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CAPITULO I - Carrapatos e riquétsias em javaporcos (Sus
scrofa scrofa) em uma fazenda do municipio de Tupaciguara -

Minas Gerais
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RESUMO

Os javalis ou suinos ferais sao considerados pelo IBAMA como espécie exodtica invasora
através do javali-europeu (Sus scrofa), em todas as suas formas (nativa, doméstica, asselvajada
e miscigenada), linhagens, ragas e diferentes graus de cruzamento com o porco doméstico. Em
territorio brasileiro sdo classificados na "Categoria I de espécies exodticas invasoras” por
alterarem processos bidticos e ocasionarem prejuizos no ambito social e econdmico, além de
atuarem como hospedeiros para algumas espécies de carrapatos, inclusive do género
Amblyomma. Este género se destaca na saide animal e publica devido a grande variedade de
hospedeiros utilizados pelas espécies de carrapatos e serem vetores de patogenos, alguns
zoondticos, como as bactérias do género Rickettsia. Em virtude disso, a proposta deste trabalho
foi identificar as espécies de carrapatos presentes no ambiente e parasitando javaporcos em uma
fazenda do estado de Minas Gerais, Sudeste do Brasil, além de rastrear e avaliar o grau de
exposicao desses artropodes as espécies de riquétsias do Grupo da Febre Maculosa e R. bellii
através de sorologia. No total, 3585 carrapatos foram coletados, sendo identificadas trés
espécies de carrapatos: Amblyomma sculptum, A. dubitatum e Rhipicephalus sp. A espécie mais
abundante e coletada em todos os locais do estudo foi 4. sculptum. Foram capturados 31
javaporcos e coletados 415 carrapatos, todos da espécie 4. sculptum. Em nenhuma amostra dos
carrapatos A. sculptum e Rhipicephalus sp. coletados do ambiente ou A. sculptum dos
javaporcos houve a amplifica¢do do gene do gltA (presentes nas bactérias do GFM); no entanto,
todos os carrapatos 4. dubitatum apresentaram amplificacdo da sequéncia especifica do gene
gltA dariquétsia R. bellii, e nenhuma amplificacdo dos genes OmpA e OmpB. Das 31 amostras
de soro de javaporcos, 24 reagiram com pelo menos um antigeno de Rickettsia, visto que destes,
07 individuos apresentaram reagdo a possivel antigeno homologo (PAH) de trés espécies de
riquétsias, R. rickettsii (n=3), R. amblyommatis (n=3) e R. rhipicephali (n=1). Estes resultados
fornecem subsidios para apoiar agdes de saude publica na prevengao de doencgas transmitidas
por vetores em areas de sobreposicao de capivaras, javaporcos € demais animais silvestres e
domésticos, posto que estudos adicionais se fazem necesséarios para estabelecer a capacidade
dos javalis/ javaporcos em se infectar por carrapatos, amplificar a bactéria e seu papel no ciclo

de transmissao/ manutencao da Rickettsia spp.
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ABSTRACT

Wild boars or feral pigs are considered by IBAMA as an invasive exotic species through
the European wild boar (Sus scrofa), in all its forms (native, domestic, feral and mixed),
lineages, breeds and different degrees of crossing with the domestic pig. In Brazilian territory
they are classified in "Category I of invasive exotic species" because they alter biotic processes
and cause social and economic damage, in addition to acting as hosts for some tick species,
including the genus Amblyomma. This genus stands out in animal and public health due to the
wide variety of hosts used by tick species and being vectors of pathogens, some zoonotic, such
as bacteria of the genus Rickettsia. Therefore, the purpose of this work was to identify the
species of ticks present in the environment and parasitizing wild boars on a farm in Minas
Gerais state, Southeastern Brazil, in addition to tracking the presence of rickettsiae and the
degree of exposure of vertebrate hosts in these arthropods to rickettsiae species of Spotted
Fever Group and R. bellii through serology. In total, 3585 ticks were collected, and three species
of ticks were identified: Amblyomma sculptum, A. dubitatum and Rhipicephalus sp. The most
abundant and collected species in all study sites was A. sculptum. A total of 31 wild boars were
captured and 415 ticks were collected, all 4. sculptum species. In no sample of A. sculptum and
Rhipicephalus sp. collected from the environment or 4. sculptum of javaporcos there was
amplification of the gltA gene; however, all 4. dubitatum ticks showed amplification of the
specific sequence of the gltA gene of the R. bellii, and no amplification of the OmpA and OmpB
genes. Of the 31 wild boar serum samples, 24 reacted with at least one Rickettsia antigen; 07
individuals showed reaction to a possible homologous antigen (PAH) of three rickettsia species,
R. rickettsii (n=3), R. amblyommatis (n=3) and R. rhipicephali (n=1). These results provide
subsidies to support public health actions in prevention of vector-borne diseases in areas of
overlapping capybaras, wild boars and other wild and domestic animals, since additional studies
are needed to establish the capacity of wild boar/javaporcos to become infected by ticks,

amplify the bacteria and its role in the transmission/maintenance cycle of Rickettsia spp.
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1. INTRODUCAO

Considera-se espécie exoética invasora aquela que, quando introduzida por meio de
soltura ou escape, difunde-se em regido diferente do local de origem, ameagando a
biodiversidade nativa (IAP, 2011). O processo de invasdo bioldgica em ambientes constitui-se
como uma ameaga ao meio ambiente, acarretando prejuizos a economia, a biodiversidade de
ecossistemas naturais, além dos riscos & Satide Unica (LEAO et al., 2011). Os javalis ou suinos
ferais sdo considerados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
(IBAMA) como espécie exdtica invasora do javali-europeu (Sus scrofa), em todas as suas
formas (nativa, doméstica, asselvajada e miscigenada), linhagens, ragas e diferentes graus de
cruzamento com o porco doméstico” (FRANKENBERG, 2005). Os animais provenientes do
cruzamento entre o javali e o porco doméstico sdo hibridos férteis, estes podem reproduzir-se
entre si, ou com javalis puros ou mesmo com suinos domésticos e originar animais com trés
diferentes nimeros cromossomicos: 36, 37 e 38. Os espécimes sdo conhecidos popularmente
como javaporco (BOSMA, 1976). Nao sdo um problema exclusivo do Brasil, e, segundo a
Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN), estdo entre as mais de 100
espécies invasoras de maior agravo no mundo com populacdes distribuidas em todos os
continentes, exceto a Antartica (LOWE et. al, 2000). Em territorio brasileiro, os javalis sdo
classificados na "Categoria I de espécies exoticas invasoras” pelo IBAMA, por alterarem
processos bidticos e ocasionarem prejuizos no ambito social e econdmico. Sua liberacdo, soltura
ou disseminac¢do na natureza sdo proibidas sob quaisquer circunstincias (IAP, 2011). Estes
animais sao encontrados em todos os seis biomas nacionais (Amazonia, cerrado, caatinga, mata
atlantica, pantanal e pampa), sendo citados em mais de 500 municipios de 11 estados
brasileiros, principalmente nas regides sul e sudeste (SALVADOR; FERNANDEZ, 2017). Os
efeitos da presenc¢a dos javalis na epidemiologia de doengas infecciosas de transmissdo para
seres humanos e animais no Brasil ainda ¢ pouco estudado (RAMOS et. al, 2014). O impacto
ambiental, social e econdmico da invasdo dos javalis no Brasil corroborou para autorizagao,
pela Instrucdo Normativa n° 03/2013 de 31 de janeiro de 2013, do seu controle através da
captura e abate, sendo comum o uso de caes para o rastreamento (IBAMA, 2013). Estes animais
sdo conhecidos como invasores de areas naturais e antropicas, ndo apenas competindo por
recursos com animais selvagens nativos e espécies de gado, mas também contribuindo nos
ciclos de vida de carrapatos e patogenos (MERRILLA et al., 2018).

Os javalis atuam como hospedeiros para algumas espécies de carrapatos do género

Amblyomma. Este género se destaca na saude animal e publica devido a grande variedade de
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hospedeiros utilizados pelas espécies de carrapatos e serem vetores de patdgenos, alguns
zoonoticos (GUGLIELMONE et al. 2003, 2006a, 2006b; ONOFRIO et al., 2006; RAMOS et
al., 2014). Por exemplo, o carrapato Amblyomma sculptum ¢é uma espécie amplamente
distribuida no Brasil e esta associada a transmissao da Rickettsia rickettsii, o agente da febre
maculosa brasileira (LABRUNA, 2009). Esta espécie de carrapato ¢ frequentemente detectada
em mamiferos, incluindo humanos, bem como em aves, répteis e anfibios (LABRUNA et al.,
2004; GUEDES et al., 2005; ONOFRIO et al., 2006; PINTER E LABRUNA, 2006; SABATINI
et al., 2010; SPOLIDORIO et al., 2010).

O género Rickettsia (familia Rickettsiaceae; ordem Rickettsiales) ¢ formado por
bactérias intracelulares obrigatérias gram-negativas, classificados filogeneticamente, com
reservas, no grupo da febre maculosa (GFM), grupo tifo, grupo ancestral e transicional
(MERHEJ & RAOULT, 2011; PAROLA etal., 2013). As riquétsias transmitidas por carrapatos
pertencem ao grupo GFM e podem causar infec¢do em animais e humanos (PAROLA,
RAOULT, 2001; PAROLA et al., 2013), participando de ciclos enzodticos ou epizooticos entre
vertebrados e vetores artropodes (TELFORD; PAROLA, 2007). Os carrapatos da familia
Ixodidae tém sido descritos como os principais reservatorios e vetores das riquétsias na
natureza, principalmente devido a capacidade de transmissdo transestadial e transovariana
(SOCOLOVSCHI et al., 2009). Rickettsia rickettsii, o principal agente etiologico da febre
maculosa no Brasil, ¢ transmitido aos seres humanos pelos carrapatos Amblyomma sculptum e
Amblyomma aureolatum (LABRUNA et al., 2009; LABRUNA et al., 2011; OGRZEWALSKA
et al., 2012). Os carrapatos 4. sculptum podem ser caracterizados pelo seu comportamento
agressivo € parasitismo nado espécie-especifico, sendo a espécie de carrapatos de maior
prevaléncia no bioma Cerrado e em areas degradadas da Mata Atlantica (SZABO et al., 2009;
MARTINS et al.,, 2016). Por outro lado, os carrapatos A. aureolatum sido encontrados
principalmente em areas preservadas da Mata Atlantica, as quais proporcionam condig¢des
abiodticas favordveis e presenca de carnivoros que sao seus hospedeiros primarios
(OGRZEWALSKA etal., 2012). Em areas endémicas do Brasil para febre maculosa, capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris) sdao reconhecidas como hospedeiros amplificadores de R.
rickettsii (POLO et al., 2015). Nessas areas no sudeste do Brasil, a densidade populacional de
capivaras foi 40 vezes superior do que a registrada em ambientes naturais, provavelmente
devido a alta produgdo e distribuigdo espacial de cultivos de cana (FERRAZ et al, 2007; POLO
et al., 2015). Da mesma forma, as populagdes de javalis também podem ser encontradas nas
areas de cultivo de cana-de-acucar do centro-oeste, sudoeste e sul do Brasil (PEDROSA et al.,

2015). Ademais, Osava et al. (2016) registrou infestacdo ambiental intensa pelo carrapato A.
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sculptum mantida por suinos domésticos. Portanto, essa sobreposicao de habitat de javalis e
capivaras pode influenciar as populagdes de carrapatos e doengas transmitidas por esses vetores.

Apesar da importancia dos carrapatos em uma perspectiva de saude unica (One-health),
o conhecimento sobre o potencial dos porcos selvagens como hospedeiros desses ectoparasitas
e dos patdgenos que eles podem transmitir s3o limitados. Nesse sentido, o objetivo deste
trabalho foi identificar as espécies de carrapatos presentes no ambiente e parasitando javaporcos
em uma fazenda do estado de Minas Gerais, Sudeste do Brasil. Além disso, rastrear nesses
artrépodes a presenca de riquétsias ¢ o grau de exposicdo dos hospedeiros vertebrados as

espécies de riquétsias do Grupo da Febre Maculosa e R. bellii através de sorologia.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Javali/ javaporco na América do Sul

Os primeiros registros da introdu¢do do javali (Sus scrofa) na América do Sul datam
aproximadamente de 1904 e 1906, quando alguns animais foram trazidos da Europa para a
provincia de La Pampa, na Argentina, para uso recreacional (caca privada). Em 1914, houve a
fuga em massa desses animais € como consequéncias sua difusao e proliferagao no ambiente de
forma ndo controlada (JACKSON, 1989). Anos mais tarde, uma nova remessa de javalis foi
importada, e a fuga ou soltura com propdsitos cinegéticos, concomitante ao cruzamento com
suinos domésticos, levaram ao estabelecimento das primeiras populacdes asselvajadas da
espécie (DEBERDT E SCHERER, 2007).

