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RESUMO

Tolesano-Pascoli, Graziela Virginia; 2014. Carrapatos e riquétsias em parque
urbano de Uberléndia, Minas Gerais: ecologia e biodiversidade associadas. Tese de
Doutorado em Ecologia e Conservacdo de Recursos Naturais. Universidade
Federal de Uberlandia. 145p.

O Parque Municipal do Sabié é o principal parque publico de Uberlandia e um refugio
para a biodiversidade local. Entre margo de 2011 e maio de 2013 foram realizados
levantamentos de carrapatos do ambiente e da ixodofauna em mamiferos e aves. Testes
soroldgicos (RIFI) contra cinco espécies de riquétsias foram realizados nas amostras de
sangue de capivaras e pequenos mamiferos. Os carrapatos encontrados em vida livre
foram Amblyomma sculptum (648 adultos e 747 ninfas) e Amblyomma dubitatum (36
adultos e 85 ninfas), além de 22 bolos de larvas Amblyomma sp. A. sculptum foi a
espécie mais abundante, representando 92% da amostra. Adultos de A. sculptum
predominaram no periodo chuvoso (U=26, p<0,05) e ninfas na estacdo seca (U=4,
p<0,05). Trinta e quatro capivaras foram capturadas e removidas do Parque do Sabia
durante os anos 2010 e 2011. Destas, vinte e cinco (78,1%) estavam infestadas com
1272 carrapatos das espécies A. sculptum e A. dubitatum, sendo a ultima mais
abundante (61,2% do todo). Dezoito capivaras apresentaram sororeatividade anti-
riquétsias com titulos entre 64 e 1024. Seis animais exibiram reacdo homologa contra o
antigeno de R. rickettsii (titulos de 128, 256 e 1024) e um contra R. bellii (titulo de 128).
N&o foram detectadas riquétsias por PCR nos carrapatos em vida livre e de capivaras.
Os pequenos mamiferos capturados foram Oecomys sp. (n=59), Rhipidomys sp. (n=6),
Rattus norvegicus (n=8), Oligoryzomys sp. (n=1), Dasypus novemcinctus (n=1),
Dasyprocta azarae (n=1), Cavia aperea (n=3), Didelphis albiventris (n=30) e
Gracilinanus agilis (n=21). Cinquenta e dois animais (33,8%) albergavam 655
carrapatos (13 adultos, 137 ninfas e 505 larvas). As larvas representaram 76,9% do total
de carrapatos e destas 94,6% pertencem ao género Amblyomma. Entre as ninfas, A.
dubitatum correspondeu a 71,5% da amostra, enquanto A. sculptum representou 17,5% e
I. loricatus a 10,9%. A infestacdo de carrapatos nos pequenos mamiferos foi mais alta
na estacdo seca do que na estacdo chuvosa (U=2256, p<0,05). A prevaléncia de
carrapatos em D. albiventris foi de 83,3%, albergando 89,7% de todos os carrapatos
coletados. A soroprevaléncia total para Rickettsia spp. nos pequenos mamiferos do

Parque do Sabia foi de 45,6% (52 positivos em 114 amostras testadas). No geral, as
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titulacBes foram baixas (64 a 2048) e R. bellii foi a espécie com maior nimero de
reacbes homologas (10). Rattus norvegicus apresentou sorologia discrepante, com
titulos altos para todas as riquétsias testadas. Foram capturadas 320 aves, abrangendo
52 especies (22 Familias, 14 da Ordem Passeriforme e oito ndo-Passeriformes). A
Familia com maior namero de individuos foi a Paruliidae (n=51). A guilda alimentar
com maior numero de espécies foi onivora (n=21), compreendendo 158 individuos,
seguida pelos insetivoros (16 espécies, 97 individuos). Foram coletados 57 carrapatos
(39 larvas de Amblyomma sp e 18 ninfas de Amblyomma longirostre, Amblyomma
nodosum e Amblyomma sculptum). A prevaléncia geral de infestacdo por carrapatos foi
de 9,4 % (30 individuos em 320 aves examinadas). As aves que forrageiam no sub-
bosque e sub-bosque inferior foram mais prevalentes do que as aves que forrageiam em
dossel. A prevaléncia de carrapatos nas aves foi maior na estacdo seca em relacdo a
estacdo chuvosa. O conjunto dos resultados indica a circulacdo de riquétsias do Grupo

da Febre Maculosa e de R. bellii no Parque do Sabié.
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ABSTRACT

Tolesano-Pascoli, Graziela Virginia; 2014. Ticks and Rickettsiae in an urban park
in Uberlandia, Minas Gerais: associations with ecology and biodiversity. PhD
Thesis. Ecologia e Conservacdo de Recursos Naturais. Universidade Federal de
Uberlandia. 145p.

The Parque Municipal do Sabi4 is the main public park in Uberlandia and an urban
refuge of local biodiversity. Surveys of ticks in mammals and birds and questing ticks
were accomplished between March 2011 and May 2013. Free-living ticks were
Amblyomma sculptum (648 adults and 747 nymphs) and Amblyomma dubitatum (36
adults and 85 nymphs), and 22 Amblyomma sp larvae clusters. A. sculptum was the most
abundant species with 92% of the sample. A. sculptum adults predominated in the rainy
season (U = 26, p <0.05) and nymphs in the dry season (U = 4, p <0.05). Thirty-four
capybaras were captured and removed from the park during the years 2010 and 2011.
Twenty-five (78.1%) capybaras were infested with 1272 ticks of the species A.
dubitatum and A. sculptum, being the former the most abundant species (61.2%).
Eighteen capybaras were anti-Rickettsia seroreactivity with titles from 64 to 1024. Five
animals exhibited homologous reaction against the antigens of R. rickettsii and R. bellii.
No Rickettsia was detected by PCR in free living ticks and capybaras. Small mammals
were Oecomys sp (n = 59), Rhipidomys sp (h = 6), Rattus norvegicus (n = 8),
Oligoryzomys sp. (n = 1), Dasypus novemcinctus (n = 1), Dasyprocta azarae (n = 1),
Cavia aperea (n = 3), Didelphis albiventris (n = 30) and Gracilinanus agilis (n = 21).
Of these, 33.8% harbored 655 ticks (13 adults, 137 nymphs and 505 larvae). The larvae
accounted for 76.9% of ticks and 94.6% of these belong to the genus Amblyomma.
Among the nymphs, A. dubitatum corresponded to 71.5% of the sample, while A.
sculptum represented 17.5% and I. loricatus 10.9%. The infestation of ticks in small
mammals was higher in the dry season than in the rainy season (U = 2256, p <0.05). D.
albiventris prevalence was 83.3% and this species harbored 89.7% of all ticks collected.
The overall seroprevalence of Rickettsia spp. in small mammals was 45.6% (52 positive
in 114 samples tested). Overall, the titers were low (64-2048) and R. bellii was the
species with the largest number of homologous reactions (10). Rattus norvegicus
presented discrepant serology with high titers for all tested rickettsiae. 320 birds were
captured, from 52 species, 22 families (14 of passerine Order and eight non-passerines).

The family with the largest number of individuals was Paruliidae. Foraging guild with
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the highest number of species was omnivorous (n = 21), comprising 158 individuals,
followed by insectivores (16 species, 97 individuals) and 57 ticks (39 Amblyomma sp
larvae and 18 nymphs Amblyomma longirostre, Amblyomma nodosum and A. sculptum
were collected. The overall prevalence of tick infestation was 9.4% (30 individuals in
320 birds examined). Birds foraging in the understory and lower understory were more
prevalent than birds foraging at other height. The prevalence of ticks on birds was
higher in the dry season compared to the rainy season. The whole results indicate the
circulation of Spotted Fever Group Rickettiae and R. bellii in Parque Municipal do
Sabia.



INTRODUCAO GERAL

1. MEDICINA DA CONSERVAGCAO E ECOLOGIA DAS ZOONOSES

A Medicina da Conservacdo € uma abordagem cientifica que conecta salde
humana e animal com a saude do ecossistema (Lafferty e Gerber 2002). A emergéncia
de doencas esté associada com fatores socioecondmicos, ambientais e ecoldgicos (Jones
et al. 2008). A medida que a resiliéncia natural dos ecossistemas é reduzida e as
barreiras ecoldgicas de transmissdo de doencgas diminuem ou sdo eliminadas, ocorre a

emergéncia e redistribuicdo de doencas infecciosas (Aguirre e Gomez 2009).

Quase dois tercos das doengas infecciosas humanas sdo causados por patégenos
procedentes de hospedeiros animais (Morse et al. 2012). Tais zoonoses como
leptospirose, toxoplasmose, febre maculosa, leishmaniose, doenca de Lyme, febre
amarela, Influenza tipo A, Ebola, HIV, Q Fever e Nypah Virus dividem uma
caracteristica em comum, pois sdo doencas que reemergiram, ampliaram sua area de

distribuicdo ou foram descobertas nas ultimas trés décadas (Fisman et al. 2010).

As doencas infecciosas sdo um intrinseco fenémeno ecoldgico, profundamente
inserido na ecologia e biologia evolutiva de seus hospedeiros, uma vez que sua
dindmica de transmissao envolve a interacdo de pelo menos trés espécies: um patdgeno,

um hospedeiro animal e o ser humano (Karesh et al. 2012).

Esta complexidade fica mais evidente nas zoonoses transmitidas por vetores,
uma vez que diversas espécies de artropodes vetores e de hospedeiros intermediarios

desempenham diferentes papéis na sua dindmica de transmissao (Kilpatrick 2012).

Para se compreender o surgimento de uma zoonose S&0 necessarios
conhecimentos do patdgeno, dos hospedeiros animais que estdo naturalmente infectados
pelo agente patogénico e das interacBes ecoldgicas que permitem a perpetuacdo do

agente infeccioso na natureza (Childs et al. 2007).

A medicina da conservacdo busca compreender a saude em um contexto

ecoldgico, identificar determinantes ambientais das doencas e utilizar esse



conhecimento para desenvolver acGes preventivas ou corretivas, visando o bem estar

das comunidades envolvidas.

2. AREAS VERDES URBANAS E SAUDE AMBIENTAL

A urbanizacgéo tem profunda relacdo com redistribuicéo e intensidade de doencas
infecciosas (Bradley e Altizer 2007). Dentre as alteracdes ambientais promovidas pelo
ser humano, a urbanizacdo é uma das mais determinantes, pois na substituicdo da
vegetacdo nativa por construcbes e pavimentacdo pode-se eliminar rapida e
completamente diversas espécies da fauna nativa, principalmente aquelas que tém uma

relacéo estreita com a vegetacao original (McKinney 2002).

Sdo consideradas areas verdes urbanas espacos livres de construcfes, onde o
principal elemento de composicdo é a vegetacdo, e mergulhados na matriz urbana. As
cidades necessitam das areas verdes como parte de sua infraestrutura por inumeros
motivos, seja paisagismo, para melhorar a infiltracdo de 4gua ou possibilitar a recreacdo
em espaco aberto (Chiesua 2004, Flores et al. 1998, Pina e Santos 2012).

O ambiente urbano possui caracteristicas ecologicas muito diferentes do
ambiente rural ou natural (McDonnel et al. 1997). Temperaturas mais altas, luz intensa,
poluicdo quimica e pouca cobertura vegetal sdo caracteristicas similares em todos 0s
ambientes urbanos (Slabbekoorn e Ripmeester 2008). Deste modo, animais silvestres
que se fixam em areas urbanas enfrentam condicdes diferentes daqueles que habitam

areas naturais (Partecke et al. 2004).

Segundo Blair (2001), as espécies animais podem ser divididas em trés
categorias de acordo com sua relacdo com a urbanizacdo: urban avoiders, urban
adapters e urban exploiters. A distincdo mais importante entre estas categorias é a

dependéncia de recursos humanos, como alimentos e abrigos.

Urban avoiders sdo animais que necessariamente utilizam recursos naturais.
Assim, ao longo de um gradiente de urbanizacao (area rural, area periurbana e centro
urbano), sdo as primeiras espécies a desaparecer (como o0s grandes predadores). As aves
dependentes de mata fechada ou aquelas que nidificam no solo também desaparecem.



Urban adapters sdo aquelas espécies capazes de utilizar subsidios humanos,
porém também utilizam &reas naturais para manter sua populagdo. Sdo animais que
naturalmente utilizam bordas de matas e areas abertas. Esses animais exploram uma
grande variedade de recursos e podem atingir uma enorme biomassa em areas
antropizadas, principalmente pela auséncia de predadores. Encaixam-se nessa categoria
0s gambas (Didelphis sp.) e capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris). Entre as aves, as
onivoras e as que forrageiam no chdo como sabiés (Turdus sp.), bem-te-vi (Pitangus

sp.) e pombas.

Urban exploiters, também chamados de sinantropicos (Sukopp and Werner
1982, Johnston 2001), sdo muito dependentes de recursos humanos. Geralmente sdo
animais onivoros como pombo comum (Columba livia), pardal (Passer domesticus),
rato marrom e ratazanas (Rattus sp), baratas (Periplaneta americana) e outros

artropodes.

Atualmente, os planejadores urbanos se encontram frente a um novo desafio: a
manutencdo da funcdo ecoldgica das areas verdes urbanas, de forma a auxiliar na
conservacdo da biodiversidade das cidades, tornando-se um reflgio para espécies de
plantas e animais (Bowman & Marzluff 2001, Pirnat 2000).

Porém as particularidades das areas verdes urbanas demandam medidas
especiais de manejo e conservagdo, sendo responsabilidade das diferentes escalas
governamentais a continuidade de suas fungbes ambientais e sociais (Fernandez-Juricic
e Jokiméaki 2001).

3. RIQUETSIAS, RIQUETSIOSES E CARRAPATOS VETORES NO BRASIL

Riquétsias sdo bacilos Gram-negativos intracelulares obrigatérios que evoluiram
em estreita associagdo com hospedeiros artropodes como carrapatos, piolhos, pulgas e
acaros. Eles representam um conjunto bastante diversificado de bactérias que inclui os

géneros Rickettsia, Ehrlichia, Orientia e Coxiella (Walker 1996).

As espécies do género Rickettsia (Familia Rickettsiaceae, Ordem Rickettsiales)
sdo divididas em Grupo da Febre Maculosa, Grupo do Tifo, Grupo da R. bellii e Grupo
da R. canadensis (Parola et al. 2013). O Grupo do Tifo inclui os agentes do tifo



exantematico epidémico (R. prowazekii), transmitido por piolhos e do tifo murino (R.

typhi), cujo vetor sdo pulgas (Labruna 2009).

Atualmente todas as riquétsias associadas a carrapatos pertencem ao Grupo da
Febre Maculosa (com exce¢do de R.bellii e R. canadensis). Dentre as que ocorrem no
Brasil estdo R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommii, R. rhipicephali, R. monteiroi, além
de vérios sorotipos cuja espécie ainda ndo foi definida, como a Rickettsia sp. cepa Mata
Atlantica e Rickettsia sp. cepa Pampulha (Parola et al. 2013, Szabd et al. 20133,
Almeida et al. 2011, Pacheco et al. 2011, Labruna 2009).

Riquetsioses sdo zoonoses transmitidas principalmente por carrapatos e estdo
listadas entre as principais doencas emergentes ou re-emergentes do mundo. Esta
zoonose € uma das mais antigas doencas transmitidas por vetores ja conhecidas. Em
1899, Edward E. Maxey relatou a primeira descricdo clinica da febre maculosa nos
Estados Unidos (Rock Mountain Spotted Fever). Em 1906, Howard T. Ricketts relatou
0 papel do carrapato na transmissdo do agente causador, posteriormente chamado
Rickettsia rickettsii (Parola et al. 2005).

No Brasil foi descrita pela primeira vez em Sdo Paulo no ano de 1929 e logo
depois foi registrada nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro (Dias e Martins,
1939). A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é a Unica doenca transmitida por carrapatos
aos seres humanos que é regularmente diagnosticada e de notificacdo obrigatoria (Pinter
et al. 2011). Casos confirmados de FMB tém sido relatados na regido Sudeste, na regido
Sul e recentemente na Bahia (Moraes-Filho et al. 2009). E uma doenca grave, com
letalidade de 30 a 40% (Angerami et al. 2006).

No periodo de 2001 a 2012, foram notificados e confirmados pelo SINAN
(Sistema de Informacdo de Agravo de Notificagdo), 127 casos em 38 municipios de
Minas Gerais, com a regido Metropolitana de Belo Horizonte concentrando o maior
numero de casos, seguida pela regido do Vale do Rio Doce e a Zona da Mata. N&o ha
casos notificados no Triangulo Mineiro. De acordo com a frequéncia acumulada entre
2001-2010, os casos se concentraram entre os meses de maio e novembro, com a maior

prevaléncia ocorrendo no més de agosto (Castro 2012).

Até 0 ano 2000 apenas trés espécies de riquétsias eram conhecidas na América

do Sul (Labruna 2009). Atualmente cinco espécies adicionais foram identificadas e



isoladas a partir de carrapatos (Parola et al. 2013), e diversas amostras ja foram descritas
mas ainda ndo cultivadas ou com descricdo incompleta, incluindo a cepa Mata
Atlantica, sabidamente patogénica para humanos (Szabd et al. 2013a). Um aspecto
fundamental destas infeccdes € sua associacdo com um intrincado complexo biotico que
envolve ambiente, diversos hospedeiros selvagens e domésticos, carrapatos e a bactéria
(McCoy et al. 2013).

Os carrapatos possuem habito hematofagico obrigatorio e transmitem uma
variedade maior de microorganismos patogénicos do que qualquer outro grupo de
vetores (Jongejan e Uilenberg 2004). Considerando sua longevidade excepcional, eles
se tornam ndo apenas vetores, mas também reservatorios de agentes infecciosos
(Labuda e Nuttall 2004).

A fauna brasileira de carrapatos conta 66 espécies descritas (Martins et al. 2014,
Nava et al. 2014). Todos 0s grupos vertebrados terrestres sdo hospedeiros de carrapatos.
O ciclo de vida deste ectoparasito abrange, em geral, trés fases — larva, ninfa e adulto —
sendo cada muda precedida por um repasto sanguineo, durante o qual podem transmitir
0s agentes patogénicos (Boyd 1951, Krantz 1970, Flechtmann 1975; 1990).

Muitas destas espécies sdo agressivas aos seres humanos e os picam de forma
ocasional ou até rotineiramente (Guglielmone et al. 2006), situacdo relacionada ao
acesso dos seres humanos a ambientes especificos e que mantem populagdes de

carrapatos (Spolidorio et al. 2010, Ramos et al. 2014).

Apesar da FMB ainda ter muitos aspectos de sua epidemiologia desconhecidos,
na maioria das areas endémicas da regido sudeste existe uma associa¢ao da doenga com
picada de carrapatos e presenca de capivaras, que albergam grandes populacbes de
carrapatos (Queirogas et al. 2012, Debarbora et al. 2014) e sdo um hospedeiro
amplificador de R. rickettsii (Souza et al. 2009). Isso significa que um animal infectado
com esta bactéria passa por uma fase de riquetsemia de cerca de 10 dias, suficiente para

infectar carrapatos fixados nele, porém sem apresentar sintomas graves da doenca.

O carrapato Amblyomma cajennense lato sensu é o vetor mais comum de R.
rickettsii no Brasil. Equinos, capivaras e antas sao 0s principais hospedeiros para todos
0s estagios parasitarios do A. cajennense l.s. no Brasil (Labruna et al. 2001). Em

condicgdes naturais, esta € uma especie relacionada com o Cerrado/Pantanal (Veronez et



al. 2010) e esta ausente na Mata Atlantica exceto em areas desmatadas (Szabo et al.
2009).

Na Grande S&o Paulo o cenério epidemioldgico da Febre Maculosa Brasileira é
diferente. A doenca é transmitida por Amblyomma aureolatum, que utiliza carnivoros
selvagens como hospedeiros da forma adulta e aves e roedores silvestres alimentam os
estagios imaturos (Pinter et al. 2008). Esta espécie necessita de um ambiente florestal de
alta umidade e com temperatura amena, portanto é um carrapato tipico de Mata
Atlantica de altitude (Pinter et al. 2004). Casos de FMB humana ocorrem quando caes
domeésticos vao para as matas e sdo parasitados pelo carrapato. Quando estes cées
retornam a casa propiciam o contato acidental com os humanos e ocorre a transmisséo

do patégeno (Ogrzewalska et al. 2012).

Uma segunda rigquetsiose humana, mais branda e ndo letal, foi descoberta
recentemente (Spolidorio et al. 2010). O carrapato envolvido na transmissdo € a espécie
Amblyomma ovale (Szabé et al. 2013a) e seu agente etiologico tem relagdo filogenética
préxima as riquétsias patogénicas do Grupo da Febre Maculosa R. parkeri, R. africae e
R. sibirica. Porém este patdgeno ainda permanece sem identificacdo especifica, sendo
nomeado Rickettsia cepa Mata Atlantica (Sabatini et al. 2010). Atualmente acredita-se
que o contato entre Rickettsia e ser humano, igualmente a FMB, ocorra com caes
transportando carrapatos infectados da Mata Atlantica para domicilios (Szabo et al.
2013b).

Além das riquétsias sabidamente patogénicas no Brasil, outras de patogenicidade
desconhecida foram isoladas de diversas espécies de carrapatos. Rickettsia amblyommii
e Rickettsia rhipicephali sdo do Grupo da Febre Maculosa e ja foram isoladas em
carrapatos A. cajennense |.s. e Haemaphysalis juxtakochi, respectivamente (Labruna et
al. 2004a; Labruna 2009).

Rickettsia bellii € uma das riquétsias de maior prevaléncia no Brasil, mas de
patogenicidade desconhecida (Labruna 2009). Foi detectada em diversas espécies de
carrapatos notadamente em A. dubitatum (Pacheco et al. 2009, Brites-Neto et al. 2013),
Ixodes loricatus (Ogrzewalska et al. 2012) e também em Amblyomma longirostre, um
carrapato tipico de aves (hospedeiras das formas imaturas) e que tem o Ouri¢o-Caixeiro



(Coendou sp) como hospedeiro da fase adulta (Labruna et al. 2004b, Tolesano-Pascoli
et al. 2010, Ogrzewalska et al. 2008).

Em 2011, uma nova cepa de riquétsia, filogeneticamente proxima a R. tamurae e
R. monacensis (Rickettsia sp. cepa Pampulha) foi isolada de A. dubitatum em Belo
Horizonte/MG (Almeida et al. 2011). As capivaras sdo os hospedeiros preferenciais
deste carrapato, mas as fases imaturas também podem utilizar outros mamiferos para se
alimentar (Barros-Battesti et al. 2006). Sabe-se que A. dubitatum eventualmente pica o
ser humano (Labruna et al. 2007), porém seu papel com vetor de doencas é ainda
desconhecido (Szabo et al. 2013b).

Uma das dificuldades na pesquisa de riquetsioses € a possibilidade de circulacdo
de varias espécies de riquétsias em um mesmo local (patogénicas e ndo patogénicas) e
também pelo fato de que algumas espécies patogénicas causam uma baixa taxa de
infeccdo na populacdo de carrapatos. Assim a presenca de R. rickettsii em A.
cajennense |.s. € um evento raro, mesmo em areas endémicas (Brites-Neto et al. 2013,
Pacheco et al. 2009, Guedes et al. 2005, Sangioni et al. 2005). Isto se deve ao fato de
que A. cajennense I.s. € um hospedeiro inadequado para esta espécie de riquétsia, sendo
incapaz de manter a infeccdo através das geracGes (Soares et al. 2012). Por isso o papel
de um hospedeiro amplificador (uma espécie susceptivel a Rickettsia e que pode infectar
carrapatos durante o repasto sanguineo) € necessario para a manutencdo desta bactéria

em determinado local.

No Brasil, além das capivaras, marsupiais sdo considerados provaveis
hospedeiros amplificadores de Rickettsia spp para carrapatos Amblyomma cajennense
I.s. (Labruna 2009). Horta et al. (2009) demonstraram experimentalmente a capacidade
de Didelphis aurita - o gamba de orelha preta - em infectar carrapatos A.cajennense 1.s.

por R. rickettsii.

