evolutiva dos carrapatos (Chitimia-
Dobler et al., 2024). Tal descoberta sugere que a origem dos carrapatos pode estar
situada no antigo continente Gondwana, o que poderia indicar que os carrapatos
datam de aproximadamente 150 milhdes de anos. (Chitimia-Dobler et al., 2024).

No territério brasileiro, até a presente data, estdo catalogadas 78 espécies de
carrapatos, distribuidos entre as familias Ixodidae (53 spp.) e Argasidae (25 spp.). A
familia Ixodidae engloba cinco géneros: Rhipicephalus (3 spp.), Ixodes (12 spp.),
Haemaphysalis (3 spp), Dermacentor (1 sp.) e Amblyomma (34 spp.). O género
Amblyomma sobressai-se, devido a sua notavel diversidade de espécies e a sua
importancia significativa no ambito da saude unica (Dantas-Torres et al., 2019; Martins
et al., 2019; Soares et al., 2023).

A familia Argasidae, quando comparada com os ixodideos, € menos numerosa,
sendo composta pelos géneros Ornithodoros (19 spp.), Antricola (3 spp.), Argas (1
spp.) e Nothoaspis (2 spp.) (Dantas-Torres et al., 2019; Mufioz-Leal et al., 2020, 2021).

2. Patégenos transmitidos por carrapatos e saude unica

Os carrapatos, conhecidos por sua ampla distribuicdo e diversidade
taxondbmica, desempenham um papel crucial como vetores de diversos agentes
infecciosos para animais e humanos, representando uma séria ameacga a saude Unica

global. Estima-se que aproximadamente 10% das mais de 950 espécies conhecidas
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desses artrépodes sejam capazes de transmitir agentes infecciosos, bem como uma
variedade de virus, bactérias e protozoarios (Jongejan; Uilenberg, 2004). Essa
capacidade de transmissdo posiciona os carrapatos como um dos principais
artrépodes, depois dos mosquitos, relacionados a disseminacdo de agentes
infecciosos que podem afetar tanto animais quanto seres humanos (Jongejan;
Uilenberg, 2004).

E primordial reconhecer a relevancia da relagdo entre agentes infecciosos
transmitidos por carrapatos, animais, seres humanos e o meio ambiente. Essa
interconexao é evidente e realga a necessidade do conceito de “saude unica”. O termo
reflete a indispensabilidade de integrar a saude humana, animal e ambiental, para um
melhor entendimento das doencgas zoondticas de maneira eficaz, assim como para
criar e estimular politicas publicas especificas. Embora essa ideia tenha raizes
antigas, foi no século XX que o epidemiologista americano CW Schwabe reintroduziu
o uso do termo (Zinsstag et al., 2011; Mackenzie; Mckinnon; Jeggo, 2014).

A abordagem integrada € essencial para o controle das doengas transmitidas
por carrapatos, principalmente aquelas classificadas como zoondticas. A integragao
entre a medicina veterinaria e a medicina humana fomenta o aprimoramento do
manejo dessas doencas, fortalecendo a comunicagao entre médicos e veterinarios, a
fim de acelerar o diagndstico e facilitar as decisdes de tratamento (Dantas-Torres;
Chomel; Otranto, 2012).

Além disso, os microrganismos transmitidos por carrapatos sado geralmente
associados a doengas em animais domésticos, mas podem ocasionalmente emergir
como agentes infecciosos que afetam humanos, assim como animais silvestres, que
desempenham um papel crucial, atuando como sentinelas e ou reservatérios para
muitos desses patdogenos (Dantas-Torres, 2007; Piesman; Eisen, 2008; Colwell;
Dantas-Torres; Otranto, 2011).

Dessa forma, a interagdo entre animais silvestre, domésticos, humanos e o
meio ambiente € um fator condicionante para a disseminacdo de novas doencas € 0
surgimento de novos potenciais vetores que nao haviam sido reportados na literatura
(Dantas-Torres; Chomel; Otranto, 2012).

Entre alguns dos patdgenos relevantes transmitidos por carrapatos, destacam-
se a Rickettsia rickettsii, que causa a enfermidade denominada nos Estados Unidos
como Rocky Mountain Spotted Fever (RMSF) e, no Brasil, Febre Maculosa Brasileira

(FMB) (Labruna, 2009); a bactéria Borrelia burgdorferi € causadora da doenga de
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Lyme, principalmente nas regides do Hemisfério Norte; a Babesia causa a babesiose,
uma doenga protozoaria multissistémica, de importancia global, que vem ganhando
maior visibilidade durantes os ultimos anos (Skrabalo; Deanovic, 1957).

2.1.1. Febre Maculosa Brasileira: Rickettsia rickettsii

A infecgdo causada pela bactéria Rickettsia rickettsii € conhecida como RMSF
nos Estados Unidos, devido ao seu primeiro relato na regiao montanhosa de Rocky
Mountains (Labruna, 2009). No Brasil, essa doenga € comumente chamada de FMB.
Trata-se de uma doenca infecciosa aguda, com grande potencial de letalidade. Essa
enfermidade assume grande importancia no contexto de saude publica, devido a sua
gravidade (Labruna, 2009).

Os relatos de Febre Maculosa (FM) no Brasil datam de 1920, com alguns casos
registrados nos anos 1930 e 1940. No entanto, o numero de casos diminuiu
significativamente entre os anos 1950 e o inicio dos anos 1980 (Labruna, 2009).

A partir do final dos anos 1980 até o século XXI, a doenca ressurgiu (Labruna,
2009), inicialmente com casos nos estados de Sdo Paulo e de Minas Gerais,
principalmente em regides rurais, sendo primeiramente conhecida por tifo
exantematico de Sao Paulo e tifo exantematico de Minas Gerais (Travasso; Dias,
1939). Apesar de terem ocorrido casos da doenca desde ha muitos anos, foi no ano
de 2001 que a FM foi incluida na lista das doencas de notificagdo compulséria no pais,
com o intuito de facilitar o diagnéstico, o tratamento e a prevencédo (Ministério da
Saude, 2022).

A partir de 2001, foram confirmados casos nos estados do Rio de Janeiro, Sao
Paulo e Minas Gerais. Em 2003, surgiram os primeiros casos no estado de Santa
Catarina, fazendo com que as regides Sudeste e Sul sejam as regides mais
prevalentes da doencga (Ministério da Saude, 2022).

Entre 2007 e 2021, foram notificados 36.497 casos de FM no pais, com uma
média anual de aproximadamente 170 casos confirmados. Destes, 2.545 casos foram
confirmados e cerca de 834, com complicacbes graves, evoluiram para Obito
(Ministério da Saude, 2022).

A maioria dos casos confirmados ocorreu em areas rurais, com uma alta
incidéncia entre homens de 35 a 49 anos (Ministério da Saude, 2022). Em 2023, foram
registrados casos em diversas regides, com maior prevaléncia no Sudeste e algumas

ocorréncias no Parana (Ministério da Saude, 2022).
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Algumas regides brasileiras sao consideradas silenciosas para FMB. O estado
do Mato Grosso do Sul esta incluso nessa categoria. De acordo com dados da
Secretaria de Estado de Saude (SES), desde 2015 foram notificados 112 casos
suspeitos de FMB no estado. Destes, sete casos foram confirmados, com o ultimo
registro ocorrido em 2018, no municipio de Campo Grande.

Embora haja registros de casos confirmados e ndo tenham ocorrido 6bitos
durante esse periodo, o estado n&o é considerado uma area endémica para a FMB.
Entretanto, as condi¢des climaticas, combinadas com a presenca de reservatoérios e
amplificadores da doenca, reforcam a necessidade de vigilancia continua quanto ao
risco de transmissdo da FMB no estado de Mato Grosso do Sul (Ministério da Saude,
2022).

As rickettsioses transmitidas por carrapatos sdo causadas por bactérias
intracelulares obrigatérias, pertencentes ao Grupo da Febre Maculosa (GFM); o
género Rickettsia pertence a familia Rickettsiaceae e a ordem Rickettsiales (Parola;
Paddock; Raoult, 2005).

Rickettsia rickettsii € uma bactéria gram-negativa, com dimensdes de 0,2 pm.
Possui um cromossomo unico e circular, e sua parede celular € formada por
lipopolissacarideos (LPS) (Thorner; Walker; Petri, 1998; Dantas-Torres, 2007).

Grande parte das Rickettsias do GFM é de carater zoonético. Os humanos sao
acometidos de forma acidental pela picada do carrapato infectado. Sendo assim, os
humanos néo possuem envolvimento na manutencao da circulacdo dessa bactéria no
ambiente (Socolovschi et al., 2009).