No Brasil, principalmente nas regides Sul e Sudeste, o javali (Sus scrofa) comegou a ser
notado como espécie invasora devido a sua capacidade de se estabelecer e dispersar fora de sua
area de distribui¢do geografica, gerando impactos negativos para o ecossistema local (IUCN,
2011). Apesar de relativamente recentes em nosso territorio, estao presentes em 472 municipios
brasileiros, 253 destes na Regido Sudeste e 133 na Regido Sul (PEDROSA et al., 2015). Sao
nativos da Europa Ocidental e Norte da Africa, e os registros mais antigos apontam que no
Brasil sua introducdo ocorreu através do estado do Parand, na década de sessenta (DEBERDT
E SCHERER, 2007). Sao classificados pela Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza (IUCN) como uma das cem piores espécies exdticas invasoras devido aos impactos

causados de cunho econdmico, social e ambiental (IUCN, 2014).
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Figura 1 - Imagens de nascente em uma propriedade rural privada antes (A) e apos (B) invasdo dos javaporcos.
Fazenda Varzea/ 7 abelhas, Tupaciguara-MG, 2021.

Durante muitos anos, foi referido que a invasdo dos javalis no territorio brasileiro
ocorreu pela fronteira sudoeste do Rio Grande do Sul com o Uruguai, possivelmente causada
pela diminui¢do da disponibilidade de alimentos no pais vizinho ou a uma estiagem em 1989
que resultou na diminui¢do do nivel da dgua do Rio Jaguardo, permitindo a travessia dos
animais. Entretanto, hd um consenso que grande parte dos animais foram trazidos de maneira
irregular do Uruguai, tanto para a caga quanto para a criacdo e comercializacdo da carne. Na
década de 1960, surgiram relatos e indicios do aparecimento dos animais no estado do Parana,

no municipio de Palmeira. Além disso, entre os anos de 1996 e 1997, foram realizadas
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importagdes de javalis da Europa e Canada, para criadores do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo

(DEBERDT e SCHERER, 2007).

Figura 2 - Javaporco em propriedade rural privada; imagem capturada por armadilha fotografica. Fazenda Varzea/
7 abelhas, Tupaciguara-MG, 2021.

Ha relatos da presencga de javalis em quase todos os continentes do mundo, com excecao
da Antartida, demonstrando estarem adaptados a diferentes condi¢cdes ambientais (BARRIOS-
GARCIA E BALLARI, 2012). Os javalis apresentam habito onivoro oportunista e alta
plasticidade da dieta, se alimentam de raizes de plantas, sementes, pequenos anfibios, répteis,
aves e ovos de espécies que nidificam no solo como o quero-quero (Vanellus chilensis) e ema
(Rhea americana), por exemplo. Podem modificar o nicho ecolégico de uma infinidade de
espécies vegetais e animais, por meio da variacao de disponibilidade e fluxo de nutrientes e de
recursos fisicos e competir em nivel desigual com espécies de porcos-do-mato nativos e
ameagados de extingdo, como o cateto (Pecari tajacu) e queixada (Tayassu pecari) (CROOKS,
2002).

O javaporco ¢ um hibrido do porco doméstico (Sus scrofa domesticus) e do javali (Sus
scrofa). A sua hibridagdo foi realizada de forma intencional em alguns criadores para consumo

da carne. Contudo, espécies do javali que escaparam dos criadouros se adaptaram ao ambiente
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natural, eventualmente cruzando com o porco doméstico. Essa espécie assume diferentes
formas: nativa, doméstica, asselvajada e miscigenada (SILVA, 2011).

A Instrucao Normativa Ibama n° 03/2013, de 31 de janeiro de 2013 considerou, para a
finalidade de controle como javali, a espécie exotica invasora javali-europeu, de nome cientifico
Sus scrofa, em todas as suas formas, linhagens, ragas e diferentes graus de cruzamento com o
porco doméstico. Portanto, ambas as espécies (Sus scrofa scrofa e Sus scrofa) sdo abrangidas
pela referida instrucao normativa (IBAMA, 2013).

Tanto o javali quanto o javaporco possuem taxas reprodutivas altas, com média de seis
a dez filhotes por gestacao, habito noturno, habitam desde areas agricolas e urbanas, até areas
naturais abertas e florestais. Se alimentam de frutos, sementes, folhas, raizes, brotos, bulbos,
animais, fungos e carniga. O javali pode pesar cerca de 80kg e medir em média de 1,30 a 1,40
e o javaporco pode pesar mais de 130kg com comprimento médio de 1,30 a 1,80 metros
(SILVA, 2011). No Brasil, a expressiva presenca de javalis mestigos (javaporcos) acontece por
sua rapida expansao e facil acesso as culturas agricolas, a exemplo de cereais que se tornaram
fontes abundantes de alimento (por exemplo a soja, o milho, o sorgo). Dessa forma, esses javalis
podem causar sérios prejuizos econdmicos a agricultura, destruindo plantacdes de milho,
cevada, trigo, arroz, sorgo, batatas, centeio e aveia (SCHLEY E ROPER, 2003). Com até duas
ninhadas por ano ¢ média de 4 a 6 leitdes (podendo chegar a 12 filhotes), a auséncia de
predadores naturais e sua alta capacidade adaptativa possibilitam seu aumento populacional
(BYWATER et al., 2010) podendo chegar a 150% ao ano (MASSEI E GENOV, 2004).

Porcos selvagens, o porco-monteiro, na planicie de inundac¢do do Pantanal representam
uma situagdo incomum para a biologia da conservagdo. A introducao de uma espécie invasora
e a caga a carne de animais silvestres, duas grandes ameacas a biodiversidade, estdo ajudando
na conservacao da vida selvagem, uma vez que ocorre a preferéncia pelo abate dos animais
exoticos em relacdo a fauna silvestre local (DESBIEZ et al., 2011). Em toda a regido
Neotropical, a menos que uma area seja bem protegida ou de dificil acesso, queixadas, veados
Mazama sp., Anta Tapirus sp. e a capivara Hydrochoerus hydrochaeris sao cagadas e sao uma
importante fonte de proteina animal ou renda (Robinson & Bennett, 2000). O Pantanal
brasileiro ¢ uma das poucas regides desprotegidas dos Neotrdpicos onde as pessoas vivem, mas
raramente cagam essas espécies nativas. Os porcos selvagens se constituem em uma espécie
que substitui a caca da vida selvagem nativa porque fornecem uma fonte constante,
culturalmente aceitavel, prontamente disponivel e gratuita de carne e 6leo para fazendas

isoladas (DESBIEZ et al., 2011).
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Os javalis e outros porcos-selvagens atuam como sentinelas de varias doengas, devido
a sua capacidade de albergar ou amplificar agentes bacterianos, virais e parasitarios, tornando-
se hospedeiro de ectoparasitas transmissores de doengas, como os carrapatos. Como espécies
de mamiferos de grande porte, ndo nativas e invasoras, os porcos selvagens t€m sido
considerados hospedeiros potenciais de carrapatos de 4. sculptum no bioma Pantanal (LOWE
et al. 2000; RAMOS et al., 2014).

A espécie apresenta o habito de chafurdar o solo e raizes de plantas em busca de
alimentos, causando perda de nutrientes e lixivia¢do, reducdo da cobertura vegetal e diversidade
de herbaceas e arbustos (CUEVAS et al., 2012). O impacto se estende, ainda, para a exposi¢ao
e homogeneizagao da estrutura do banco de sementes (WEBBER et al., 2010; BUENO et al.,
2011), declinio da qualidade da 4gua, diminuicao de recursos alimentares através da competi¢ao
com herbivoros nativos, predacdo de animais silvestres de pequeno porte, entre outros
problemas (HEGEL & MARINI, 2013; ROSA et al., 2016; ROSA, 2016; ROSA et al., 2018).
Eles sdo também responsaveis por conflitos com humanos, por utilizarem culturas agricolas
como fonte de recurso alimentar. Em alguns casos, destroem lavouras inteiras, além de

hospedarem varios parasitas (helmintos, bactérias, virus e protozoarios) causadores de doencas

de impacto comercial, como tuberculose, doenga de Aujesky, peste suina classica, entre outras

(JARVIS et al., 2007; NARANIJO et al., 2008; RUIZ-FONS et al., 2008).
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Figura 3. Sinais indicativos da presenca dos javaporcos. Fazenda Varzea/ 7 abelhas,Tupaciguara-MG, 2021. Em
A e C, troncos de arvores desgastados pela a¢do dos animais; em B, local usado para chafurdar (lamagal); em D,
sinal de rastro e remexido pelos javalis em raiz de planta.

2.2.Carrapatos do género Amblyomma e riquétsias

Na regido Neotropical o género Amblyomma tem grande importancia em saude publica,
podendo representar risco real ou potencial na transmissdo de agentes patogé€nicos, ja que
muitas espécies sdo relatadas parasitando humanos (GUGLIELMONE et al., 2006). Aquelas
autdctones e/ou introduzidas possuem, indubitavelmente, grande importancia por seus efeitos
deletérios sobre a produgdo animal, havendo entre elas, algumas de interesse para a saude
publica. Nesse contexto, destaca-se a espécie Amblyomma sculptum (Fabricius, 1787) por ser o
principal vetor da bactéria Rickettsia rickettsii agente Febre Maculosa na regido Neotropical,
(Labruna, 2009). Outras espécies de carrapatos t€ém sido encontradas em humanos, mesmo que
em registros acidentais que, para a América do Sul, correspondem a 21 espécies
(GUGLIELMONE et al., 20006).

Conhecido como carrapato-estrela, carrapato-do-cavalo, rodoleiro, micuim ou carrapato
vermelhinho, a espécie A. sculptum estad presente na maioria dos estados brasileiros e causa
prejuizos aos criadores de equideos. Os principais hospedeiros para A. sculptum sdo os equinos,
capivaras e antas. E um carrapato trioxeno, ou seja, necessita de trés hospedeiros para completar
seu ciclo de vida. Apresenta apenas uma geragdo anual, fato esse que ¢ devido as larvas
apresentarem um comportamento denominado diapausa comportamental. Nesse periodo as
larvas permanecem inativas. até que fatores climdticos e sazonais, particularmente o
fotoperiodo, ativem essas larvas para a busca por hospedeiros. As fases imaturas (larvas e
ninfas) desse carrapato ocorrem nos periodos de outono e inverno, enquanto os adultos ocorrem
com maior frequéncia nos meses mais quentes do ano, referentes a primavera e verao (revisto
por RODRIGUES et al., 2015).

A transmissdo de Rickettsia rickettsii, o agente etioldgico da febre maculosa brasileira
(FMB) ¢ atribuida nas areas endémicas do Sudeste Brasileiro principalmente ao carrapato
Amblyomma sculptum. Este carrapato possui baixa especificidade parasitaria, principalmente
nos estagios de larva e ninfa, parasitando indistintamente diferentes classes animais incluindo

humanos (Szab¢ et al., 2013b). A segunda espécie de carrapato responsavel pela transmissao
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do agente etioldgico na regido metropolitana de Sao Paulo é A. aureolatum (Pallas, 1772)
(PINTER et al., 2004).