Pequenos mamiferos estdo envolvidos no ciclo de transmissdo de varios
patogenos transmitidos por carrapatos (Magnarelli et al. 2011). Por outro lado, a
participacdo de pequenos mamiferos na epidemiologia das riquetsioses e infeccdo de
carrapatos de forma geral é sugerida (Szabd et al. 2013a) mas ndo comprovada. Como

aves e pequenos mamiferos alimentam as formas imaturas de muitas das espécies de



carrapatos neotropicais, o papel destes hospedeiros na infeccdo de vetores merece ser

investigada.

Parques verdes em areas urbanas albergam vérias espécies animais e artropodes
vetores (Rodrigues et al. 2011). A proliferacdo de alguns animais hospedeiros nestas
areas verdes pode favorecer a expansdo da populacdo de vetores e aumentar o contato
acidental destes com seres humanos. De fato, FBM parece estar associada a0 aumento
da populacéo de capivaras em areas urbanas e periurbanas e com infestagdes ambientais

pelo carrapato A. cajennense |.s. (Szabo et al. 2013b).

Observou-se no Parque do Sabia de Uberlandia, Minas Gerais, uma grande
populagdo de capivaras e carrapatos (Queirogas et al. 2012). Informagfes nao
confirmadas de médico epidemiologista da Universidade Federal de Uberlandia indicam
a presenca de “Doenca de Lyme” em usudrios do Parque. Como este agente nunca foi
isolado no Brasil, a possibilidade de outro patdégeno transmitido por carrapatos no

parque pode ser suposta.

A regido do Tridngulo Mineiro ainda néo teve nenhum caso de Febre Maculosa
Brasileira oficialmente notificado, porém €é importante notar que em regides nao
endémicas nem sempre a FMB é a primeira suspeita dos meédicos e o0s laboratérios

clinicos brasileiros ndo estdo preparados para detectar outras riquetsioses.

Neste trabalho investigou-se a infestagcdo por carrapatos em capivaras, pequenos
mamiferos e aves no Parque do Sabia para determinar possiveis inter-relacdes.
Pesquisou-se ainda riquétsias em carrapatos e possivel contato de hospedeiros com estas

bactérias.

4. OBJETIVOS

1. Caracterizar a fauna de carrapatos associada as capivaras, pequenos mamiferos e

aves no Parque do Sabia em Uberlandia/MG.

2. Caracterizar a fauna de carrapatos em vida livre do Parque do Sabia;



3. Auvaliar a similaridade entre a ixodofauna em vida livre e a dos hospedeiros

animais;

4. Pesquisar sororeatividade contra riquétsias nas capivaras e pequenos mamiferos

de vida livre do Parque do Sabig;

5. ldentificar as espécies de riquétsias encontradas em carrapatos de aves e

mamiferos, assim como nos carrapatos do ambiente;
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CAPITULO 1: CARRAPATOS EM VIDA LIVRE DO PARQUE DO SABIA,
UBERLANDIA/MG

1. INTRODUCAO

Carrapatos sdo parasitos hematdfagos obrigatorios pertencentes a classe
Arachnida, subclasse Acari, ordem Parasitiformes, subordem Ixodida. Alguns autores
sugerem gue 0s carrapatos se originaram a partir de um ramo da ordem Parasitiformes
como parasitos de Reptilia no final do Paleozbico superior ou Mesozdico inferior, ha

225 milhdes de anos (Guimaraes et al. 2001).

Atualmente sdo mundialmente reconhecidas cerca de 896 espécies de carrapatos,
divididas em trés familias: Ixodidae, Argasidae e Nuttaliellidae (Nava et al. 2009). No

Brasil estdo descritas 66 espécies de carrapatos (Martins et al. 2014, Nava et al. 2014).

Os Argasidae ou carrapatos moles ndo possuem escudo dorsal. A fauna mundial
de argasideos compreende 193 espécies reconhecidas, porém o nimero de géneros ainda
gera discussdo (Nava et al. 2009, Sonenshine 2002). Ja a familia Nuttaliellidae possui
caracteristicas intermediarias entre as duas primeiras e é representada por apenas uma

espécie, Nuttalliella namaqua (Guimarées et al. 2001).

A familia Ixodidae abrange os carrapatos duros que possuem um escudo dorsal
queratinizado em todos os estagios biolégicos. Esta familia contém aproximadamente
702 espécies divididas em 14 géneros, cinco dos quais ocorrem no Brasil e com
especies de importancia médico-veterinaria — Amblyomma, Ixodes, Haemaphysalis,

Dermacentor e Rhipicephalus (Nava et al. 2009, Barros-Battesti et al. 2006).

O corpo dos carrapatos é composto por dois segmentos corporais, o capitulo que
abrange aparelho bucal e palpos sensoriais e o ldiossoma que contém a maior parte dos
Orgdos, o0 anus e (em adultos) a abertura genital. O primeiro par de pernas possui 0
orgao de Haller que contém estruturas sensoriais associadas a procura por hospedeiros
(Sonenshine 2002).
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O ciclo bioldgico dos Ixodidae envolve quatro estagios: ovo, larva, ninfa e
adulto. A maioria utiliza trés hospedeiros, onde se alimentam por diversos dias. Assim,
apos a eclosdo, as larvas se fixam em um hospedeiro, se alimentam e voltam ao
ambiente para fazer a muda para o estagio ninfal — a ecdise geralmente ocorre em um
microhabitat protegido como serapilheira ou ninho/toca. As ninfas procuram por outro
hospedeiro adequado, permanecem fixadas se alimentando e fazem a ecdise no
ambiente. Os adultos também procuram hospedeiros para alimentacdo e acasalamento.
A fémea se alimenta apenas uma vez, oportunidade que usa para aumentar volume
corporal enormemente e produzir ovos. Apos o0 acasalamento, deposita centenas de ovos
em um microambiente apropriado e morre. J4& 0os machos podem permanecer no
hospedeiro se alimentando repetidamente e acasalando com diversas fémeas
(Sonenshine 2002).

A especificidade por hospedeiros é variavel, com uma tendéncia dos estagios
imaturos serem menos seletivos do que os adultos (Sonenshine 2002), entretanto
algumas espécies sdo muito especificas por determinados grupos, como por exemplo,
Amblyomma rotundatum por répteis (Viana et at. 2012) e Ixodes auritulus por aves
(Gonzales-Acunia et al. 2005).

Contudo, evidéncias indicam que a evolucdo do carrapato pode ter sido mais
fortemente determinada por um tipo particular de habitat e ndo pela adaptacdo a um
hospedeiro especifico (Komplen et al.1996). Uma pista disso é a observacdo de que
muitas espécies de carrapatos parasitam hospedeiros filogeneticamente distantes, mas de
habitats similares, como é o caso de Ornithodoros concanensis, um argasideo que
parasita diferentes espécies de aves e morcegos que utilizam cavernas como reflgio
(Webb et al. 1977).

Na regido Neotropical o género Amblyomma tem grande importancia em saude
publica, ja que muitas espécies sdo agressivas aos seres humanos (Guglielmone et al.
2010) e séo conhecidos vetores de agentes patogénicos (Parola et al. 2013). Além disso,
no Brasil este género compreende a maioria das espécies de carrapatos (Martins et al.
2014). Duas especies se destacam por sua associagdo com capivaras em areas
endémicas de febre maculosa no Cerrado: Amblyomma cajennense |.s. e Amblyomma

dubitatum.
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Dentre as duas espécies acima, a de maior relevancia para a sadde publica no
Brasil, Amblyomma cajennense I. s., devera ser denominado Amblyomma sculptum. Até
recentemente se considerava que a espécie Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787),
era unica e se distribuia pela regido Neotropical, do sul do Texas ao norte da Argentina
(Estrada-Pefa et al. 2004). Contudo, estudos recentes confirmaram que este tdxon é um
complexo de seis espécies morfologicamente similares, associadas a ambientes e
distribuicdo geogréfica distintos (Nava et al. 2014, Beati et al. 2013, Labruna et al.
2011, Mastropaolo et al. 2011).

Deste modo, conforme achados moleculares, caracteres morfoldgicos e
distribuicdo geografica, a espécie A. cajennense stricto sensu é encontrada na regido
Amazonica (Venezuela, Guianas, estados do Para, Rond6nia, Roraima e Tocantins), A.
interadinum esta limitada a regido Andina no Peru, A. mixtum se distribui do Texas
(EUA) ao oeste do Equador, A. patinoi estd presente na cordilheira leste da Coldmbia,
A. tonelliae ocupa &reas secas de Chaco no centro-norte da Argentina, além de Bolivia e
Paraguai e A. sculptum é encontrado nas areas Umidas do norte da Argentina, Bolivia e
Paraguai, no Cerrado e na regido periamazonica do Brasil (estados da regido sudeste,
Parana, Pernambuco, Piaui, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias) (Nava et al.
2014).

Considerando esta nova classificagcdo, o carrapato mais abundante em vida livre
na regido sudeste e central do Brasil e tipico do Bioma Cerrado (Veronez et al. 2010,
Szabo et al. 2007) é agora designado como Amblyomma scuptum, Berlese 1888. De
fato, esta espécie representa a maioria dos relatos do complexo A. cajennense do Brasil,
em especial aqueles relacionados a transmissdo da febre maculosa por Rickettsia

rickettsii.

A. sculptum, chamado popularmente de carrapato-estrela, tem ciclo trioxeno e
seus hospedeiros primarios séo cavalo, anta, capivara e suideos (Labruna et al. 2001;
Ramos 2013). As fases imaturas sdo pouco especificas e parasitam diversas outras
espécies de hospedeiros como cervideos, bovinos, canideos silvestres, marsupiais,
roedores e aves (Estrada-Pefia et al. 2004, Perez et al. 2008, Santolin et al. 2012), além

de serem agressivos aos humanos (Ramos et al. 2014).



19

Estudos realizados na regido Sudeste do Brasil demonstraram que esta espécie
tem um ciclo anual com picos populacionais bem definidos ao longo do ano para cada
estadio de desenvolvimento. Deste modo, adultos sdo mais abundantes na primavera e
verdo, larvas sdo mais frequentes no outono e inverno e as ninfas séo mais encontradas
no inverno e primavera (Oliveira et al. 2003, Serra Freire et al. 1982). Como 0s 0vos
eclodem ao longo do verdo, as larvas ficam em diapausa até o comeco do outono
(Labruna et al. 2003).

A. sculptum é considerado o principal vetor de Febre Maculosa Brasileira. Surtos
da doenca ocorrem principalmente em cenarios envolvendo capivaras em areas
antropizadas e alta infestacdo ambiental de carrapatos (revisto por Szabé et al. 2013),
com aumento de casos acontecendo na estacdo seca, época com grande numero de

ninfas no ambiente (Pinter et al. 2011).

Apesar disso, a taxa de infeccdo de A.sculptum é muito baixa (cerca de 1%),
mesmo em areas endémicas (Guedes et al. 2011). Krawczac et al. (2014) conseguiram
recentemente, apos 60 anos, o primeiro isolado viavel de R. rickettsii a partir carrapatos
A. sculptum retirados de uma area endémica do interior de Sdo Paulo. Achados por PCR

sd0 mais comuns, como é o caso de Guedes et al. (2005) em areas endémicas de MG.

Amblyomma dubitatum Neuman 1899 é uma espécie de carrapato cujos trés
estagios estdo relacionados as capivaras (Nava et al. 2010). Este carrapato esta presente
nas regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Brasil. E interessante notar que a area de
distribuicdo de seu hospedeiro principal € muito maior, sugerindo que variaveis
ambientais sdo mais determinantes para o estabelecimento de populagdes de A.
dubitatum do que a simples presenca de capivaras no local (Nava et al. 2010).
Diferentemente de A. sculptum, este carrapato é mais encontrado em areas inundaveis

como margens de rios e banhados (Szabo et al. 2007, Queirogas et al. 2012).

O papel de A. dubitatum na epidemiologia de Febre Maculosa segue
indeterminado. Apesar de eventualmente parasitar humanos (Labruna et al. 2007), este
carrapato esta frequentemente infectado por Rickettsia bellii, de patogenicidade
desconhecida e que ndo faz parte do Grupo da Febre Maculosa (Brites-Neto et al. 2013,
Pacheco et al. 2009, Labruna et al. 2004a). Seu ciclo de vida é semelhante ao de A.
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sculptum, com larvas em maior nimero no periodo de maio a junho e pico de ninfas de
julho a outubro (Debérbora et al. 2014; Brites-Neto et al. 2013).

2. OBJETIVOS

1. Caracterizar a ixodofauna em vida livre do Parque do Sabid quanto a sua

riqueza, composicdo e abundancia.

2. Verificar aspectos sazonais do ciclo de vida das espécies de carrapatos

encontradas.

3. ldentificar associagcdes vetor-patdgeno entre carrapatos e espécie(s) de

riquétsia(s).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Area de Estudo

O estudo foi realizado no Parque Municipal do Sabia, um dos mais importantes
pontos de lazer do municipio, localizado a aproximadamente seis quilébmetros do centro
do municipio de Uberlandia (FIGURA 1).
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A Lei n°1925, de 28 de junho de 1971, autorizou a realizagdo de concorréncia publica
para as obras de construcdo do parque no terreno que pertencia a Fazenda Campo

Alegre. Esta lei também caracteriza o parque:

“Denomina-se PARQUE DO SABIA o conjunto de obras a ser
implantado naquele préprio municipal e que se destinara exclusivamente
para fins turisticos e bem estar social constando, entre outras, das seguintes
obras e atragdes: piscinas, duchas, campos de esportes, camping, represa
para fins aquaticos, jardim zooldgico, bosque de esséncias nativas, campo
para aeromodelismo, autdédromo, criacdo ou viveiro de peixes, aves e

animais de fauna nacional” (Colesanti, 1994).

O Parque foi inaugurado em 1982 e atualmente é administrado pela Fundacgéo
Uberlandense de Turismo, Esporte e Lazer (FUTEL), sendo que o Zooldgico é

responsabilidade da Secretaria Municipal de Meio Ambiente.

Possui area total de 185 ha dos quais cerca de 40 ha sdo de remanescentes de
vegetacdo nativa (Floresta Mesofila semidecidua, Cerraddo, Mata de Galeria e uma
pequena vereda) que abrigam uma rica fauna de animais silvestres com 149 espécies de
aves registradas (Franchin e Marcal 2003), e esta totalmente inserido na area urbana
(FIGURA 2).

No local ha uma &area de mananciais que recebem a agua da chuva e que
abastecem o Corrego Jatai, atualmente canalizado. Seu conjunto hidrografico é
composto por trés nascentes, as quais abastecem sete represas e originam um grande
lago, todos utilizados por uma grande populacdo de capivaras. Pelo isolamento da area
acredita-se que esta populacdo seja antiga, descendentes da época da construcdo do

Parque.
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A regido pertence ao bioma Cerrado, com clima caracterizado por dois periodos
bem definidos, controlados pelas massas de ar continental (equatorial e tropical) e
atlantica (polar e tropical). A concentracdo das chuvas se da no verdo e a estacdo seca
no inverno. A distribuicdo da média pluviométrica anual no municipio de Uberlandia
ocorre entre os meses de outubro a marco (verdo), com 86% de toda a precipitacdo

anual (Araujo et al. 1997, Carrijo e Baccaro 2000).

3.1.1 Pontos de coleta

Devido a restricdes de circulacdo de automoveis dentro do parque, as coletas de
dados foram feitas no fragmento de mata de aproximadamente 20 ha dentro da area do
Zoologico Municipal de Uberlandia.

As coletas de dados das aves, mamiferos, carrapatos e variaveis ambientais
foram realizadas inicialmente em trés pontos fixos, nomeados pela equipe de Mata do
Zoo, Mata da Guarita e Mata da Lagoa (FIGURA 3), posteriormente mais dois pontos

fixos de coleta de animais e carrapatos foram incluidos (Mata do Riacho e Brejinho).

Pontos adicionais de coleta de carrapatos foram estabelecidos em locais mais
frequentados por visitantes, a saber, Pista dos Quiosques, Corrego e Recintos do
Zooldgico (TABELA 1). O ponto Vereda foi escolhido por ser um ambiente utilizado
rotineiramente por capivaras. A caracterizacdo da vegetacdo foi realizada de acordo com
Rosa (2002).
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TABELA 1. Caracterizacdo dos pontos de coleta de dados no Parque Municipal do
Sabia, Uberlandia/MG.

Locais de coleta Descricdo (segundo Rosa, 2002) Material

Mata do Zoo Mata estacional semidecidua carrapatos, mamiferos, aves
Mata da Guarita Cerraddo carrapatos, mamiferos, aves
Mata da Lagoa Mata estacional semidecidua com érea alagada carrapatos, mamiferos, aves
Brejinho Borda da Mata do Z6o com gramineas alagadas carrapatos, mamiferos, aves
Mata do Riacho Mata estacional semidecidua, margeia um canal de drenagem (corrego") carrapatos e mamiferos
Pista dos Quiosques Borda da represa com gramado e quiosques carrapatos

Corrego e Recintos do Zooldgico gramado que circunda o crrego e area de recintos do Zoolégico carrapatos

Vereda/Ceva das capivaras margem da represa principal, solo muito encharcado carrapatos

Autorizacdo para pesquisa no Parque Municipal do Sabié foi concedida pela
FUTEL (Prefeitura de Uberlandia). A licenca para captura, manuseio e transporte de
material biologico foi liberada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBio), com numero 26445-2 / 2011-2013. Licenga do Comité de
Etica de Utilizacdo Animal foi concedida sob protocolo CEUA/UFU 065/12.

3.2 Coleta de carrapatos de vida livre

Carrapatos foram coletados ao longo de dois anos em campanhas bimestrais
iniciadas em margo de 2011. As coletas de carrapatos do ambiente foram realizadas com
armadilhas de CO; (de acordo com Oliveira et al. 2000), arraste de flanela ( modificado
a partir de Rechav 1982) e visualizacdo sobre a vegetacdo (de acordo com Terrasini et
al. 2010). Também foram coletadas trés amostras de serapilheira para cada area de
estudo para procura de carrapatos no substrato. O mesmo namero de armadilhas de CO,
e/ou tempo/extensdo de arraste de flanela e/ou extenséo de inspecdo visual nas trilhas

foi utilizado nos locais de coletas nas campanhas seguintes.

Na busca visual procuram-se carrapatos em posicdo de espera por hospedeiros
sobre folhas voltadas para a trilha e a uma altura de 20 a 90 cm do solo, de acordo com
Szabo et al. 2009 (FIGURA 4).
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FIGURA 4. Amblyomma sculptum fémea em posicdo de espera por hospedeiro em vegetacdo nas trilhas do Parque do Sabia.
Uberlandia/MG, 2012. Foto: G. Pascoli.
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A armadilha de CO, consiste de um tecido branco de aproximadamente 40x40
centrimetros com uma fita dupla face aderida em todo seu perimetro, distando
aproximadamente um centimetro das bordas. No centro deste tecido foram colocados
cerca de 250 gramas de gelo seco. O gelo seco emite gas carbdnico de forma constante e
atrai carrapatos ao redor. Cinco armadilhas foram colocadas em cada ponto principal
(40 no total), em locais com evidéncia de passagem (trilhas) ou permanéncia de animais
selvagens (tocas, ninhos). Os carrapatos atraidos ficam entdo presos a fita adesiva. As
armadilhas com os carrapatos foram recolhidas entre uma a duas horas ap0s sua
montagem (FIGURA 5).

O arraste de flanela consiste em arrastar uma flanela de cor clara com 1 m de
largura por 2 m de comprimento sobre a vegetacdo. Os carrapatos da vegetacdo se
aderem ao tecido felpudo e sdo recolhidos com auxilio de uma pinca. Dentro das matas
o arraste foi realizado nas trilhas por cerca de 50 metros e a visualizagcdo ocorreu no
mesmo momento, com outra pessoa percorrendo o lado oposto da trilha. Nos pontos
extras o arraste foi realizado de forma aleatdria por cerca de 30 minutos ou até se

percorrer toda a extensdo da area (FIGURA 6).

FIGURA 5. Carrapatos atraidos pela emanacdo de CO, durante sublimacdo do gelo
seco. Parque do Sabia, Uberlandia/MG, 2012. Foto: G.Pascoli
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3.3 Dados metereoldgicos

Dados climéaticos mensais (temperatura média, umidade relativa do ar e
precipitacdo) para o municipio de Uberlandia nos anos de 2011, 2012 e 2013 foram
consultados no portal do INMET - Instituto Nacional de Meterologia do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (www.inmet.gov.br/portal/), disponiveis no
Anexo D. A Estacdo meteoroldgica local (Estacdo A507 lat: -18.92, lon: -48.250)
localiza-se no Campus Santa Monica da Universidade Federal de Uberlandia, distante
cerca de cinco quildmetros do Parque Municipal do Sabia. Considerou-se a
pluviosidade média na época da coleta de dados (TABELA 2), para a classificacdo dos

meses entre as estacdes seca e chuvosa.

TABELA 2. Dados de Precipitagdo (mm) durante as campanhas de coleta de dados no
Parque do Sabia/MG, 2011-2013.

Precipita¢do (mm)

Data da Coleta Dia Acumulada 15 dias
5 maio, 2011 0 56
2 julho, 2011 0 0
6 setembro, 2011 0 0
21 dezembro, 2011 2 116
5 marco, 2012 0 72
3 maio, 2012 0 43
28 junho, 2012 0 17
30 agosto, 2012 0 0
1 novembro, 2012 3 74
14 dezembro, 2012 19 117
25 abril, 2013 0 0

3.5 Identificacédo dos carrapatos coletados

Os carrapatos adultos foram identificados de acordo com a chave dicotdmica de
Onofrio et al. (2006). As ninfas do género Amblyomma foram identificadas de acordo
com chave dicotdnima de Martins et al. (2010). Larvas foram armazenadas em &lcool

isopropilico para posterior identificacdo molecular. Amostras desses carrapatos serao
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depositadas nas colecdes cientificas de Ixodideos da Universidade Federal de

Uberlandia e Universidade de Sdo Paulo.

3.6 Pesquisa e identificacdo de Rickettsia spp.

A pesquisa de riquétsias em carrapatos de vida livre ocorreu essencialmente
como descrito anteriormente em Labruna et al. (2004a). Inicialmente procedeu-se com
a localizacdo visual de formas caracteristicas de riquétsias na hemolinfa de carrapatos e
posteriormente através da localizacdo e amplificacédo de genes especificos da bactéria no
carrapato atraves da extracdo e amplificacdo do DNA pela técnica da reacdo em cadeia

pela polimerase (PCR).
3.6.1 Teste de hemolinfa

O teste de hemolinfa é um método de triagem que permite identificar, sob
microscopia de luz, os carrapatos adultos que estejam infectados por organismos

morfologicamente compativeis com riquétsias (Burgdorfer 1970).

Os carrapatos de vida livre ficaram em B.O.D. de 33°C e umidade 80% por 48h

para estimular a multiplicacdo de riquétsias (Labruna et al. 2004b).

Apés este periodo, cada carrapato adulto vivo teve a por¢do distal de uma das
patas cortada e uma gota de sua hemolinfa foi instilada sobre lamina de vidro limpa e
desengordurada. As laminas assim obtidas foram fixadas ao ar livre e coradas pelo
método de Gimenez (1964). As laminas foram deixadas na solucdo de trabalho de
fucsina béasica fenolada por dois minutos e posteriormente lavadas em &gua corrente.
Depois foram imersas por duas vezes na solucédo de oxalato de verde de malaquita por 8

segundos. A seguir, foram lavadas novamente e deixadas ao ar livre para secar.

Apbs a secagem todas as laminas foram examinadas ao microscépio Gptico sob
imersdo com objetiva 100x. Os carrapatos que apresentaram estruturas bacilares ou

cocobacilares no citoplasma dos hemacitos foram considerados positivos/suspeitos.
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Os carrapatos que passaram por este procedimento e ainda estavam vivos foram
congelados individualmente a -80°C para posterior isolamento e caracterizacdo

molecular de riquétsias; o restante foi armazenado em &lcool isopropilico.