2.1.2.Carrapatos vetores: Rickettsia rickettsii

O Brasil, com sua vasta extensao territorial, abriga uma diversidade de biomas,
como Amazoénia, Mata Atlantica, Cerrado, Pampa, Caatinga e Pantanal (Szabd¢; Pinter;
Labruna, 2013). Esses biomas s&o lares para uma ampla variedade de carrapatos,
que desempenham um papel crucial na disseminagao de R. rickettsii (Szabd; Pinter;
Labruna, 2013).

No Brasil, a espécie R. rickettsii é transmitida para humanos por duas espécies
de carrapatos: Amblyomma sculptum, nas areas endémicas de FMB no Sudeste, e
Amblyomma aureolatum, na regido metropolitana de Sao Paulo (Labruna, 2009).

O carrapato Amblyomma sculptum é encontrado em paises como a Bolivia,

Paraguai e Argentina. No territério brasileiro, é encontrado principalmente nos biomas
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Cerrado, Pantanal e areas degradadas da Mata Atlantica (Martins et al., 2016; Nava
et al., 2014; Tarragona et al., 2018).

A espécie A. sculptum é naturalmente encontrada infectada com R. rickettsii.
Porém, as taxas de infec¢cdo de carrapatos sao inferiores a 1,3%, sendo de dificil
deteccao (Guedes et al., 2005; Labruna, 2009; Krawczak et al., 2014). Embora seja
um carrapato com capacidade vetorial confirmada, apresenta uma eficiéncia reduzida
para transmitir a bactéria por meio de geragdes subsequentes, resultando em uma
queda acentuada nas taxas de infecgdo por R. rickettsii ao longo das geragdes

seguintes (Soares et al., 2012).

Entre as fémeas de A. sculptum infectadas por R. rickettsii, a transmissao
vertical (transovariana) da bactéria geralmente ocorre em pouco menos que 50%. As
fémeas infectadas possuem significativa redugdo no desempenho reprodutivo,

quando comparadas a fémeas nao infectadas (Soares et al., 2012).

No entanto, foi demonstrado que a R. rickettsii pode infectar capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris), com auséncia de sinais clinicos, e que a riquetsemia
por cerca de dez dias é suficiente para infectar novos carrapatos. Assim, as capivaras
desempenham o papel de amplificadores dessa bactéria em ambiente natural, e séo
hospedeiros eficientes para todos os estagios de vida de A. sculptum, principalmente

em areas endémicas de FMB (Souza et al., 2009; Labruna et al., 2013).

Normalmente, A. sculptum parasita cavalos (Equus ferus caballus), antas
(hospedeiro primario) (Tapirus terrestres) e capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris).
Sua capacidade de parasitar outros hospedeiros € notavel, tornando-se uma espécie
generalista. Esse comportamento € mais evidente nos estagios imaturos (larva e
ninfa), e essa espécie de carrapato pode ser agressiva para os humanos (Aragao,
1936; Labruna et al., 2001; Guglielmone et al., 2006; Martinset al., 2016; Paula et al.,
2022). As ninfas de A. sculptum sao reportadas como as de maior antropofilia
documentada no Brasil (Ramos et al., 2014; Szab¢ et al., 2020).

A espécie Amblyomma aureolatum € comumente encontrada parasitando céaes,
principalmente no instar adulto. Assim, os casos de FMB associados ao A. aureolatum
tendem a ocorrer em areas com altitude elevada, onde habitagdes humanas estao

proximas a fragmentos florestais e os caes domésticos tém acesso livre a esses locais
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(Labruna; Pereira, 2001; Pinter; Labruna, 2006; Labruna, 2009; Szabé; Pinter;
Labruna, 2013; Bitencourth et al., 2021).

Essa espécie de carrapato estda associada a habitats muito umidos e
temperaturas subtropicais mais frias, principalmente em areas da Mata Atlantica
(Pinter et al., 2004). Alguns mamiferos carnivoros, como caes (Canis familiaris) e a
raposa caranguejeira (Cerdocyon thous), estdo entre os principais hospedeiros da
fase adulta de A. aureolatum na natureza (Pinter et al., 2004), a0 passo que 0s
estagios mais imaturos sdo normalmente associados a passaros e pequenos roedores
(Pinter et al., 2004).

R. rickettsii causa efeito deletério nas fémeas de A. aureolatum. Sendo assim,
a transmissao horizontal, com a participacdo de hospedeiros vertebrados atuando
como amplificadores, parece ser essencial para a disseminacdo e a formacédo de
novas linhagens de carrapatos infectados. Informagdes adicionais quanto ao potencial
de animais que podem atuar como hospedeiros amplificadores nas regides de
transmissao pelo carrapato A. aureolatum ainda sdo desconhecidas (Labruna et al.,
2011; Szabd; Pinter; Labruna, 2013).

No estado de Mato Grosso do Sul, diversas espécies de carrapatos ja foram

reportadas infectadas por bactérias do GFM (tabela 1).

Tabela 1. Bactérias do Grupo de Febre Maculosa Brasileira em espécies de carrapatos no

estado de Mato Grosso do Sul

Carrapatos Cepas encontradas Referéncias
R. linnaei (antes R. R. rickettsii (Almeida et al., 2012)
sanguineus)
Rickettsia spp. (Almeida ef al., 2013,
A. nodosum Rickettsia parkeri cepa Sz3b¢ et al., 2019)
NOD
A. calcaratum Rickettsia parkeri-like (Z%ﬁ;r?’z;ewalska etal,
f ; : (Matias et al., 2015; Higa
A. dubitatum cepa SFG Rickettsia ot al.. 2020)
. . (Matias et al., 2015; Higa
A. sculptum cepa SFG Rickettsia ot al., 2020)
Candidatus Rickettsia (Luz et al., 2019)
A. parvum
andeanae
A triste R. parkeri ss (Nieri-Bastos et al., 2013)
A. ovale R. parkeri Mata (Garcia et al,. 2022)

Atlantica

Fonte: Autoria propria.

2.1.3.Sintomas, diagnéstico e tratamento
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Dentre os principais sintomas da FMB listados pelo Ministério da Saude, estao:
febre, cefaleia, nauseas e vOmitos, gastroenterite e dor abdominal, dor muscular
constante, inchago e vermelhidao nas palmas das maos e sola dos pés, gangrena nos
dedos e orelhas, paralisia dos membros e parada respiratéria (Ministério da Saude,
2022). Com o agravamento da doenga, € comum surgirem manchas avermelhadas
nos pulsos e tornozelos. Embora essas manchas nao provoquem coceira, podem se
espalhar para as palmas das maos, bragos ou solas dos pés (Ministério da Saude,
2022).

O diagndstico torna-se complicado principalmente nos primeiros dias de
infeccado, devido a semelhanca entre os sintomas, que sao inespecificos, com os
sintomas de outras enfermidades, como leptospirose, dengue, hepatite viral,
salmonelose, encefalite, malaria, meningite, sarampo, lupus e pneumonia (Ministério
da Saude, 2022).

Dessa maneira, para a realizacdo de um diagnéstico acurado, € essencial a
obtencao de informacdes detalhadas acerca de visitas a ambientes naturais, tais como
matas, florestas, fazendas e trilhas ecologicas, onde possa ter ocorrido a
eventualidade de uma picada de carrapato (Ministério da Saude, 2022).

Alguns testes laboratoriais sao indicados para diagnostico especifico: Reagao
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), sendo este o mais indicado, exame de
imunohistoquimica, Polymerase Chain Reaction (PCR) e isolamento da bactéria
(Ministério da Saude, 2022).

O tratamento da FMB consiste no uso de antibidticos. Até o momento,
considera-se que as unicas drogas com eficacia reconhecida para o tratamento das
infeccbes causadas por R. rickettsii sejam a doxiciclina e o cloranfenicol (Biggs et al.,
2016; Oliveira et al., 2017b).

2.1.4. Febre Maculosa: Rickettsia parkeri

A Rickettsia parkeri foi descoberta em 1937, quando foi isolada do carrapato
Amblyomma maculatum, coletado de gado no Texas, Estados Unidos (Parker et al.,
1939). O primeiro relato de FM no territério brasileiro por R. parkeri cepa Mata Atlantica
ocorreu no ano de 2010, na regido litoranea de Sao Paulo (Spolidorio et al., 2010a),
seguido de casos confirmados nos estados de Santa Catarina e Bahia (Silva et al.,
2011; Krawczak et al., 2016a).
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As enfermidades causadas por R. parkeri e R. rickettsii sdo relativamente
semelhantes, embora a FM ocasionada pela R. parkeri tenha sintomas mais brandos
(Paddock et al., 2008).