Até o inicio dos anos 2000, R. rickettsii era a Unica espécie de Rickettsia em carrapatos
conhecida no Brasil (LABRUNA, 2009). Durante as ultimas décadas, oito espécies de
Rickettsia em carrapatos foram relatadas no Brasil, a saber, do grupo da febre maculosa (spotted
fever group - SFG) Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommatis, Rickettsia rhipicephali,
‘Candidatus Rickettsia andeanae’, Rickettsia sp. cepa Colombianensi, Rickettsia sp. cepa
Pampulha e do grupo ancestral Rickettsia bellii e Rickettsia monteiroi (ALMEIDA et al., 2011;
LABRUNA et al., 2011; NIERI-BASTOS et al., 2014; 2018; KARPATHY et al., 2016; LUZ
et al., 2018). Além da R. rickettsii, apenas a bactéria R. parkeri foi caracterizada como
patogénica para humanos (NIERI-BASTOS et al., 2018).

Amblyomma dubitatum ¢ uma espécie de carrapato da familia Ixodidae distribuida na
América do Sul, em areas associadas a pantanos e cursos de dgua da Argentina, Brasil, Paraguai
e Uruguai (NAVA et al. 2010). Embora A. dubitatum tenha sido registrado parasitando varias
espécies de mamiferos e uma espécie de ave (NAVA et al. 2010; DANTAS-TORRES et al.
2010; DEBARBORA et al. 2012, 2014), o principal hospedeiro para todos os estagios parasitas
deste carrapato ¢ a capivara Hydrochoerus hydrochaeris (Rodentia: Caviidae, Hydrochoerinae)
(NAVA et al. 2010). A capivara ¢ o hospedeiro primario de A. dubitatum (NAVA et al., 2010),
e também estd entre os principais hospedeiros da fase adulta de A. sculptum (PACHECO et al.,
2007). Este roedor estd envolvido na manutencdo de R. rickettsii na natureza devido a
capacidade da capivara de agir como hospedeiro amplificador de R. rickettsii (SOUZA et al.,
2009). Para que uma espécie de vertebrado seja considerada um bom hospedeiro amplificador
de R. rickettsii na natureza, ela deve preencher alguns atributos: ser abundante na area endémica
para febre maculosa; ser um bom hospedeiro do carrapato vetor em condi¢des naturais; ser
susceptivel a infeccdo por R. rickettsii, manter a bactéria circulante em niveis plasmaticos
suficientes para infectar carrapatos que se alimentam nele e ter uma alta taxa de renovagao
populacional (BURGDORFER, 1988; LABRUNA, 2009).

Alguns estudos no Brasil relataram que diferentes populacdes de 4. dubitatum foram
infectadas por espécies distintas de Rickettsia. Labruna et al. (2004) identificaram que 40 e
7,5% de uma populagdo de A. dubitatum (descrito no trabalho com A. cooperi) no estado de
Sao Paulo estava infectada por R. bellii e um agente semelhante a Rickettsia parkeri (cepa
Cooperi), respectivamente. Um agente semelhante a Rickettsia tamurae (cepa Pampulha) foi
encontrado infectando 70,6—100% dos carrapatos de duas populagdes de A. dubitatum nos

estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro (ALMEIDA et al., 2011, SPOLIDORIO et al., 2012).
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Um estudo no estado de Sdo Paulo mostrou que entre 16 populagdes de A. dubitatum, 10
(62,5%) estavam infectadas por R. bellii, com taxas de infeccdo variando de 6,1 a 44,9%
(PACHECO et al., 2009). Em Luz et al. (2019), os pesquisadores ndo encontraram evidéncia
soroldgica de infecgdo por R. rickettsii em quatro areas ndo endémicas de FMB do estado de
Sao Paulo, sendo observado evidéncias soroldgicas de outras espécies de Rickettsia,
especialmente R. bellii. Esse resultado pode estar relacionado a predominancia de carrapatos A.
dubitatum nessas areas, uma vez que foi relatado que a maioria das populagodes de A. dubitatum
estao infectadas por R. bellii (geralmente com altas taxas de infec¢do) em varias areas no estado
de Sdo Paulo (LUZ et al., 2019). Nesse mesmo trabalho, os autores concluem que a
predominancia de A. dubitatum sobre A. sculptum também pode ter implicacdes diretas na
auséncia de R. rickettsii em areas ndo endémicas de FMB, especialmente porque populacdes de
A. dubitatum foram encontradas naturalmente infectadas por R. bellii (LUZ et al., 2019). Um
estudo mostrou que carrapatos 4. dubitatum infectados com R. bellii eram parcialmente
refratarios a R. rickettsii, e ndo eram competentes para passar R. rickettsii pela via transovariana
(SAKAI et al., 2014). Assim, enquanto A. dubitatum prevalecer em uma area, R. rickettsii pode
ndo ser capaz de estabelecer uma infec¢ao em A. dubitatum ou A. sculptum.

A infecg¢do natural por duas ou mesmo trés espécies de Rickettsia em um tnico espécime
de carrapato foi relatada na literatura, incluindo R. bellii e R. parkeri cepa Mata Atlantica
infectando um espécime de Amblyomma ovale (SZABO et al., 2013), R. rickettsii e Rickettsia
amblyommii infectando um espécime de A. americanum (BERRADA et al., 2011), R. bellii e
Rickettsia rhipicephali infectando um espécime de Dermacentor variabilis (WIKSWO et al.,
2008), e uma infecgao tripla por R. bellii, Rickettsia montanensis € R. rickettsii em um espécime
de D. variabilis (CARMICHAEL E FUERST, 2010).

A bactéria R. bellii ¢ considerada uma espécie simbionte de carrapatos, mas que poderia
interferir na transmissdo das espécies patogénicas para hospedeiros vertebrados (Krawczak et
al., 2018). Trata-se da riquétsia de distribui¢ao mais ampla sendo encontrada em mais de 25
espécies de carrapatos nas Américas (Krawczak et al., 2018). De fato, Sakai et al (2014)
observaram uma possivel interferéncia da transmissdo da R. rickettsii pela riquétsia R. bellii em
carrapatos A. dubitatum fato corroborado pela comparacgao de areas endémicas e ndo endémicas

para febre maculosa no Estado de Sao Paulo (Luz et al., 2019).
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3. JUSTIFICATIVA

O bioma Cerrado na regido Sudeste do Brasil esta entre as dreas mais afetadas pela
presenca da espécie exotica invasora derivada do javali, o javaporco, € conta com o controle
dessa invasdo, principalmente através de pessoa fisica. As consequéncias da proximidade e
interacdo entre javalis, seres humanos controladores (cacadores) e animais silvestres,
particularmente os domésticos, sao desconhecidas no que se refere a veiculagdo de doencas
relevantes para Satide Unica como a Febre Maculosa Brasileira.

Diante do exposto, avaliamos a presenga e identificagdo de carrapatos e riquétsias nos
ambientes frequentados por javaporcos, além da verificagdo da ocorréncia de soroconversao
para as espécies de Rickettsia do GFM e R. bellii; e quais os animais silvestres e domésticos

podem compartilhar o ambiente com essa espécie exotica invasora.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo geral

Avaliar a exposi¢ao a Rickettsia spp. e infestagcdo por carrapatos de javaporcos e do seu
ambiente em uma fazenda no municipio de Tupaciguara, Minas Gerais, indene para Febre

Maculosa Brasileira.

4.2. Objetivos especificos

e Identificar animais silvestres e domésticos nos ambientes habitados pelos javaporcos,
através do uso de armadilhas fotograficas.

e Identificar as espécies de carrapatos nos ambientes utilizados por javaporcos.

e Avaliar a prevaléncia e abundancia da infestagdo de carrapatos em javaporcos.

e Pesquisar Rickettsia spp. através de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) em
carrapatos coletados em javaporcos e ambiente.

e Pesquisar anticorpos anti-Rickettsia spp. em javaporcos através da Técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

e Avaliar o papel de javaporcos na epidemiologia de riquetsioses € na manutengdo e/ou

incremento de populagdes de carrapatos no bioma Cerrado
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5. MATERIAL E METODOS

5.1.Area e periodo do estudo

Este estudo foi realizado na Fazenda Varzea/ 7 abelhas (18°36'28.8"S 48°33'57.4"W),
no municipio de Tupaciguara, Minas Gerais, de 21 setembro de 2020 a 09 de agosto de 2021.
A fazenda possui aproximadamente 720 hectares e localiza-se nas imediagcdes dos rios
Uberabinha e Araguari. Possui clima subtropical umido, com temperatura média anual de 22°C
(minima em torno de 12°C e a maxima em torno de 28°C) e chuvas regulares, com indice

pluviométrico médio de 1.477 mm/ano (www.climatempo.com.br, acesso em 18/08/2021). Esta

fazenda desenvolve atividades de pecudria (leiteira, cria, recria e engorda) e agricola (plantagao
de soja e milho de novembro a janeiro e milho e sorgo de janeiro a maio). Além disso, possui
areas de preservagdo permanente, com vegetacao predominante de cerrado, formada por arvores
com troncos tortuosos, arbustos e gramineas, tanto na forma de fragmentos florestais no meio
da érea de plantio, que sdo de facil acesso ao gado (mais degradada) quanto na beira dos rios

que a circundam (mais conservada).

Figura 4. Localiza¢do do municipio de Tupaciguara-MG e imagem da entrada da Fazenda Varzea/ 7 abelhas, onde
foi realizada a coleta de carrapatos do ambiente e captura dos javaporcos.

As coletas de sangue e carrapatos em javaporcos foram feitas na fazenda em locais de
avistamento dos animais e conforme a conveniéncia dos controladores autorizados, sendo
incluidos no estudo javaporcos capturados entre 21 de setembro de 2020 a 09 de agosto de

2021.


http://www.climatempo.com.br/
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As coletas no ambiente iniciaram em 09 de novembro de 2020 e terminaram em 27 de
julho de 2021 e foram realizadas em sete locais determinados por sinais indicativos da presenga
dos javaporcos, como por exemplo rastros, lamaceiros e vegetacao pisoteada pela passagem ou
atividades desses animais, além do avistamento conforme indicacdo dos controladores e
funcionarios da fazenda. Os pontos de coleta e suas caracteristicas ambientais estdo

apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Descricao ambiental dos locais de coleta de carrapatos na Fazenda Varzea/ 7 abelhas,

no municipio de Tupaciguara, Minas Gerais, entre 2020 e 2021.

Pontos de Coleta Caracteristicas ambientais

1 (Mata Seca)  Local distante de fontes de 4gua, caracterizado pela presenga de trilhas,
demonstrando ser local de passagem/ deslocamento de animais
domésticos (gado) e silvestres, com vegetagdo caracteristica de cerrado,
presenca de arvores de galhos retorcidos, cipds e serrapilheira
(amontoados de folhas secas no chio).

2 (Lamacal) Proximos a fontes de agua, onde os javaporcos chafurdavam e
pisoteavam na lama proveniente da 4agua da chuva ou nascentes
proximas; com a presenca de vegetacdo mais baixa, com
poucas/nenhuma arvore.

3 (Represa) Area em torno de uma represa principal situada no meio da propriedade,
que era utilizada tanto para fornecimento de agua para a plantacdo
quanto para consumo do gado e apresentava algumas arvores em seu
entorno e bastante capim, além de um terreno mais lamacento.

4 (Milharal) Mata semi-degradada (presenga de vegetacdo tipica de cerrado com
degradagdo pontual), margeada por um lado pela plantagdo de milho e
pelo outro pela foz Rio Uberabinha. Possuia uma nascente de agua
(posteriormente destruida pelos javaporcos) e servia como fonte de
alimento, descanso e refugio para os animais.

5 (Pinheiros) Plantacdo de pinheiros, que servia como local de passagem, descanso e
refugio dos javaporcos, com serrapilheira e presenca de nascente de

agua que corria em meio as arvores € desembocava em uma represa
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secundaria que servia de fonte de dgua alternativa para a plantagdo e o
gado.

6 (Lamacal 02) Anterior a represa principal situada no meio da fazenda, apresentava
arvores médias, cipos e serrapilheira, com duas nascentes de dgua que
desembocavam na represa principal.

7 (Rio) Situado as margens do Rio Uberabinha, proximo a sua foz no Rio
Araguari. Apresentava vegetacdo espinhosa, gramineas e algumas
arvores isoladas, além de evidéncias ndo s6 da presenga dos javaporcos,
como também de capivaras (fezes frescas e avistamento dos animais

frequentemente).