3.6.2 Extracdo de DNA e andlise pela Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR)

Carrapatos foram submetidos a extracdo de DNA através método Trizol
(protocolos nos Anexo A e B) e pelo método Tiocianato de Guanidina de acordo com
Sangioni et al. (2005) (protocolo no Anexo C). Apds o processo de extracdo, a
quantidade de DNA e proteina livre de cada amostra foi mensurada com o uso do
aparelho Nanodrop Spectrophotometer e foram congeladas a -20°C até a realizacdo do
PCR.

A procura por riquétsias foi realizada em trés etapas, como preconizado por
Labruna et al. (2004b). Primeiro a amostra foi submetida ao PCR com o primer 16S
para amplificar uma porcdo de cerca de 460 pares de base do gene mitocondrial 16S
rDNA (Mangold et al, 1998) e assim confirmar o sucesso da extracdo (TABELA 3).

Um segundo PCR foi feito utilizando-se os primers CS-78 e CS-323 que
amplificam um fragmento de 401(pb) do gene da proteina Citrato Sintase (gltA),
presente em todas as espécies de riquétsias (TABELA 4). Como em nenhuma amostra
houve amplificacdo deste gene ndo se procedeu com o terceiro PCR para o fragmento de
532(pb) do gene 190-kDa da proteina externa de membrana (ompA), presente somente

nas riquétsias do Grupo da Febre Maculosa.

TABELA 3. Primers designados para pesquisa de Rickettsia em carrapatos do Parque do
Sabia/MG.

NOME PRIMER GENE AMPLIFICADO TAMANHO DO AMPLICON
16S (F) CCGGTCTGA ACTCAGATCAAGT 165 rDNA 460 pb

16S (R) GCTCAATGATITTITAAATIGCTGT

CS-78 (F) GCA AGT ATC GGT GAG GAT GTA AT gltA 401 pb

CS-323(R)  GCTTCCTTA AAATTCAATAAATCAGGAT

Rr190.70p ATG GCG AAT ATT TCT CCA AAA

190-kDa antigen 532 pb
Rr190.602n AGT GCA GCA TTC GCT CCC CCT '€ P




33

3.7 Analise dos resultados

Os resultados foram expressos em nimero de espécies de carrapatos e estagios
obtidos por técnica de captura e de acordo com a época do ano para determinacdo da

sazonalidade.

Os testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados
para verificar sazonalidade e diferenca estacional na quantidade de adultos e ninfas de
cada espécie de carrapato encontrada (Zar 2010). Foram considerados significativos o0s

testes para os quais o valor de p foi menor que 0,05.

4. RESULTADOS
4.1 NUumero e espécies de carrapatos capturados em vida livre

Durante dois anos, em onze campanhas ocorridas entre marco de 2011 e maio de
2013, foram coletados, através dos métodos de arraste, gelo seco, visualizacdo e procura
em serapilheira, um total de 1516 carrapatos (adultos e ninfas) das espécies Amblyomma
sculptum e Amblyomma dubitatum, além de 22 bolos de larvas (TABELA 4).

Amblyomma sculptum foi a espécie mais abundante, com 1395 (92%) carrapatos
coletados (648 adultos e 747 ninfas), enquanto A. dubitatum representou cerca de 8% da

amostragem total, com 121 espécimes coletados, 36 adultos e 85 ninfas (TABELA 4).

Larvas foram encontradas em aglomeragcbes com dezenas a centenas de
individuos. Cada aglomeracdo foi considerada uma unidade. A identificacdo foi
realizada até o género, pois ndo ha uma chave de identificacdo para este estagio. Todas

as larvas coletadas pertencem ao género Amblyomma.

O método de coleta mais eficiente foi o gelo seco, responsavel pela captura de
74,1% dos adultos, seguido pelo arraste de flanela (21% do total), busca visual (4,1%) e
pesquisa na serapilheira (0,7%). O mesmo ocorreu com as ninfas, com 76,2%
capturados com as armadilhas de gelo seco. Larvas, entretanto, foram capturadas em

numero maior com a técnica do arraste (72,7%).
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TABELA 4. Total de adultos, ninfas e larvas em vida livre coletados por diferentes técnicas no Parque Municipal do Sabié, Uberlandia/MG, no

periodo de 2011 a 2013.

Estagios Espécies Gelo Seco Arraste  Visual Serapilheira  Total
A. sculptum 474 142 27 5 648
Adult ,
WO A dubitatum 33 2 1 0 36
: A. sculptum 566 179 0 2 747
Ninfa :
A. dubitatum 60 25 0 0 85
Larva (bolo) Amblyomma 6 16 0 0 22
TOTAL 1133 348 28 7 1516 *

* somas totais ndo incluem os aglomerados de larva
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4.3 Distribuicdo sazonal das populacGes de carrapatos A. sculptum

Adultos de A. sculptum foram encontrados durante todo o ano, com pico de
abundancia nos meses de dezembro/2011 e outubro/2012 (TABELA 5, FIGURA 7).

TABELA 5. Numero de adultos e ninfas de Amblyomma sculptum em vida livre

coletados no Parque do Sabia, Uberlandia, Minas Gerais de 2011 a 2013.

Data Adultos Ninfas
mai/11 98 18
jul1l 83 103
set/11 30 176
dez/11 161 33
mar/12 37 0
mai/12 41 52
jun/12 18 16
ago/12 45 273
out/12 91 70
dez/12 27 2
abr/13 17 4
Total 648 747
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FIGURA 7. NUumero de adultos e ninfas de Amblyomma sculptum em vida livre

coletados em onze campanhas no Parque do Sabia, Uberlandia, MG. 2011-2013.
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N&o houve diferenca para 0 nimero de carrapatos adultos encontrados em cada
estacdo (seca H=2,0; p=0,37 e chuvosa U=4,0; p=1,0) dos anos 2011, 2012 e 2013,
evidenciando um padrdo sazonal anual. Houve uma diferenca na proporgédo
adulto/ninfas entre as estacdes seca e chuvosa, com adultos predominando no periodo
chuvoso (U=26; p<0,05).

Assim como para adultos, observou-se ampla prevaléncia de ninfas da espécie A.
sculptum (88,9% do total). Observaram-se dois picos numéricos de ninfas deste
carrapato em vida livre; em setembro de 2011 e agosto de 2012 (TABELA 7 e FIGURA
10). Ninfas A. sculptum mostraram uma sazonalidade anual para as estagOes seca
(H=2,0, p=0,37) e chuvosa (U=4, p=1,0) e também uma predominancia na proporcao de

ninfas de vida livre na estacdo seca (U=4, p<0,05).

4.4 Distribuicdo sazonal das populagées de carrapatos A. dubitatum

Os carrapatos adultos da espécie A. dubitatum foram coletados em ndmero
menor durante todo o periodo, com maior abundancia nos meses de dezembro/2011 e
agosto/2012 (TABELA 6 e FIGURA 8).

Um padréo sazonal anual foi verificado para adultos de A. dubitatum, ja que ndo
houve diferenca entre 0s anos para 0 nimero de carrapatos adultos encontrados em cada
estacdo (seca H=3,6; p=0,165 e chuvosa U=3; p=0,643) dos anos 2011, 2012 e 2013.
Para esta espécie ndo houve diferenca na proporcéo adulto/ninfas entre as estacfes seca
e chuvosa (U=10; p=0,44).

Ninfas de A. dubitatum foram encontradas em quase todos os meses de coleta,
com aumento nos meses de julho/2011, agosto/2012 e outubro/2012 (TABELA 6 e
FIGURA 8).

Ninfas de A. dubitatum também mostraram um padrdo sazonal anual para as
estacOes seca (H=3,6; p=0,165) e chuvosa (U=5; p=0,643), no entanto, ndo houve
diferenga na propor¢do ninfas/adultos entre os periodos seco e chuvoso (U=11,5,
p=0,522).
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TABELA 6. Nimero de adultos e ninfas de Amblyomma dubitatum em vida livre

coletados no Parque do Sabia, Uberlandia, Minas Gerais de 2011 a 2013.

Data Adultos  Ninfas
mai/11 0 7
jul/i1l 2 40
set/11 3 2
dez/11 8 2
mar/12 1 1
mai/12 3 1
jun/12 6 4
ago/12 7 17
out/12 5 11
dez/12 1 0
abr/13 0 0
Total 36 85
15
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FIGURA 8. Numero de adultos e ninfas de Amblyomma dubitatum em vida livre

coletados em onze campanhas no Parque do Sabia, Uberlandia, Minas Gerais. 2011 a

2013.
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As aglomeracdes de larvas apresentaram a distribuicdo sazonal mais marcante,
com os maiores numeros em julho de 2011 e junho de 2012 (TABELA 7 e FIGURA 9).

TABELA 7. Numero de aglomeracdes de larvas Amblyomma sp. em vida livre coletado

em campanhas no Parque do Sabia, Uberlandia/MG entre 2011 e 2013.

Larvas
Data
Amblyomma sp
mai/11l 1
jul/1l 9
set/11 0
dez/11 0
mar/12 0
mai/12 2
jun/12 6
ago/12 1
out/12 0
dez/12 1
abr/13 2
Total 22
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FIGURA 9. Numero de aglomerac6es de larvas Amblyomma sp. em vida livre coletados

em campanhas no Parque do Sabia, Uberlandia, Minas Gerais de 2011 a 2013.
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4.6 Distribuicdo dos carrapatos em vida livre por pontos de coleta

Os pontos de coleta que tiveram maior numero de A. sculptum foram Vereda
(n=364), Mata da Lagoa (n=335), Mata do Zoo (n=283) e Mata da Guarita (n=145)
(TABELA 8).

Nos pontos de visitagdo (Pista dos Quiosques e recintos do Zoologico)
carrapatos estiveram presentes o ano todo, com um maior nimero de ninfas (n=84) do

que de adultos (n=20).

TABELA 8. Distribuicdo de A. sculptum de acordo com os pontos de coleta. Parque do
Sabia,Uberlandia/MG.

Mata Lagoa Mata Guarita Mata Zoo Riacho Vereda** Brejinho** Quiosques* Recintos*

Data A N A N A NANAN AN A N A N T
mai/il 6 1 13 0 3 0 - - & 17 - - 3 0 0 o0 16
juli 59 33 9 33 11 3 - - 4 1 0 19 0 14 18
set/11 2 2% 2 17 4 11 - 0 9% 0O 5 0 23 206
dez/11 21 13 8 6 73 6 - - 5 7 2 1 0 o0 19
mar/12 1 0 5 0 17 0 1 0 2 0 o 0o 1 o0 37
mai/12 6 1 0 0 19 1 3 5 0 0 o 0 3 0 9%
jun/12 0 3 5 4 3 9 0 0 0 0 - - 0 0 o0 0 34
ago/12 9 28 6 24 13 54 0 5 1 5 3 8 0 9 3 10 318
out/12 606 0 11 0 6 10 1 4 12 5 0 0 o0 o0 1 3 16l
dez/12 5 0 1 o 6 1 1 0 13 1 0 0 o0 o0 1 0 29
abr/13 o o0 1 o 1 1 6 2 3 1 0 0 0 0 6 0 2

231 104 61 84 187 96 12 61 134 230 3 8 5 34 15 50 1395

A=Adulto, N=Ninfa, ** Apenas Gelo Seco, * Apenas Arraste

A variacdo no nimero de A. dubitatum entre as areas sdo apresentadas na
TABELA 9. Essa espécie foi mais encontrada na Mata da Lagoa (n=39), Vereda (n=25),
Pista dos Quiosques (n=21), Mata da Guarita (n=13), Brejinho (n=9), Mata do
Zooldgico (n=9), Recintos do Zoologico (n=1).
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TABELA 9. Distribuicdo de A. dubitatum de acordo com os pontos de coleta. Parque do
Sabia,Uberlandia/MG.

Mata da Lagoa Mata da Guarita Mata do Zoo Vereda ** Brejinho ** Quiosques * Recintos *
Ad Ni Ad Ni Ad Ni Ad Ni Ad Ni Ni Ni
- - 0

Data TOTAL

mai/ll 0
julia 2
set/11 1
dez/11 3
mar/12 0
mai/12 2
3
2
3
0
0

o
o
~

7
42
4
10
2
4
10
24
16
1
0
121

N
[Ay

mai/12
ago/12
nov/12
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Total por local 16
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4.7 Hemolinfa e PCR

O teste da hemolinfa foi realizado em 24 A. dubitatum e 256 A. sculptum e foram
encontrados bacilos sugestivos de Rickettsia sp. em quatro A. sculptum. Até o momento,
o teste de PCR para deteccdo de DNA de Rickettsia spp. foi realizado com sucesso em
27 A. sculptum e 1 A.dubitatum, incluindo aqueles positivos para o teste de hemolinfa.
Todas as amostras foram negativas para CS2, que indica auséncia de Rickettsia sp nos

carrapatos analisados.

5. DISCUSSAO

Todas as técnicas de coleta empregadas funcionam de forma complementar. A
armadilha de gelo seco e o arraste seguem o principio de simular um potencial
hospedeiro do carrapato e sdo eficientes para as espécies que tem como estratégia
comportamental a procura ativa por hospedeiros, como é o caso de A. sculptum e
A.dubitatum.

Assim, a armadilha de gelo seco libera gas carbdnico e atrai carrapatos que estdo
se deslocando pela terra a procura de hospedeiros (comportamento Hunter) (Sonenshine
2002). As tecnicas do arraste e visualiza¢do capturam carrapatos que estdo utilizando o

comportamento de emboscada (Ambush). Estes ficam esperando na ponta das folhas na
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borda de trilhas e quando estimulados pela presenca de um possivel hospedeiro,
estendem suas patas dianteiras e se agarram ao pelo, roupa ou a flanela (Sonenshine
2002).

O viés destas metodologias é que espécies nidicolas ficam subamostradas. Quase
todos os argasideos e espécies do género Ixodes sdo nidicolas e vivem em ninhos, tocas
ou outros abrigos utilizados por seus hospedeiros (Sonenshine 2002). Deste modo, a
procura em hospedeiros animais (aves e mamiferos) é importante para um melhor

levantamento da ixodofauna local.

As duas espécies de carrapatos em vida livre encontradas no Parque do Sabia -
A. sculptum e A. dubitatum - sdo parasitos comuns de capivaras (Szabd et al. 20009,
Debarbora et al. 2014). Essas mesmas espécies de carrapatos foram encontradas em
outras pesquisas em locais urbanos e periurbanos habitados por capivaras (Estrada et al.
2006, Toledo et al. 2008, Guedes et al. 2008, Queirogas et al. 2012, Brites-Neto et al.
2013).

Queirogas et al. (2012) investigaram a abundéncia de capivaras e carrapatos em
quatro areas no perimetro urbano de Uberlandia/MG e encontraram uma correlacédo
positiva entre a abundancia de capivaras e infestacdo ambiental por carrapatos A.
sculptum. Portanto, as espécies de carrapato em vida livre encontradas no Parque do
Sabia devem estar vinculadas a populacéo de capivaras residente no local.

Toledo et al. (2008) em parque urbano de Londrina/PR, Souza et al. (2006) em
areas de mata ciliar na regido de Campinas e Brites-Neto et al. (2013) em areas naturais
no municipio Americana/SP, encontraram um padrdo populacional com picos de adultos
de A. sculptum e A. dubitatum nos meses chuvosos (outubro a margo) e ninfas e larvas
presentes durante todos 0s meses do ano e mais abundantes no periodo seco (junho a

setembro).

No presente estudo, adultos de A. sculptum foram mais abundantes na estacéo
chuvosa (dezembro/2011 e novembro/2012) e ninfas na estagdo seca (junho e
setembro/11 e agosto/12). Esses dados estdo de acordo com o padré@o sazonal conhecido
para esta espécie na regido Sudeste, que realiza uma geracdo por ano e cujas larvas
recém-eclodidas se adaptam ao fotoperiodo e entram em diapausa (Labruna et al. 2003,
Cabrera e Labruna 2009).
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A presenca de larvas de Amblyomma durante todo o ano, com maior abundancia
de nos meses de junho 2011 e julho 2012 corroboram dados da literatura que mostram
picos deste estagio periodo de outono/inverno (Labruna et al. 2002, Szabd et al. 2007,
Guedes et al. 2008, Brites-Neto et al. 2013).

N&o houve diferenca entre as estacdes para adultos e ninfas de A. dubitatum, mas
houve uma tendéncia dessa espécie ser coletada em maior nimero nas areas que ficam
perto de corpos d’agua (Mata da Lagoa, Vereda, Pista dos Quiosques), ambiente
preferencial das capivaras e que é mais propicio ao estabelecimento de A. dubitatum
(Queirogas et al. 2012). Ja A. sculptum esteve presente em todos os pontos de coleta e
em todas as estagdes, inclusive nos locais mais frequentados pelo publico do parque
(pista dos Quiosques e recinto do Zooldgico), que aumenta o risco de picadas acidentais

em humanos.

Em meados do ano de 2008, a populacdo de capivaras do Parque do Sabia
atingia mais de 150 individuos (Elisete Araujo e Fernando de Souza, obs. pessoal). Um
levantamento populacional realizado por Queirogas (2010) no Parque do Sabia
registrou, em marco de 2008, trés bandos independentes e uma contagem maxima de 94

animais.

As reclamacOes de visitantes por causa das frequentes picadas de carrapatos
levaram a tentativa de remanejamento das capivaras residentes. Em 13 de agosto de
2008 realizou-se a translocacdo de 27 capivaras para uma reserva particular na regiao
(RPPN Galheiros no municipio de PerdizessMG). Apos esta intervencdo, houve uma
mudanca na estrutura dos bandos, e um aumento na intensidade de interagGes
agonisticas com lutas frequentes e fuga de individuos satélites para dentro da represa
(Queirogas 2010). No ano seguinte mais 18 animais foram retirados do Parque. O
manejo continuou ao longo dos anos de 2010 e 2011, com a remogdo gradual de 34
individuos, incluindo trés machos adultos que apareceram mortos com ferimentos de

briga em fevereiro e margo de 2011 (capivaras C16, C17, C18).

Ao fim de 2011, funcionérios locais acreditavam que a populagdo remanescente
ficou reduzida a cerca de sete individuos, porém esse nimero pode ser maior, pois a
interferéncia humana induz mudanga de comportamento em capivaras, que passam a

realizar o deslocamento, marcacdo de territorio e pastagem no periodo noturno
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(Rodrigues 2008). Foram encontrados vestigios da presenca destes animais (fezes,
pegadas) em todas as campanhas de coleta de dados, mas houve poucas visualizagdes,

indicando um comportamento mais cauteloso dos animais.

A retirada de hospedeiros causa uma mudanca lenta e gradual no nimero de
carrapatos em vida livre, ja que estes podem sobreviver por varios meses sem se
alimentar (Balashov 1972). Portanto os carrapatos do ambiente encontrados neste
estudo estdo associados a populagdo de capivaras de cerca de seis meses atras.

Deste modo, os carrapatos adultos coletados em 2011 se alimentaram como
ninfas na populacdo de capivaras em 2010; os carrapatos de 2012 se alimentaram nas
capivaras de 2011, e assim sucessivamente. E provavel que a tendéncia de reducio no
namero de carrapatos adultos em vida livre ao longo de 2011, 2012 e 2013 (FIGURA
11) seja uma consequéncia dessa diminui¢do da populacdo de capivaras do Parque do
Sabia.

Porém, como a retirada da populacdo de capivaras do parque ocorreu de forma
parcial, o controle da infestac&o por carrapatos foi comprometido e se tornou ineficaz. A
capivara € um roedor prolifico que, em condicdes ambientais favoraveis, pode se
reproduzir durante todo o ano (Alho et al. 1987). Assim, a tendéncia é que a populacao
de hospedeiros volte ao tamanho original dentro de poucos anos. Este processo nao esta
sendo avaliado, e o numero real de capivaras, bem como o efeito deste nimero sobre a

populacdo de carrapatos € desconhecida.

Apesar dos testes de hemolinfa terem acusado a presenca de riquétsia, nenhum
carrapato submetido ao PCR do gene gltA foi positivo. O teste de hemolinfa € uma
técnica de triagem inespecifica e pode levar a resultados inconclusivos (Pacheco 2007) e
mesmo em areas endémicas para FMB apenas 1% dos carrapatos sdo infectados por
Rickettsia rickettsii (Guedes et al. 2011).

7. CONCLUSOES

1. As espécies de carrapato em vida livre do Parque do Sabia sdo Amblyomma
sculptum e Amblyomma dubitatum, espécies intimamente relacionadas com

capivaras.
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2. Os estagios adultos de A. sculptum foram mais abundantes na estacdo chuvosa e

0s estagios imaturos na estacéo seca.

3. Ndo foi detectada infecgdo por Rickettsia spp nos carrapatos em vida livre do

Parque do Sabia.
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CAPITULO 2: INFESTACAO POR CARRAPATOS E INFECCAO POR
RIQUETSIAS NAS CAPIVARAS DO PARQUE DO SABIA

1. INTRODUCAO

Capivaras sdo roedores de grande porte, a maior espécie da subordem
Caviomorfa, da qual fazem parte também os preds (Cavia spp.), cotias (Dazyprocta
spp.) e pacas (Cuniculus spp.) (Honeycutt 2013). A capivara (Hydrochoerus
hydrochaeris) esta distribuida por toda a regido Neotropical, € um herbivoro generalista,
de habito semiaquéatico e gregario. Adaptacdes morfologicas e fisioldgicas em seu
sistema digestivo permitem a obtencdo de necessidades energéticas a partir de uma dieta
com alto teor de fibras e baixo teor nutricional (Herrera 2012).

Esta espécie utiliza a &gua para regular a temperatura corporal, copular, fugir de
predadores e forragear plantas aquaticas. Um bando necessita de uma area de vida com
cerca de 16 hectares que inclua grande area de pastagem para alimentar-se, um corpo
d’agua permanente e uma area de terra seca para descansar (Ferraz et al. 2012).

O grupo familiar € liderado por um macho alfa responsavel pela manutencao de
um harém de fémeas adultas e facilmente reconhecido por possuir uma glandula nasal
muito desenvolvida. Alguns machos beta e filhotes compdem o resto do bando, que
pode ser muito grande em &reas antropizadas (Verdade 2006). Os machos dominantes
sd0 muito agressivos e expulsam outros machos apds a puberdade, que formam grupos
satélites celibatarios (Alho et al. 1987).

Machos ficam sexualmente maduros aos 18 meses de idade e as fémeas aos 24
meses. O periodo de gestacdo dura cerca de 150 dias e as ninhadas possuem de um a
oito filhotes, que nascem de olhos abertos e ativos (Ferraz et al. 2012). Geralmente ha
um pico reprodutivo anual, mas como as fémeas possuem ciclo poliéstrico ndo
estacional, um bando pode conter filhotes de varias idades ao longo do ano (Alho et al.
1987).

Em é&reas naturais seus predadores sdo ongas, pumas, jacarés, sucuris e jiboias.
Cachorros-do-mato, jaguatirica e carcaras ja foram relatados predando filhotes. Porém,

com a auséncia destes predadores em areas antropizadas, o controle populacional é
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minimo, restrito a caca ilegal, ataque de cachorros ferais e atropelamentos (Moreira et
al. 2012).

As populagbes de capivaras tém aumentado em algumas regides do Brasil,
especialmente em areas altamente povoadas do Sudeste e Sul. A réapida expansdo de
terras agricolas proximo a corpos d’agua proporcionou alimento farto e um habitat
muito adequado, j& que as Mata ciliares foram substituidas por reservatérios e grandes
plantacOes de cana-de-agucar, soja e milho (Ferraz et al. 2007).

A superpopulacdo de capivaras tem importancia social, econémica e de saude
publica. O conflito é frequente, j& que o crescimento das zonas urbanas e a intensa
fragmentacdo ambiental aproximou o contato de seres humanos com capivaras. Moreira
e Pinheiro (2012) relatam estes animais utilizando jardins para forrageamento de plantas
ornamentais, areas recreativas contaminadas com fezes e carrapatos, afogamentos em

piscinas, ataques a cdes de companhia e acidentes de transito.

As capivaras desempenham um papel importante no ciclo epidemiol6gico da
Febre Maculosa Brasileira, zoonose causada pela bactéria Rickettsia rickettsii, que por
sua vez é transmitida aos humanos pela picada de carrapatos (Labruna 2012). O
carrapato Amblyomma sculptum, principal vetor da FMB na regido sudeste, € capaz de
completar todo o seu ciclo de vida em capivaras, que albergam naturalmente grande
infestagdo por carrapatos. Perez et al. (2008) relataram uma infestacdo média individual
de 2.860 carrapatos em trés adultos saudaveis. Assim, uma grande populacdo de
capivaras esta relacionada com uma grande infestacdo ambiental por carrapatos
(Queirogas et al. 2012, Souza et al. 2006).