Se comparada a sintomatologia das duas enfermidades, nota-se que, embora
ambos os grupos apresentem sintomas comuns, como febre e manchas (Paddock et
al., 2008), a Rickettsiose por R. parkeri tende a ter uma presencga significativa de
escaras de inoculagdo e uma menor gravidade geral dos sintomas, incluindo auséncia
de mortalidade. Esta seria uma das maiores diferengas entre as duas doencas
(Paddock et al., 2008), pois a FM por R. rickettsii apresenta sintomas mais graves
(Paddock et al., 2008; Faccini-Martinez et al., 2018).

2.1.5.Carrapatos Vetores: Rickettsia parkeri

O carrapato Amblyomma ovale pode parasitar humanos (Guglielmone et al.,
2003) e, até entao, € tido como o principal vetor desse agente infeccioso. A distribuicao
geografica dessa riquetsiose esta ligeiramente associada a ocorréncia de A. ovale
(Krawczak et al., 2016b). Os registros de sua ocorréncia concentram-se
principalmente na Mata Atlantica, nas regides Sul, Sudeste e Nordeste (Krawczak et
al., 2016b; Silva et al., 2011; Spolidorio et al., 2010a), onde a R. parkeri cepa Mata
Atlantica é a principal cepa responsavel pelos casos de FM (Spolidorio et al., 2010a;
Krawczak et al., 2016a).

Muitos dos carrapatos A. ovale coletados em areas endémicas para FM na
Mata Atlantica encontram-se infectados com a Rickettsia sp. Mata Atlantica. Estima-
se que aproximadamente 10% desses espécimes sido encontradas infectadas
(Barbieri et al., 2014; Szabd; Pinter; Labruna, 2013).

Os espécimes de A. ovale podem manter a Rickettsia sp. Mata Atlantica de
forma transestadial, de um instar para outro, e de forma transovariana, da fémea para
os ovos (Krawczak et al., 2016a). Em adigdo, essa riquétsia necessita de um
hospedeiro amplificador para que ocorra a manutengao desse agente infeccioso na
natureza, ja que estudos indicam que essa riquétsia causa efeito deletério nas fémeas
de A. ovale infectadas (Krawczak et al., 2016a).

Os hospedeiros mais importantes para a espécie A. ovale nas regides de
registro de FM s&o cdes domésticos para os carrapatos adultos, e o roedor rato-do-
mato (Euryoryzomys russatus) para estagios imaturos (Szabé et al., 2013). Dessa

forma, foi demostrado que o roedor-do-mato pode atuar como um potencial
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hospedeiro amplificador de R. parkeri cepa Mata Atlantica (Krawczak ; Labruna ,
2018). Cerca de 60% das larvas do carrapato A. ovale se alimentaram em roedores
(Euryzygomatomys russatus) previamente infestados com ninfas infectadas pela cepa
Mata Atlantica e adquiriram a infecgdo (Krawczak; Labruna, 2018).

Algumas espécies de carrapatos ja foram reportadas infectadas com cepas de
R. parkeri, principalmente A. ovale, com a cepa Rickettsia sp. Mata Atlantica (Melo et
al., 2015; Nieri-Bastos et al., 2016; Krawczak et al., 2016a; Vizzoni et al., 2016; Luz;
Faccini; Mcintosh, 2017; Acosta et al., 2018) e Rhipicephalus sanguineus, cepa
Rickettsia sp. Mata Atlantica (Moerbeck et al., 2016), Amblyomma aureolatum, cepa
Rickettsia sp. Mata Atlantica (Medeiros et al., 2011).

No estado de Mato Grosso do Sul, as espécies reportadas sdo: Amblyomma
calcaratum com Rickettsia parkeri-like (Ogrzewalska et al., 2013), A. nodosum
infectado com a Rickettsia parkeri cepa NOD (Szab¢ et al., 2019), Amblyomma triste
reportado com R. parkeri sensu stricto (Nieri-Bastos et al., 2013) e A. ovale com a
cepa R. parkeri cepa Mata Atlantica (Garcia et al., 2022).

2.1.6.Borreliose: Epidemiologia

A Borrelia € uma bactéria conhecida pela sua notavel forma helicoidal,
caracteristica esta que faz com que esteja inserida no filo Spirochaetales. Em se
tratando de patégenos infecciosos para seres humanos, destacam-se: Borrelia afzelii,
Borrelia garinii e Borrelia burgdorferi sensu stricto, que sdo as bactérias responsaveis
por causar a Doenga de Lyme na Europa, Asia e América do Norte (Steere; Coburn;
Glickstein, 2004).

Atualmente, existem varias espécies identificadas dessas espiroquetas, que
sdo classificadas em dois grandes grupos principais (Cutler; Ruzic-Sabljic; Potkonjak,
2017). O primeiro grupo é o complexo Borrelia burgdorferi sensu lato; o segundo
grupo, denominado grupo da Febre Recorrente, € composto por espécies
responsaveis por diferentes tipos de febre recorrente (Cutler; Ruzic-Sabljic; Potkonjak,
2017).

No Brasil, diversos estudos registraram a presenga do DNA de Borrelia ou a
presenca de anticorpos ou antigenos. Para isso, foram utilizadas algumas técnicas e
métodos variados, como sorologia, microscopia e PCR. Na regiao Norte, no municipio
de Castanhal, no estado do Para (PA), foram detectados anticorpos que indicam

exposicao a B. burgdorferi sensu lato em cdes domésticos por sorologia (Pacheco et
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al., 2016), Em Belém (PA), casos em humanos foram confirmados por métodos
clinicos e soroldgicos (Rodrigues; Meireles; Braz, 2007).

Em Manaus, no estado de Amazonas, foi encontrado B. burgdorferi sensu lato
em humanos, utilizando sorologia e microscopia (Talhari et al., 2010). Ja em cidades
no estado de Tocantins, possivel exposicao a Borrelia sp em humanos foi detectada
por meio de métodos clinicos e soroldgicos (Carranza-Tamayo; Costa; Bastos, 2012).

No Sudeste, estudos em varias localidades também identificaram Borrelia,
como no estado do Rio de Janeiro. A exposi¢ao ao patogeno Borrelia sp foi detectada
em humanos por métodos clinicos e sorolégicos (Azulay et al., 1991). Em Cotia, no
estado de Sao Paulo, Borrelia burgdorferi foi encontrada em humanos, além de
Borrelia sp em roedores, por sorologia (Abel et al., 2000; Yoshinari et al., 2003;
Gouveia et al., 2010).

No estado do Espirito Santo, B. burgdorferi foi detectada em caes, cavalos e
humanos por sorologia e PCR (Spolidorio et al., 2010b). Nos municipios de Santa Cruz
Escavaldo e Pingo D’Agua, no estado de Minas Gerais, anticorpos indicativos da
exposicado a B. burgdorferi foram observados em mamiferos silvestres e domésticos
pelo método de sorologia (Montandon et al., 2014).

Na regido Sul, no estado do Parana, verificou-se B. burgdorferi sensu lato em
caes domésticos por sorologia, em Umuarama (Gongalves et al., 2015); B. burgdorferi
sensu stricto em Dermacentor nitens, pelo método de PCR, no municipio de Jatai
(Gongalves et al., 2013); ainda no Parana, indicativos da exposigao ao patégeno B.
burgdorferi foram observados, por sorologia, em caes domésticos, cavalos e humanos
(Nascimento et al., 2016), B. burgdorferi sensu lato em Ixodes longiscutatus por PCR
nos municipios de Chui e Vitéria do Palmar, no estado de Rio Grande do Sul
(Dall’Agnol et al., 2017).

Na regidao Centro-Oeste, no estado de Mato Grosso, foi detectada sorologia
positiva para B. burgdorferi em cavalos (Socoloski et al., 2018). No estado de Mato
Grosso do Sul, a presenca de B. burgdorferi sensu lato foi identificada em humanos
por PCR, com reagado positiva na sorologia (Lopes et al., 2017) e no carrapato
Rhipicephalus microplus por PCR (Rezende et al., 2016), além da Borrelia sp. relatada
em um espécime de A. sculptum, por meio da técnica de PCR (Higa et al., 2020).

Apesar dos relatos sobre a Borrelia no Brasil, estudos utilizando sorologia
baseada em proteinas apontaram varias inconsisténcias nos resultados diagndsticos.