A

Rio
Uberahinha

Figura 5 - Area da Fazenda 7 abelhas/ Varzea Grande onde foram realizadas as coletas do material de estudo. Os
circulos indicam os locais onde foram capturados os javaporcos. Nos tridngulos, os locais onde foram realizadas
as coletas de carrapato do ambiente: 1. Mata Seca; 2. Lamagal; 3. Represa; 4. Milharal; 5. Pinheiros; 6. Lamagal 2
e 7. Rio. Tupaciguara, Minas Gerais, 2021
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5.2.Fauna de hospedeiros vertebrados na area utilizadas por javaporcos

Armadilhas fotograficas sdo usualmente usadas para amostragem de mamiferos,
passaros e répteis em varios ecossistemas terrestres (BURTON et al., 2015). Para estimar a
abundancia relativa, riqueza de espécies da comunidade de hospedeiros vertebrados de
carrapatos na area utilizadas por javaporcos foram utilizadas trés armadilhas fotograficas
(Bushnell Nature View modelo 119740) em sistema de rodizio continuo entre os locais de
estudo instaladas em 25 janeiro de 2021 e foram retirados em 21 junho de 2021. As armadilhas
fotograficas ficaram ativas 24 horas por dia e registravam a imagem fotografica e filme com
intervalos de dois minutos entre registros sequenciais. Os locais das armadilhas foram
escolhidos por conveniéncia e mantidos por periodos variaveis nos diversos pontos de estudo
de acordo com os registros prévios obtidos. As armadilhas foram inspecionadas a cada 07 dias
e ndo foram usadas iscas para atragdo dos vertebrados.

Os animais vertebrados foram identificados com base em guias de identificagdo (REIS
et al., 2006; SIGRIST, 2007; PAGLIA et al.,, 2012; PRIST et al., 2020) e consultas a
especialistas. Animais que ndo puderam ser identificados no nivel de espécie foram registrados
no nivel taxondmico de género ou em niveis taxondmicos superiores (i.e., Familia, Ordem ou
Classe). Nesse estudo foram considerados os registros de mamiferos ndo-voadores e aves, pois
esses animais sao hospedeiros de varias espécies de carrapatos (LUZ et al., 2017;

LAMATTINA et al., 2018).
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Figura 6 - Exemplos de disposi¢@o das armadilhas fotograficas nos locais definidos.

5.3.Coleta de carrapatos do ambiente

A avaliacdo das infestacdes ambientais foi realizada em 04 ocasides entre novembro de
2020 e julho de 2021, duas durante o periodo chuvoso (09/11/2020 e 25/01/2021) e duas no
periodo da seca (26/04/2021 e 26/07/2021). Foram utilizadas trés técnicas de coleta de
carrapatos: inspec¢ao visual de vegetacdo, arraste de flanela e armadilha de gelo seco, conforme
demonstra a figura 7. As técnicas foram utilizadas em todas as expedigdes, nas estagdes seca e

chuvosa.
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Figura 7 - Técnicas de coleta de carrapato no ambiente. A. Presenga de A. sculptum adultos em armadilha de gelo
seco. B. Pesquisador realizando arraste de flanela/ pano branco. C. Agregado de larvas encontrado através de
inspegdo visual. Tupaciguara, Minas Gerais, 2021

A inspec¢do visual da vegetacdo foi realizada com base no trabalho de Terassini et al.
(2010) e consiste em pesquisa visual por carrapatos sobre a vegetagcdo em trilhas de animais. A
busca por carrapatos foi feita em conjunto com o arraste de flanela ao longo de grande parte do
terreno dos pontos de coleta. Esta técnica se restringe a amostragem de carrapatos que se
encontram na superficie da vegetacdo, principalmente carrapatos em comportamento de
espreita. Tem a vantagem de permitir a avaliacdo da altura de tocaia do carrapato, o que pode
auxiliar na compreensdao do tipo e tamanho de hospedeiro que esses carrapatos esperam
encontrar.

O arraste de flanela ¢ uma das técnicas mais utilizadas na avaliacdo da infestagcao
ambiental por carrapatos e consiste em arrastar um tecido felpudo e claro sobre solo e vegetagcao
para retirar carrapatos (ARZUA & BRESCOVIT, 2006). Foi utilizado um tecido de flanela de
um metro de largura por um metro € meio de comprimento, para que o tecido tocasse tanto o
solo quanto os estratos mais baixos da vegetacdo, sendo determinado um tempo de 30 minutos

por ponto de coleta, tentando abranger a maior area possivel do terreno durante esse tempo. A
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cada 02 minutos ou 10 metros percorridos o pesquisador inspecionou o tecido, coletou e
acondicionou os carrapatos em tubos de acrilico (adultos) ou microtubos preenchidos com
alcool 70% (larvas e ninfas). Essa técnica também coleta carrapatos que se encontram na
superficie da vegetagao e do solo, em tocaia.

A técnica da armadilha de gelo seco (didxido de carbono em estado solido) consiste em
colocar uma porcao de gelo seco (aproximadamente 300g) sobre um tecido branco e colocado
sobre o solo (OLIVEIRA et al., 2000). A sublimag¢dao do gelo resulta na liberagdo de gas
carbOnico que atrai os carrapatos por imitar o processo de expiracdo de um hospedeiro. Os
carrapatos ficam sobre ou sob o tecido. Foram utilizadas um total de 40 armadilhas por
expedi¢do, distribuidas nas areas do entorno onde ficavam as armadilhas fotograficas. As
armadilhas foram colocadas sobre ou proximas a serrapilheiras, com a presenga de sinais
recentes dos javalis, de preferéncia em locais sem exposi¢do a luz solar direta para ndo acelerar
o processo de sublimacao do gelo seco, por um periodo de duas horas. Os carrapatos capturados,
eram acondicionados em potes de acrilico (adultos) ou em microtubos de 1,5 mL preenchidos
com alcool 70% (ninfas e larvas). Esse método de coleta é mais eficiente para carrapatos atraidos
pelo COy, particularmente carrapatos de ataque (aqueles que vao atrds do hospedeiro quando
sao atraidos por estimuladores sensoriais, por exemplo, o COz) (Sonenshine e Roe, 2014).

Os carrapatos coletados foram encaminhados ao Laboratorio de Ixodologia da Faculdade
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (LABIX-UFU) para
identificagdo taxondmica seguindo o padrdo das chaves morfolégicas e comparagdo com
colegdo de referéncia (ARAGAO E FONSECA, 1961; BARROS-BATTESTI et al., 2006;

MARTINS et al., 2010) e em seguida armazenados em ultrafreezer -70°C até o uso.

5.4.Coleta de amostras de javaporcos

Amostras, carrapatos e/ou sangue foram coletados de 31 javaporcos abatidos por
controladores autorizados conforme Instru¢do Normativa n® 03/2013 de 31 de janeiro de 2013
(trata do controle de espécie exdtica invasora através da captura e abate). O manejo foi
regulamentado conforme Cadastro Técnico Federal (CTF), com registro n® 7747098, sob
autorizagdes do IBAMA n° 7941944748MG2020, e n°® 5215429932MG2021, no periodo entre
21/09/2020 a 10/08/2021.

Amostras de sangue de javaporcos foram coletadas por puncgdo intracardiaca

imediatamente apos a morte, com agulhas 40x12 em seringas de 10 mL, colocadas em tubos a
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vacuo seco, proprios para soro (BD Vacutainer®) e acondicionadas sob refrigeracdo até serem
encaminhados ao Laboratério de Ixodologia da Faculdade de Medicina Veterindria da
Universidade Federal de Uberlandia (LABIX-UFU), onde foram centrifugadas e armazenadas
até realizagdo da sorologia.

Para a coleta de carrapatos dos javaporcos, foi utilizada a técnica descrita por Ramos et
al., (2014), denominada coleta padronizada, que consiste em, inicialmente, coletar todos os
carrapatos em uma area de 100 cm? na interface dorso-ventre, no ponto médio entre os
membros. Em seguida, realizar a coleta durante um minuto nas regioes da cabecga, perineo e
interface dorso/ventre, em apenas um dos lados do corpo. Apds a coleta, os carrapatos foram
acondicionados em frascos de acrilico e encaminhados ao LABIX-UFU para identificacao

morfoldgica e pesquisa de riquétsias.

5.5.Pesquisa de Rickettsia spp. nos carrapatos

A extragdo de DNA dos carrapatos foi realizada pela técnica guanidina isotiocianato
fenol de acordo com Sangioni, et al. (2005) e posteriormente, foi executada a Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), para a detec¢do de genes de Rickettsia.

Para confirmar o sucesso da extracdo de DNA foi realizada uma PCR para amplificagdao
do gene mitocondrial 16S rDNA de carrapatos (MANGOLD et al, 1998). Confirmado o sucesso
da extracdo, cada amostra de DNA foi testada para presenca de material genético de Rickettsia
por uma sequéncia PCRs usando os primers CS-78 e CS-323, visando um fragmento de 401 pb
do gene citrato sintase (gltA), comum ao género Rickettsia (LABRUNA et al., 2004). Amostras
que apresentaram fragmento visivel do tamanho esperado, foram entdo testadas usando os
iniciadores Rr190.70p e Rr190.701n que amplificam um fragmento do gene que codifica uma
proteina de membrana externa de 190-kDa (ompA) presentes apenas em riquétsias do GFM
(REGNERY et al., 1991). Amostras que produziram fragmentos de DNA visiveis para o gene
gltA, mas ndo apresentaram produtos para o gene ompA, eram entdo submetidas a uma tltima
amplificacdo usando iniciadores especifico para um fragmento de 338 pb do gene gltA da
Rickettsia bellii (SZABO et al., 2013). Cada reagio de PCR incluiu controles negativos (dgua
ultrapura) e positivos (Rickettsia vini para gene gltA e ompA e R. bellii para gene especifico da
R. bellii).

Amostras positivas foram purificadas com o kit PureLink® (Invitrogen Life

Technologies) e enviadas para sequenciamento em laboratorio credenciado de acordo com
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protocolo do fabricante. As sequéncias parciais obtidas foram editadas manualmente pelo
programa SeqMan Pro da Lasergene versio 15 (DNASTAR, Inc. Madison, WI, EUA) e
comparadas através do programa BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990).

Foram testadas amostras de carrapatos 4. sculptum de cada um dos locais de coleta e de
todas as expedi¢des. Como foram coletados em nimero reduzido, todos os carrapatos da espécie
A. dubitatum foram testados. As duas larvas de Rhipicephalus sp. encontradas foram
processadas em um pool. 237 carrapatos coletados no ambiente (160 adultos, 40 larvas e 37
ninfas) foram selecionadas aleatoriamente e submetidas individualmente (adultos) ou em
pequenos grupos (02 individuos para ninfas e 10 individuos para larvas) a extragdo de DNA.

Uma amostra de 79 carrapatos coletados nos javaporcos (55 adultos, 02 larvas e 22
ninfas) foram submetidos a analise molecular, sendo processados individualmente (adultos e
ninfas). Para carrapatos adultos, foram utilizados apenas a metade do corpo para extragdo de
DNA, enquanto as ninfas foram utilizadas inteiras. As larvas foram processadas juntas, por

terem sido retiradas do mesmo animal.

5.6.Sorologia

As amostras de soro coletadas dos javaporcos foram testadas individualmente por ensaio
de imunofluorescéncia indireta (IFA) para cinco isolados brasileiros de Rickettsia: R. rickettsii
cepa Taiagu, R. parkeri cepa At24, R. amblyommatis cepa Ac37, R. rhipicephali cepa HIS e R.
bellii cepa Mogi como descrito anteriormente (HORTA et al., 2004; KMETIUK et al., 2019) e
cedidos pelo Prof. Marcelo Labruna da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia
Universidade de Sao Paulo. Os soros foram triados em uma dilui¢ao de 1:64 contra cada um
dos antigenos usando conjugado de IgG de coelho anti-porco marcada com isotiocianato de
fluoresceina em uma dilui¢do de 1: 1.000 (IgG, Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, lote
048K4842). Em cada lamina foi testado um soro previamente ndo reativo (controle negativo),
provenientes de suinos domésticos e um soro reativo conhecido (controle positivo) provenientes
de porcos monteiros (RAMOS et al., 2014). No caso de reatividade a 1:64 do soro em teste,
diluicdes em série em incrementos de duas vezes foram avaliadas para titulagdo do soro. Um
animal com titulo para uma espécie de Rickettsia pelo menos quatro vezes maior do que as para
as todas as outras foi considerado hospedeiro com reagdo homodloga para aquela Rickettsia

(HORTA et al., 2004; KMEUTIK et al., 2019).
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5.7.Analise dos dados

O periodo total de registro da fauna usando armadilhas fotograficas, o esfor¢o de
captura, foi definido por: [nimero de armadilhas fotograficas X numero de dias de
amostragem|, onde cada dia corresponde a um periodo de 24 horas, e o sucesso de amostragem
diario de animais (total) e por espécie foi expresso em porcentagem, através da relagdo:
[(namero de registros/esfor¢o de captura) X 100].