E importante destacar que a R. rickettsii é patogénica para A.sculptum (Labruna
et al. 2008) e a taxa de carrapatos infectados é inferior a 1%, mesmo em areas
endémicas (Guedes et al. 2005, Krawczak et al. 2014). Deste modo, a tendéncia é que a

bactéria desapareca da populacao de carrapatos ao longo do tempo (Soares et al. 2012).

Neste contexto, para a manutencdo da circulagdo de riquétsias torna-se
necessaria a presenca de hospedeiro(s) amplificador(es), que sdo espécies susceptiveis a
Rickettsia e com potencial de aumentar a prevaléncia de riquétsias na populacdo de
carrapatos. Segundo Labruna (2009), os requisitos necessarios para um hospedeiro

amplificador ideal sdo: 1) ser abundante na area endémica, 2) ser um hospedeiro
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importante para o carrapato vetor, 3) ser susceptivel a infeccdo por Ricketsia rickettsii,
4) ser capaz de manter R. rickettsii em seu organismo por tempo e quantidade
suficientes para infectar os carrapatos que se alimentam nele, 5) possuir uma alta taxa

reprodutiva, introduzindo continuamente animais jovens e nao-imunes na populacao.

De fato, desde os anos 1940 sabe-se que capivaras sdo hospedeiros susceptiveis
a R. rickettsii (Travassos e Vallejo 1942). Mais recentemente, Souza et al. (2009)
infestaram experimentalmente capivaras com A. sculptum infectados com R. rickettsii e
acompanharam os animais ao longo do tempo. A riquetsemia comecou no dia 9 pos-
infestacdo e durou até o 15° dia. A soroconversdo comegou no 12° dia e os titulos mais
altos (8.192 a 32.768) permaneceram até o fim do experimento, no 146° dia (cerca de
cinco meses). Nenhum dos animais teve febre nem sintomas clinicos. Estes autores
observaram que carrapatos alimentados nas capivaras durante o periodo de riquetsemia
se tornaram infectados e foram capazes de transmitir R. rickettsii para cobaias, que

desenvolveram sintomas clinicos graves da doenca.

Segundo Labruna (2009), ap6s a riquetsemia, anticorpos sdo produzidos e o
animal se torna refratario a uma nova infeccdo. Deste modo uma populacdo composta

predominantemente por animais jovens é mais susceptivel a Rickettsia rickettsii.

A outra espécie de carrapato que comumente infesta capivaras ¢ Amblyomma
dubitatum, cujo papel na epidemiologia da febre maculosa brasileira ainda é incerto, ja
que as riquétsias encontradas em A. dubitatum permanecem com sua patogenicidade
indefinida para humanos. No estado de S@o Paulo, populacdes de A. dubitatum se
mostraram com prevaléncia de R. bellii variando de 6,1 a 44,9% (Pacheco et al. 2009) e
uma populacéo foi relatada infectada por R. bellii e R. parkeri cepa Cooperi (Labruna et
al. 2004a). Em Minas Gerais uma espécie nova - Rickettsia cepa Pampulha - foi
encontrada em nove A. dubitatum recolhidos na cidade de Belo Horizonte (Almeida et
al. 2011).

Considerando-se a interacdo importante entre capivaras, carrapatos e riquétsias
para a epidemiologia da Febre Maculosa Brasileira no sudeste brasileiro, neste capitulo
estdo apresentadas a associacdo entre este hospedeiro, vetor e patdgenos no Parque
Municipal do Sabia de Uberlandia/MG.
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2. OBJETIVOS

1. Determinar a prevaléncia e riqueza de espécies de carrapatos nas capivaras do
Parque Municipal do Sabi4, Uberlandia/MG.

2. Avaliar a prevaléncia de anticorpos contra riquétsias do Grupo da Febre
Maculosa (R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommii e R. rhipicephali) e para R.

bellii nas capivaras do Parque Municipal do Sabia, Uberlandia/MG.

3. Pesquisar e identificar as espécies de riquétsias nos carrapatos das capivaras do
Parque Municipal do Sabia, Uberlandia/MG.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Coleta de sangue e carrapatos

Sangue e carrapatos foram coletados de capivaras do Parque Municipal do Sabia
entre 2010 e 2011, quando houve um manejo da populacdo residente. O processo de
contencdo das capivaras foi realizado pela equipe de veterinarios do Zooldgico do
Parque do Sabia. Os animais eram cevados, presos em bretes e depois sedados com um

mg/Kg de Xilazina e dez mg/Kg de Cetamina IM.

A coleta de carrapatos ocorreu de forma aleatdria e sempre que possivel foi
padronizado uma coleta de dez minutos em cada animal anestesiado. Todos o0s
carrapatos coletados foram depositados em frascos com alcool isopropilico, com
excecdo das ninfas ingurgitadas, que foram mantidas vivas até sofrerem ecdise para a
fase adulta. Os carrapatos foram identificados de acordo com as chaves dicotdmicas de
Martins et al. (2010) e Ondfrio et al. (2006).

As amostras de sangue foram coletadas da veia femoral, sem anticoagulante e
centrifugadas para obtencdo do soro (1500xg por dez minutos). O soro foi separado em

aliquotas e armazenado a -20°C até processamento dos exames soroldgicos.



55

3.2 Sorologia

Sororeatividade das capivaras contra riquétsias foi determinada por Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) conforme descrito por Pacheco et al. (2007a).

Os antigenos foram produzidos a partir de cinco espécies de riquétsias do Grupo
da Febre Maculosa - R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommii e R. rhipicephali - e de R.
bellii, pelo Laboratério de Doencas Parasitirias do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Salde Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade de Sao Paulo.

De forma resumida, os soros dos animais foram diluidos a 1:64 em solugédo
tampé&o fosfatada (PBS) pH 7,2 e aplicados as ldminas com antigeno fixado e incubados
por 30 minutos a 37°C em camara Umida. Em seguida foi feita lavagem de 10 minutos
em PBS e adicionado conjugado anti-capivara na titulacdo de 1:100. Novamente, as
laminas foram incubadas a 37°C por 30 minutos e lavadas conforme descrito acima.
Apos a secagem foi aplicada glicerina pH 8,5 e uma laminula. Em cada lamina soros

controles sabidamente positivo e negativo foram também utilizados.

As amostras consideradas positivas foram submetidas novamente a reacédo
conforme descrito anteriormente, diluidas sucessivamente na razdo dois para obtencédo
do titulo final. Todas as laminas foram examinadas em microscopio de epifluorescéncia

no Laboratério de Sorologia do Centro de Controle de Zoonoses de Uberlandia.

3.3 Teste de Hemolinfa

Este procedimento foi realizado de acordo com metodologia descrita no Capitulo
1, pagina 31.

3.4 Extracdo de DNA e PCR

Estes procedimentos foram realizados de acordo com metodologia descrita no

Capitulo 1, paginas 32 e 33.
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3.5 Analise de dados

A porcentagem de prevaléncia (numero de individuos infestados ou
soropositivos dividido pelo nimero de individuos examinados x 100) foi calculada de

acordo com Margolis et al. (1982).

A influéncia da classe etaria (filhote, jovem e adulto) na soropositividade para
riquétsias do Grupo da Febre Maculosa e para R. bellii foram testadas utilizando-se o
teste de Kruskal-Wallis (Zar 2010).

4. RESULTADOS
4.1 Carrapatos coletados nas capivaras

Trinta e quatro capivaras foram capturadas e removidas do Parque do Sabia
durante os anos 2010 e 2011. Todos os animais foram vistoriados para carrapatos e

obtiveram-se amostras de sangue de trinta e dois individuos.

Vinte e cinco capivaras (78,1%) estavam infestadas com 1272 carrapatos das
espécies Amblyomma sculptum e A. dubitatum, além de sete larvas Amblyomma sp.
(TABELA 1).

4.2 Sorologia

Trinta e uma capivaras foram testadas contra o antigeno de cinco espécies de
riquétsias. Dezoito animais apresentaram titulos acima de 1:64 para pelo menos uma das

espécies de Rickettsia pesquisadas, numa prevaléncia geral de 58% (TABELA 2).

As prevaléncias para soropositividade contra riquétsias do Grupo da Febre
Maculosa foram, em ordem decrescente, 58,4% para R. rickettsii, 41,9% para R.
parkeri, 13% para R. rhipicephali, 9,7% para R. amblyommii. Apenas duas capivaras

tiveram titulos contra R. bellii, numa prevaléncia de 6,4%.
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TABELA 1. Carrapatos coletados em capivaras do Parque Municipal do Sabid,
Uberlandia/MG, 2010-2011.

Amblyomma sculptum  Amblyomma dubitatum Amblyomma sp Total

Capivara adulto ninfa adulto ninfa larva

co1 6 0 16 1 3 26
Cco2 17 0 32 2 2 53
Co03 11 0 43 0 0 54
Cco4 13 0 7 0 0 20
C05 7 0 37 3 0 47
CO06 10 0 14 0 0 24
Cco7 28 1 110 9 0 148
Co08 37 0 111 0 0 148
C09 42 3 102 3 0 150
Cc10 4 0 12 0 0 16
C11 60 0 44 0 0 104
C12 12 0 19 0 0 31
C13 58 0 41 0 0 99
Ci14 0 0 0 0 0 0
C15 0 0 0 0 0 0
C17 5 0 5 0 0 10
C19 16 0 0 0 0 16
Cc20 8 0 3 0 0 11
c21 7 0 13 0 0 20
C22 11 0 5 0 0 16
C23 6 0 5 1 0 12
C24 0 0 0 0 0 0
C25 0 0 0 0 0 0
C26 0 0 0 0 0 0
c27 0 0 0 0 0 0
C28 0 0 0 0 0 0
C29 4 0 1 0 0 5
C30 14 0 20 0 0 34
C31 26 0 14 2 0 42
C32 11 0 9 2 0 22
C33 15 6 20 0 1 42
C34 47 2 44 28 1 122

Total 475 12 727 51 7 1272
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TABELA 2. Imunofluorescéncia indireta para deteccédo de anticorpos anti-riquétsias em
soro de capivaras Parque do  Sabid, Uberlandia/MG,  2010-2013.

Data de Classe

Id Sexo . R.rickettsii R. parkeri R.rhipicephali R.amblyommii R. bellii P.A.E.R.H.
Coleta Etéaria
22/04/2010 CO01 M A nr. 64 n.r. n.r. n.r.
27/04/2010 C02 M J 256 n.r. n.r. n.r. n.r. R.rickettsii
27/04/2010 CO03 M A n.r. n.r. n.r. n.r. nr.
04/05/2010 CO04 M | nr. nr. n.r. n.r. 128 R. bellii
04/05/2010 CO05 M A 1024 512 n.r. n.r. n.r.
04/05/2010 CO06 F J 512 256 128 n.r. nr.
27/05/2010 CO07 M A 512 1024 256 n.r. n.r.
27/05/2010 CO08 F A 512 256 n.r. n.r. n.r.
27/05/2010 CO09 F A 256 n.r. n.r. n.r. n.r. R.rickettsii
18/08/2010 C10 F A n.r. nr. n.r. n.r. nr.
04/11/2010 C11 F A 1024 1024 256 64 n.r.
04/11/2010 C12 F A 1024 256 nr. 128 n.r. R.rickettsii
04/11/2010 C13 M A 512 256 n.r. n.r. n.r.
04/01/2011 Ci14 F | 512 n.r. 256 n.r. n.r.
07/02/2011 C15 M Fl n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
14/04/2011 C19 F A 64 n.r. n.r. n.r. n.r.
14/04/2011 C20 F A nr. nr. n.r. n.r. n.r.
14/04/2011 C21 F A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
14/04/2011 C22 F A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
14/04/2011 C23 | FI n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
20/04/2011 C24 | FI n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
20/04/2011 C25 | Fl n.r. n.r. n.r. n.r. nr.
20/04/2011 C26 | Fl n.r. n.r. n.r. nr. n.r.
20/04/2011 C27 | FI n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
20/04/2011 C28 | Fl n.r. n.r. n.r. n.r. nr.
25/04/2011 C29 F J 512 512 n.r. nr. nr.
13/05/2011 C30 M J 1024 1024 n.r. 256 512
13/05/2011 C31 M A 128 256 n.r. n.r. n.r.
01/06/2011 C32 M A 128 n.r. n.r. n.r. n.r. R. rickettsii
08/06/2011 C33 F A 1024 nr. n.r. n.r. n.r. R. rickettsii
06/09/2011 C34 F A 128 n.r. n.r. n.r. n.r.  R.rickettsii

n.r. = ndo reativo, sexo: M=macho, F=fémea, I=indeterminado.Classe Etaria: A=adulto, J=jovem, FI=filhote.
P.A.E.R.H. = provéavel antigeno envolvido na reacdo homoéloga.

Os titulos anti-riquétsias das capivaras variaram de 64 a 1024 com cinco animais
exibindo reagdo homologa, ou seja, a titulagdo final para uma espécie Rickettsia foi pelo
menos quatro vezes maior do que as observadas para as outras especies de Rickettsia.
Destas reacOes homdlogas, seis ocorreram contra 0 antigeno de R. rickettsii e uma

contra R. bellii.

A classe etaria foi um fator positivo para a soroprevaléncia apenas contra
riquétsias do Grupo da Febre Maculosa, com adultos mais infectados do que jovens e
filhotes (H=14,704, p<0,05), mas nédo para R. bellii (H=2,741, p=0,254).
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4.3 Teste da hemolinfa

O teste de hemolinfa foi realizado em 83 A. sculptum (23 F e 60 M) de doze
capivaras. Destes, 20 apresentaram estruturas sugestivas no citoplasma dos hemacitos e
foram considerados positivo/suspeitos. Entre os 179 A. dubitatum (106 M e 73 F)
pertencentes a 19 capivaras, 32 carrapatos foram considerados suspeitos/positivos para

este teste.

4.4. Pesquisa de riguétsias por PCR nos carrapatos de capivaras

Foram extraidos o DNA de 106 carrapatos, incluindo 25 suspeitos/positivos no
teste de hemolinfa. Destes, 26 A. dubitatum e 19 A. sculptum foram negativos para a
PCR do gene gltA, que indica a presenca de Rickettsia. Os outros carrapatos obtiveram
resultado inconclusivo, pois o0 PCR para 16S foi negativo, sugerindo problemas na

extracéo.

5. DISCUSSAO

A prevaléncia de infestacdo de carrapatos nas capivaras do Parque do Sabia foi
de 78,1%, porém a taxa de infestacdo de capivaras em areas naturais comumente chega
perto de 100% (Debarbora et al. 2014). Neste estudo os animais sem carrapatos foram
predominantemente filhotes, alguns criados em cativeiro apds a captura para manejo e
gue receberam banho carrapaticida. A pouca representatividade de estagios imaturos da

amostra pode ser um viés da coleta associada ao tamanho menor do parasito.

As duas espécies de carrapatos encontradas - A. sculptum e A.dubitatum - séo
parasitos habituais de Hydrochoerus hydrochaeris no Brasil (van der Heijden et al.
2005, Pacheco et al. 2007b, Sinkoc et al. 1997). O carrapato mais prevalente (61,2%)
nas capivaras foi o A. dubitatum, embora, como apresentado no capitulo anterior, tenha
representado apenas 8% daqueles coletados no ambiente. Esta associagdo com capivaras
se explica por esta espécie de carrapato ter preferéncia pelo mesmo ambiente que as

capivaras frequentam, ou seja, areas muito Umidas e alagaveis (Queirogas et al. 2012,
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Szabo et al. 2007), além de possuir uma grande especificidade pelo hospedeiro
(Debérbora et al. 2014, Nava et al. 2010, Labruna et al. 2004b, Almeida et al. 2001).

Incidéncia e prevaléncia sdo as medidas mais utilizadas para descrever a
epidemiologia de uma infeccdo em uma determinada populacdo. A prevaléncia é uma
medida pontual, que descreve a proporcdo de animais infectados/infestados em uma
populacdo em um momento particular. A incidéncia € o numero de novas
infeccdes/infestacbes em uma populagéo em risco ao longo do tempo. A prevaléncia de
anticorpos (ou seja, a soroprevaléncia) descreve a proporcdo de individuos dentro de
uma populacdo que possui anticorpos contra um agente patogénico especifico no soro e

fornece evidéncias de uma exposicao prévia a este patdgeno (Gilbert et al. 2013).

Neste estudo as capivaras adultas se mostraram mais soroprevalentes do que os
animais jovens e filhotes (H=14.704; p<0,05). Animais mais velhos tem maior
exposicao aos carrapatos ao longo da vida, portanto, as chances de entrarem em contato
com carrapato infectado com riquétsia aumentam. Além disso, como exposto acima, 0s

filhotes foram criados em regime de cativeiro e com medidas de controle de carrapatos.

A maior porcentagem de animais foi sororeativa contra R. rickettsii e R. parkeri
(54% e 42%, respectivamente), prevaléncia similar a outros estudos em areas endémicas
e ndo endémicas para Febre Maculosa Brasileira. Por exemplo, Krawczak et al. (2014)
observaram 48% de soropositividade para R. ricktetsii em um condominio em Itu, no

interior do estado de S&o Paulo em um local com caso recente de doenca humana.

Fortes et al. (2011) estudaram capivaras de vida livre e de cativeiro de uma area
ndo endémica em Foz do Iguacu/PR. Obtiveram prevaléncia geral de 61,3%, sendo
45,2% para R. rickettsii, 38,7% para R. bellii, 16,1% para R. parkeri, 12,9% para R.
amblyommii e 9,7% R. rhipicephali.

Souza et al. (2008), encontraram diferencas na prevaléncia para R. rickettsii na
regido de Campinas/SP. Nas capivaras capturadas em éareas onde ocorreram casos
humanos de Febre Maculosa, a sororeatividade variou entre 7,3% e 59,4% enquanto que

nas areas nao endémicas todos os animais foram negativos.
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Pacheco et al. (2007a) coletaram soro de 72 capivaras em seis localidades do
estado de S&o Paulo sem casos de FMB, e observaram reagédo positiva para R. rickettsii
em 26% das capivaras analisadas, 34% para R. parkeri e 50% para R. bellii.

Diantes de tais resultados da literatura, os titulos anti-riquetsia parecem ser mais
importantes do que a soroprevaléncia como indicadores da circulacdo de riquétsias.
Krawczak et al. (2014) notaram que em uma &rea com caso humano recente, as
capivaras apresentavam titulos de até 8.192. Em nosso caso, 0 maior titulo alcangado foi
de 1.024 contra as espécies R. rickettsii e R. parkeri, com algumas rea¢6es homologas
(quando o titulo é quatro vezes superior ao de qualquer outra riquétsia) (Spolidorio et al.
2013, Sangioni et al. 2011, Labruna et al. 2007, Horta et al. 2004).

Entretanto, deve-se considerar que a resposta de anticorpos pode variar de
acordo com a dose de patdgeno e de caracteristicas imunologicas individuais (Turmelle
et al. 2010). Além disso, existe a possibilidade de infeccGes em uma mesma area por
mais de uma espécie de riquétsia (Szabo et al. 2013). Outro fator a ser considerado é
que ocorre reacdo cruzada entre espécies de riquétsias, caracteristica explorada na
producdo de vacinas e de diagndsticos. Rickettsia conorii, agente causador da Febre
Maculosa do Mediterraneo, quando injetada em cobaias, fornece protecdo imunoldgica
contra Rickettsia rickettsii (Walker et al. 1984). Em pacientes humanos infectados
naturalmente com R. conorii e R. rickettsii, a reacdo cruzada é tdo extensa que
impossibilita a identificacdo os agentes causadores por testes de diagndstico sorolégico
(Hechemy et al. 1989).

Em vista dos expostos, o conjunto dos nossos resultados indica que as capivaras
do Parque do Sabia foram infectadas por riquétsias do Grupo da Febre Maculosa, mas

aparentemente, trata-se de infeccdo mais antiga.

A pesquisa da fonte desta infeccdo foi feita na hemolinfa e deteccdo do DNA de
riquétsias nos carrapatos. Todos os carrapatos avaliados por PCR foram negativos, tanto
aqueles hemolinfa positivos quanto os ndo testados para hemolinfa. A este respeito
deve-se considerar que o teste de hemolinfa possui problemas técnicos inerentes, tais
como excesso de corante e perda da camada de células de hemolinfa fixadas na lamina,

que podem levar a resultados inconclusivos (Pacheco 2007).
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A ndo deteccdo do DNA de rigquétsias pode ter ocorrido pela auséncia de
riquétsias na amostragem de carrapatos. De fato, devido a baixa eficiéncia da
transmissdo transestadial e transovariana de R. rickettsii em A. sculptum e
comprometimento do ciclo de vida do carrapato infectado, a taxa de infeccdo detectavel
nesta espécie € muito baixa (Labruna 2012). Por exemplo, Guedes et al. (2011)
trabalhando em uma &rea endémica de FMB, encontraram apenas 1% dos A. sculptum
em vida livre infectados por R. rickettsii (2 em 200) e nenhuma infeccdo em carrapatos

retirados de cavalos.

A baixa prevaléncia de animais sororeativos para R. bellii é curiosa, ja que esta
espécie € comumente encontrada infectando A. dubitatum, a espécie mais prevalente
sobre as capivaras do presente trabalho (Labruna et al. 2004, Estrada et al. 2006,
Pacheco et al. 2007a, 2009, Brites-Neto et al. 2013).

Pacheco et al. (2007a) verificaram uma relacdo entre capivaras infestadas por A.
dubitatum e soropositividade para R. bellii. Nos locais onde mais de 80% dos
carrapatos coletados em capivaras foram A. dubitatum, 52,6 a 100% das capivaras
foram soropositivos para R. bellii. Por outro lado, em Bonfim Paulista, onde apenas
25% dos carrapatos das capivaras foram A. dubitatum, apenas 23,1% das capivaras
foram soropositivos para R. bellii. Portanto, A. dubitatum pode ser o vetor potencial de
R. bellii as capivaras soropositivas. Em outro estudo de Pacheco et al. (2009) verificou-

se uma taxa de infeccdo de 23,8% de A. dubitatum por R. bellii.

No presente trabalho, a baixa sororeatividade dos animais contra R. bellii pode
ser uma indicacdo da auséncia ou baixa prevaléncia desta espécie de riquétsia nos
carrapatos, dificultando sua detec¢cdo molecular. Entretanto, uma vez que apenas 8% da
amostra coletada foi submetida ao PCR, a presenca de carrapatos infectados néo pode

ser descartada.

A populacdo de capivaras do Parque do Sabiad passou por uma reducdo brusca
em dois periodos, durante os anos de 2008 e novamente em 2010-2011. A retirada visou
a diminuicdo da infestacdo ambiental por carrapatos (descrito no Capitulo 1). Porém,
como relatado em Pereira (2007), a retirada parcial do bando ndo é uma medida
eficiente, pois as capivaras remanescentes voltam a se reproduzir e o aumento de

individuos jovens torna a populacdo susceptivel a novas riquetsemias, que vao resultar
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em maior quantidade de carrapatos infectados e maior risco aos visitantes (Labruna
2012).

6. CONCLUSOES

1) Capivaras do Parque do Sabia sdo infestadas com carrapatos das espécies

Amblyomma dubitatum e Amblyomma sculptum.

2) Amblyomma dubitatum é a espécie mais prevalente nas capivaras do Parque do
Sabia.

3) As capivaras do Parque do Sabid sdo sororeagentes contra riquétsias,

principalmente das espécies do Grupo da Febre Maculosa;

4) Nao foram detectadas riquétsias nos carrapatos de capivaras por PCR.
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CAPITULO 3: CARRAPATOS E INFECCAO POR RIQUETSIAS EM
PEQUENOS MAMIFEROS DE VIDA LIVRE NO PARQUE DO SABIA

1. INTRODUCAO

A fauna urbana é composta por muitas espécies de animais que se adaptaram as
condigdes das cidades, como auséncia de predadores, abundancia de abrigos e nichos
ecologicos, residuos alimentares e, em alguns casos, tolerancia dos humanos a sua
presenca. Animais sinantropicos, especialmente roedores e marsupiais, desempenham
um importante papel na epidemiologia das doencas infecciosas emergentes e das
zoonoses transmitidas por carrapatos (McFarlane et al. 2012).