Essas inconsisténcias, juntamente com a auséncia de isolamento da bactéria em
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tecidos ou fluidos corporais, evidenciam que, até o presente momento, a doenga de
Lyme nao foi confirmada no pais (Oliveira et al., 2018).
2.1.6.1. Borreliose: Sintomas, tratamento e vetores

A doenga é caracterizada por sintomas iniciais entre o 3° e o 30° dias de
infeccdo, com ocorréncia de febre, calafrios, dor de cabega, fadiga, dores musculares
e articulares, e erupgao cutanea de eritema migratério (CDC, 2024e; Sanchez, 2015).
Sintomas posteriores podem ocorrer, causando paralisia facial, palpitagcdes cardiacas,
inflamacé&o do cérebro e da medula espinhal (CDC, 2024e; Sanchez, 2015).

Existem alguns fatores que podem alterar a condicdo sintomatica em que o
paciente se encontra, bem como a espécie de Borrelia pela qual o individuo foi
infectado. Estudos indicam que sintomas afetando o sistema nervoso sdo mais
comuns em infecgdes causadas pela Borrelia garinii, especialmente na Europa
(Stanek; Reiter, 2011; Koedel; Fingerle; Pfister, 2015). Na América do Norte,
manifestagdes que atingem as juntas sdo mais comuns em infecgdes ocasionadas por
B. burgdorferi ss. Ja sintomas como dermatites sdo ligeiramente associadas a
infeccbes por Borrelia afzelii (Coipan et al., 2016).

O tratamento consiste no uso de antibiéticos; nos estagios iniciais da doenca,
€ comum que ajudem na recuperagao rapida e eficaz do paciente. Dentre os
medicamentos indicados, estdo doxiciclina, amoxicilina ou cefuroxima axetil. A
duracao do periodo de tratamento depende de quais sintomas estao se manifestando,
da idade do paciente, da presenca de alergias e de gravidez (CDC, 2024c).

A transmissdo desse patdgeno ocorre por meio da picada do carrapato
infectado. Os principais vetores conhecidos até entdo, nas regiées do hemisfério
norte, sdo os carrapatos do género Ixodes, bem como as espécies: Ixodes pacificus e
Ixodes scapularis na América do Norte, e Ixodes ricinus e Ixodes persucatus na
Europa (Diuk-Wasser; Vannier; Krause, 2016).

Embora os vetores conhecidos para as diversas espécies de Borrelia sejam os
carrapatos do género Ixodes, estudos moleculares indicam que as espécies R. linnaei,
Amblyomma americanum, Dermacentor variabilis, Dermacentor andersoni, e
Haemaphysalis longicornis foram reportadas com a bactéria B. burgdorferi. No
entanto, nenhuma dessas espécies foi, de fato, confirmada como vetor desse agente
infeccioso (Breuner et al., 2020; Elhelw et al., 2021; CDC, 2024a).

O notavel envolvimento dos carrapatos na transmissdao desses agentes

infecciosos foi reconhecido durante os anos 1980. Isso ocorreu quando investigacoes
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de casos clinicos da doenca de Lyme na Europa associaram os carrapatos como
potenciais vetores da doenca (Weber, 2001).

2.1.7.Babesiose humana: Epidemiologia, sintomas e vetores

No tocante aos patdégenos transmitidos por carrapatos aos humanos, as
especies de Babesia podem acarretar sérias implicagcbes na saude humana, como
Babesia microti, Babesia divergens, Babesia venatorum, Babesia duncani e Babesia
crassa-like, especialmente em paises como Estados Unidos, Canada e China, onde
se observa um aumento significativo no niumero de casos relatados (Bajer; Dwuznik-
Szarek, 2021).

No ano de 2011, a babesiose passou a ser considerada de notificagdo nos
Estados Unidos pelos Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Desde
entdo, um total de 18.294 casos foram reportados até o ano de 2020 (CDC, 2024a).
tornando-se uma preocupagao global crescente, devido ao seu carater emergente
(Antunes et al., 2017).

De acordo com CDC, a ocorréncia de Babesia em paises que sdo endémicos
para a malaria é pouco conhecida. A dificuldade de identificacdo da Babesia decorre
da presenca de plasmodium, que pode ser confundido erroneamente com Babesia
(CDC, 2024d)

Na Europa, grande parte dos relatos de babesiose é devido a B. divergens, em
pacientes esplenectomizados. Nas regides Nordeste e Centro-Oeste dos Estados
Unidos, os agentes comumente encontrados s&o a B. microti e a B. ducani, com
registros em Washington e na Califérnia (CDC, 2024d).

No Brasil, ha alguns relatos de babesiose em humanos, com casos no estado
de Pernambuco, diagnosticados pelo exame direto de laminas de sangue, que
constatou a presenca de Babesia spp. Esse foi o primeiro relato de babesiose em
humanos no territério brasileiro (Alecrim et al., 1983). Outro relato se deu no estado
do Rio Grande do Sul, onde exames microscépicos de esfregagos de sangue
revelaram a presenca de Babesia microti em uma crianga de dois anos de idade,
imunocomprometida. Esse caso ocorreu de forma assintomatica (Rech et al., 2004).

Os sintomas podem ter inicio uma semana apés a infeccao, desenvolvendo-se
por semanas e até meses. Normalmente, pessoas com babesiose sdo assintomaticas,

embora possam surgir sintomas parecidos com os da gripe (CDC, 2024b)
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Pessoas imunocomprometidas podem desenvolver complicagbes mais graves,
como anemia hemolitica, quando seus globulos vermelhos sao destruidos mais
rapidamente do que podem ser substituidos, com contagem de plaquetas muito baixa
(trombocitopenia), insuficiéncia respiratoria aguda, insuficiéncia cardiaca congestiva,
e insuficiéncia renal, podendo levar a morte (Wormser et al., 2006; CDC, 2024b). Para
o diagnéstico, sao indicados exame microscoépico de esfregacos de sangue e métodos
moleculares e/ou sorolégicos adaptados ao ambiente/espécie (CDC, 2024b).

De acordo com CDC, o tratamento normalmente envolve o uso de, pelo menos,
dois medicamentos prescritos de sete a dez dias, sendo atovaquona+ azitromicina,
preferencialmente, e clindamicina+ quinina, para um tratamento alternativo (CDC,
2024b).

Em pacientes imunocomprometidos, a duracdo do periodo de medicacao é
maior, por pelo menos seis semanas consecutivas ou mais. Em adigao, de forma geral,
o tratamento pode variar de acordo com o estagio da doenga, como pacientes com
doenca leve a moderada ou aguda grave (CDC, 2024b).

Estudos mostram que, além da transmissao pela picada do carrapato infectado,
a babesiose também pode ser transmitida por transfusao de sangue contaminado e
até mesmo de forma congénita, durante a gravidez (Antunes et al., 2017).

As espécies de carrapatos envolvidas na disseminagdo desse agente
infeccioso sdo, principalmente, espécies do género Ixodes, bem como Ixodes
Scapularis, Ixodes persulcatus, e Ixodes ricinus (Krause, 2019).

2.1.8. Babesiose animal: Epidemiologia, sinais clinicos e vetores

Em contrapartida, o protozoario Babesia (Gray; Estrada-Pefa; Zintl, 2019 ) é o
segundo parasita mais comumente encontrado no sangue de mamiferos, depois dos
tripanossomas (YAO et al., 2023). Os carrapatos dos géneros Rhipicephalus, até
entao, sao os principais vetores desse patdgeno (BOCK et al., 2004; Antunes et al.,
2017; Gray; Estrada-Pena; Zintl, 2019 ).

A babesiose ocasionada em animais de produg¢ao € uma doenga que vem se
destacando nos ultimos anos, devido ao grande impacto na medicina humana, na
medicina veterinaria e na area econdémica (Zhou et al., 2016; Bajer; Dwuznik-Szarek,
2021).

Dentre as diversas espécies de Babesia que afetam os animais de companhia,

ressaltam-se Babesia canis, Babesia rossi, Babesia vogeli, Babesia gibsoni, Babesia
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conradae, e Babesia vulpes, causadoras de graves problemas de saude em caes. Ja
para equinos, a infeccao por Babesia caballi e Babesia equi € comum, podendo levar
esses animais a obito (Antunes et al., 2017; Laha; Das; Sen, 2015).

As espécies de Babesia que infectam bovinos, como Babesia bovis e Babesia
bigemina, responsaveis pela babesiose bovina, resultam em perdas consideraveis na
pecuaria, incluindo redugédo na produgao de leite e de carne, abortos, mortalidade e
altos custos associados ao controle dos vetores, bem como ao manejo de animais
doentes (Laha; Das; Sen, 2015).