A infestacdo dos javaporcos foram calculados para cada periodo do ano (periodo
chuvoso — de Outubro a Abril - e periodo da seca — Maio a Setembro) de acordo com os
seguintes parametros: prevaléncia de carrapatos, intensidade média de infestacdo e a
abundancia média, considerando a estagdo da seca compreendida entre os meses de abril a
setembro e a estagdo chuvosa os meses de outubro a margo. A prevaléncia considera o nimero
de hospedeiros infestados/niimero hospedeiros examinados x 100; a intensidade média se refere
ao numero total de carrapatos/numero de hospedeiros infestados; e a abundancia média o
nimero total de carrapatos/nimero de hospedeiros vistoriados (BUSH et al., 1997).

A sororreatividade dos animais positivos foi comparada entre as espécies de Rickettsia
através da comparacao das mediana dos titulos maximos por meio de um teste de Kruskal-
Wallis seguido de um teste de comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls (ZAR, 1999).

O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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6.1.Fauna de hospedeiros vertebrados na area utilizadas por javaporcos

O esforco de captura total foi de 444 armadilhas/dia com um sucesso de amostragem/dia

de 190,76%. Foram gerados 874 registros de animais vertebrados e um total de 1688 individuos.

Foi possivel a identificagdo no menor nivel taxondmico de 11 espécies de aves (todas selvagens)

e 15 espécies de mamiferos (14 selvagens). Os javaporcos foram os animais mais

frequentemente registrados (327 registros), seguido de bovinos (Bos faurus, 160 registros),

quatis (Nasua nasua, 69 registros) e catetos (Pecari tajacu, 53 registros) (figura 8). Os grupos

taxondmicos e quantidades de individuos estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Registro das armadilhas fotograficas de mamiferos e aves detectados na Fazenda

Viarzea/ 7 abelhas em Tupaciguara-MG, no periodo entre janeiro a junho de 2021.

Familia

Suidae
Bovidae
Procyonidae

Tayassuidae

Canidae

Myrmecophagidae

Cervidae

Dasypodidae
Cuniculidae

Felidae

Espécie (nome popular/ nome

cientifico

Javaporco (Sus scrofa scrofa)
Bovinos (Bos taurus)
Quati (Nasua nasua)
Cateto (Pecari tajacu)

Cachorro-do-mato (Cerdocyon
thous)

Cao doméstico (Canis lupus
familiaris)
Lobo-guaré (Chrysocyon
brachyurus)
Tamandua-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla)
Tamandua-mirim (Tamandua
tetradactyla)
Veado-catingueiro (Mazama
gouazoubira)

Tatu (Dasypus sp.)

Paca (Cuniculus paca)

Jaguatirica (Leopardus pardalis)

N°de

individuos

682
256
238
179

33

13

20

N°de

registros

327
160
69
53

25

12

20

Sucesso de
amostragem/dia
(“e)

73,65
36,03
15,54
11,93

5,63

1,35

0,67

2,70

0,45

4,50

0,22
0,67
0,45



Cebidae

Ordem:
Chiroptera

Classe: Aves

Cracidae

Cariamidae
Rallidae

Columbidae

Tyrannidae

Anatidae
Threskiornithidae
Cuculidae
Picidae

Turdidae
Thraupidae
Ordem:

Passeriformes

NI* - nao identificado

Onga parda (Puma concolor)
Gato-mourisco (Herpailurus
yagouaroundi)
Macaco-prego-amarelo (Sapajus

libidinosus)
Morcego

NI*
Mutum-de-penacho (Crax
fasciolata)

Jacu (Penelope sp.)
Seriema (Cariama cristata)
Saracura (Aramadis saracura)
Pombo (Columba sp.)

Juriti (Leptotila sp.)
Juriti-pupu (Leptotila verreauxi)
Viuvinha (Flavicola nengeta)
Pato selvagem (Cairina moschata)
Cor6-cord (Mesembrinibis
cayennensis)

Anu-preto (Crotophaga ani)
Pica-pau-de-banda-branca
(Dryocopus lineatus erythrops)
Sabia-barranco (Turdus leucomelas)

Canario-da-terra (Sicalis flaveola)

NI*

0,22

0,22

1,35

0,22

2,02

7,20

0,67
6,30
7,43
0,90
0,45
11,48
0,45
0,22

0,22

0,22

0,22

0,22
0,22

0,45
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Figura 8 - Animais com maior nimero de registros nas armadilhas fotograficas na Fazenda Varzea/ 7 abelhas em
Tupaciguara-MG, 2021. A. Javaporco; B. Vacas; C. Quatis e D. Catetos.

6.2. Carrapatos do Ambiente

No total, 3585 carrapatos foram coletados na fazenda no periodo do estudo. Foram
identificadas trés espécies de carrapatos, sendo eles Amblyomma sculptum, A. dubitatum e
Rhipicephalus sp. A espécie mais abundante e coletada em todos os locais do estudo foi A.
sculptum (41,58% do total de carrapatos) seguida de o A. dubitatum (0,39% do total de
carrapatos) encontrado apenas nas margens da Represa e do rio. Apenas 02 (duas) larvas de
Rhipicephalus sp. foram encontradas, uma no Lamagcal outra na beira da Represa. Larvas de
Amblyomma spp constituiram 2078 (57,89%) dos carrapatos coletados. Os numeros de

carrapatos por espécie, estagio e més de coleta estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Carrapatos encontrados em todos os locais de coleta, nas estacdes seca/ chuvosa, na
Fazenda Varzea/ 7 abelhas, em Tupaciguara-MG, Brasil, coletados entre janeiro e junho de

2021
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Meses de coleta

Espécie e estagio de Total
desenvolvimento Novembro Janeiro Abril Julho
Amblyomma spp. (larvas) 14 0 1227 837 2078
A. scultptum
Ninfas 83 5 17 1049 1154
Adultos 164 153 21 3 341
A.dubitatum
Ninfas 1 2 0 1 4
Adultos 4 6 0 0 10
Rhipicephalus spp. (larvas) 1 0 0 1 2

O método mais eficaz de captura foi a armadilha de gelo seco (2364 carrapatos; 949

larvas, 1081 ninfas, 334 adultos), seguida pela técnica do arraste (1022 carrapatos; 927 larvas,

78 ninfas, 17 adultos) e inspe¢do visual (203 carrapatos em 01 agregado de larva a 64 cm de

altura). A estacdo com o maior nimero de carrapatos coletados foi a seca com 3140 individuos

coletados (2065 larvas e 1075 ninfas). Dentre os adultos de A. sculptum coletados no ambiente,

156 eram machos e 195 fémeas (relacdo M:F = 0,80).
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Figura 9 - Imagens dos ambientes de coleta registradas durante as estagdes chuvosa (A e C) e seca (B e D).
Fazenda Varzea/ 7 abelhas, Tupaciguara-MG, 2021.

6.3.Carrapatos de javaporcos

Infestagdo por carrapatos foi avaliado em 31 javaporcos e coletados 415 carrapatos, todos
da espécie 4. sculptum e as larvas do género Amblyomma sp. Desses carrapatos, encontrou-se
duas larvas (0,48%), 24 ninfas (5,78%) e 389 adultos (93,74%) (Figura 10). Entre os adultos
foram coletados 257 machos e 132 fémeas (M:F = 1,9) com propor¢ao entre sexos semelhante

na estacao chuvosa (M:F = 0,97) e discrepante na estagdo seca (M:F = 2.7).
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Figura 10 - Carrapatos 4. sculptum fixados na regido ventral de um javaporco. Fazenda Varzea/ 7 abelhas,
Tupaciguara-MG, 2021. A- espécimes de A. sculptum ainda fixados no animal. B - 04 adultos de 4. sculptum, e
uma larva. C - 4. sculptum fémea semi-ingurgitada fixada no hospedeiro. Tupaciguara-MG, 2021.

A infestacdo média por animal foi de 13,8 carrapatos/javaporco variando de 0 até 50
carrapatos por animal. A maior prevaléncia de infestagdo por carrapatos em javaporcos (100%)
foi observada no periodo chuvoso. A intensidade média e a abundancia média de infestagao

foram cerca de trés vezes maiores no periodo chuvoso em relacao ao periodo seco (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros de infesta¢do por carrapatos em javaporcos na Fazenda Varzea/ 7 abelhas,
Tupaciguara-MG, 2021.

Estagio Padroes de infestacao
¢ Larva Ninfa infestados/N°® Prevaléncia Inten§ 1c'1ade Abun’dgnma
média média
capturados
Seca 2 24 72 195 25/27 92,6 11,7 10,9

Chuvosa 0 0 60 62 4/4 100 30,5 30,5
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6.4.Riquétsias em carrapatos do ambiente e dos javaporcos

O sucesso da extracdo de DNA foi confirmado em todos os carrapatos (amplificagao do
gene 16S). Em nenhuma amostra dos carrapatos 4. sculptum e Rhipicephalus sp. coletados do
ambiente (n=237) ou 4. sculptum dos javaporcos (n=79 carrapatos) que foram testados, houve
a amplificacdo do gene do gltA. Em todos os carrapatos 4. dubitatum houve a amplifica¢do da
sequéncia especifica do gene gltA da riquétsia R. bellii, ¢ nenhuma amplificagdo dos genes
OmpA e OmpB. Uma das amostras que amplificaram para o gene especifico gltA de R.bellii
foi purificada e enviada para sequenciamento, apresentando 100% de homologia com Rickettsia
bellii, detectada em A. dubitatum nos estados do Rio de Janeiro (nimero de acesso no Genbank
KF195974) e Minas Gerais (KX020409). Numero de acesso da sequéncia do presente trabalho
depositada no Genbank: BanklIt2536858 Seql OM158727.

Considerando a elevada taxa de infec¢ao pela bactéria R. bellii em carrapatos A. dubitatum
coletados no ambiente em nosso estudo acoplado a auséncia do DNA de outras espécies de
bactérias deste género, investigou-se uma possivel relagdo entre estas infecgdes em estudos
realizados em populagdes do carrapato nas Américas. Para esse fim buscou-se na literatura
dados sobre taxas de infec¢do em carrapatos A. dubitatum e pesquisados espécies de riquétsia
tanto do GFB quanto R. bellii (Tabela 4). As respectivas taxas de infeccao foram extraidas ou
ainda calculadas a partir dos dados disponiveis nos artigos. Aplicou-se o teste de correlagao de
Spearman (P < 0.05) e observou-se uma correlagdo negativa moderada entre as duas taxas de

infeccdo (rs= - 0.5443; n=23; P=0.0072).

Tabela 5 - Origem geografica e taxas minimas de infec¢do por riquétsias do Grupo da Febre
Maculosa (SFG) ou Rickettsia bellii de carrapatos Amblyomma dubitatum coletados do

ambiente e animais.