Roedores sdo importantes hospedeiros amplificadores em diversos sistemas
epidemioldgicos de zoonoses transmitidas por carrapato. Considerando-se exemplos de
diversas partes do globo, podem-se citar as interacbes entre Microtes agrestis
(Cricetidae), carrapatos Ixodes ricinius e I. trianguliceps e as bactérias Anaplasma
phagocytophilum e Babesia microti na Inglaterra (Bown et al. 2008); o roedor
Peromyscus leucopus (Cricetidae), carrapatos Ixodes scapularis e a espiroqueta Borrelia
burgdorferi nos Estados Unidos (Ostfeld e Keesing 2000).

Burgdorfer e colaboradores (1966), nos Estados Unidos, demonstraram
experimentalmente que roedores silvestres das familias Cricetidae e Sciuridae
infectados com R. rickettsii desenvolveram riquetsemia em amplitude suficiente para
infectar larvas de carrapatos do género Dermacentor. Na natureza foi comprovado que
R. rickettsii € mantido atraves de interagcdes entre os carrapatos vetores (D. andersoni e
D. variabilis) e varias espécies de pequenos roedores das familia Cricetidae (revisto por
Labruna 2012).

No Brasil, a participacdo dos pequenos mamiferos na epidemiologia das
riquetsioses permanece inconclusiva (Szab¢ et al. 2013a). Em estudo sobre a ecologia
de Rickettsia cepa Mata Atléantica, um roedor silvestre (Euryoryzomys russatus) parece
ser um elo importante na epidemiologia desta nova riquetsiose humana, pois apresentou
altos titulos sorolégicos e é hospedeiro das formas imaturas de Amblyomma ovale, vetor

de onde essa espécie de riquétsia foi isolada (Szabo et al. 2013b).
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Marsupiais sdo considerados provaveis hospedeiros amplificadores de Rickettsia
rickettsii para carrapatos Amblyomma sculptum na natureza (Labruna 2012, Labruna
2009). Horta et al. (2009) demonstraram experimentalmente a capacidade de Didelphis
aurita - o gamba de orelha preta da Mata Atlantica - em infectar carrapatos A. sculptum
por R. rickettsii. Moreira e Magalhdes (1935) sugeriram Cavia aperea (pred) e
Dazyprocta azarae (cutia) como provaveis hospedeiros silvestres de R. rickettsii no

Brasil.

Além disso, excetuando-se Rhipicephalus sanguineus, que é um carrapato
nidicola muito especializado em cées, todas as espécies de carrapatos implicados na
epidemiologia das riquetsioses brasileiras (Amblyomma sculptum, A. aureolatum, A.
ovale e A. dubitatum) utilizam roedores silvestres e marsupiais em seus estagios
imaturos (Guglielmone et al. 2011, Guglielmone e Nava 2011, Guglielmone e Nava
2010).

Pelos motivos expostos, pequenos mamiferos do Parque do Sabia foram
capturados para determinacdo das espécies residentes no local, avaliacdo da infestacdo

por carrapatos e possivel infeccdo por riquétsias.

2. OBJETIVOS

1) Determinar a riqueza de espécies, carga parasitaria e prevaléncia de carrapatos
em pequenos mamiferos de vida livre no Parque do Sabia;

2) Comparar as especies de carrapatos em vida livre com as espécies encontradas
parasitando pequenos mamiferos;

3) Determinar aspectos sazonais do ciclo de vida das espécies de carrapatos
encontradas nos pequenos mamiferos.

4) Pesquisar sororeatividade contra riquéetsias nos pequenos mamiferos de vida

livre do Parque do Sabia;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Captura de pequenos mamiferos

Pequenos mamiferos foram capturados em campanhas bimestrais, durante quatro
noites consecutivas, nas areas naturais do Parque do Sabia, mais precisamente nos
pontos Mata da Lagoa, Mata da Guarita, Mata do Riacho, Mata do Zooldgico e Brejinho
(TABELA 1, CAPITULO 1, pagina 26).

Foram utilizadas oitenta e cinco armadilhas do tipo Sherman (tamanhos 43 X
12,5x 14,5 cm e 25 x 8 x 9 cm) e dezesseis armadilhas do tipo Tomahawk (30 x 17,5 X
15,5 cm). Além dessas, duas Tomahawk grandes (115 x 55 x 60 cm) foram montadas
nas campanhas de dezembro de 2012 e abril de 2013 para a captura de cotias. Para iscas
utilizou-se uma mistura de banana, pacoca, aveia € mortadela para atrair mamiferos
onivoros e milho, macd, repolho e cenoura para atrair roedores herbivoros (preas e

cutias).

As armadilhas foram dispostas em transectos lineares a uma distancia de dez
metros entre os pontos. Duas armadilhas foram colocadas em cada ponto do transecto,
uma no solo e outra na arvore. Eventualmente algumas armadilhas foram colocadas em
recintos do zooldgico onde se notou atividade de roedores sinantrépicos. As armadilhas

foram vistoriadas pela manhé& (7h-9h) momento em que as iscas foram respostas.

Os animais capturados foram anestesiados através de injecdo intramuscular de
cetamina (100mg/Kg) + Acepromazina (5mg/kg) e cada individuo foi identificado,
pesado, medido e marcado com brinco numerado na orelha direita. Para cada animal
capturado foram coletadas as seguintes informacdes: data de captura, nimero e altura da
armadilha, espécie, sexo, classe etaria e condicdo reprodutiva. A classe etaria foi
estimada pelo padrdo de erupcdo dentdria nos marsupiais e pelo tamanho e peso

corporal e aspecto das pelagens.

A identificacdo dos animais capturados em campo foi realizada com auxilio de
guia e chave de género (Bonvicino et al. 2008). Espécimes testemunho foram coletados
na ocorréncia de eventual 6bito. Tais espécimes foram encaminhados a Cole¢do de
Mastozoologia do Museu de Ciéncias Naturais/PUC Minas, para confirmagdo de

espécie e tombamento.
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Ap0s a realizacdo de todos os procedimentos e do retorno completo da anestesia,

0s animais foram devolvidos ao mesmo ponto de captura.

3.2 Coleta de ectoparasitos e sangue

Através de busca visual e esfregando-se um algoddo com éter no pelo dos
animais, todos os ectoparasitos foram coletados com auxilio de uma ping¢a e colocados
em frascos com alcool isopropilico, exceto os carrapatos ingurgitados, que foram
levados para o Laboratorio de Ixodologia a fim de completar a ecdise para a fase de
ninfa ou adulta e facilitar a identificacdo da espécie, realizada de acordo com Barros-
Battesti et al. 2006, Martins et al. 2010 e Marques et al. 2004.

A coleta de sangue foi feita pela puncdo da veia caudal ventral ou intracardiaca.
As amostras de sangue foram coletadas sem anti-coagulante, centrifugadas (1500xg por
10 minutos) para obtencdo do soro e armazenadas a -20°C até processamento dos

exames sorologicos.

3.3 Sorologia

Titulos de anticorpos contra diversas espécies de riquétsias foram determinados
utilizando-se a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) de acordo com
metodologia descrita no Capitulo 2, pagina 55.

A triagem dos roedores arboricolas foi realizada com dois anticorpos
secundarios, conjugado anti-rato (Anti-imunoglobulina G de rato - Sigma, 1gG de cabra
conjugado a FITC) e anti-camundongo (Anti-imunoglobulina G de camundongo -
Sigma, 1gG de ovelha conjugado a FITC), na diluicdo 1:80. O conjugado de melhor

reatividade na triagem foi utilizado para a titulacdo.

Os soros dos marsupiais foram testados com conjugado anti-gamba (anti-
imunoglobulina G de gamba (IgG de coelho conjugado a FITC) na diluicdo 1:400.
Considerando a proximidade filogenética, os soros de preas e cutia foram testados com

anticorpo anti-capivara na dilui¢do 1:100.
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3.4 Analise dos dados

Cada evento de captura foi considerado uma unidade amostral, assim, um animal
recapturado dentro da mesma campanha foi examinado novamente para a presenga de
carrapatos e esses dados foram considerados para os célculos de prevaléncia e

infestacdo meédia.

A prevaléncia (nimero de individuos infestados ou soropositivos dividido pelo
namero de individuos examinados x 100) e a intensidade média de infestacdo (nimero
total de carrapatos presentes em uma amostra dividido pelo nimero de hospedeiros

infestados) foram calculadas de acordo com Margolis et al. (1982).

Diferencas interanuais foram testadas por Kruskal-Wallis e entre estacdes por
Mann-Whitney (Zar 2010).

4. RESULTADOS

Doze campanhas foram realizadas entre marco de 2011 e abril de 2013, com
esforgo total de 5040 armadilhas-noite. Em 154 eventos de captura examinou-se 130

individuos de nove espécies e seis familias (TABELA 1).
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TABELA 1. NUmero e espécies de pequenos mamiferos capturados, prevaléncia e intensidade de infestagdo por carrapatos no Parque Municipal

do Sabia, Uberlandia/MG, 2011 a 2013.

Ordem Farmilia Espécies Individuos NUmerode  Individuos Individuos Prevaléncia* Intensidade de
Capturados Recapturas Examinados Infestados (%) Infestacdo **
Didelphimorphia Didelphidae Didelphis albiventris 30 14 44 25 83,3 23,5
Gracilinanus agilis 21 2 23 3 14,3 1,3
Cingulata Dasypodidae  Dasypus novemcinctus 1 0 1 1 100,0 100
Rodentia Cricetidae Oecomys sp. 59 7 66 15 25,4 2,1
Oligoryzomys sp 1 0 1 0 0,0 0,0
Rhipidomys sp. 6 1 7 3 50,0 1,7
Muridae Rattus norvegicus 8 0 8 1 12,5 2,0
Caviidae Cavia aperea 3 0 3 3 100,0 6,3
Dasyproctidae Dasyprocta azarae 1 0 1 1 100,0 100,0
Total 130 24 154 52 33,8 12,6

* (n° de individuos infestados / n® individuos examinados) x 100.
** (n° total dos carrapatos / n° hospedeiros infestados) x 100.
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Entre os roedores, a espécie mais frequente nas areas naturais foi Oecomys sp.
(59 individuos capturados), seguida de Rhipidomys sp. (seis individuos) e Cavia aperea
(trés individuos capturados). Dos oito individuos de Rattus norvegicus, trés foram
capturados nas areas de mata e cinco nos recintos do Zoologico. O género Oligoryzomys
teve apenas um individuo capturado. Apesar de serem muitos avistados nas matas do

Parque do Sabi, apenas um individuo de cutia - Dasyprocta azarae - foi capturado.

Dentre os marsupiais, 30 individuos de gamba ou sarué Didelphis albiventris
foram examinados em 44 eventos de captura (sete individuos foram recapturados
diversas vezes) e 21 individuos de cuica-graciosa, Gracilinanus agilis, foram
capturados 23 vezes. Em oportunidade casual, um individuo de tatu-galinha (Dasypus

novemcinctus) foi contido manualmente pelos pesquisadores.

Além dos carrapatos, também foram encontrados ectoparasitos das ordens
Mesostigmata, Siphonaptera e Phthiraptera que ndo foram contados e identificados em

nivel taxondmico além de ordem.

4.1. Infestacdo dos pequenos mamiferos por carrapatos

A prevaléncia geral para presenca de carrapatos foi de 33,8%. Das nove
espécies estudadas, apenas Oligoryzomys ndo apresentou infestacdo, porém esta espécie

teve apenas um exemplar examinado.

Foram coletados 655 carrapatos (13 adultos, 137 ninfas e 505 larvas). Destas, 99
ninfas eram da espécie Amblyomma dubitatum, um adulto e 24 ninfas Amblyomma
sculptum e 12 adultos e 15 ninfas de Ixodes loricatus (TABELA 2). Uma larva de
Argasideo, 27 larvas Ixodes sp. e 477 larvas de Amblyomma estdo guardadas para

posterior identificacdo de espécie por técnicas moleculares.
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TABELA 2. Espécies de carrapatos em pequenos mamiferos do Parque Municipal do Sabid, 2011-2013, Uberlandia/MG.

. Numero de Amblyomma sculptum  Amblyomma dubitatum  Ixodes loricatus Amblyomma sp Ixodes sp Argasidae
Hospedeiro . . . . TOTAL
Individuos capturados  adulto ninfa adulto ninfa adulto ninfa larva larva larva

Didelphis albiventris 30 1 20 0 79 12 3 457 15 1 588
Gracilinanus agilis 21 0 0 0 0 0 3 0 1 0 4
Dasipus novemcinctus 1 0 3 0 0 0 0 1 0 0 4
Oecomys sp. 59 0 0 0 0 0 8 12 11 0 31
Rhipidomys sp. 6 0 0 0 0 0 1 4 0 0 5
Rattus norvegicus 8 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
Cavia aperea 3 0 1 0 17 0 0 1 0 0 19
Dasyprocta azarae 1 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2

Total 129 1 24 0 98 12 15 477 27 1 655
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A infestacdo de carrapatos nos pequenos mamiferos foi mais alta na estacdo seca

do que na estacdo chuvosa (U=2256; p<0,05).

As larvas representaram 77% da amostra total de carrapatos nos pequenos
mamiferos e destas 94,5% pertencem ao género Amblyomma. Entre as ninfas, A.
dubitatum correspondeu a 71,5% da amostra, enquanto A. sculptum representou 17,5% e

I. loricatus a 10,9%.

Os carrapatos adultos encontrados nos hospedeiros corresponderam a 2% da

amostra total (12 1. loricatus e um A. sculptum), todos retirados de D. albiventris.

Dos sete individuos de Riphidomys sp. examinados, apenas trés estavam
infestados com quatro larvas de Amblyomma sp. e uma ninfa de I. loricatus. A
prevaléncia para esta espécie foi de 42,8% e a intensidade média de infestagdo foi de

1,67 carrapato/hospedeiro.

Quinze individuos de Oecomys sp. estavam infestados com onze larvas e oito
ninfas de I. loricatus e doze larvas Amblyomma sp. (prevaléncia de 25,4% e intensidade
média 2,1 carrapatos/hospedeiro).

Os trés individuos de C. aperea examinados apresentaram carrapatos, a maioria
ninfas de A. dubitatum (n=17). Além destes, uma ninfa de A. sculptum e uma larva de
Amblyomma sp também foram encontrados (prevaléncia de 100% e intensidade medida
de infestacdo de 6,3 carrapatos/hospedeiro).

Dentre os oito R. norvegicus examinados, apenas um individuo capturado na
area de mata apresentou duas larvas de Amblyomma sp (prevaléncia de 12,5%). O Unico
individuo de D. azarae capturado estava infestado com duas ninfas de A. dubitatum. O
D. novemcinctus examinado albergava trés ninfas de A. sculptum e uma larva de

Amblyomma sp.

G. agilis apresentou apenas estagios imaturos de I. loricatus (uma ninfa e trés
larvas), com taxa de prevaléncia de 14,3% e intensidade média de infestagdo de 1,3
carrapato/hospedeiro. A prevaléncia de D. albiventris foi de 83,3% e esta espécie
albergou 89,8% de todos os carrapatos coletados. A intensidade média de infestacdo foi
23,5 carrapatos/hospedeiro.
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5.2 Sorologia para Rickettsia spp. em pequenos mamiferos do Parque do Sabia.

A soroprevaléncia total para Rickettsia spp. nos pequenos mamiferos do Parque
do Sabia foi de 45,6% (52 positivos em 114 amostras testadas) (TABELA 3).

A sorologia anti-riquétsia foi realizada em 58 amostras de roedores arboricolas e
onze individuos (18,9%) expressaram titulo maior ou igual a 1:64 contra pelo menos um
dos antigenos testados (TABELA 4).

Dez O. bicolor apresentaram sororeatividade contra riquétsias, sendo que dois
individuos reagiram contra o antigeno R. rickettsii com titulo 1:64, dois contra o
antigeno R. parkeri com titulo 1:64, trés contra o antigeno R. amblyommii com titulo
1:64, um contra o antigeno R. rhipicephali com titulo 1:128 e cinco contra o antigeno
R. bellii, quatro com titulos 1:64 e um 1:128. Apenas um R. macrurus exibiu reacdo
(titulo 1:64) contra R. bellii. Uma reacdo homdloga demonstrou a circulacdo de R.
bellii.

Todos os R. norvegicus foram sororeativos contra diversas espécies de
riquétsias, notadamente do Grupo da Febre Maculosa. Quatro animais apresentaram
titulos altos, com maior valor de 1:4096 para Rickettsia parkeri mas nenhuma reacédo
homologa foi observada (TABELA 5).

D.azarae e C. aperea foram testados com conjugado anti-capivara. Os trés
individuos de C. aperea reagiram contra antigeno R. bellii com titulos variando de 1:64
a1:128 (TABELA 6).

Sororeatividade de G. agilis contra 0s antigenos de riquétsia ocorreu em oito
individuos, dos dezessete testados (prevaléncia de 47.1%). Possivel reagdo homdloga
foi observada contra R. rickettsii, R. parkeri, R. bellii e R. rhipicephali (TABELA 7).

Foram testadas amostras de 27 D. albiventris. Destes, 22 individuos
apresentaram titulos iguais ou maiores que 1:64 contra alguma espécie de riquétsia
(prevaléncia de 81,5%). Todos o0s animais recapturados permaneceram com
soropositividade nos testes subsequentes (TABELA 8). Reacdes homologas indicam

uma circulagdo predominante de R. bellii e R. amblyommii entre D. albiventris.



TABELA 3. soroprevaléncia para Rickettsia spp. em pequenos mamiferos capturados no Parque do Sabia, Uberlandia/MG, 2011-2013.

Espécies Numero Individuos Testados NuUmero Individuos Soropositivos Prevaléncia (%0)

Didelphis albiventris 27 22 81,5
Gracilinanus agilis 17 8 471
Oecomys sp. /Rhipidomys sp. 58 11 19,0
Rattus norvegicus 8 8 100,0
Cavia aperea 3 3 100,0
Dasyprocta azarae 1 0 0,0

Total 114 52 45,6

TABELA 4. Roedores arboricolas com titulagdo para Rickettsia spp, Parque Municipal do Sabia. Uberlandia/MG, 2011 a 2013.

Espécie Sexo C.E. Estacdo R.rickettsii R. parkeri R.amblyommii R. rhipicephali R. bellii P.A.E.R.H.
Oecomys sp M J chuva 2012 n.r. n.r. n.r. n.r. 64
Oecomys sp M J chuva 2011 n.r. n.r. 64 n.r. n.r.
Oecomys sp F A chuva 2011 n.r. n.r. 64 128 n.r.
Oecomys sp M J seca 2012 n.r. n.r. 64 n.r. n.r.
Oecomys sp F A seca 2013 n.r. n.r. n.r. n.r. 128 R. bellii
Oecomys sp F A seca 2013 n.r. n.r. n.r. n.r. 64
Oecomys sp F A seca 2013 n.r. 64 n.r. n.r. 64
Oecomys sp F A seca 2013 n.r. 64 n.r. n.r. n.r.
Oecomys sp F Fi seca 2013 64 n.r. n.r. n.r. n.r.
Oecomys sp F A seca 2013 64 n.r. n.r. n.r. n.r.
Rhipidomys sp  F A seca 2013 n.r. n.r. n.r. n.r. 64

n.r.=N&o Reagente. Sexo: F=fémea, M=Macho,C.E.=Classe Etaria:A=adulto, J=jovem, Fl=filhote.
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TABELA 5. Titulos anti- Rickettsia spp. de Rattus norvegicus, Parque Municipal do Sabié. Uberlandia/MG, 2011-2013.

Individuo Sexo Classe Etaria  R. rickettsii R. parkeri  R.amblyommii R. rhipicephali R. bellii
RN1 F adulto 2048 4096 2048 2048 n.r.
RN2 F adulto 256 256 256 256 64
RN3 M adulto 2048 1024 256 256 64
RN4 F jovem 256 256 2048 128 2048
RN5 F adulto 128 64 1024 64 256
RN6 M adulto 512 64 512 1024 1024
RN7 F adulto 128 512 1024 512 512
RN8 M adulto 512 64 2048 512 2048

n.r. = Ndo Reativo, sexo: M=macho, F=fémea. Classe Etéria: A=adulto, J=jovem.
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TABELA 6. Titulos anti-Rickettsia spp em Cavia aperea e Dasyprocta azarae. Parque Municipal do Sabia, Uberlandia/MG, 2011 a 2013.

Individuo Sexo Classe Etaria R. rickettsii R. parkeri  R.amblyommii R. rhipicephali R. bellii
Cavia aperea 1 F A n.r. n.r. n.r. n.r. 128
Cavia aperea 2 M A n.r. n.r. n.r. n.r. 128
Cavia aperea 3 F A n.r. n.r. n.r. n.r. 64
Dasyprocta azarae | A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.




TABELA 7. Titulos anti-Rickettsia spp em Gracilinanus agilis. Parque Municipal do Sabia, Uberlandia/MG, nos anos 2011 a 2013.

Individuo  Estacdo  Sexo C.E. R.rickettsii R.parkeri R.amblyommii R.rhipicephali R.bellii P.A.E.R.H.
49 chuva 2012 F J n.r. n.r. n.r. 64 1024 R. bellii

2534 chuva 2012 F A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.

2534 re chuva 2012 F A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.

2534 re seca 2012 F A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
2615 chuva 2012 F J n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
2626 chuva 2012 M A n.r. 64 n.r. n.r. n.r.
2632 chuva 2012 F A 128 n.r. n.r. n.r. n.r. R. rickettsii
M78 chuva 2012 M J n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
M82 chuva 2012 F A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
M83 chuva 2012 F A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
2538 seca 2012 M A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
2541 seca 2012 M A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.

2541 re seca 2012 M A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
2542 seca 2012 M A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.

2542 re seca 2012 M A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
2547 seca 2012 M A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.

2547 re seca 2012 M A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
2601 seca 2012 F J 256 n.r. n.r. n.r. n.r. R. rickettsii
2607 seca 2012 M A n.r. n.r. n.r. 256 n.r.  R. rhipicephali
2614 seca 2012 F A n.r. 128 n.r. n.r. n.r. R. parkeri
2637 seca 2013 F J 64 n.r. n.r. n.r. n.r.
2661 seca 2013 M J 128 n.r. n.r. n.r. 512 R. bellii

n.r.=ndo reagente. Sexo: F=fémea, M=macho, C.E.=Classe Etaria:A=adulto, J=jovem.
P.A.E.R.H. = provéavel antigeno envolvido na reacdo homologa
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TABELA 8. Titulos anti-Rickettsia spp em Didelphis albiventris capturados no Parque
Municipal do Sabi4, Uberlandia/MG, 2011 a 2013.

Individuo Estacdo Sexo C.E. R.rickettsii R. parkeri R. amblyommii R. rhipicephali R. bellii P.A.E.R.H.
2503 chuva 2011 F J n.r. n.r. 1024 n.r. n.r. R.amblyommii
34 chuva 2012 F Fl 64 n.r. n.r. 128 nr.
34re chuva 2012 F J 128 n.r. n.r. 128 n.r.
38 chuva 2012 M J nr. n.r. nr. 128 n.r. R. rhipicephali

38re seca 2012 M J n.r. 128 n.r. 128 64
2535 seca 2012 M A nr. n.r. nr. nr. 256 R. bellii
2602 seca 2012 F A 64 128 64 128 256

2602 re seca 2012 F A 128 64 64 512 512
2603 seca 2012 F A n.r. 64 64 128 n.r.

2603 re chuva 2012 F A n.r. 256 128 n.r. n.r.

2603 re seca 2012 F A n.r. 128 128 64 n.r.