No Brasil, os casos de babesiose provocados por B. bovis e B. bigemina sao
registrados desde o estado do Para, no Norte do Brasil (Silva et al., 2014), até a regiao
Sul (Antoniassi et al., 2009; Lucena et al., 2010; Oliveira et al., 2017a), passando pela
regido Nordeste (Barros et al., 2005; Costa et al., 2013; Santos et al., 2017; Souza et
al., 2018), Sudeste (Cunha et al., 2002; D’ Andrea et al., 2006), e Centro-Oeste
(Kessler, 1983; Pupin et al., 2019; Ramos et al., 2020; Santos; Linhares; Madruga,
2001). Abrangem diversos biomas brasileiros, demostrando ampla distribuicdo
geografica no Brasil.

Os sinais clinicos mais comuns que a Babesiose pode causar nos animais sao:
quadros febris, anemia aguda, ictericia, letargia e fraqueza, e perda de apetite,
podendo levar a dbito, em alguns casos (Martins et al., 2022).

Dentre as formas de diagndsticos, € comum o uso de teste soroldgicos como
RIFI e Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), ja que os anticorpos gerados
durante a resposta imune ao parasita permanecem no soro dos bovinos por longos
periodos (Madruga et al., 2000; Juliano et al., 2007).

No territorio brasileiro, o vetor conhecido desse patdégeno é o carrapato R.
microplus, popularmente chamado de carrapato-do-boi (Martins et al., 2022),
denominacao decorrente da sua forte preferéncia por gado, causando grandes perdas
econdmicas na cadeia produtiva de bovinos (Grisi et al., 2014).

Embora a B. bigemina afete preferencialmente os bovinos, estudos recentes
demonstram a presenga desse patdégeno em céaes, 0 que aponta que outros animais
podem estar atuando como sentinelas desse agente infeccioso (Bravo-Ramos et al.,
2022).

Em contraste, novas descobertas acerca do protozoario B. bigemina vém sendo
consideradas. Ha indicios moleculares da presenca desse protozoario em seres

humanos, em casos isolados na Colémbia e no Equador (Rios; Alvarez; Blair, 2003;
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Gonzalez et al., 2018; Espinosa-Munoz et al., 2022; Calvopina et al., 2023). Ainda
que esses estudos sejam preliminares ou inconclusivos, trouxeram informagdes
alarmantes em relagdo a esse agente infeccioso.

Estudos recentes evidenciaram diferentes espécies de Babesia infectando
carrapatos do género Amblyomma. A espécie Babesia sp. cepa capybara, por
exemplo, foi encontrada nos carrapatos A. sculptum e A. dubitatum (Neves et al.,
2023), e a Babesia goianiaensis nov. sp. foi detectada em capivaras e carrapatos do
género Amblyomma (Krawczak et al., 2023).

Inumeras descobertas estdo sendo realizadas, principalmente a respeito de
diferentes espécies de agentes infecciosos em carrapatos que nao haviam sido
reportados. Mas ainda € imprescindivel que mais estudos sejam realizados nessa
area, com o intuito de preencher lacunas a respeito da disseminagdo de agentes
infecciosos e da sua interagdo com diferentes espécies de carrapatos, hospedeiros e
ambiente, nos mais variados biomas brasileiros.

3. JUSTIFICATIVA

Este estudo fornece um conhecimento abrangente sobre a distribuigdo da fauna
de carrapatos do Parque Natural Municipal da Lagoa Comprida (PNMLC), mostrando
a importancia de investigagdes que envolvam a coleta e a identificacdo desses
ectoparasitas, ja que estdo intimamente associados a transmissao de patdgenos,
tanto pra os humanos quanto para os animais.

O PNMLC é motivo de grande preocupacgao para as autoridades competentes
em saude unica, gragas ao grande fluxo de pessoas que frequentam o local e que
acabam tendo contato préximo com animais silvestres, como capivaras e pequenos
mamiferos que transitam nas areas dentro do parque. Devido a interface que o
PNMLC tem com a area urbana do municipio de Aquidauana, a circulacdo de pessoas
e animais domésticos dentro do parque é facilitada, o que pode resultar na propagacéao
de carrapatos para o ambiente urbano e também, possivelmente, na disseminagao de

patdgenos.

4. OBJETIVO

4.1. Objetivo geral

o Descrever a composicao da fauna de carrapatos e investigar a presenca
de patdégenos associados a esses carrapatos no PNMLC.

4.2. Objetivos especificos
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o Caracterizar os carrapatos coletados de vida livre presentes no PNMLC.

o Avaliar a abundancia e a riqueza de diferentes espécies de carrapatos
presentes no PNMLC.

o Investigar a possivel presenca de DNA dos agentes infecciosos

Rickettsia spp., Borrelia spp., € Babesia spp. em carrapatos de vida livre no PNMLC.

5. METODOLOGIA

5.1. Area de estudo

O municipio de Aquidauana, situado no estado de Mato Grosso do Sul (figura
2), assume uma posigao estratégica como a porta de entrada para o Pantanal, uma
regido de imensa relevancia ecologica (Sontag; Mello, 2013).

O Parque Natural Municipal da Lagoa Comprida (PNMLC) (figura 2) ocupa uma
area dentro da zona urbana de Aquidauana-MS. A localizagc&o urbana coloca o parque
em estreita proximidade com muitas residéncias da comunidade local.

Quando se observa a extensao territorial do PNMLC, que abrange uma area de
aproximadamente 74.000 hectares (Sontag; Mello, 2013), nota-se uma caracteristica
marcante: a presenga limitada de vegetacdo natural, com predominancia de
pastagens, além de pequenos remanescentes de cerrado.

Esse cenario revela um grau marcante de influéncia humana e antropizagéo
sobre a paisagem do local. No ambiente, um espago usado para lazer, também se

verificam atividades como caga de animais de pequeno porte.
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Figura 2. Mapa da localizacédo do Parque Natural Municipal da Lagoa Comprida
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Fonte: Autoria prépria. (Software QGIS)

5.2. Coleta de carrapatos

Foram realizadas coletas bimestrais ao longo do ano de 2023, totalizando seis
coletas, distribuidas em quatro pontos distintos no PNMLC. As coletas foram
realizadas de acordo com autorizacado do Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) N° A23A78E e da

Secretaria de Meio Ambiente (SEMA) do municipio de Aquidauana.

A metodologia empregada para a coleta dos carrapatos incluiu duas técnicas

principais: arraste de flanela e visualizacao.

Na técnica de arraste de flanela, um pano de flanela foi arrastado
cuidadosamente sobre a vegetagdo, em areas previamente determinadas, com o
objetivo de capturar os carrapatos que se encontravam em contato com essas

superficies.

A técnica de visualizagao envolveu a inspegao minuciosa de areas especificas
da vegetacao, examinando folhas, arbustos rasteiros, bosques e matas, nos quais os

espécimes podem ser localizados sob ou no apice das folhas. Com essa metodologia,
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€ possivel capturar principalmente aglomerados de larvas (Andreotti; Koller; Garcia,
2016).

Apos a coleta, os carrapatos foram cuidadosamente armazenados, para
preservar a sua viabilidade, e transportados vivos para o Laboratério de Biologia dos
Carrapatos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Gado de

Corte, localizado em Campo Grande - MS.

No laboratdrio, a identificagcdo dos ectoparasitas foi realizada utilizando chaves
dicotbmicas de identificagcdo para o estagio adulto das espécies do género
Amblyomma koch (1844), que ocorrem no Brasil modificadas (Barros-Battesti; Aruza;
Bechara, 2006 e Dantas-Torres et al., 2019). Também foram usadas chaves

dicotdbmicas de identificacdo para o instar ninfa (Martins et al., 2010).

5.3. Extracao de DNA

O procedimento de extragdo do DNA de carrapatos foi realizado de forma
individual, seguindo protocolo adaptado (Regitano; Coutinho, 2001), (Anexo - A). As
amostras foram quantificadas por espectrofotometria (NanoDrop One-Thermo
Scientific) e diluidas a 100 ng para a realizagao da Polymerase Chain Reaction (PCR).
Inicialmente, a PCR foi realizada com pool de amostras, otimizando o processo de

analise genética.
5.4. Analise PCR

As amostras foram submetidas a analise molecular, visando a identificagdo de
patdgenos especificos, Rickettsia spp., Borrelia spp., € Babesia spp. Para a detec¢ao
do género Rickettsia, empregaram-se os primers CS78F e CS323R (Labruna et al.,

2004), que amplificam uma regiao especifica do gene do citrato sintase (gltA).

Os primers Rr190.70 e Rr190.602 (Regnery; Spruill; Plikaytis, 1991) amplificam
um fragmento de 530 pb do gene ompA e essa regiao é usada para diferenciar e
identificar espécies dentro do grupo da Febre Maculosa. Dessa forma, cada espécie
de Rickettsia pode ter variagdes nessa regidao do gene ompA, propiciando uma analise
mais detalhada (Regnery; Spruill; Plikaytis, 1991; Higa et al., 2020).