Fonte

Duraes et al., 2021

Horta et al., 2007

Quadros et al.,
2021

Brites- Neto et al.,
2015

Montenegro et al.,
2017

Brites- Neto et al.,
2013

Szabo et al., 2018
Spolidoério et al.,

2012

Lado et al., 2014

Monje et al., 2015

Abrangéncia
geografica das
amostras

Estado Parana

Sédo Paulo

Distrito Federal

Americana
Estado Rio de Janeiro

Americana

Serra da Canastra

Serra dos Orgdos

Durazno

Regido Nordeste

Estado ou
Pais

PR

SP

DF

SP

RJ

SP

MG

RJ

Uruguai

Argentina

Local de coleta
(ambiente ou
hospedeiro)

Ambiente

Hospedeiro (gambé)

Hospedeiro (capivara)

Ambiente

Hospedeiro (capivara)

Ambiente

Ambiente

Ambiente

Hospedeiro (capivara)

Ambiente/ Hospedeiro

N° Carrapatos
Testados

5785

23

108

303

Dados nio
mostrados

1040

17

11

374

Infectados com
R. bellii

83 (1,43%)

4(17.39%)

25 (23.14%)

11 (3.63%)

41 (3.94%)

1 (100%)

19 (5.08%)

Infectados com Rickettsias SFG

2 (1.85%) - (Rickettsia sp. cepa
COOPERI)

1 (R. rickettsii)

12 (70.58%) - (Rickettsia sp. cepa
Pampulha)

3 (27.27%) - (Rickettsia parkeri cepa
Maculatum)

02 (0,53%) - (Rickettsia sp. cepa
COOPERI) e 01 (0,26%) - Rickettsia
sp. cepa Mata Atlantica
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Dantas Torres et
al., 2021

Weck et al., 2017

Machado-Ferreira
et al., 2012

Pacheco et al.,
2009

Almeida et al.,
2011

Sakai et al., 2014

Matias et al., 2015

Labruna et al.,
2004 (A. cooperi)

Gruhn et al., 2019

de Lemos et al.,
1996 (A.cooperi)

Recife

Estado Rio Grande do
Sul

Sao José do Xingu

Estado Sdo Paulo

Belo Horizonte

Jambeiro

Campo Grande

Sdo Paulo

Rio Branco

Pedreira

PE

RS

MT

SP

MG

SP

MS

SP

AC

SP

Ambiente

Hospedeiro (capivara)

Hospedeiro (cachorro)

Ambiente/ Hospedeiro
(capivara)

Ambiente

Hospedeiro (capivara)

Ambiente

Ambiente

Ambiente/ Hospedeiro
(capivara)

Hospedeiro (capivara)

648

14

1 Pool (10
individuos)

2666

10

10

40

246

634 (23.8%)

10 (100%)

16 (40%)

6 (2.4%)

a2

66 (10,1%) - (Rickettsia sp. cepa
ampulha) e 21 (3,24%) - R. tamurae

4 (28,57%) - (R. parkeri clone RS)
1 pool (100%) - (Rickettsia

amblyommii)

9 (100%) - (Rickettsia sp. strain
Pampulha)

1 (10%) - (R. parkeri)

3 (7,5%) - (Rickettsia sp. cepa
COOPERI)

1 (33,3%) - Rickettsia spp.
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Estrada et al.,
2006 (A. cooperi)

Serpa et al., 2021

Este trabalho,
2021

Campinas

Americana/ Araras

Tupaciguara

SP

SP

MG

Ambiente/ Hospedeiro
(capivara)

Hospedeiro (pequenos
mamiferos)

Ambiente

133

77

14

4 (3%)

4 (5,19%)

14 100%)
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Das 31 amostras de soro de javaporcos, 24 (77,4%) reagiram com pelo menos um antigeno
de Rickettsia. A prevaléncia da sororreatividade especifica foi de 60% (18/ 30), 33.33% (10/
30), 50% (15/30), 36.66% (11/ 30) e 36.66% (11/ 30) para R. rickettsii, R. parkeri, R.

amblyommatis, R. rhipicephali e R. bellii, respectivamente, com titulos variando de 1:64 a

1:1024 (Tabela 5). Sete individuos apresentaram reacao a possivel antigeno homoélogo (PAH)

de trés espécies de riquétsias, R. rickettsii (n=3), R. amblyommatis (n=3) e R. rhipicephali (n=1)

(Tabela 5).

De forma geral, a mediana dos titulos sorologicos foi baixa (Figura 11). Dentre os

animais sororeagentes (n = 24) houve diferenca significativa entre as espécies de riquétsias (H

= 11,133; DF= 4; P= 0,025), sendo aqueles para R. rickettsii maiores do que R. parkeri ¢ R.

bellii; e R. amblyommatis maior do que R. parkeri e R. bellii (Figura 11).
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Figura 11 - Titulo maximo dos resultados encontrados na sorologia dos javaporcos. As letras na figura
correspondem a diferenga estatistica entre as espécies de Rickettsia. Caixas indicam intervalo interquartil, linhas
dentro das caixas representam a mediana e linhas verticais indicam os valores maximos e minimos. Tupaciguara-

MG, 2021.
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Tabela 6 - Resultados da sororreatividade de javaporcos da Fazenda Varzea/ 7 abelhas, Estado
de Minas Gerais, para cinco espécies de Rickettsia (Setembro de 2020 a Agosto de 2021),
Tupaciguara-MG.

Animais

A
(fémea/
adulta)

V2
(fémea/
adulta)

V3
(fémea/
adulta)

va
(macho/
filhote)

V5
(fémea/
filhote)

IV 6

(macho/
adulto)

V7
(fémea/
adulta)

A
(fémea/
adulta)

V9
(fémea/
adulta)

JV 10
(fémea/
adulta)
V11
(fémea/
adulta)
V12
(macho/
adulto)
V13
(fémea/
adulta)
JV 14
(macho/
adulto)
JV 15
(fémea/
adulta)
JV 16
(fémea/
adulta)

Rickettsia
rickettsii

512

1024

64

64

64

64

64

64

Antigenos do GFM e R. belli testados

Rickettsia
parkeri

64

64

64

64

64

64

Rickettsia
amblyommatis

128

256

64

64

128

128

64

128

Rickettsia
rhipicephali

64

64

256

256

Rickettsia
bellii

64

64

64

64

64

Provavel
Antigeno
Homélogo
(PAH)

R. rickettsii

R. rhipicephali



V17
(fémea/
adulta)

JV 18
(macho/
adulto)

V19

(macho/
adulto)

JV 20

(macho/
adulto)

v 21

(macho/
adulto)

v 22
(fémea/
adulta)
v 23
(fémea/
adulta)
IV 24
(fémea/
adulta)
JV 25
(fémea/
adulta)
JV 26

(macho/
adulto)

v 27

(macho/
adulto)

JV 28

(macho/
adulto)

JV 29
(fémea/
adulta)
JV 30
(fémea/
adulta)
JV 31
(fémea/
adulta)

256

64

64

64

64

256

64

64

64

64

64

64

64

64

64

64

256

64

256

128

256

64

64

64

64

64

64

64

64

64

64

64

64

64
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R. rickettsii

R. amblyommatis

R. amblyommatis

R. rickettsii

R. amblyommatis



56

7. DISCUSSAO

Durante o trabalho da coleta no ambiente, foi constatado que o género de carrapato
predominante foi Amblyomma sp., com uma prevaléncia de 99,86% dos espécimes,
(principalmente larvas) e o restante (0,14%) correspondem as 02 larvas do género
Rhipicephalus sp. Do género Amblyomma sp. apenas duas espécies foram identificadas: 4.
sculptum e A. dubitatum. Enquanto o A. sculptum também foi encontrado em todos os locais
amostrados na coleta ambiental, o A. dubitatum foi encontrado apenas na borda da represa e
beira do rio. Estas observagdes reforcam estudos anteriores indicando a elevada prevaléncia e
ampla disseminacdo ambiental do 4. sculptum no Cerrado e a restricdo do A. dubitatum as areas
mais umidas proximas a corpos de agua. Em Barbieri et al. (2019), 0 4. sculptum foi encontrado
em todos os locais de coleta no ambiente, sendo também o carrapato encontrado em maior
nimero absoluto. De acordo com os autores, o numero de espécimes de vida livre de A.
sculptum superaram A. parvum e A. triste em todas as quatro fitofisionomias do Parque
Nacional de Grande Sertdo Veredas, indicando uma alta plasticidade de A. sculptum para
diferentes tipos de ambiente identificados no parque. Nesse mesmo estudo, também foi
encontrado um pequeno nimero de carrapatos da espécie A. dubitatum (04 adultos e 9 ninfas)
em um dos locais mais imidos do estudo, denominado Vereda (BARBIERI et al., 2019). Luz
et al. (2020) em um estudo comparando a sobrevida de 4.sculptum e A. dubitatum em diferentes
niveis de temperatura e umidade, encontrou resultados que sugerem que A. dubitatum ¢ mais
adaptado a habitats imidos e / ou que sofrem inundagdes sazonais do que 4. sculptum, enquanto
esta ultima espécie deve ser mais adaptada do que A. dubitatum a habitats mais secos. Em
Pajuaba Neto et al. (2018), os pesquisadores observaram que A. dubitatum estava restrito ao
microambiente mais umido; enquanto em areas mais secas 4. sculptum encontra-se mais
disseminado o que aumenta a chance de exposi¢cao humana. De fato, os locais onde realizamos
as coletas ambientais demonstravam-se mais predispostos a permanecerem secos durante o ano
todo, independente da estacdo, o que favoreceria a predominancia da presenca do A. sculptum.

Embora ndo tenham sido identificados ao nivel de espécie supomos que as larvas de
Rhipicephalus sp. sejam o carrapato bovino Rhipicephalus microplus. A inica outra espécie de
Rhipicephalus no Brasil, o Rhipicephalus sanguineus ¢ um carrapato nidicola de ambientes
antropizados e ndo encontrado em éreas verdes (SZABO et al., 2013). Um resultado
aparentemente paradoxal foi a quantidade reduzida destes carrapatos Rhipicephalus spp.
encontrada uma vez que os bovinos, principais mamiferos responsaveis pela manutengao da

espécie Rhipicephalus microplus, foram a segunda espécie de animais mais detectada pelas
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armadilhas fotograficas. Podemos supor que a inadequacao dos provaveis locais de queda dos
carrapatos ingurgitados da nossa amostragem em matas do Cerrado tenham sido um fator
importante uma vez que carrapatos necessitam de condi¢des ideais de temperatura e umidade
para desenvolvimento do seu ciclo fornecidos para R. microplus por pastos (OSHIRO et al.,
2021). Siqueira et al. (2021) obteve um resultado semelhante em sua pesquisa em uma fazenda
em Uberlandia, Minas Gerais. Esses autores detectaram a infestacao frequente de pastos por
R.microplus e apenas ocasional na mata adjacente apesar de sua utilizagdo pelos bovinos. De
fato, essa espécie de carrapato ¢ tipicamente de campos abertos em pastagens (FURLONG et
al., 2002), paisagem essa que ndo estava presente nos locais de coleta do presente estudo.

A predominancia dos javaporcos nos registros fotograficos ja era esperado, uma vez que
as cameras eram dispostas em locais sombreados (matas) com sinais e rastros desses animais.
Ressalta-se que javaporcos acessam dreas abertas, sobretudo agricolas, que utilizam como
alimento (BALLARI & BARRIOS GARCIA, 2014; HERRERO et al., 2006; THURFJELL et
al., 2009) enquanto areas florestais, fornecem abrigo e protecdo contra predadores, cagadores e
do calor (BERTOLOTTO, 2010; SAITO et al., 2012; LEWIS et al., 2017). Nas areas avaliadas
no presente estudo, o ambiente era composto principalmente por plantacdes de graos (soja,
milho, sorgo, por exemplo), entremeada por faixas de vegetagao de cerrado, constituindo dois
dos principais elementos para presenga dos javaporcos.