2603 re seca 2013 F A n.r. 128 128 n.r. nr.
2604 seca 2012 M A 512 128 2048 256 n.r. R. amblyommii
2609 seca 2012 M A n.r. nr. n.r. nr. 64
2610 seca 2012 M A 64 n.r. n.r. 128 64
2611 seca 2012 M A 128 64 128 128 128

2611 re seca 2012 M A 128 256 256 128 64
2612 seca 2012 M A n.r. n.r. n.r. 64 128
2617 chuva 2012 F J n.r. n.r. n.r. n.r. 256

2617 re seca 2013 F A nr. n.r. nr. nr. 512 R. bellii
2621 seca 2013 F A 64 n.r. 64 n.r. 512 R. bellii
2622 seca 2013 M J n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
2631 chuva 2012 F J n.r. 128 256 n.r. n.r.
2639 seca 2013 F J 64 n.r. 64 64 256 R.bellii
2641 seca 2013 F J n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
2642 seca 2013 F J n.r. nr. n.r. nr. n.r.
2643 seca 2013 M A nr. n.r. nr. nr. 512 R. bellii
2646 seca 2013 M J 64 n.r. n.r. n.r. nr.
2649 seca 2013 F A nr. n.r. nr. nr. 2048 R. bellii
2656 seca 2013 M A n.r. n.r. n.r. n.r. n.r.
2659 seca 2013 F A n.r. nr. n.r. nr. n.r.
2660 seca 2013 F J n.r. n.r. 128 n.r. n.r. R. amblyommii
2667 seca 2013 F J nr. 256 nr. nr. n.r. R. parkeri
2668 seca 2013 M J 512 64 1024 128 1024
2674 seca 2013 F J nr. n.r. nr. nr. 256 R. bellii

n.r.=N&o Reagente. Sexo: F=fémea, M=Macho, C.E.= Classe Etéaria: A=adulto, J=jovem, Fl=filhote.

P.A.E.R.H. = provéavel antigeno envolvido na reacdo homéloga
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6. DISCUSSAO
6.1 Pequenos mamiferos do Parque do Sabia

Neste estudo os pequenos mamiferos de vida livre do Parque do Sabia foram
pesquisados pela primeira vez. Os géneros mais amostrados (Oecomys, Rhipidomys,
Didelphis e Gracilinanus) sdo animais de habito florestal e de ampla distribuicdo no
Brasil (Céceres, 2008). A area estudada é um fragmento isolado de mata imerso em
ambiente urbano e tais alteragdes ambientais podem prejudicar espécies habitat-

especialistas e beneficiar espécies generalistas.

Didelphis albiventris Lund 1841 é um marsupial onivoro e generalista,
encontrados em diversos tipos de vegetacdo — mata de galeria, cerraddo, cerrado sentido
restrito e campos sujos (Alho 2005). Também se adapta facilmente a areas urbanas e
periurbanas, pois seleciona seu habitat de acordo com a disponibilidade de alimento.
Possui habito preferencialmente noturno e uma dieta onivora, que pode incluir frutos,
artrépodes, néctar e pequenos vertebrados (Ribeiro e Marinho-Filho 2005). As
alteracOes na cadeia trofica, como auséncia de predadores, também podem aumentar sua
abundancia (Graipel e Filho 2006).

Gracilinanus agilis (Burmeister, 1854) ¢ um marsupial de porte pequeno, com
massa corporal entre 10 e 40g, cauda longa e preénsil. E classificado como
onivoro/insetivoro e possui habito de locomocdo arbdreo e noturno (Paglia et al. 2012,
Reis et al. 2006), podendo explorar o solo ocasionalmente. Camargo et al. (2011)
relatam sua importancia como dispersor de sementes em areas de Cerrado no Brasil

Central.

O género Oecomys € caracterizado por ter um porte pequeno a médio (peso 30-
120g), cauda maior que o comprimento do corpo com pincel e, no caso das fémeas,
quatro pares de mamas (Reis et al. 2006). Possui dieta composta de frutas e sementes e
locomogdo essencialmente arboricola (Paglia et al. 2012). Palma (2002) relatou a
diminuicdo da populacdo de Oecomys em florestas de galeria alteradas em relacéo as

areas bem preservadas, considerando este género sensivel as modificacdes de habitat.

O género Rhipidomys tem algumas caracteristicas externas semelhantes ao

Oecomys, também possui cauda maior que 0 comprimento do corpo, porém com pincel
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mais definido e possui manchas escuras bem nitidas na superficie superior das patas
traseiras. As fémeas apresentam trés pares de mamas (Reis et al. 2006). Rhipidomys é
frugivoro e predador de sementes e de locomogéo exclusivamente arboricola (Paglia et
al. 2012).

Rattus norvegicus é uma espécie introduzida no Brasil pela colonizacéo
europeia. Tem hébito semiaquatico, nada e escala com facilidade e escava galerias
extensas. E um roedor social colonial e de habitos noturnos. O peso corporal adulto
varia entre 150 a 300g, é onivoro e sua dieta pode incluir aves (adultos, ovos e filhotes),
invertebrados e frutos (Reis et al. 2006). E um animal oportunista, se adaptando bem a
urbanizacgéo e causa grande impacto em populacdes de aves em ilhas que foi introduzido
(Major et al. 2006). Shepherd e Ditgen (2012) relatam a predacdo de pequenos

mamiferos nativos por R. norvegicus em um parque nacional na Argentina.

Ratos sinantropicos (Rattus sp.) sdo uma fonte de patdgenos responsaveis por
zoonoses de significante morbidade e mortalidade humana (Leptospira spp, Yersinia
pestis, Rickettsia typhi, Seoul Hantavirus, entre outros). O ambiente urbano é
particularmente problematico em relacdo a riscos de saude associados a ratos porque as
cidades fornecem um habitat ideal, levando a grandes populac@es e contato estreito com
ser humano (Himswort et al. 2013). Em um levantamento soroldgico realizado por
Costa et al. (2014), foram detectados anticorpos contra Seoul virus, Leptospira spp e

Bartonella spp. em R. norvegicus de favelas em Salvador/BA.

Preds (Cavia aperea Erxleben, 1777) sdo roedores herbivoros que habitam
bordas de Mata Atlantica e formagdes proximas a corpos d’agua como matas de galeria
do Cerrado. A cutia Dasyprocta azarae Lichtenstein, 1823 tem habito terrestre e se
alimenta de frutas, sementes e raizes. Cutias e preas sao consideradas espécies comuns e
podem atingir altas densidades (Reis et al. 2006). Moreira e Magalhdes (1935)
sugeriram C. aperea e D. azarae como provaveis hospedeiros silvestres de R. rickettsii

no Brasil.

Finalmente, o tatu-galinha Dasypus novemcinctus Lineu 1758 (Dasypodidae) é
um animal que utiliza a escavagédo para busca de alimento e para a construcdo de suas
tocas, as quais variam 0,5 a 3 metros de profundidade e até sete metros de comprimento

e alimenta-se principalmente de invertebrados e pequenos vertebrados (Gardner 2005).
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6.2 Infestacdo por carrapatos

Entre os pequenos mamiferos estudados, Didelphis albiventris foi a espécie mais
infestada, albergando 89,8% de todos os carrapatos encontrados, sendo que a maioria
destes correspondeu a larvas Amblyomma sp. Perez et al. (2008) realizaram um
levantamento de mamiferos de vida livre no Campus Luiz de Queiroz da Escola
Superior de Agricultura (ESALQ/USP) em Campinas/SP e encontraram 80% de D.
albiventris infestados por formas imaturas de Amblyomma sp., com abundancia média

de 135 carrapatos/animal.

A prevaléncia de infestacdo em D. albiventris (83,3%) foi mais alta do que a
encontrada em fragmentos de Mata Atlantica no estado de Pernambuco por Dantas-
Torres et al. (2012), onde 66,7% dos D. albiventris examinados estavam infestados por

carrapatos na forma larval.

Ainda, D. albiventris estavam parasitados pelos Unicos espécimes adultos de
Ixodes loricatus, corroborando achados de Guglielmone et al. (2011) e Barros-Battesti
et al. (2000), que atestam que adultos de I. loricatus sdo encontrados quase que
unicamente em Didelphidae. A interacdo de I. loricatus e D. albiventris ja é bem
conhecida e foi descrita previamente no Brasil por Dantas-Torres et al. (2012), Miziara
et al. (2008), Horta et al. (2007), Miiller et al. (2005) e Barros-Battesti e Knisak (1999).

Gracilinanus agilis estavam infestados exclusivamente por formas imaturas de
Ixodes, com prevaléncia de 14,3%, resultado semelhante ao de Coelho (2013), em area
florestal na regido periurbana do municipio de Uberlandia, que registrou prevaléncia de
17,5% em G. agilis, que se encontravam parasitados por larvas e ninfas de Ixodes sp. Ja
Saraiva et al. (2012) encontraram duas ninfas de A. sculptum em G. agilis capturados no

estado de Minas Gerais.

Os roedores arboricolas Oecomys sp. e Rhipidomys sp. estavam infestados
apenas por formas imaturas de carrapatos (larvas de Amblyomma e de Ixodes e ninfas I.
loricatus), confirmando achados de Guglielmone e Nava (2010) e de Nava et al. (2004)
que descreveram a utilizacdo de roedores Sigmodontinae e Cricetinae por larvas e ninfas

de I. loricatus em seu ciclo de vida.
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A. dubitatum foi encontrado em D. albiventris, C. aperea e D. azarae,
evidenciando a proposicdo de que marsupiais e roedores das subfamilias Caviinae e
Sigmodontinae podem ser hospedeiros alternativos para larvas e ninfas dessa espécie
(Debarbora et al. 2014). Horta et al (2007) também encontraram A. sculptum e A.
dubitatum em D. albiventris em cidades no interior do estado de S&o Paulo. Perez et al.
(2008) alimentaram artificialmente 263 carrapatos imaturos coletados de D. albiventris
do campus da Esalg e dos que fizeram a ecdise para a forma adulta, 72.4% eram A.

sculptum e 27,6% eram A. dubitatum.

Neste estudo, 20 ninfas de A. sculptum foram retiradas de D. albiventris, uma de
D. novemcinctus e duas de C. aperea, e apenas um adulto foi encontrado em D.
albiventris. Formas imaturas de A. sculptum possuem baixa especificidade por
hospedeiros e sdo encontrados em varias espécies de mamiferos e aves, incluindo
humanos (Labruna et al. 2002). Entretanto, a abundancia dessa espécie no ambiente
(discutida no CAPITULO 1) e baixa infestacdo de A. sculptum encontrada nos pequenos
mamiferos do parque, pode indicar uma aparente falta de afinidade deste carrapato por
esses hospedeiros. Resultados semelhantes foram descritos por Ramos (2013) no

Pantanal, regido da Nhecolandia/MT.

De forma geral, observou-se que formas imaturas das espécies de carrapatos
encontrados nas capivaras foram achadas em diversos pequenos mamiferos e
marsupiais, notadamente A. dubitatum e A. sculptum sobre D. albiventris. Essas
interacbes com D. albiventris podem ser importantes sob o0 ponto de vista
epidemioldgico. Neste sentido Moreira e Magalhées (1935) e Travassos (1937) isolaram
R. rickettsii de gambas em Minas Gerais. Além disso, Horta et al. (2009) demonstraram
experimentalmente a capacidade de D. aurita em infectar carrapatos A. sculptum por R.

rickettsii.

A infestacdo de carrapatos nos pequenos mamiferos como um todo e nos gambas
foi mais alta na estacdo seca do que na estagdo chuvos. E provavel que este fato seja
uma consequéncia da sazonalidade de A. sculptum e A. dubitatum, cujas formas
imaturas sdo mais abundantes entre os meses de maio a setembro (como discutido no
CAPITULO 1), ja que 94% da amostra de carrapatos retirados dos pequenos mamiferos

sdo larvas de Amblyomma sp.
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6.3 Sorologia para Rickettsia spp em roedores

No presente trabalho, a prevaléncia da sororeatividade dos pequenos mamiferos
variou entre diversos grupos de animais; os roedores silvestres arboricolas exibiram
uma soroprevaléncia de 19%, enquanto que 68% dos marsupiais (81,5% de D.
albiventris e 47,1% de G. agilis) e 100% dos cavideos e ratos sinantropicos reagiram

contra Rickettsia spp.

De forma geral as reacBes homdlogas observadas sugerem a circulacdo de
riquétsias do Grupo da Febre Maculosa e de R. bellii, mas os titulos baixos indicam
infestacfes mais antigas. As observacOes da sororeatividade em roedores silvestres e
marsupiais acompanharam resultados de pesquisas anteriores, embora ainda ndo existam

padrBes de associagdo com a circulacdo de riquétsias no Brasil.

Aparentemente dinamicas intrinsecas de cada local de estudo parecem moldar a
soroprevaléncia para riguétsias nos pequenos mamiferos. Szab6 et al. (2013a),
Ogrzewalska et al. (2012), Dantas-Torres et al. (2012) e Milagres et al. (2010), em
levantamentos realizados na Mata Atlantica, encontraram valores distintos,
independente da area ser considerada endémica ou ndo-endémica para Febre Maculosa

Brasileira.

Szab6 et al. (2013a) encontrou reagdes homologas para R. parkeri em
Euryoryzomys russatus e para R. rickettsii em D. aurita em estudo realizado em
Peruibe/SP, area com registro de nova riquetsiose humana. Ogrzewalska et al. (2012)
encontraram soroprevaléncia similar para os pequenos mamiferos em areas endémicas e

ndo endémicas em areas periurbanas de Mata Atlantica na regido da grande Sao Paulo.

Finalmente, Dantas-Torres et al. (2012) registraram 68,8% de reatividade para
riquétsias no soros de pequenos mamiferos em fragmentos de Mata Atlantica no entorno
de Recife/PE, enquanto Milagres et al. (2010) encontraram prevaléncia de 42% para D.

aurita em area rural da regidao do Vale do Rio Doce em Minas Gerais.

Uma observacao frequente € uma alta prevaléncia de infestacdo por carrapatos e
grande sororeatividade contra riquétsias em gambéas (Horta et al. 2007; Szab0 et al.
2013a), que é um potencial hospedeiro amplificador de R. rickettsii (Horta et al. 2009).
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Porém, Coelho (2013) encontrou valores diferentes em fragmentos de mata na
area rural do municipio de Uberlandia. Entre os marsupiais, G. agilis obteve prevaléncia
similar ao deste estudo (40%) enquanto que a prevaléncia de D. albiventris foi
visivelmente menor, de 37,5%. E possivel que o isolamento do Parque do Sabia
restrinja 0os movimentos de dispersdo de D. albiventris, fazendo com que um maior
namero de individuos dentro da populacdo tenha contato frequente com carrapatos, que
por sua vez, aumenta a chance de se infectarem por Rickettsia spp.

Em relacdo aos roedores silvestres, em Coelho (2013) Oecomys bicolor foi
soronegativo (n=11 individuos) e Rhipidomys macrurus obteve soroprevaléncia de 23%
(n=86 individuos). No Parque do Sabié a situacéo se inverteu, pois Oecomys sp. obteve
maior soroprevaléncia. As duas espécies possuem comportamento similar, pois ambas
sdo arboricolas e utilizam pouco o solo. Assim dinamicas locais de competicdo
interespecifica (demarcacdo de territorio e de ninhos para reproducdo) podem atuar na

exposicao destas espécies as riqueétsias.

Embora se tenha notado uma tendéncia para associacdo entre infestacdo por
carrapatos e soroprevaléncia anti-riquétsias nos diversos grupos, as observacdes em R.
norvergicus foram discrepantes em varios sentidos. Estes animais exibiram baixa
prevaléncia de infestacdo por carrapatos (apenas duas larvas Amblyomma sp em oito
animais) e os mais altos titulos contra riquétsias do grupo da febre maculosa. Resultados
similares foram recentemente observados na Zona da Mata mineira por Milagres e
colaboradores (2013) e Pena et al. (2010) envolvendo outra espécie sinantrdpica, o
Rattus rattus. Estes animais apresentaram a maior soroprevaléncia dentre todos o0s

roedores.

Segundo Himsworth et al. (2013) alguns patégenos estdo tdo adaptados aos
Rattus sp que as infec¢Oes ndo provocam uma resposta imune funcional, fazendo com
que muitos individuos infectados com Leptospira spp. e Bartonella spp. néo
desenvolvam resposta de anticorpos contra o agente patogénico. Indo na direcdo oposta,
especulamos que a infeccdo com Rickettsia do Grupo da Febre Maculosa seja uma
interacdo recente com essas espécies de roedores e esta pode ser a causa das reacoes

intensas destes animais. De qualquer forma, a situacdo devera ser investigada.
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Os trés C. aperea capturados foram soropositivos. Assim como os Didelphis,
estes animais estavam infestados com varias ninfas de A. dubitatum e A.sculptum e

podem ter um papel na manutencgdo dessa espécie de riquétsia no Parque do Sabia.

7. CONCLUSOES

1) As espécies de pequenos mamiferos que habitam o Parque do Sabia estéo
infestadas por formas adultas e imaturas de pelo menos trés espécies de

carrapatos - Amblyomma sculptum, A. dubitatum e Ixodes loricatus.

2) Os pequenos mamiferos apresentaram reacdo soroldgica contra espécies de
Rickettsia spp, com indicacdo de circulacdo de R. bellii e de riquétsias do grupo
da Febre Maculosa Brasileira.

3) Ratos sinantropicos Rattus norvergicus apresentaram os mais elevados titulos
contra riguétsias do grupo da Febre Maculosa Brasileira e baixa prevaléncia de

infestacdo por carrapatos.
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CAPITULO 4: INFESTACAO POR CARRAPATOS NAS AVES DO PARQUE
DO SABIA

1. INTRODUCAO

O papel das aves silvestres no ciclo de vida dos carrapatos se torna cada vez
mais evidente & medida que as pesquisas cientificas se expandem nos biomas
brasileiros. Segundo dados revisados por Luz e Faccinni (2013), vinte e uma espécies de
carrapatos dos géneros Amblyomma, Ixodes, Rhipicephalus e Haemaphysalis ja foram

relatadas parasitando 200 espécies de aves, a grande maioria da Ordem Passeriformes.

A Mata Atléantica concentra grande parte dos estudos, como se pode ver em
Sanches et al. (2013), Ogrzewalska et al. (2012, 2011, 2010a, 2009a, 2008), Pacheco et
al. (2012), Labruna et al. (2007), Pinter (2007), Storni et al. (2005) e Arzua et al.
(2003). No bioma Cerrado essas interaces foram estudadas por Tolesano-Pascoli et al.
(2014), Ogrzewalska et al. (2013), Torga et al. (2013), Luz et al. (2013), Pascoal et al.
(2012), Tolesano-Pascoli et al. (2010) e Szabo et al. (2008). Observacdes esporadicas
foram ainda relatadas na Amazonia por Ogrzewalska et al. (2010b) e Barros-Battesti et

al. (2003) descreveram uma nova espécie de carrapato em aves que habitam cavernas.

As interacOes carrapato-aves em ambiente urbano sdo pouco conhecidas e estéo
restritas a um levantamento em um parque na cidade de Curitiba (Arzua et al. 2005) e a
dois estudos em fragmentos de vegetacdo nativa nos campi da UFRJ e Esalq, realizados
por Santolin et al. (2012) e Perez et al. (2008), respectivamente. O papel das aves na
epidemiologia da Febre Maculosa Brasileira é desconhecida, embora sejam hospedeiras
frequentes de um importante vetor da doenca, o A. aureolatum (Ogrzewalska et al.
2012).

Por outro lado, ha um numero elevado de relatos de genes de riquétsias em
carrapatos retirados de aves. DNA de Rickettsia spp. foi encontrado em trés espécies de
carrapatos muito comuns em aves, Amblyomma longirostre, A.nodosum e A.calcaratum
(Labruna et al. 2007). Pacheco et al. (2012) encontraram R. amblyommii (cepa AL) e
R.parkeri (cepa NOD) em 13 ninfas (38,2%) de A. longirostre coletados de aves em
fragmentos de Mata Atléntica na regido de Londrina/PR.
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Em estudo na Mata Atlantica da area periurbana de Sdo Paulo, Ogrzewalska et
al. (2012) encontraram R. amblyommii (cepa Conduru) em 43% dos A. longirostre e R.
parkeri em Amblyomma parkeri retirados de aves. Em outro estudo na Mata Atlantica
do estado de S&o Paulo, Ogrzewalska et al. (2008) relataram 100% de prevaléncia de A.

longirostre por R. amblyommii (cepa AL).

Ogrzewalska et al. (2013) fizeram o primeiro relato de Rickettsia sp. cepa NOD
(geneticamente semelhante a R. parkeri) infectando Amblyomma calcaratum, espécie
ecologicamente similar a A. nodosum, no Cerrado de Mato Grosso do Sul. Do carrapato
Amblyomma nodosum foram isolados R. bellii cepa Pontal e R. parkeri cepa NOD, com

prevaléncias de 23,6% e 5,7%, respectivamente (Ogrzewalska et al. 2009b).

A patogenicidade de R.amblyommii e R. bellii para humanos e animais ainda é
desconhecida (Pacheco et al. 2012). J& R. parkeri € um agente muito semelhante a R.
africae, R. sibirica e Rickettsia cepa Mata Atlantica, todos causadores de um tipo
brando de Febre Maculosa em diferentes continentes, inclusive em areas litoraneas
brasileiras (Parola et al. 2005, Paddock et al. 2004, Szabé et al. 2013b).

Esses achados reforcam o potencial das aves como disseminadores de carrapatos
infectados, porém o papel das aves como hospedeiros amplificadores no Brasil é
desconhecido. Lundgrenet al. (1966), em infecgdo experimental com R. rickettsii nos
EUA, concluiram que certas espécies das familias Columbidae, Falconidae e
Accipitridae podem se tornar infectadas na natureza e tém o potencial de infectar
carrapatos durante a alimentacao, estabelecendo assim um ciclo carrapato-ave-carrapato

ou carrapato-ave-carrapato-mamifero.

2. OBJETIVOS

1. Determinar a riqueza de espécies, carga parasitaria e prevaléncia de carrapatos

em aves do Parque do Sabia.
2. Relacionar a infestagé@o por carrapatos com dieta e estrato de forrageamento.

3. Determinar aspectos sazonais do ciclo de vida das espécies de carrapatos
parasitando as aves.
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4. Comparar qualitativamente a riqueza de espécies de carrapatos das aves com as

espécies em vida livre e encontradas parasitando capivaras e pequenos mamiferos.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Locais de captura das aves

As aves foram capturadas em um fragmento de mata de aproximadamente 19 ha
dentro da &rea do Zool6gico Municipal de Uberlandia. Nesta area foram capturadas em
quatro locais diferentes; na Mata da Lagoa, Mata da Guarita, Mata do Zooldgico e
Brejinho (TABELA 1, CAPITULO 1, pagina 26).

4.2 Técnica e esforgo de captura

As aves foram capturadas entre os meses de maio de 2011 e maio de 2013, em
dez campanhas. Para as capturas foram utilizadas redes de neblina, cada qual com 12
metros de comprimento e 2,6 metros de altura. A quantidade de redes utilizadas em cada
local variou de 4 a 10, dependendo do tamanho das trilhas j& existentes nas areas de
estudo. O mesmo esforco de captura (quantidade de redes de neblina) foi mantido em

cada campanha e em cada area.

Em cada ponto e a cada campanha as redes ficaram abertas por quatro horas pela

manha e trés horas no fim do dia por trés dias consecutivos.

4.3 ldentificacdo das aves e coleta de amostras

A identificacdo das espécies de aves foi feita com guias de campo (Ridgely e
Tudor 1989, 1994, Sigrist 2005). As aves identificadas receberam uma anilha metéalica
de identificacdo cedida pelo CEMAVE/ICMBIo. Ap6s o anilhamento, todas foram
pesadas e medidas. A nomenclatura das aves foi feita de acordo com Comité Brasileiro
de Registros Ornitoldgicos (CRBO 2011).
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Infestacdo por carrapatos foi avaliada em todas as aves capturadas. Para tal, a
superficie do corpo, especialmente cabeca, pesco¢o e ouvidos, foram cuidadosamente
inspecionados afastando-se as penas com uma pinga ou com sopro. Os carrapatos das
aves foram coletados com auxilio da pinca e colocados em frascos plasticos

identificados.