No caso da Borrelia spp., foram usados os primers flgE-F e flgE-R, que
amplificam uma regido especifica do gene flgE, que codifica a "flagellar hook" (gancho

flagelar) em Borrelia burgdorferi, resultando em uma identificacdo especifica da
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espécie Borrelia burgdorferi (Sal et al., 2008; Higa et al., 2020). Foram também
utilizados os primers FlaRL e FlaLL, para deteccdo do género Borrelia, para

amplificagao seletiva dos genes flaB, glpQ, hpt (Mccoy; Maiga; Schwan, 2014).

Quanto a Babesia spp., foram usados os primers KB-16 e KB-17, que
amplificam inicialmente um fragmento do gene 18s, comum tanto na Babesia bigemina
como na Babesia bovis, que produzem um produto de PCR de 600 pb (Guerrero et
al., 2007).

Para a realizagao da PCR, foi utilizada a seguinte concentragao dos reagentes:
tampao 1X (10X); 1,5 mM de MgCI2 (50 mM); 0,2 mM de dNTPs (invitrogen by life
technologiesTM); 0,5 uM de primer forward e reverse (10 uM); 1,0 unidades de Taq
DNA Polymerase (Cellco Biotech); 100 ng de DNA e agua ultrapura para completar
um volume final de 25 ul. As reacdes foram realizadas em termociclador T100 thermal
cycler (Bio Rad); apés amplificagao, os produtos foram visualizados em gel de agarose

a 1,5% corado com brometo de etidio (EtBr).

As amostras foram agrupadas em pools durante o processo de PCR.
Posteriormente, os pools que resultaram positivos foram submetidos a uma nova
rodada de PCR. Desta vez, as amostras foram analisadas individualmente. Ou segja,
cada amostra contida nos pools positivos foi submetida a uma PCR independente,

para uma confirmagao mais precisa dos resultados.

As amostras que produziram o tamanho esperado do produto de PCR para
Babesia spp. foram purificadas usando o kit PureLink Quick Gel Extraction (Invitrogen,

Thermo Fisher Scientific), de acordo com o protocolo.

As amostras de DNA foram encaminhadas para serem sequenciadas no centro
de pesquisa René Rachou FIOCRUZ Minas Gerais, em um sequenciador automatico
(ABI 3730 DNA Analyzer, Applied Biosystems), com um sistema de analise de DNA de
48 capilares. As analises moleculares foram conduzidas com o uso do software MEGA
versao 11(Tamura; Stecher; Kumar, 2021).

5.5. Analise Filogenética

As sequéncias utilizadas foram alinhadas utilizando a ferramenta Crutal W, com
o software MEGA X versao 10.2.2. Uma arvore de maxima verossimilhanga inferida
no RAXML (Stamatakis, 2014) foi implementada, por meio do raxmIGUI 2.0 (EDLER

et al., 2021). A analise foi realizada utilizando ML + bootstrap rapido com o modelo de
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substituicdo TrN + G4 e 1000 réplicas de bootstrap. O modelo de substituigcao foi
testado com o Modeltest (Darriba et al., 2020) no raxmIiGUI 2.0.

A sequéncia do gene 18S rRNA (XR 001974445.1) do RNA ribossémico de
Toxoplasma gondii ME49 foi usada como um grupo externo. Outras espécies foram
incluidas para comparagao, como: Babesia goianiaensis clone 51080.5 (GenBank:
OR149999.1), Babesia goianiaensis clone 42680 (GenBank: OR149995.1), Babesia
sp. isolado Capybara (GenBank: OP714347 .1).

6. Resultados

Durante o periodo do estudo, foram coletados 1.216 carrapatos em seis coletas
alternadas durante o ano de 2023. Apoés a identificacdo de cada espécime ao menor
nivel taxonbémico possivel, evidenciou-se a predominancia de duas espécies,
Amblyomma sculptum, e Amblyomma dubitatum (figura 3), embora em menor

quantidade (tabela 2).

Com isso, foram identificadas 143 fémeas, 127 machos e 353 ninfas, todos
pertencentes a espécie A. sculptum. Adicionalmente, registrou-se a presencga de 20
carrapatos da espécie A. dubitatum na area de estudo, contabilizando quatro fémeas,

dois machos e 14 ninfas dessa espécie (tabela 2).

Foram coletadas 541 larvas e 32 ninfas, cuja identificacdo foi possivel
apenas em termos do género, sendo agrupadas como Amblyomma spp. Essa
restricao na identificagcao decorreu da complexidade inerente a distingdo de carrapatos
em suas fases juvenis e das condigbes morfolégicas em que se encontravam o0s
carrapatos. Apesar dessa complexidade na identificagdo, salienta-se que essas

amostras foram igualmente incorporadas ao levantamento (tabela 2).

Durante as coletas, a predominancia de adultos de A. sculptum foi observada
no verdo (figura 5), alcangando um total de 139 exemplares e, no outono, com o total
de 109. Ainda no verao, foram coletados quatro adultos de A. dubitatum, enquanto

que, no outono, encontrou-se um unico espécime de A. dubitatum (tabela 2).

Em contraste, associada a estagao de inverno, nos meses de junho e agosto,
a presenca de adultos foi menos expressiva, com apenas 13 espécimes de A.

sculptum, juntamente com um exemplar de A. dubitatum (figura 4).

Marcando a estagao primavera, nove espécimes adultos de carrapatos foram
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coletados e identificados como A. sculptum; nenhum A. dubitatum adulto foi
encontrado nessa estacao (tabela 2). No verao, apenas duas ninfas foram coletadas
e identificadas como Amblyomma spp; no outono, apenas uma ninfa foi encontrada e

identificada como Amblyomma spp. (tabela 2).

Nos meses de junho e agosto, referentes ao inverno, foi coletado um total de
315 ninfas de A. sculptum, além de 29 ninfas cuja identificacdo nao foi possivel em
termos de espécie, uma vez que a integridade morfologica dos espécimes estava

comprometida. Sendo assim, foram identificadas como Amblyomma spp.

Doze ninfas foram identificadas como A. dubitatum. Na primavera (novembro e
dezembro), foram coletadas 38 ninfas de A. sculptum e duas ninfas de A. dubitatum
(figura 4.). As larvas estiveram presentes somente durante as estagbes de outono
(abril n: 125) e inverno (junho n: 416), somando um total de 541 larvas identificadas
como Amblyomma spp.; nas demais estagdes, ndo foi encontrada nenhuma larva

(figura 4).

Tabela 2. Total de carrapatos coletados por espécie, estagdo e instar, no Parque Natural

Municipal da Lagoa Comprida, Aquidauana-MS

Amblyomma spp. Amblyomma sculptum Amblyomma dubitatum
Estacao Total
Larva Ninfas Ninfas Macho Fémea Ninfas Macho Fémea
Verdo 0 2 0 69 70 0 2 2 145
Outono 125 1 0 42 67 0 0 1 236
Inverno 416 29 315 8 5 12 0 1 786
Primavera o o 38 8 1 2 0 0 49
Total 541 32 353 127 143 14 2 4 1216

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 3. (A) espécime macho de A. sculptum, (B) espécime fémea de A. sculptum, (C) espécime

fémea de A. dubitatum, (D) Ninfas de Amblyomma spp.

Fonte: Autoria propria.

Figura 4. Abundéncia de carrapatos coletados por estagdo no Parque Natural Municipal da Lagoa

Comprida, Aquidauana-MS.
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Figura 5. Numero de carrapatos coletados por espécie e estagdo no Parque Natural Municipal da Lagoa

Comprida, Aquidauana, MS
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Fonte: Autoria propria

Ap0s a realizag&o das analises moleculares em 100% das amostras coletadas,
determinou-se que, para os patdégenos Rickettsia spp. e Borrelia spp., nenhuma
amostra apresentou o DNA dos patdégenos por PCR realizada. Entretanto, 31 (2,55%)
das amostras coletadas apresentaram positividade para o género Babesia spp. Apos
sequenciamento, uma amostra exibiu correspondéncia de 100% com outras
sequéncias da espécie Babesia bigemina ja depositada no GenBank, a saber,
F458197.1 e FJ426361.1.

A sequéncia de consenso das amostras analisadas foi depositada no GenBank,
onde podem ser acessadas sob o numero de acesso OR395408. Das 31 amostras
positivas para o género Babesia, 30 sao provenientes de carrapatos adultos de A.
sculptum. Contudo, ao realizar o sequenciamento, identificou-se que a amostra

contendo o patdégeno B. bigemina é originaria de um exemplar de A. sculptum.