Diversas outras espécies de animais selvagens do bioma cerrado foram registrados
assim como de outros animais domésticos, como por exemplo os mamiferos quati (Nasua
nasua), o cateto (Pecari tajacu), Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), Lobo-guaré
(Chrysocyon brachyurus), Tamandué-bandeira (Myrmecophaga tridactyla), Tamandud-mirim
(Tamandua tetradactyla), Veado-catingueiro (Mazama gouazoubira), Paca (Cuniculus paca),
Jaguatirica (Leopardus pardalis), Onga parda (Puma concolor), Gato-mourisco (Herpailurus
vagouaroundi), Macaco-prego-amarelo (Sapajus libidinosus); e as aves Mutum-de-penacho
(Crax fasciolata), Jacu (Penelope sp.), Seriema (Cariama cristata), Saracura (Aramadis
saracura), Pombo (Columba sp.), Pica-pau-de-banda-branca (Dryocopus lineatus erythrops),
Sabiéd-barranco (Turdus leucomelas), Canario-da-terra (Sicalis flaveola). Essa diversidade de
vertebrados indica diversos hospedeiros potenciais para 4. sculptum e A.dubitatum, bem como
potencial para manutencao de outras espécies de carrapatos nao detectados no ambiente
investigado. O estabelecimento de A. sculptum parece depender da presenga de pelo menos uma
de suas espécies hospedeiras primarias para a fase adulta, consideradas antas, capivaras ou
cavalos no Brasil (LABRUNA et al., 2001) (descrito como A. cajennense no artigo) e
provavelmente queixadas (LABRUNA et al., 2005). Entretanto, essa espécie de carrapato pode
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apresentar uma gama de hospedeiros muito ampla, sendo encontrada em varios mamiferos e
também em aves (ARAGAO, 1936; ROJAS et al.; 1999; CAMPOS-PEREIRA et al., 2000;
LABRUNA et al., 2002; GUGLIELMONE et al., 2003). Assim, a possibilidade de infestacao
e manutencao do ciclo de vida do A. sculptum por diferentes animais silvestres e animais
domésticos pode ser considerada uma caracteristica comum. Notavelmente, a infestagdo de uma
cascavel por um A4. sculptum adulto descrita por Szab6 et al. (2007) aumenta sua variedade de
espécies hospedeiras.

A elevada prevaléncia e a intensidade de infestagdo de A. sculptum nos javaporcos
parasitados, a observacdo de todos os estagios de vida desses carrapatos parasitando esses
mamiferos, bem como espécimes ingurgitando sugerem que o javaporco, mamifero
representando biomassa expressiva na regido, ¢ um bom hospedeiro para este carrapato. Neste
contexto, o A. sculptum ja foi reportado como parasita de porcos domésticos e porcos
asselvajados em outras regides do Brasil (CANCADO, 2008; RAMOS et al., 2014). No estudo
de Osava et al. (2016), foi observado que suinos domésticos podem ser considerados
hospedeiros primarios para A. sculptum e a criagdo de suinos ao ar livre, ao fornecer um
ambiente permissivo, estabelece um limite minimo para a manuten¢do das populacdes de
carrapatos. Nesse sentido, como o javaporco ¢ uma espécie exotica (introduzida na fauna local),
o resultado encontrado indica uma boa adaptacdo de A. sculptum a este hospedeiro. No conjunto
essas observacoes indicam que o javaporco contribui de forma expressiva para a manutengao
de populagdes de carrapato 4. sculptum no Cerrado.

O numero maior de 4. sculptum encontrado no ambiente e javaporcos na estagao seca,
com predominancia dos estagios imaturos, em comparag¢ao com a chuvosa permitiu inferéncias
sobre a sazonalidade do carrapato. Este padrdo esta de acordo com o ciclo de vida de 1 ano
descrito para populagdes de 4. sculptum no sudeste do Brasil em ambientes antropizados
(SERRA-FREIRE 1982; LABRUNA et al., 2002) ou no Cerrado (VERONEZ et al., 2010),
indicando um padrao sazonal generalizado para a espécie.

Todos os carrapatos da espécie 4. sculptum analisados, tanto do ambiente quanto dos
javaporcos, em todos seus estdgios pesquisados, foram negativos tanto para as riquétsias do
grupo da febre maculosa quanto para R. bellii. Nao se trata de um resultado inesperado pois,
apesar dessa espécie ser o principal vetor da R. rickettsii para seres humanos, as taxas de
infec¢do das populagdes sdo extremamente baixas, mesmo em areas endémicas (LABRUNA,
2009; SZABO et al., 2013).

Por outro lado, todos os carrapatos da espécie A. dubitatum coletados no ambiente foram

positivos para a espécie de riquétsia R. bellii. De fato, Rickettsia bellii ¢ comum em varias
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espécies de carrapatos duros do Brasil, considerada nio patogénica (LABRUNA, 2009) e esta
altamente associada a populagdes de carrapatos A. dubitatum onde pode atingir uma prevaléncia
de infeccao de 100% (PACHECO et al., 2009; SAKAI et al., 2014), corroborando os resultados
encontrados no presente estudo. Além disso outras espécies de Rickettsia sao comuns em
carrapatos 4. dubitatum (ALMEIDA et al., 2011; LABRUNA et al., 2004; LADO et al., 2014;
PACHECO et al., 2009). Apesar de A. dubitatum ser comumente relatado como o carrapato
capivara, Labruna et al. (2007) mostraram que essa espécie de carrapato pode ocasionalmente
parasitar humanos durante qualquer estidgio de alimentag¢do. Porém o papel dessa espécie de
carrapato na epidemiologia da Febre Maculosa Brasileira é ainda desconhecido (SZABO et al.,
2013).

Os resultados sorologicos, com sete individuos reagindo de forma homologa a trés
espécies de riquétsias do grupo da febre maculosa indicam que, se as populagdes de A. sculptum
que infestam javaporcos estivessem infectados por uma riquétsia do grupo da febre maculosa
(SFG) mas com uma taxa de infec¢do muito baixa ou que foram expostos a espécies de
carrapatos ndo detectadas em nosso estudo. De fato, a baixa soropositividade para riquetsioses
pode ser resultado da rara infeccdo por riquetsioses em carrapatos 4. sculptum (PACHECO et
al., 2009; COSTA etal., 2017). Por outro lado, a auséncia de reagao soroldgica homologa contra
R. bellii poderi ter ocorrida pela exposi¢ao reduzida a carrapatos A. dubitatum dos javaporcos
(nenhum carrapato dessa espécie foi encontrado nos animais) ou ainda a ndo inoculagdo dessa
espécie de riquétsia nos hospedeiros. R. bellii ¢ considerado um simbionte de carrapatos e nao
patogénica para seres humanos se mantendo na natureza pela transmissdo transovariana e
transestadial no artropode (KRAWCZAK et al., 2018).

Foi sugerido que javalis desempenham um papel potencial na ecoepidemiologia das
riquetsioses. Na Catalunha, Espanha, 12/23 (52,2%) e 19/23 (82,6%) de javalis amostrados
foram soropositivos para Rickettsia slovaca, classificados no SFG e associados a carrapatos
Dermacentor marginatus (ORTUNO et al., 2007). No Mississippi, EUA, 17/58 (29,3%) suinos
selvagens foram soropositivos para o patégeno SFG R. parkeri (CASTELLAW et al., 2011).
Embora as capivaras tenham sido reconhecidas como o principal hospedeiro de A. sculptum e
espécies amplificadoras da infeccdo por R. rickettsii no Brasil (LABRUNA, 2009), estudos
futuros devem ser realizados para estabelecer o papel dos javalis/ javaporcos como hospedeiros,
amplificadores e sua associacdo com humanos e casos de febre maculosa causada por R.
rickettsii. Principalmente considerando a distribui¢do sobreposta de javaporcos e capivaras no
Brasil, que pode levar a disseminagdo sinérgica de carrapatos vetores, principalmente da FMB

(KMEUTIK, 2019).
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Os javaporcos ainda apresentam uma caracteristica adicional devido a sua capacidade
altamente adaptativa, espalhando-se por areas intactas e degradadas de todos os seis biomas
brasileiros, incluindo Mata Atlantica (floresta tropical), Cerrado (savana tropical), Pampa
(campos abertos), Pantanal (inundagdo planicies), Amazonia (floresta tropical) e Caatinga
(semi-arido), como recentemente reconhecido pelo Ministério da Agricultura do Brasil
(BRASIL,2004). Como ja mencionado, a febre maculosa brasileira e outros agentes riquétsiais
supostamente se sobrepdem a ocorréncia de capivara, portanto javalis podem carregar
carrapatos e doengas transmitidas por carrapatos fora das dreas originais da capivara,
atualmente restritas a florestas de galeria e savanas sazonalmente inundadas, como a Mata
Atlantica, Pantanal e Cerrado (MOREIRA et al., 1997).

Portanto os resultados aqui apresentados fornecem subsidios para apoiar agdes de saude
publica na prevencao de doengas transmitidas por vetores em areas de sobreposicao de
capivaras, javaporcos ¢ demais animais silvestres ¢ domésticos. Indubitavelmente estudos
adicionais se fazem necessarios para estabelecer a capacidade dos carrapatos em infectar

javalis/ javaporcos, bem como seu papel no ciclo de transmissdo/ manutengao da Rickettsia spp.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Cadastro Técnico Federal autorizando manejo de espécie exdtica invasora.

Ministério do Meio Ambiente
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente & dos Fecursos Naturais Renovavaves

CADASTRO TECNICO FEDERAL
CERTIFICADO DE REGULARIDADE - CR. "y
Registro n.* Data da consulta: CR emitido em: CR valido ate:
7747098 20/09/2021 20/09/2021 29/12722021

Dados basicos:

CPE: 078.632.006-01
Nome: ANA CAROLIN A PRADO SOUSA

Enderego:
logradoure: PRACA AUGUSTO DINIZ
N* 75 Complemento:
Bammo: JARDIM DAS HORTENCIAS Mumicipio: ARAGUARI
CEP: 38441-551 UF: MG
Cadastro Técnlco Federal de Atividades Potenclalmente Poluldoras
¢ Utllizadoras de Recursos Amblentals - CTF/APP
Codigo Descricio
21-58 Manejo de espécie exotica invasora - Resolugio CONABIO n®* 772018

Conforme dados disponiveis na presente data, CERTIFICA-SE que a pessoa fisica estd em conformidade com as obrigacdes
cadastrais e de prestaciio de informagdes ambientais sobre as atividades desemvolvidas sob confrole e fiscalizagio do Tbama, por

meio do CTF/APP,

O Certificado de Regularidade emitide pelo CTF/APP nio desobriga a pessoa inscrita de obter licengas, autorizagdes, permissdes,
concessdes, alvards e demais documentos exigiveis por instituigdes federais, estaduais, distritais ou municipais para o exercicio de
suas atividades

O Certificado de Regulandade emitido pelo CTF/APP nio habilita o transporte & produtos e subprodutos florestais & faunisticos.

Chave de autenticagio | ZZCEMKSZ1ZDIMAXD
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ANEXO 2 — Autorizacdo de manejo de javali (e subespécies) na propriedade Fazenda Varzea,

no municipio de Tupaciguara, MG.

3T R oD WERCH RMEIENTE - ML !
W o INSTTTUTE BRALLEIRG DO MEL! AMBIENTE E DO RECUSLO0L HATURA S RENOVAVEID - IBAMA,
-

Autorizagao de Manejo de Javali

Humiero: 7419447 4BMG0
Situagao: Autarzada
Solicitagao
Solicitante: JOSE ANTOMIO PEREIRA DA SILVA
CTF; 3L
Data da solicitagia: 28052020
Data da autorizagao: 28052020
Espécie: Javal
Tipo(s) de manejo: Perseguicio com cles . Busca sem cles
Froprietirio do local do il
ManNe|o;
Uso de armadilhas: Mg
Voluntirio: M3
Manejo em unidade de
conservagio: Nao
Sou Manejador: Sm
Metodos de abate: Arma e go, Arma Branca (p.ex Taca, Iajala, balesira)
Periodo Inicio: 28092020
Fim: 28N 20

Local(is) do manejo:

Propaiedade CAR Mamicuz NOomE 00 Engerecn Cldade
DrOprEann
Fapsrds Varmea JET==) Fac iacmacs | zonanm Tupackpuarshis

g Pl i S L0 0 T 2



82

ANEXO 3 - Autorizagdo de manejo de javali (e subespécies) na propriedade Fazenda 7 abelhas,

no municipio de Tupaciguara, MG.