4.4 Andlise de Dados

A classificacdo das guildas das aves brasileiras foi realizada de acordo com
Motta-Jr (1990), Sick (1997), Marini & Cavalcanti (1998) e Almeida (2002). O termo
guilda descreve uma unidade organizacional dentro das comunidades que € orientada
pelo consumo de recursos e, portanto, transcende limites taxondmicos (Hawkings &
MacMahon 1989).

A prevaléncia e taxas de infestacdo foram calculadas de acordo com Labruna et
al. (2007). A influéncia da dieta, estrato de forrageamento e sazonalidade na prevaléncia
e intensidade de infestacdo foi calculada com Teste Exato de Fisher e Chi-Quadrado

através do programa Quantitative Parasitology versao 3 (R6zsa 2000).

5. RESULTADOS

Foram capturadas 320 aves, abrangendo 52 espécies distribuidas em 22 familias,

14 da Ordem Passeriforme e oito familias ndo-Passeriformes (TABELAS 1 e 2).
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TABELA 1. Aves ndo-passeriformes capturadas no Parque do Sabid, Uberlandia/MG.
2011 a 2013.

N ORDEM, Familia, Género e espécie N individuos DIETA ESTRATO HABITO Sensitividade
PELECANIFORMES Sharpe, 1891

Threskiomithidae Poche, 1904

1 Mesembrinibis cayennensis (Gmelin, 1789) 1 ONI INF F2 M
GRUIFORMES Bonaparte, 1854
Rallidae Rafinesque, 1815

2 Aramides cajanea (Statius Muller, 1776) 1 ONI SB F2 A
COLUMBIFORMES Latham, 1790
Columbidae Leach, 1820

3 Columbina talpacoti (Temminck, 1811) 8 GRA SB/INF C2 B
4 Leptotila verreauxi Bonaparte, 1855 2 FRU SB/INF F2 B
5 Leptotila rufaxilla (Richard & Bernard, 1792) 1 FRU SB/INF F2 M

PSITTACIFORMES Wagler, 1830
Psittacidae Rafinesque, 1815
6 Brotogeris chiriri (Vieillot, 1818) 1 Pred. Sem. SUP F2 M
APODIFORMES Peters, 1940
Trochilidae Vigors, 1825

7 Chlorostilbon lucidus (Shaw, 1812) 1 NEC SUP F2
8 Thalurania furcata (Gmelin, 1788) 3 NEC SB/SUP F2 M
9 Amazilia fimbriata (Gmelin, 1788) 1 NEC SUP F2

CORACIIFORMES Forbes, 1844
Alcedinidae Rafinesque, 1815

10 Chloroceryle americana (Gmelin, 1788) 1 CAR SB A B
GALBULIFORMES Furbringer, 1888
Galbulidae Vigors, 1825

11 Galbula ruficauda Cuvier, 1816 9 INS SB/SUP F2 B
PICIFORMES Meyer & Wolf, 1810
Picidae Leach, 1820

12 Picumnus albosquamatus d'Orbigny, 1840 2 INS SB/SUP F2 B

Individuos Totais 31

Guilda = ONI: onivoro, GRA: granivoro, FRU: frugivoro, PRED.SEM: predador de semente, NEC:
nectarivoro, CAR:carnivoro, INS:insetivoro. Estrato = INF: inferior, SB: sub-bosque, SUP:superior.

Habito = F2: essencialmente florestal, C2: essencialmente campestre, A: aquatico. Sensitividade = A:

alto, M: médio, B: baixa.
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TABELA 2. Aves Passeriformes capturadas no Parque do Sabia, 2011-2013,
Uberlandia/MG.

N ORDEM, Familia, Género e espécie N DIETA ESTRATO HABITO Sensitividade

PASSERIFORMES
Thamnophilidae Swainson, 1824

13 Thamnophilus caerulescens Vieillot, 1816 2 INS SB F1 B
Dendrocolaptidae Gray, 1840

14 Lepidocolaptes angustirostris (Vieillot, 1818) 3 INS SB F2 M
Furnariidae Gray, 1840

15 Synallaxis frontalis Pelzeln, 1859 6 INS SB/INF F2

16 Hylocryptus rectirostris (Wied, 1831) 7 INS INF F2 A
Pipridae Rafinesque, 1815

17 Antilophia galeata (Lichtenstein, 1823) 27 ONI SB/SUP F2 M

Rhynchocyclidae Berlepsch, 1907

18 Leptopogon amaurocephalus Tschudi, 1846 1 INS SB F1 M
19 Tolmomyias sulphurescens (Spix, 1825) 8 INS SUP F2 M
20 Todirostrum cinereum (Linnaeus, 1766) 1 INS SB/SUP F2 B

Tyrannidae Vigors, 1825

21 Elaenia flavogaster (Thunberg, 1822) 3 ONI SB F2 B
22 Elaenia mesoleuca (Deppe, 1830) 1 ONI SB F2 B
23 Myiarchus ferox (Gmelin, 1789) 3 INS SB F2 B
24 Myiarchus tyrannulus (Statius Muller, 1776) 1 INS SB/SUP C2 B
25 Myiodynastes maculatus (Statius Muller, 1776) 1 ONI SB/SUP F2 B
26 Myiozetetes cayanensis (Linnaeus, 1766) 4 ONI SB/SUP F2 B
27 Myiozetetes similis (Spix, 1825) 2 ONI SUP F2 B
28 Pitangus sulphuratus (Linnaeus, 1766) 13 ONI SB/SUP F2 B
29 Tyrannus melancholicus Vieillot, 1819 1 ONI SUP C2 B
30 Fluvicola nengeta (Linnaeus, 1766) 1 INS INF A B
31 Cnemotriccus fuscatus (Wied, 1831) 1 INS SB F2 B
Vireonidae Swainson, 1837
32 Cyclarhis gujanensis (Gmelin, 1789) 1 ONI SB/SUP F2 B
Troglodytidae Swainson, 1831
33 Cantorchilus leucotis (Lafresnaye, 1845) 4 INS SB F2 B

Guilda = ONI: onivoro, GRA: granivoro, FRU: frugivoro, NEC: nectarivoro, INS: insetivoro. Estrato =
INF: inferior, SB: sub-bosque, SUP:superior. Habito = F1: exclusivamente de ambientes florestais, F2:
essencialmente florestal, C2: essencialmente campestre, A: aquatico. Sensitividade = A: alto, M: médio,

B: baixa.
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N ORDEM, Familia, género e espécie N individuos DIETA ESTRATO HABITO Sensitividade
Turdidae Rafinesque, 1815
34 Turdus rufiventris Vieillot, 1818 14 ONI SB F2 B
35 Turdus leucomelas Vieillot, 1818 28 ONI SB F2 B
36 Turdus amaurochalinus Cabanis, 1850 15 ONI SB F2 B
Coerebidae d'Orbigny & Lafresnaye, 1838
37 Coereba flaveola (Linnaeus, 1758) 15 NEC SB/SUP F2 B
Thraupidae Cabanis, 1847
38 Saltator maximus (Statius Muller, 1776) 11 ONI SB/SUP F2 B
39 Saltator similis d'Orbigny & Lafresnaye, 1837 1 ONI SB/SUP F2 B
40 Lanio penicillatus (Spix, 1825) 6 ONI SB/SUP F2 M
41 Tangara sayaca (Linnaeus, 1766) 4 ONI SUP F2 B
42 Tangara cayana (Linnaeus, 1766) 11 ONI SUP F2 B
43 Pipraeidea melanonota (Vieillot, 1819) 7 ONI SUP F2 M
44 Dacnis cayana (Linnaeus, 1766) 6 ONI SUP F2 B
Emberizidae Vigors, 1825
45 Volatinia jacarina (Linnaeus, 1766) 14 GRA INF c2 B
46 Sporophila nigricollis (Vieillot, 1823) 7 GRA INF Cc2 B
47 Sporophila caerulescens (Vieillot, 1823) 3 GRA INF Cc2 B
Parulidae Wetmore, Friedmann, Lincoln, Miller, Peters,
van Rossem, Van Tyne & Zimmer 1947
48 Arremon flavirostris Swainson, 1838 9 GRA SB F1 M
49 Basileuterus hypoleucus Bonaparte, 1830 10 INS SUP/SB F2 B
50 Basileuterus flaveolus (Baird, 1865) 13 INS SB/INF F2 M
51 Basileuterus leucophrys Pelzeln, 1868 19 INS SB/INF F2 M
Icteridae Vigors, 1825
52 Molothrus bonariensis (Gmelin, 1789) 5 INS INF Cc2 B
Total Passeriformes 289
Total Passeriformes e N&o Passeriformes 320

Guilda = ONI: onivoro, GRA: granivoro, FRU: frugivoro, NEC: nectarivoro, INS: insetivoro. Estrato =

INF: inferior, SB: sub-bosque, SUP: superior. Habito = F1: exclusivamente de ambientes florestais, F2:

essencialmente florestal, C2: essencialmente campestre, A: aquatico. Sensitividade = A: alto, M: médio,

B: baixa.
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As espeécies mais frequentes foram Antilophia galeata e Turdus leucomelas (27 e
28 individuos, respectivamente), sequidas de Basileuterus leucophrys (19 individuos),
Turdus amaurochalinus e Coereba flaveola (15 individuos), Turdus rufiventris e
Volatinia jacarina (14 individuos), Pitangus sulphuratus e Basileuterus flaveolus (13
individuos), Saltator maximus e Tangara cayana (11 individuos), Basileuterus

hypoleucus (10 individuos).

A maioria das espécies capturadas possui habito florestal (43). De acordo com o
grau de sensitividade a alteracdo ambiental, apenas duas espécies sdo mais sensiveis
(Hylocriptus rectirostris e Aramides cajanea), treze espécies apresentam sensitividade

média e 37 apresentam sensitividade baixa.

A Familia com maior nimero de individuos foi a Paruliidae (51). A guilda
alimentar com maior nimero de espécies foi onivora (n=21), compreendendo 158

individuos, seguida pelos insetivoros (16 espécies, 97 individuos).

5.1. Infestagdo por carrapatos nas aves

Foram coletados 57 carrapatos, sendo 39 larvas e 18 ninfas. A grande maioria
das larvas estava fixada na regido dos olhos e as ninfas no pescogo. A prevaléncia geral
de infestagdo por carrapatos das aves do Parque do Sabia foi de 9,4 % (30 individuos
infestados em 320 aves examinadas). Dentre os ndo-passeriformes, apenas um
individuo se apresentou parasitado (TABELA 3). A intensidade média de infestacédo foi
de 1,9 carrapatos por ave. Foram identificadas em trés espécies de ninfas: Amblyomma

longirostre, Amblyomma nodosum e Amblyomma sculptum.
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TABELA 3. Espécies de carrapatos em aves, Parque do Sabia, Uberlandia/MG. 2011 a 2013.

Hospedeiro Ne Ne Prevaléncia Ne° Intenslid_ade Densid_ade Amblyomma sp A. Iongirostre A. nogosum A. scglptum DIETA ESTRATO HABITO Sensitividade
Capturados Infestados (%) Carrapatos  Média Relativa Larva Ninfa Ninfa Ninfa
Antilophia galeata 27 2 74 5 25 0,68 4 1 0 0 ONI SB F2 M
Aramides cajanea 1 1 100 1 1 0,01 1 0 0 0 ONI  SBI/INF F2 A
Basileuterus flaveolus 13 1 77 2 2 0,26 0 0 2 0 INS SB F2 M
Basileuterus hypoleucus 10 1 10 1 1 0,1 0 1 0 0 INS  SUP/SB F2 B
Basileuterus leucophrys 19 4 21,1 9 2,3 0,43 6 0 3 0 INS  SB/INF F2 M
Cantorchilus leucotis 4 1 25 1 1 0,04 0 0 1 0 INS  SB/INF F2 M
Dacnis cayana 6 1 16,7 2 2 0,12 2 0 0 0 ONI SupP F2 B
Fluvicola nengeta 1 1 100 1 1 0,01 0 0 0 1 INS INF A B
Hylocryptus rectirostris 7 1 14,3 1 1 0,07 1 0 0 0 INS  SB/INF F2 A
Lanio penicillatus 6 1 16,7 2 2 0,12 1 1 0 0 ONI  SB/SUP F2 M
Pipraeidea melanonota 7 1 14,3 1 1 0,07 0 0 1 0 ONI SuP F2 M
Saltator maximus 11 2 18,2 7 35 0,39 6 1 0 0 ONI SB F2 B
Synallaxis frontalis 6 1 16,7 1 1 0,06 1 0 0 0 INS  SB/INF F2 B
Turdus amaurochalinus 15 3 20 9 3 0,45 7 1 1 0 ONI SB F2 B
Turdus leucomelas 28 3 10,7 7 2,3 0,65 5 1 0 1 ONI sB F2 B
Turdus rufiventris 14 6 43 7 1,2 0,16 5 0 2 0 ONI SB F2 B
Total 175 30 9,4 57 1,9 6,08 39 6 10 2
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Turdus rufiventris (43%), Turdus amaurochalinus (20%) e Basileuterus
leucophrys (21,1%) foram as espécies com maiores indices de prevaléncia por
carrapatos. Seis ninfas de A. longirostre foram encontradas em seis espécies: Antilophia
galeata, Turdus leucomelas, Turdus amaurochalinus, Saltator maximus, Lanio

penicillatus e Basileuterus hypoleucus.

Dez ninfas de A.nodosum foram achadas em T. amaurochalinus, Turdus
rufiventris, Basileuterus leucophrys, Basileuterus flaveolus, Cantorchilus leucotis e
Pipraeidea melanonota. Fluvicola nengeta e Turdus leucomelas albergavam uma ninfa

de A. sculptum cada um.

Todas as aves infestadas por carrapatos pertencem as guildas insetivora e
onivora (TABELA 4), e ndo houve diferenca significantiva para prevaléncia e

intensidade de infestacdo entre as guildas alimentares (p = 0,69 e p= 0,702).

TABELA 4. Prevaléncia e intensidade de infestacdo de acordo com a guilda de

alimentacéo.
Dieta Individuos Individuos Prevaléncia Inten,su.jade Mediana
Total Infestados média
Insetivoros 97 10 10,30% 1,6 1
Onivoros 158 20 12,70% 2,05 10

Em relacdo as guildas de forragemento, as aves foram classificadas em cinco
categorias (TABELA 1). As aves que forrageiam no sub-bosque e sub-bosque inferior
foram mais prevalentes (x?=10.315, p=0,035, g.l.=4) do que as aves que forrageiam em
outras alturas. Porém ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as guildas
em relacdo a intensidade média de infestacdo (p= 0,813, bilateral) (TABELA 5). Os
meses com maior infestacdo de carrapatos nas aves foram maio/2011 e maio/2013, com
11 e 17 carrapatos, respectivamente (FIGURA 1 e TABELA 6).
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TABELA 5. Infestacdo de carrapatos de acordo com a guilda de forrageamento. Parque

do Sabia, Uberlandia/MG. 2011 a 2013.

Estrato de

Individuos Individuos

Intensidade

) Prevaléncia . Mediana
Forrageamento Totais  Infestados média
Inferior 38 1 2,6% 1 1
Subbosque 86 14 16,3% 1,79 1
Subbosque - inferior 49 6 12,2% 2 15
Subbosque - superior 105 6 5,7% 25 15
Superior 42 2 4.8% 15 15

TABELA 6. Espécies de carrapatos retirados de aves de acordo com o més de coleta.

Parque do Sabia, Uberlandia/MG. 2011-

2013.

Data A. longirostre A. sculptum A. nodosum Amblyomma sp* Total/més
chuva 2011 2 0 2 7 11
seca 2011 0 0 0 0 0
seca 2011 2 0 3 1 6
chuva 2011 0 0 1 0 1
chuva 2012 0 0 0 0 0
chuva 2012 0 0 0 5 5
seca 2012 0 0 1 5 6
seca 2012 0 2 1 4 7
chuva 2012 1 0 1 0 2
seca 2013 1 0 1 17 19
Total por espécie 6 2 10 39 57

* Carrapatos com identificacdo de espécie séo

ninfas e Amblyomma sp. séo larvas
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FIGURA 1. Distribuicdo mensal dos carrapatos coletados em aves. Parque do Sabia,

Uberlandia/MG, 2011-2013.
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A prevaléncia de carrapatos nas aves foi maior na estacdo seca em relacdo a
estacdo chuvosa (x2=4.019, p=0,045, g..=1), mas ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na intensidade média de infestagdo entre as duas estacdes (p=0,619
bilateral) (TABELA 7).

TABELA 7. Prevaléncia e Intensidade Média de Infestacdo das aves do Parque do Sabia

de acordo com a estagéo do ano.

Estacéo Individuos Individuos ~__. Intensidade .
. Prevaléncia . Mediana
do ano Totais Infestados média
Chuva 174 11 6,3% 1,73 1
Seca 148 19 12,8% 2 1
6. DISCUSSAO

As espécies de aves encontradas nesse estudo sdo tipicas de Matas semi-
deciduas e de Cerraddo (Cavarzere et al. 2011), incluindo trés espécies endémicas do

Cerrado (Hylocryptus rectirostris, Antilophia galeata e Basileuterus leucophrys).

A amostra estudada (52 espécies) corresponde a 34% das espécies registradas
para o Parque do Sabid em levantamento de avifauna realizado por Franchin e Margal-Jr
(2003). Essa diferenca se deve em parte a um viés metodoldgico conferido pela captura
por redes de neblina, pois a altura maxima de 3,5 m restringe a amostra para aquelas
especies aves que forrageiam mais baixo (Vogel et at. 2012). As capturas ocorreram em
apenas um local do Parque, dentro das matas, portanto grandes grupos foram excluidos,

como Anseriformes, Falconiformes e Psitaciformes.

A prevaléncia total para a presenca de carrapatos foi de 9,3 %, deste modo, em
322 aves examinadas, 30 individuos estavam infestados por 57 carrapatos de trés
especies diferentes (A. longirostre, A. nodosum e A. sculptum). Larvas permaneceram
identificadas ao nivel de género (Amblyomma sp) pela auséncia de chave de

identificacdo para elas.
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A prevaléncia de infestacdo observada é relativamente baixa se comparada com
outros estudos de area urbana, como 16,2% em Arzua et al. (2003) em um parque com
Floresta de Araucaria na cidade de Curitiba e 37,5% em Perez et al. (2008) no campus

da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz - ESALQ, em Piracicaba.

As areas verdes do Parque do Sabia estdo isoladas ha mais de 40 anos, impacto
que pode ter diminuido a populagdo dos hospedeiros naturais das formas adultas dos
carrapatos mais comuns em aves (Coendou sp para A. longirostre e Tamandua sp para

A. nodosum).

Por outro lado, os resultados do presente estudo sdo bastante similares aos
encontrados em seis fragmentos florestais ao longo do rio Uberabinha (municipio de
Uberlandia) por Torga et al. (2013). Estes pesquisadores capturaram 352 aves de 62
espeécies, e 31 individuos (8,8%) estavam parasitados por 56 carrapatos das espécies A.
nodosum e A. longirostre. Porém os autores especularam gue a baixa prevaléncia pode
ter ocorrido pela auséncia de amostragem nos meses de inverno, época de imaturos de

carrapatos Amblyomma sp., 0 que ndo aconteceu em Nnosso Caso.

A prevaléncia de carrapatos nas aves foi significativamente correlacionada com
forrageamento nos estratos inferiores e com a estacio seca (TABELAS 5 e 7). E
possivel supor que o forrageamento nos estratos inferiores facilite o contato com
aquelas espécies de carrapatos que aguardam por hospedeiros na vegetacao.
Infelizmente ndo h& dados sobre a ecologia de A. nodosum e A. longirostre que
indiguem inequivocamente a altura na vegetacdo em que estas espécies esperam por
hospedeiros. Por outro lado, A sculptum é comum nas proximidades do solo do Cerrado
(Szabo et al. 2007; Veronez et al. 2010) e que explica, em parte, a infestacdo de aves

que forrageiam mais préximo do solo.

Em relacdo a estacdo de prevaléncia, sabe-se que no Brasil as formas imaturas
de Amblyomma predominam na estacdo seca (Labruna 2009) e que poderia explicar a

prevaléncia sazonal dos carrapatos nas aves.

As duas espécies de aves com maior prevaléncia de infestacdo por carrapatos
foram aqueles do género Turdus. Aves da familia Turdidae estdo entre as mais
adaptadas a ambientes urbanos em todo 0 mundo, gracas a sua plasticidade dietéria, que

abrange frutos, sementes e invertebrados (Del Hoyo 2005). Gasperin e Pizo (2009)
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verificaram que T. rufiventris, T. amaurochalinus, T. leucomelas e T. albicolis passam
até 70% do tempo de forrageamento no chdo, revirando folhas & procura de

invertebrados.

Ninfas de A. longirostre foram encontradas em T. leucomelas, T.
amaurochalinus, Antilophia galeata, Saltator maximus, Lanio penicillatus e
Basileuterus hypoleucus, espécies que forrageiam nos estratos Subosque ou Subbosque-

superior.

Pinter (2007), na Mata Atlantica, encontrou resultados semelhantes, com a
maioria dos A. longirostre retirados de aves que forrageiam em estratos mais altos. No
caso especifico desta espécie de carrapato € possivel supor que o contato das aves com
as larvas e ninfas do carrapato acontega nas arvores, ja que seu hospedeiro primario é o

Coendou sp, 0 porco-espinho, um mamifero arboricola (Labruna et al. 2009).

Tolesano-Pascoli et al. (2010) descreveram A. longirostre em A. galeata, B.
hypoleucus e em S. maximus, que por sua vez ja foi relatado em Ogrzewalska et al
(2013) e Aragéo (1936). A. longirostre em S. similis foi descrito por Labruna et al.
(2007) e Pacheco et al. (2012). Finalmente, A. longirostre em T. amaurochalinus foi
relatado em Ogrzewalska et al. (2012). Torga et al. (2013) encontraram apenas duas

espécies parasitadas por A. longirostre, S. maximus e B. hypoleucus.

A forma adulta de A. nodosum parasita tamanduds (T. tetradactyla e M.
tridactyla). Ninfas dessa espécie foram achadas em Turdus rufiventris e Pipraeidea
melanonota (primeira descri¢do da interacdo), T. amaurochalinus (relatado por Luz et
al. 2012), Basileuterus leucophrys (descrito anteriormente por Tolesano-Pascoli et al.
2010), Basileuterus flaveolus (descrito anteriormente por Ogrzewalska et al. 2009) e

Cantorchilus leucotis (relatado por Tolesano-Pascoli et al. 2010).

A terceira espécie de carrapato encontrada em aves, ninfas de A. sculptum foram
retiradas de T. leucomelas e Fluvicola nengeta, cada qual com um exemplar do
carrapato. Ambas as observagdes se constituem no primeiro relato de parasitismo por A.

sculptum nessas espécies de hospedeiro.

Fluvicola nengeta é um tiranideo insetivoro, originalmente restrito a regido

nordeste do pais, mas que a partir dos anos 1980 teve sua distribuicdo ampliada para as
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regides sudeste e sul. Habita preferencialmente locais abertos de vegetacdo arbustiva,
com presenca de corpos d’dgua, como margens de pequenas lagoas naturais ou

reservatorios artificiais em area urbana ou rural (Sick 1997).

Segundo Straube et al. (2007) a expansédo de F. nengeta pelo territorio brasileiro
estd associada ao processo de alteracdo de paisagem, no qual areas florestadas foram
substituidas por ambientes abertos e agropastoris. Este mesmo ambiente antropizado
tem favorecido especialmente o aumento populacional de capivaras, responsaveis pela

manutencdo de altas popula¢des de A. sculptum no ambiente.

Neste sentido € interessante mencionar que Santolin et al (2012) encontraram
apenas A. sculptum nas aves do Campus da UFRJ, local com presenca de capivaras e
cavalos. Perez et al (2008) encontraram infestacdo por A. sculptum nas aves coletadas
na ESALQ apenas entre 0s meses de mar¢o a junho, quando ha maior infestacdo

ambiental por larvas.

As duas aves infestadas por A. sculptum foram capturadas em agosto de 2012,
més com a maior infestacdo ambiental por ninfas desta espécie (ver TABELA 7 e
FIGURA 10, pagina 35 do Capitulo 1) e ambas foram capturadas na Mata da Lagoa,
area frequentada por capivaras, demonstrando que formas imaturas de A. sculptum tem
pouca especificidade por hospedeiros e em caso de grande infestacdo ambiental podem

se alimentar em aves passeriformes.