A partir desses resultados, uma arvore filogenética da espécie B. bigemina

encontrada neste estudo foi construida (figura 6).
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Figura 6. Arvore filogenética da espécie B. bigemina (GenBank: OR395408) baseada em um
alinhamento de 600 pares de bases do gene 18S rRNA. A arvore de maxima verossimilhancga foi inferida
usando RAxXML. O suporte do ramo de 100% é exibido (com base em 1000 replicatas de bootstrap). A
sequéncia gerada neste estudo estd intitulada P1-K16. A sequéncia do gene 18S rRNA (XR
001974445.1) do RNA ribossémico de Toxoplasma gondii ME49 foi usada como um grupo externo, e
outras espécies foram incluidas para comparagdo, como: Babesia goianiaensis clone 51080.5
(GenBank: OR149999.1), Babesia goianiaensis clone 42680 (GenBank: OR149995.1), Babesia sp.
isolado Capybara (GenBank: OP714347.1).

X58607_1 B.bigemina gene C

MH194382_1 Babesia bigemina voucher BGQ
MH134386_1 Babesia bigemina isolate 81
MH194289_1 Babesia bigemina isolate 208Y
DQ785311_1 Babesia bigemina isolate C124
EF458206_1 Babesia bigemina isolate B_bi14
MH257718_1 Babesia bigemina isolate 30
0OK314932_1 Babesia bigemina isolate 29

MT898499_1 Babesia bigemina isolate 33

OP604291_1 Bahesia bigemina isolate Spain_1

MH050256_1 Babesia bigemina clone BBIGVici.4
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MH194386_1 Babesia bigemina isolate 150
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100 OR149995.1 Babesia goianiaensis cione 42680

0OP714347.1 Babesia sp. capybara

XR_001974445.1 Toxoplasma gondii ME49

Fonte: Autoria prépria.

7. Discussao

Neste estudo, a espécie A. sculptum destacou-se no tocante a quantidade de
especimes encontrados. Ressalta-se que o carrapato A. sculptum se encontra
extensamente distribuido, na Bolivia, no Paraguai, na Argentina e no Brasil, com
destaque para ocorréncia nos biomas Cerrado e Pantanal, além de areas
consideravelmente degradadas da Mata Atlantica. Assim, a verificagdo desse
carrapato no PNMLC no Municipio de Aquidauana reforga o fato de que tal espécie é
comumente encontrada em ambientes de cerrado (Nava et al., 2014; Paula et al.,
2022).

Devido a sua eminente capacidade de adaptacdo a ambientes influenciados
pela atividade humana, A. sculptum é frequentemente encontrado em areas préximas
as habitagdes humanas (Paula et al.,, 2022). Considerando que o PNMLC esta

localizado dentro da zona urbana do municipio de Aquidauana, onde existem nao s6



33

moradias, mas também escolas e areas de recreagao proximas ao parque, a interagao
humano-animal-vetor-ambiente pode aumentar, proporcionando um maior risco de

exposicao aos patogenos de carater zoonético (Gortazar et al., 2014).

Embora A. sculptum prefira animais como cavalos (Equus ferus caballus), antas
(Tapirus terrestres) e capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), € uma espécie
relativamente generalista quanto aos seus hospedeiros. Esse comportamento € mais
evidenciado nos estagios de larva e ninfa, e essa espécie de carrapato pode ser
significativamente agressiva para os humanos (Aragao, 1936; Labruna et al., 2001;
Guglielmone et al., 2006; Martins et al., 2016; Paula et al., 2022).

No PNMLC, é comum encontrar uma variedade de animais, incluindo
capivaras, marsupiais (Didelphis marsupialis), tatus (Euphractus sexcinctus, Dasypus

novemcinctus) e cutias (Dasyprocta variegata, Dasyprocta leporina).

A presenca desses animais € fundamental na manutencédo da populacéo do
carrapato A. sculptum, uma vez que eles podem atuar como hospedeiros da espécie.
Isso, por sua vez, facilita a propagagdo e a persisténcia desses carrapatos no
ambiente, e por isso os animais hospedeiros desempenham um papel crucial na
dinamica das populacdes de carrapatos dentro do PNMLC (Nava et al., 2010; Matias
etal., 2015).

Em ambito nacional, o carrapato A. sculptum assume um papel de extrema
relevancia em saude publica. Isso se deve ao fato de que é reconhecido como o
principal vetor da bactéria R. rickettsii, o0 agente causador da FMB (Labruna , 2009;
Higa et al., 2022; Lima et al., 2023).

Considerando a alta ocorréncia da espécie no PNMLC durante o ano de 2023,
os picos de carrapatos de A. sculptum foram mais evidentes nas estag¢des de inverno,
para ninfas (n: 315). Com base nisso, esses resultados sdo semelhantes aos
observados em outra pesquisa (Garcia et al., 2022), assim como se registrou em outro
estudo, na regiao de Mato Grosso do Sul, onde os picos mais elevados do estagio de

ninfa também foram verificados durante a estagao inverno (Matias et al., 2018).

Em adicdo, os adultos foram encontrados em maior quantidade na estacao
verao (n: 139) e outono (n: 109). Neste estudo, o pico registrado no verao, difere de
alguns estudos publicados (Garcia et al., 2022; Matias et al., 2018), onde o pico de
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adultos foi registrado na primavera, embora outra investigagao também tenha relatado

alguns picos na estagao outono (Matias et al., 2018).

Foram encontrados espécimes adultos em todas as estagdes, embora em
algumas em menor quantidade, Tal achado também corrobora outros estudos (Matias
et al., 2018; Garcia et al., 2022) e demostra que podem ocorrer variagbes entre os

achados, dependendo de cada regiao.

Apesar dessas diferencas, os picos de adultos de A. sculptum estao dentro do
padrao ja publicado na literatura (Paula et al., 2022). Dessa forma, os resultados deste
estudo reforgcam o fato de que, na regido Centro-Oeste, A. sculptum apresenta um
padrao de sazonalidade similar ao de outras regides brasileiras; sugere-se que A.
sculptum realiza uma geragao por ano (Barbieri et al., 2019; Dantas-Torres et al.,
2021).

A quantidade de larva encontrada foi maior no inverno, quando foi coletado um
total de 416 larvas, seguido de 125 larvas no outono. Ambos os picos corroboram
resultados anteriormente divulgados (Garcia et al., 2022; Paula et al., 2022), em que
os aglomerados de larvas também foram encontrados apenas no outono e no inverno.
Isso esta intimamente ligado ao fato de que esse carrapato completa uma geragao

anual, fazendo com que ocorram padrbes de sazonalidade como este.

A espécie A. dubitatum, embora encontrada em menor quantidade (n: 20),
também é uma espécie de grande interesse. Tal espécie tem nas capivaras seu
hospedeiro preferencial, em todas as fases de vida. Dessa forma, A. dubitatum esta
fortemente associado a presenga desses animais, embora, em estagios mais
imaturos, também se alimente de outros pequenos mamiferos (Coelho et al., 2016;
De Séa et al., 2018; Szabo et al., 2018).

No PNMLC, a presencga de capivaras € notavel, o que corrobora informacdes
ja publicadas a respeito da biologia comportamental dessa espécie e enfatiza o papel
essencial das capivaras na manutencao do ciclo de vida de A. dubitatum.

A. dubitatum ganha relevancia devido a sua proximidade com capivaras, que
sao potenciais amplificadores de R. rickettsii. Embora a capacidade vetorial desse
carrapato ainda seja pouco conhecida, alguns estudos indicam evidéncias
moleculares da presenga de DNA de Rickettsia sp. em A. dubitatum infectado por

espécies de Rickettsia pertencentes ao grupo da FM. Em um cenario experimental,
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essa espécie pode ser demonstrada como vetor de R. rickettsii (Sakai et al., 2014;
Matias et al., 2015).

No entanto, foi demostrado que as fémeas ndo possuem a capacidade de
passar adiante a bactéria de forma transovariana. Sendo assim, ndo sustentam R.

rickettsii por muitas geragdes consecutivas (Sakai et al., 2014; Matias et al., 2015).

Ao contrario de A. sculptum, a presenga de A. dubitatum é frequentemente
observada em ambientes mais umidos, em proximidade a areas alagadas. Isso se
deve ao fato de que essas regides sao locais frequentados por capivaras, o que, por
sua vez, favorece a disseminagao de carrapatos da espécie A. dubitatum (Szabd et
al., 2006; Queirogas et al., 2012).