T. leucomelas, o sabia barranqueiro, mantém grandes populacdes em ambientes
urbanos e pode servir como carreador de ninfas de A. sculptum das areas de mata para
habitac¢Oes vizinhas do Parque do Sabié.

7. CONCLUSOES

As aves do parque do sabid sdo hospedeiras de ninfas de A. nodosum,

A.longirostre, A.sculptum e de larvas Amblyomma sp.
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CAPITULO 5: CONSIDERACOES FINAIS

1. INFESTACAO POR CARRAPATOS

O Parque Municipal do Sabia, inaugurado na decada de 1980, é o principal
parque publico de Uberlandia, que serve como um local de lazer para cerca de 5.000
visitantes semanais. Igualmente, é uma unidade de conservacédo, sendo um dos ultimos

refugios da biodiversidade local em &rea urbana (Pina e Santos 2009).

As observacOes sobre as relaces carrapato-hospedeiro e infec¢do por riquétsias
no Parque do Sabia mostraram algumas conexdes ecoldgicas importantes e que
merecem uma investigacdo mais minuciosa. O carrapato A. sculptum predominou nas
amostras ambientais perfazendo mais de 90% dos carrapatos coletados. Por outro lado,
nenhum dos hospedeiros avaliados tinha A. sculptum como espécie mais prevalente.

Nas capivaras A dubitatum representou 61,2% dos carrapatos e A. sculptum
apenas 38,8%. Nos pequenos mamiferos, A. sculptum representou 17,5% das ninfas
enguanto A. dubitatum correspondeu a 71,5%. Nas aves apenas 11% das ninfas eram A.
sculptum (dois carrapatos em duas aves), contrastando com a prevaléncia de 55% de
A.nodosum e 33% de A.longirostre.

A aparente dissociacdo entre prevaléncia de espécies de carrapatos em vida livre
e aqueles infestando animais pode ter diversas explicacfes. A principal se refere a um
viés metodoldgico na amostragem ambiental. As coletas de carrapato foram realizadas
predominantemente dentro de matas e sobre gramados, desfavorecendo carrapatos
nidicolas e aqueles de ambientes mais imidos como o A. dubitatum (Szabé et al. 2007;
Nava et al. 2010).

Outra possibilidade é que a maior prevaléncia de A. sculptum esteja representada
pelas larvas Amblyomma sp que ndo foram identificadas e que predominaram entre 0s
pequenos mamiferos e aves. Por outro lado, a amostragem ambiental com maior
prevaléncia de A. sculptum possui uma grande importancia na epidemiologia de doencas
transmitidas por carrapatos, ja que este cenario comprova uma maior exposicdo dos
usuarios do parque a esta espécie de carrapato (FIGURA 1), sabidamente agressiva ao

ser humano e vetor da Febre Maculosa Brasileira (Labruna 2012, Ramos et al. 2014).
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FIGURA 1. Frequentadores do Parque do Sabid descansando em frente a lagoa
principal. Uberlandia/MG, setembro 2011. Foto: M. Nagoa.

A prevaléncia de A. dubitatum em pequenos mamiferos é também uma
observacao relevante e sua presenca frequente em diversos hospedeiros indica uma
relacdo ndo casual. A. dubitatum foi a espécie mais prevalente em gambas, capivaras e
preas, 0s dois primeiros sabidamente envolvidos na epidemiologia da Febre Maculosa
Brasileira (Souza et al. 2009, Horta et al. 2009). Embora o A. dubitatum ndo seja uma
especie agressiva ao ser humano (Labruna et al. 2007), poderia atuar como elo do

agente infeccioso entre hospedeiros.

As aves apresentaram espécies distintas de carrapatos do que os achados em
mamiferos, indicando uma ocupacdo de nichos diferentes por essas especies (A.
longirostre e A. nodosum) e necessidade de investigacao adicional. Porém a presenca de
A. sculptum indica que existe uma pequena sobreposi¢cdo das aves com nichos dos
mamiferos, portanto as aves ndo podem ser eliminadas das investigacGes sobre ecologia

de doencas transmitidas por carrapatos.



117

2. RESULTADOS SOROLOGICOS E PCR

A sorologia demonstrou a circulacao de riquétsias no Parque do Sabid, tanto em
capivaras, como nos pequenos mamiferos. Os resultados obtidos indicam a circulagéo
predominante de riquétsia do Grupo da Febre Maculosa em todos os hospedeiros,
exceto para D. albiventris, que exibiu titulos e prevaléncia elevados também contra R.
bellii.

Observou-se uma associacdo na sororeatividade e niveis de infestacdo por
carrapatos em todos os animais (capivaras e gambas foram os mais infestados e
obtiveram os maiores titulos), com exce¢do dos ratos sinantropicos (R. norvegicus).
Estes animais apresentaram os maiores titulos anti-riquétsia, predominantemente contra
0 Grupo da Febre Maculosa, porém a origem da infeccdo e a espécie de riquétsia que

circula nestes animais precisa ser elucidada.

A auséncia de deteccdo de riquétsias nos carrapatos por PCR também pode ser
atribuida a varios fatores. A principal explicacdo seria a baixa prevaléncia de infeccdo
dos carrapatos, ja que R. rickettsii, mesmo em &reas endémicas, infecta apenas 1% dos
A. sculptum (Guedes et al. 2005). Em A. dubitatum o encontro de R. bellii é mais
provavel, ja que ha estudos que verificaram até 44,9% de infeccdo por R. bellii em
algumas populacgdes deste carrapato no estado de S&o Paulo (Pacheco et al. 2009). A
maioria dos carrapatos submetidos a PCR vieram das capivaras, e a baixa resposta
soroldgica desses animais a R. bellii pode ser um indicio da auséncia dessa riquétsia nos

carrapatos amostrados.

Em todo caso o nuimero de carrapatos avaliados por PCR podera ter sido
insuficiente para a detecgéo das riquétsias, e, uma vez que cerca de 10% dos carrapatos
totais foi submetida ao PCR, a presenca de carrapatos infectados ndo pode ser
descartada. Além disso, R. bellii também é mais prevalente em I. loricatus (Szabd et al.
2013). De fato, os resultados sorologicos de gambéas foram mais prevalentes e intensos
contra R. bellii e sugerem uma circulagdo desta riquétsia entre 0 marsupial e seus
carrapatos. Assim a avaliagdo dos I. loricatus por PCR é fundamental para comprovar

esta infeccdo por R. bellii.

Analisados em conjunto, os resultados apresentados indicam a circulagdo de

riquétsias no Parque do Sabid e para as capivaras, hospedeiros mais expostos aos
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carrapatos, os titulos da sorologia indicam uma infeccdo mais antiga e provavelmente
por riquétsias do Grupo da Febre Maculosa. E importante lembrar que a ocorréncia da
febre maculosa esta diretamente relacionada com o tamanho da populacdo de
carrapatos, ja que a infestacdo humana por A. sculptum é um evento acidental, resultante
do grande nimero de carrapatos de vida livre no meio ambiente. Portanto, a reducéo
dessa infestacdo ambiental € o melhor meio de prevenir um surto da doenca (Labruna
2012).

Apods a retirada de uma grande parte da populacao das capivaras, percebeu-se uma
tendéncia de diminuicdo da populacdo de carrapatos em vida livre no Parque do Sabia
ao longo dos anos 2011-2013, especialmente A. dubitatum. Porém, como a remocéo das
capivaras ocorreu de forma parcial, o controle da infestacdo ambiental por carrapatos foi
comprometido. A tendéncia € que a populacdo de hospedeiros volte ao tamanho original
dentro de poucos anos, ocorrendo 0 mesmo com 0s carrapatos do ambiente. E
importante ressaltar que capivaras jovens tém sensibilidade maior a infecgdes pela R.
rickettsii. Estes animais jovens infectardo um numero maior de carrapatos, fato que

aumenta a chance de eventuais riquetsioses humanas (Labruna 2009).

Neste contexto, junto com o manejo da infestacdo ambiental, é importante a
implementacdo continua de programas educacionais que alertem os frequentadores do
parque para tomar medidas preventivas contra a picada por carrapatos (por exemplo,
procura regular no corpo apés trilhas, uso de roupas mais fechadas e limitar o contato do
com o solo) (FIGURA 2).

CUIDADO CON 05 CARRABATOS:

= Mantenha-se nas trilhas;

= Evite deitar nos gramados'

FIGURA 2. Placa fixada no inicio de uma trilha para alertar os usuarios do Parque do

Sabiéa aos riscos de picada de carrapato. Uberlandia/MG, 2011. Foto: G. Pascoli.
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Novos paradigmas de urbanizacdo resgataram a importancia de parques naturais
municipais como areas verdes, que devem servir & populacdo de forma a propiciar
condicdes de lazer e recreacédo, contribuindo assim para a qualidade ambiental e de vida.
Dessa forma, a visitacdo publica nessas areas verdes se tornou um elemento essencial

para a difusdo de uma nova sensibilidade ambiental (Pina e Santos 2009).

Os planejadores e gestores ambientais devem considerar que essas reservas
naturais frequentemente se encontram impactadas pela presenca de animais domeésticos
(cdes e gatos) e animais sinantrépicos e que esses fatores, somados as dinamicas
alteradas das populacbes naturais, podem levar ao desenvolvimento de doencas
transmitidas por vetores, ja que estas se caracterizam por serem um sistema complexo e
dindmico que engloba caracteristicas de vetores, hospedeiros e ambientes abidticos e

bioticos.

A propria complexidade destes sistemas e sua importancia para a saude
ambiental demanda estudos continuos e interdisciplinares em pequena e em grande
escala, suficientes para aferir particularidades de cada area e 0s possiveis riscos para a

populacdo animal e humana.
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ANEXO A

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA POR TRIZOL, LABORATORIO
DE IMUNOPARASITOLOGIA

Dr. Lourenco Costa

O DNA foi extraido a partir do carrapato macerado utilizando-se Trizol® (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com instrucdes do
fabricante, porém ajustado o volume recomendado para 500 pL de Trizol® por

carrapato.

Resumidamente, as amostras de Trizol® e carrapato foram vigorosamente
agitados por aproximadamente cinco minutos em temperatura ambiente e, em seguida,
foram adicionados 200 pL de cloroférmio. A mistura foi novamente agitada e incubada
por dois minutos & temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada uma centrifugacéo a
12.000xg/15min/4°C. A fase aquosa, contendo o RNA, foi desprezada e seguiu-se a
extracdo da fase organica adicionando 300 pL de etanol absoluto. A amostra foi agitada
por inversdo e incubada por dois minutos a temperatura ambiente sendo em seguida

centrifugada (2.000xg/5min/4°C). O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi
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lavado duas vezes com citrato de sdédio 0,1M (10% de etanol, diluido com agua
destilada e autoclavada), incubando cada lavagem por 30 minutos e centrifugando a
2.000xg/5min/4°C. Ao final deste processo, 0 DNA foi lavado com 1,0 mL de etanol
75% (diluido com agua destilada e autoclavada) e centrifugado (7.500xg/5min/4°C). Ao
final, o sedimento foi secado dentro da camara de fluxo laminar e ressuspenso com 20
uL de Tris-EDTA (1:10).

ANEXO B

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA POR TRIZOL, LABORATORIO DE
VIROLOGIA

Prof. Jonny Yokosawa

MACERACAO DOS CARRAPATOS COM TRIZOL

Colocar os carrapatos em um tubo de 2 ml.

Com o tubo deitado, realizar cortes nos carrapatos com o auxilio de um bisturi.
Adicionar 20 pl de Trizol e macerar utilizando pistilo.

Ressuspender o macerado com 375 pl de Trizol e agitar o tubo em vortex por 30s.
Centrifugar a amostra a 11.000xg por 10 minutos a 4°C.

Em outro tubo adicionar 125 ul de PBS.

N o g M w DN PP

Retirar 375 pl do macerado e adicionar ao tubo contendo PBS.

EXTRACAO DE RNA E DNA COM TRIZOL

e Procedimento inicial:
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1. Realizar a lise com 125 ul de amostra e 375 pl de Trizol. Apds a homogeneizacéo,
incubar a mistura por 5’ a temperatura ambiente. Neste estagio, pode-se guardar as amostras a -
20°C.

2. Adicionar 2,5 pl de glicogénio (solugdo 20 mg/ml).

3. Adicionar 100 pl de cloroformio. Agitar manualmente por 15’ e incubar por 3’ a
temperatura ambiente.

4, Centrifugar a 12.000 xg (no maximo) por 15’ a 4°C.

5. Transferir a fase aquosa (superior) para tubo novo e seguir o protocolo para RNA.

6. Reservar a interfase e a fase fenolica, ou orgénica (inferior) para DNA.

e DNA:

1. Remover o restante da fase aquosa (inclusive a interfase) com pipeta.

2. Precipitar o DNA ¢/ 120 pl de etanol. Agitar por inversdo e incubar 2-3° a

temperatura ambiente.

3. Centrifugar a 2.000 xg (no max.) por 5° a 4°C.

4. Desprezar o sobrenadante com pipeta.

5. Lavar o pellet duas vezes seguidas com 500 ul de 0,1M NaCitrato (autoclavado) /
10% etanol, incubando cada lavagem por 30’ a temperatura ambiente.

6. Centrifugar a 2.000 xg por 5’a 4°C.

7. Desprezar o sobrenadante com pipeta.

8. Lavar o DNA com 750 ul de 75% etanol (preparado com H20 para biologia
molecular).

9. Centrifugar a 7.500 xg por 5’ ¢ desprezar o sobrenadante com pipeta.

10. Secar o pellet no interior do fluxo laminar por 5 a 10’. Deixar os tubos abertos até a
borda do pellet comecar a ficar transparente.

11. Ressuspender o DNA com 50 pl de NaOH 8 mM.

12. Adicionar 1,5 ul de Hepes 1M (para neutralizar).

13. Guardar a -20°C ou seguir com a PCR.

e RNA:

7. Adicionar 300 pl de isopropanol para precipitar o RNA. Agitar por inversdo e incubar
10’ a temperatura ambiente.

8. Centrifugar a 12.000 xg (no max.) por 10’ a 4°C.

9. Desprezar o sobrenadante com pipeta.

10. Lavar o pellet com 500 ul de 75% etanol (preparado com agua para biologia

molecular e tratada com DEPC). Agitar por inversao.
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11. Centrifugar a 7.500 xg por 5’ a 4°C.
12. Desprezar o sobrenadante com pipeta.

13. Secar o sedimento (pellet) no interior do fluxo laminar por 5 a 10’. Deixar os tubos

abertos até a borda do pellet comegar a ficar transparente.

14. Dissolver 0 RNA com 20 ul de H20 (tratada com DEPC) e adicionar 0,5 pl de

inibidor de RNAse (opcional).

70°C.

15. Prosseguir com a reacdo de transcri¢do reversa ou guardar imediatamente 0 RNA a -

ANEXO C

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA DE CARRAPATOS POR TIOCIANATO DE

13.
14.
15.
16.

GUANIDINA (GT)

VPS/USP

Colocar os carrapatos em microtubos identificados (a cada 10 ou 15 amostras
incluirum C.E.).

Adicionar 150 pl de TE* em cada microtubo.

Cortar os carrapatos pela metade com uma agulha 40x12. Depois triturar com
ponteira queimada até a mistura ficar turva (teledginas: utilizar apenas o terco
anterior).

Homogeneizar no vortex por 10”°.

Centrifugar por 6-7s.

Adicionar 450 pl de GT (azul).

Termomix por 10’ a 25°C, com vortex a cada 2,5, agitando por 10”’.

Spin 6.

Acrescentar 100 ul de cloroformio.

. Inverter os tubos vérias vezes ou vortex por 10°°, deixar descansando por 2’.
. Centrifugar a 12000 rpm por 5’ (obtencao de 2 fases)
. Recuperar 400 pul da fase aquosa, colocando em outro microtubo j& identificado.

Desprezar o restante.

Adicionar 600 ul de isopropanol 100% (solubilizar o DNA).

Deixar no freezer (-20°C) por 2h no minimo, ou entdo overnight.

Retirar as amostras do freezer e centrifuga-las por 15> a 12000 rpm e 4 °C.
Desprezar o sobrenadante virando o microtubo e secar a borda com mesmo
papel que abriu o tubo.
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17. Adicionar 800 pl de etanol 70%.

18. Centrifugar a 12000 rpm por 5> a 4 °C.

19. Desprezar o sobrenadante (virando o tubo).

20. Desprezar o sobrenadante virando o microtubo e secar a borda com mesmo
papel que abriu o tubo.

21. Secar o “pellet” a 37 °C por 1h, ou entdo, no termobloco a 56 °C por 15’ (tubo
aberto até secar).

22. Resuspender com TE (de 30 a 60 pl, dependendo do n° de PCR que se pretende
fazer).

23. Homogeneizar muito bem manualmente.

24. Incubar no termobloco a 56 °C por 15’ (tubos fechados).

25. Spin por 6. 26. Congelar a -20 °C.

e TE: Tris-EDTA = 1ml Tris-HCR (1m pH8) + 0,2ml EDTA (0,5mM) — completar
com H20 MQ para dar 100ml.

ANEXO D
DADOS METEREOLOGICOS, INMET/ MAPA

1) Abril - Maio/ 2011
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Figura 1. Registro da temperatura do ar nos dias 26 abril a 9 de maio de 2011, Uberlandia/MG.
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Figura 2. Registro da umidade do ar nos dias 26 abril a 9 de maio de 2011, Uberlandia/MG.
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Figura 3. Registro da precipitacdo nos dias 26 abril a 9 de maio de 2011, Uberlandia/MG.

2) Junho 2011
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Figura 4. Registro da temperatura do ar nos dias 24 de junho a 6 de julho de 2011,
Uberlandia/MG.
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Figura 5. Registro da Umidade do ar nos dias 24 de junho a 6 de julho de 2011,
Uberlandia/MG.
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Figura 6. Registro da Precipitacio nos dias 24 de junho a 6 de julho de 2011, Uberlandia/MG.

3) Setembro 2011
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Figura 7. Registro da Temperatura do ar nos dias 2 de setembro a 10 de setembro de 2011,
Uberlandia/MG.



129

Estacao: A507 - UBERLANDIA

Zoom [lm [3m [Gm [ano [lano]tudol

2 — —
S — e o e o=
= o
N
<5}
©
= o
a 5 HEEE L L] 1Y
G IS
[}
=
<3}
(72}
<5}
G ©
,\u o T FrFrUEEfFrr000 ekt
= —
©
=
& = <
& = £ e £l (EERE
N m =
& 3
<] oz
o |
=)
& N D
e 0 e
G ® o !
8 5 B
1%} N
o
c <
& . o
e © TR 7 i T A 5 7 1 A
i o
o o]
© g
wl
e —
T ]
o S 2
A .|m v N e T R R T R T
< e m
> o
©
S &
5 g e =
3 T
m - —
> Q =
O > |
T3 E
g =)
E ®© = e e
wn m «© o o
al 33 R = K 2 4 o
(%) apepiun i W (ww) oeseydidald

10. SE

9. SET

74 SET:

6. SET

Data

3. SET

Figura 9. Registro da Precipitacdo nos dias 2 de setembro a 10 de setembro de 2011,

Uberlandia/MG.



130

4) Dezembro 2011
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Figura 10. Registro da Temperatura do ar nos dias 12 de dezembro a 22 de dezembro de 2011,
Uberlandia/MG.
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Figura 11. Registro da Umidade do ar nos dias 12 de dezembro a 22 de dezembro de 2011,
Uberlandia/MG.
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Figura 12. Registro da Precipitagdo nos dias 12 de dezembro a 22 de dezembro de 2011,
Uberlandia/MG.

5) Marco 2012
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Figura 14. Registro da Temperatura do ar nos dias 28 de fevereiro a 9 de margo de 2012,
Uberlandia/MG.
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Figura 15. Registro da Umidade do ar nos dias 28 de fevereiro a 9 de marco de 2012,
Uberlandia/MG.
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Figura 15. Registro da Precipitacdo nos dias 28 de fevereiro a 9 de marco de 2012,
Uberlandia/MG.



133

6) Maio 2012
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Figura 16. Registro da Temperatura do ar nos dias 26 de abril a 8 de maio de 2012,
Uberlandia/MG.

Estacao: A507 - UBERLANDIA

Zoom I im lSm | 6m lano llanoltudo]

| | | | [ |
| | | | | |
| I | | | |
| | | | | |
I8 | l | |
| | |
| | | | |
| | | | | |
: { I | | |
~ |60 |
g [ | 1
£ | | | |
® I I | I
= | | | |
E |40 | | I l
> | i | |
| | | | | |
| | | | | |
| | I | | |
20 | | w ] , Il
| | | | |
| i | | | |
| I | | | |
| | | | | |
0 | | | | | ]
28. ABR 30. ABR 2. MAI 4, MAI 6. MAI 8. MAI

Data

Figura 17. Registro da Umidade do ar nos dias 26 de abril a 8 de maio de 2012,
Uberlandia/MG.
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Figura 18. Registro da Precipitacéo nos dias 26 de abril a 8 de maio de 2012, Uberlandia/MG.
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7) Junho/julho 2012
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Figura 19. Registro da Temperatura do ar nos dias 26 de junho a 4 de julho de 2012,
Uberlandia/MG.
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Figura 20. Registro da Umidade do ar nos dias 26 de junho a 4 de julho de 2012,
Uberlandia/MG.
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Figura 21. Registro da precipitacdo nos dias 26 de junho a 4 de julho de 2012, Uberlandia/MG.
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8) Agosto-setembro 2012
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Figura 22. Registro da Temperatura do ar nos dias 26 de agosto a 7 de setembro de 2012,
Uberlandia/MG.
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Figura 23. Registro da Umidade do ar nos dias 26 de agosto a 7 de setembro de 2012,
Uberlandia/MG.
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Figura 24. Registro da Precipitagdo nos dias 26 de agosto a 7 de setembro de 2012,

Uberlandia/MG.
9) Outubro - Novembro 2012
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Figura 25. Registro da Temperatura do ar nos dias 26 de outubro a 3 de novembro de 2012,

Uberlandia/MG.
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Figura 26. Registro da Umidade do ar nos dias 26 de outubro a 3 de novembro de 2012,

Uberlandia/MG.
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Figura 27. Registro da Precipitacdo nos dias 26 de outubro a 3 de novembro de 2012,

Uberlandia/MG.
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10) Dezembro 2012
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Figura 28. Registro da Temperatura do ar nos dias 12 a 18 de dezembro de 2012,
Uberlandia/MG.
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Figura 29. Registro da Umidade do ar nos dias 12 a 18 de dezembro de 2012, Uberlandia/MG.
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Figura 30. Registro da Precipitacédo nos dias 12 a 18 de dezembro de 2012, Uberlandia/MG.

11) Abril - Maio 2013
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Figura 31. Registro da Temperatura do ar nos dias 20 de abril a 2 de maio de 2013,
Uberlandia/MG.
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Figura 32. Registro da Umidade do ar nos dias 20 de abril a 2 de maio de 2013,
Uberlandia/MG.
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Figura 33. Registro da precipitacao nos dias 20 de abril a 2 de maio de 2013, Uberlandia/MG.
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12 ) Dados Meteorologicos Anuais para 2011
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Figura 34. Registro da Temperatura do ar no ano de 2011, Uberlandia/MG.
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Figura 35. Registro da Umidade do ar no ano de 2011, Uberlandia/MG.
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Figura 36. Registro da Precipitacdo no ano de 2011, Uberlandia/MG.

13) Dados Meteorolégicos Anuais para 2012
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Figura 37. Registro da Temperatura do ar no ano de 2012, Uberlandia/MG.
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Figura 38. Registro da Umidade do ar no ano de 2012, Uberlandia/MG.
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Figura 39. Registro da Precipitagdo no ano de 2012, Uberlandia/MG.
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14) Dados Meteoroldgicos Anuais para 2013
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Figura 40. Registro da Temperatura no ano de 2013, Uberlandia/MG.
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Figura 41. Registro da Umidade do ar no ano de 2013, Uberlandia/MG.
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Figura 42. Registro da Precipitacdo no ano de 2013, Uberlandia/MG.