O PNMLC possui caracteristicas tanto em condi¢des climaticas e ambientais,
como de disponibilidade de hospedeiros, que favorecem a disseminacdo e a

coexisténcia de ambas as espécies de carrapatos.

Durante as estagdes do ano, ndo houve coleta de grandes quantidades de A.
dubitatum. Essa espécie destacou-se discretamente no estagio de ninfa (n: 12),
coletado nos periodos de inverno e primavera (n: 2). Um resultado semelhante foi
encontrado em estudo recente (Garcia et al., 2022), também conduzido em areas do
municipio de Aquidauana- MS, onde o numero de ninfa de A. dubitatum encontrado

foi extremamente baixo durante o inverno, porém sem registro na primavera.

Ja os adultos desta espécie foram encontrados no verao (n: 4), inverno (n: 1) e
outono (n:1). Esses achados corroboram outro estudo (Matias et al., 2018), no qual
também foram detectada baixas quantidades de A. dubitatum nessas estacdes (tabela
2).

A quantidade de A. sculptum sobressai-se em relacdo a A. dubitatum.
Resultados semelhantes sdo vistos em estudos que indicam a prevaléncia de ambas

as espeécies (Luz et al., 2019; Matias et al., 2018).

Embora a razdo exata para essa disparidade ainda seja pouco compreendida,
alguns estudos relatam que tal diferenga na quantidade de A. sculptum em relagéo a
A.dubitatum em uma mesma area se deve a maior facilidade de adaptacado de A.
sculptum a diferentes ambientes, principalmente a locais urbanizados (Paula et al.,
2022), diferentemente de A. dubitatum, que pode ser considerado mais especifista e

se destaca melhor em ambientes mais preservados (Dantas-Torres et al., 2021;
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Labruna, 2017). Esses resultados também sao evidentes em outros estudos da regiao
(Matias et al., 2015, 2018).

As analises moleculares evidenciaram a presenga do DNA do protozoario
Babesia bigemina infectando carrapato adulto da espécie A. sculptum. A partir dessa
evidéncia, uma analise filogenética (figura 6) apresentou similaridade de 100% com

as amostras ja depositadas no Genbank.

A Babesia bigemina, assim como Babesia bovis e Babesia divergens, €&
responsavel por causar uma enfermidade chamada babesiose bovina, que acomete
principalmente o gado, causando perdas econdmicas significativas na industria

pecuaria em todo o mundo (HamsSikova et al., 2016; Gray; Estrada-Pena; Zintl, 2019).

Espécies do género Amblyomma néo estéo relacionadas a disseminagéao de B.
bigemina, nem ha registros na literatura que indiquem a presenca destes protozoarios
infectando espécies como A. sculptum (Antunes et al., 2017). Dessa forma, este
estudo traz o primeiro registro de infeccdo por B. bigemina nessa espécie de

carrapato, embora sua capacidade vetorial ainda seja desconhecida.

Tal fato pode estar ocorrendo no PNMLC devido a interacdo de A. sculptum
com bovinos que causalmente frequentam o ambiente, como foi visto durante a
realizacado das coletas, quando vestigios de fezes de bovinos foram avistados. Dessa
forma, em alguma fase de vida, esses carrapatos podem eventualmente estar
parasitando esses animais, ja que A. sculptum é considerado generalista quanto a sua
lista de hospedeiros, podendo parasitar uma ampla diversidade de animais, como

bovinos, e ter se infectado com o protozoario (Ramos et al., 2016).

Diante do exposto, este estudo engloba novas perspectivas a respeito da
ocorréncia de B. bigemina em diferentes espécies de carrapatos, ja que, até entdo, o
vetor e os principais carrapatos associados a infecgdo por B. bigemina séo
Rhipicephalus microplusalém de R. annulatus e R. geigyi, como assinalado em alguns
estudos. (Martins et al., 2022; Attia; Khalifa, 2023).

Nao obstante, apesar de espécies do género Amblyomma nao estarem
relacionadas a transmissao de B. bigemina, estudos recentes revelam que outras
espécies de Babesia estao circulando entre os carrapatos Amblyomma (Neves et al.,
2023). Nesse estudo, uma espécie de Babesia denominada Babesia sp. cepa

capybara foi encontrada nas espécies A. sculptum e A. dubitatum,
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Em adi¢ao, também foi reportada a presencga de Babesia goianiaensis nov. sp.
em capivaras, em estudo realizado na regido Centro-Oeste (Krawczak et al., 2023).
Isso reforga mais ainda que pouco se sabe a respeito da disseminagao desse agente
infecioso e menos ainda sobre a capacidade vetorial de espécies do género

Amblyomma em relagao a esse protozoario.

Apesar de ser conhecido que a B. bigemina afeta principalmente bovinos, um
estudo recente realizado no México documentou um caso de babesiose em caes, por
esse protozoario (Bravo-Ramos et al., 2022). Esse achado contradiz as expectativas
anteriores e sugere que a B. bigemina pode também representar um risco a saude de

outros animais, além dos bovinos.

Recentemente, tem-se evidenciado a ocorréncia de casos de babesiose por B.
bigemina em seres humanos, com registros especificos na Colémbia. (Espinosa-
Munoz et al., 2022; Gonzalez et al., 2018; Rios; Alvarez; Blair, 2003). No Equador,
pesquisas destacam uma descoberta preocupante em um relato de caso ocorrido na
regido amazoénica daquele pais, quando um paciente imunocomprometido foi
diagnosticado com babesiose, tendo como agente causador o protozoario B. bigemina
(Calvopina et al., 2023).

Em se tratando de uma doenga que € amplamente disseminada em todo o
mundo (Jacob et al., 2020), torna-se crucial a realizacdo de estudos adicionais, com
0 objetivo de aprofundar nossa compreensao nao apenas sobre os mecanismos de
transmissao, mas também sobre o surgimento de novas espécies de carrapatos que

podem estar envolvidos na disseminacéo de B. bigemina.
8. Conclusao

Conclui-se que, durante o periodo de estudo, duas espécies de carrapatos foram
encontradas no PNMLC, A. sculptum e A. dubitatum, com uma maior prevaléncia de
A. sculptum, e que analises moleculares indicam a presenca de Babesia bigemina no
carrapato A. sculptum. Sendo assim, esta pesquisa firmou ainda mais a ocorréncia de
A. sculptum e A. dubitatum no estado do Mato Grosso Sul, trouxe novas informagoes
sobre os agentes infecciosos que estéo circulando entre os espécimes de A. sculptum,
além de oferecer insights que instigam a continuidade de investigagbes para a melhor

compreensao dessa tematica.
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11.ANEXO

11.1. ANEXO A - PROTOCOLO UTILIZADO PARA A EXTRAGAO DE
DNA DE CARRAPATOS

Aquecer a solugdo de SDS 10% em banho maria a 55°C. -

Pulverizar 1 carrapato (100 a 200 mg de tecido muscular) em nitrogénio liquido ou macerar em tampéo de
lise BL.

Adicionar 800 uL de solug#o de lise BL previamente gelada.

Homogenizar a solugdo por inversdo (10 a 15 vezes).

Adicionar 160 uL de SDS 10% pré-aquecido.

Homogenizar a solugdo por inversdo (10 a 15 vezes).

Adicionar 20 ul de Proteinase K (20ug/uL).

Incubaios tubos em baniho maria a 55°C por 2 horas:(pode ser-até:16’horas).
Centrifugar os tubos a 6.000g por 5 minutos par/a sedimentar os “debris” celulares.
Transferir 800 uL do sobrenadante para um novo tubo de 2 mL.

Adicionar 300 uL de NaCl 6M saturado.

Homogenizar bem a solugdo e vortexar por 10 segundos.

Centrifugar a méxima velocidade por 30 minutos a 4° C.

Transferir o sobrenadante (aproximédamente 900 uL) para um novo tubo de 2 mL.
Adicionar o mesmo volume de Isopropanol gelado (aproximadamente 900 uL).,
Incubar a—20°C de 1 a 2 horas.

Centrifugar a 10:000g por 10 minutos.

Descartar o sobrenadante e adicionar 1000 uL de etanol 70% gelado.

Lavar bem o pellet invertendo o tubo 10 vezes (descolar o pellet - NAO VORTEXAR).
Centrifugar a 10.000g por 5 minutos a 4° C.

Descartar o sobrenadante

Secar o pellet na bancada por 1 hbra ou a vacuo por 5 minutos.

Ressuspender o pellet em 60 a 100 ul de NaoH 8 mM ou T.E. ou dgua milli-q estéril.
Incubar em banho maria ou termobloco a 55°'C por 40 minutos a 2 horas.
Quantificar as amostras

Armazenara—20°C.