L

N TH R D D) AMRIENTE - ML

INSTITUTD BRAMLEIRD DO MEK) AMBIENTE E D03 RECUREOE HATUIRA S RENCVAVEIR

Autorizagao de Manejo de Javali

- -

Hiumero: S215429532M G201

Situagao: Autorizada

Solicitagao

Solicitante: JOSE ANTONID PEREIRA DA SILVA
CTF: T334

Data da solicitagio: 03/DE2021

Data da autorizagio: 03De203

Espécie: Jawall

Tipoi(s) de manejo:

Perseguicio com ol . Busta sem cles

Proprietirio do local do nilo
mMane|o:

Uso de armadilhas: N3
Voluntario: L]
Manejo em unidade de
conservagio: N30
Sou Manejador: Sm

Metodos de abate:

Aama de fogo, Arma Branca

Percdo Inkcio: 030

Fimmi: 03 v
Local(is) do manejo:

Propriedade CAR Mafricula MNome 3o Enderecn Cldade
poorieano
FATENDA MATD A EESNA-EEE Fmsc TBOOS0T | Sammnom T apehas ssTaos TupaCkpuars b
CROSEDE R0 AMOH OGS40 o= Araguar A can
BORITC STOTASSESADFS e ]
con

ol s o BRI T B Y
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LY TE P Do) ) AMSRIENTE - ML
INBTTTUTE: BRABLEIRD DO WEID AMBIENTE E D08 RECURSCHE RATURAS REMOVAVEID - IBAMA,

Participantes do manejo:
CTF CRF MOme
TN 785 T00s0 g, CHRICIUN & PRAD0) BOUEA,
TIHME S TEESHD JOE RETHAT PESETRA, O, SILVA
TEH3EE DHI0ETEET CARLA CRIETINA FERRERA O C BOUEA
T130573 DEIETITTRS WITOR ALWEE BOUEA
TIE1355 TTEISDEESED ROOSRID HENFIDLE O ANDRADE

ESTA AUTOREACAD NED PERMNTE:

T. A el g proprkedce parliculs sem o Coraenimmls 5 Sroarelin

I ankada e Unvdade de Conservigio sem o dormanBmends @ gl

CONDNCIONANTES

1. Candigies gereis

0 i pag b i SOMmeS S EeSndEs S PRl

1E O MANA, medunie decisle modwede, podend modifoer @ comdicionenim, bem como uspeider ou casaler ol
ARy B @R AT

Al i B ek R, e G LR O e P R

e vy Pne e A o e g e Pt o G aeae 8 g do gl A iy B,

| Do a0 e PR Sl @ O beale

TF Todas @b pesdoas Wk @§ Ou W0k as derashe i slividide s S Sroe o e

al Do B0 o birrll C ol SO AR

By umonl by o coriroie o Javall
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Capitulo II - Analise Protedomica da saliva dos carrapatos

Amblyomma sculptum € Amblyomma parvum
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RESUMO

Carrapatos sdo ectoparasitos hematofagos obrigatorios que possuem a habilidade de parasitar
um extenso conjunto de hospedeiros vertebrados, integrando o segundo principal grupo de
agentes vetores de importancia médica e veterinaria. Quando se alimentam, a saliva produzida
possui inumeras moléculas farmacologicamente ativas envolvidas na fixagdo a pele dos
hospedeiros, e no controle das reagdes hemostatica, inflamatéria e imune desses, dentre outras
fungdes. Dentre as principais espécies de carrapatos de importancia médico-veterinaria no
Brasil, destaca-se o carrapato Amblyomma sculptum, um dos vetores da Febre Maculosa
Brasileira; o Amblyomma parvum, que parasita humanos com frequéncia, estd associado com
microrganismos patogénicos, como a Coxiella burnetti. A identificacdo e especificacdo desses
elementos constituintes da saliva auxiliam na compreensao de como os carrapatos modulam as
respostas de defesa do hospedeiro. Portanto, uma analise protedmica através da cromatografia
liquida associada ao espectrometro de massa (LC-MS/MS) foi feita das salivas dos carrapatos
A. sculptum, alimentados em dois hospedeiros diferentes (experimentalmente em coelhos e
naturalmente em cavalos) e 4. parvum, alimentados em coelhos, para verificar a diversidade de
substancias encontradas e relacionar com bancos de dados estabelecidos. No perfil protedmico
da saliva do carrapato A. parvum foram reconhecidas 130 proteinas, pertencentes a 30 familias
diferentes. Destas 130, 117 pertenciam ao carrapato (90%), e apenas 13 ao hospedeiro de
coelhos vertebrados (10%); a maior quantidade de proteinas identificadas sdo pertencentes a
familia dos inibidores de protease (15,6%), que representa um dos principais componentes da
biologia molecular da saliva do carrapato responsaveis pelo sucesso da alimentacdo. Foram
identificadas 106 proteinas na saliva de carrapatos fémeas de A. sculptum alimentados em
coelhos, sendo grande parte correspondente a familia PPIASE tipo ciclofilina, que podem estar
envolvidas com o inicio da ativagdo das células T; e 347 proteinas na saliva de fémeas de A.
sculptum alimentadas em cavalos naturalmente infestados, visto que as familias Actina e
Fosfoproteina foram as mais frequentes. Ainda do 4. sculptum, 06 proteinas (1,72%)
pertenciam ao hospedeiro vertebrado cavalo e apenas 03 (2,83%) do hospedeiro coelho. A
maioria das proteinas identificadas dos hospedeiros correspondiam a proteinas relacionadas a
resposta imunoldgica. As diferentes abordagens utilizadas na separagao das proteinas, aquisi¢ao
de espectros de massa e analise de dados possibilitaram a identificacdo e caracterizacdo de um
significativo numero de proteinas possiveis alvos para candidatos vacinais e/ou moléculas

farmacologicamente ativas.
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ABSTRACT

Ticks are obligate hematophagous ectoparasites that have the ability to parasitize an extensive
set of vertebrate hosts, integrating the second main group of vector agents of medical and
veterinary importance. When they feed, the saliva produced has numerous pharmacologically
active molecules involved in fixation to the hosts' skin, and in the control of their hemostatic,
inflammatory and immune reactions, among other functions. Among the main tick species of
medical and veterinary importance in Brazil, Amblyomma sculptum tick stands out, one of the
vectors of Brazilian Spotted Fever; Amblyomma parvum, which frequently bites humans, is
associated with pathogenic microorganisms such as Coxiella burnetti. The identification and
specification of saliva constituent elements help to understand how ticks modulate host defense
responses; therefore, a proteomic analysis using liquid chromatography associated with a mass
spectrometer (LC-MS/MS) was performed on the saliva of A. sculptum ticks, fed on two
different hosts and A. parvum, fed on rabbits, to verify the diversity of ticks. substances found
and relate to established databases. In the proteomic profile of 4. parvum saliva, 130 proteins
belonging to 30 different families were recognized. Of these, 117 belonged to the tick (90%),
and only 13 to the vertebrate rabbit host (10%); the largest amount of proteins identified were
protease inhibitor family (15.6%), which represents one of the main components of the
molecular biology of tick saliva responsible for feeding success. 106 proteins were identified
in A. sculptum tick saliva fed on rabbits, most of which correspond to the cyclophilin-type
PPIASE family, which may be involved in the initiation of T cell activation; and 347 proteins
in A. sculptum saliva fed on naturally infested horses, as the Actin and Phosphoprotein families
were the most frequent. Also from 4. sculptum, 06 proteins (1.72%) belonged to the horse
vertebrate host and only 03 (2.83%) to the rabbit host. Most of the identified host proteins
corresponded to proteins related to the immune response. The different approaches used in
protein separation, acquisition of mass spectra and data analysis allowed the identification and
characterization of a significant number of possible target proteins for vaccine candidates and/or

pharmacologically active molecules.
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1. INTRODUCAO

Carrapatos sao ectoparasitos hematdfagos obrigatorios pertencentes a ordem Acari e
classe Arachnida, difundidos nos mais variados ecossistemas, em todos os continentes do globo,
exceto no continente Antartico (PAROLA AND RAOULT, 2001). Habeis em parasitar um
extenso conjunto de hospedeiros vertebrados, integram o segundo principal grupo de agentes
vetores de importdncia médica e veterinaria, permanecendo atras apenas dos culicideos
(MASSARD & FONSECA, 2004). As glandulas salivares sdo 6rgaos que denotam fundamental
importancia para o desenvolvimento do carrapato. Para ndo desidratarem na fase ndo parasitario
do seu ciclo de vida, as glandulas salivares dos carrapatos produzem uma solugao hipertonica
que secretada para a parte externa do hipostoma capta a umidade do ar. Além disso, quando os
carrapatos iniciam sua alimentagdo, esse Orgdo produz saliva com inumeras moléculas
farmacologicamente ativas envolvidas na fixacdo a pele dos hospedeiros, e no controle das
reacdes hemostatica, inflamatoria e imune desses, dentre outras fungdes (FRANCISCHETTI,
2010). Muitos sao os relatos na literatura sobre a composi¢ao salivar e da variagdo na expressao
de seus componentes em artropodes hematdfagos como barbeiros (SANTOS et al., 2007;
ASSUMPCAO et al., 2008) e mosquitos (ARCA et al., 2005; CALVO & RIBEIRO, 2006;
CALVO et al., 2007).

Dentre as principais espécies de carrapatos de importancia médico-veterinaria no Brasil,
destaca-se o carrapato Amblyomma sculptum, do complexo do Amblyomma cajennense. Esta
espécie pode ser encontrada em extensas areas do Brasil abrangendo o Sudeste e Centro-oeste,
nas regioes do Norte da Argentina, Bolivia e Paraguai (OLIVEIRA et al., 2000; CAMARGO-
NEVES, et al., 2004; BARROS-BATTESTI, et al., 2006; NAVA et al., 2014). Comumente
conhecido como carrapato-estrela na forma adulta, o A. sculptum pode parasitar um grande
numero de vertebrados selvagens e domésticos, incluindo homens (CAMARGO-NEVES, et
al., 2004).

O carrapato Amblyomma parvum ¢é neotropical e possui ampla distribui¢ao geografica
sendo encontrado da Argentina ao Sul do México (GUGLIELMONE et al., 2003). Esta espécie
pica humanos com frequéncia (GUGLIELMONE et al., 2006; SZABO et al., 2020) e esta
associada a micro-organismos patogénicos. A bactéria intracelular Rickettsia rickettsii, agente
de uma doenga de elevada letalidade, a febre maculosa brasileira, foi isolado desta espécie de
carrapato no México (DZUL-ROZADO et al., 2013). A bactéria Coxiella burnetii, o agente
causador da febre Q aguda foi também isolado desta espécie de carrapato na Argentina

(PACHECO et al., 2013). Além disso, o carrapato A. parvum tem sido encontrada com
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frequéncia em animais domésticos (GUGLIELMONE et al., 1990; SZABO et al., 2007; NAVA
et al., 2008, RAMOS et al., 2016). Em uma revisdo, Nava et al. (2008) observaram que os
registros nesta espécie de carrapato eram de ambientes secos.

Carrapatos que parasitam seres humanos com frequéncia como o A4. sculptum e A.
parvum, sdo necessariamente dotados de saliva com constituintes com capacidade de controle
das reacdes deste hospedeiro. A deteccdo e reconhecimento dos componentes salivares dos
carrapatos caracteriza um importante avanco no estudo da fisiologia desses parasitos. A
identificacdo e especificagdo desses elementos constituintes da saliva auxiliam na compreensao
de como os carrapatos modulam as respostas de defesa do hospedeiro, gerando ndo sé dados
para a melhor compreensao da relagdo parasito- hospedeiro, mas também produzindo bases para
novos estudos sobre a caracterizagdo molecular e bioquimica das proteinas salivares. Estes
estudos podem auxiliar no desenvolvimento de novos métodos de controle e/ou novos

compostos farmacolédgicos com aplicagdes biotecnologicas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.0 papel da saliva na hematofagia de carrapatos

Os carrapatos estdo globalmente distribuidos em trés familias: Ixodidae, Argasidae e
Nuttalliellidae. As duas primeiras sdo conhecidas popularmente como carrapatos duros e moles,
respectivamente. A terceira familia, Nuttalliellidae, ¢ representada por apenas uma espécie,
Nuttalliella namaqua, ¢é restrita ao continente africano, e apresenta caracteristicas
intermediarias entre as familias Ixodidae e Argasidac (BARROS-BATTESTI et al., 2006). No
Brasil 75 espécies de carrapatos sdo endémicas e estio distribuidas de forma variavel pelo pais
(Martins et al., 2019; 2021; Mufioz-Leal et al., 2020) e pertencem aos géneros Argas; Antricola,
Carios; Ornithodoros; Amblyomma; Dermacentor; Haemaphysalis; Ixodes e Rhipicephalus
(DANTAS-TORRES et al., 2009).

Todos os carrapatos realizam hematofagia em algum momento do seu ciclo de vida e
para esse fim se fixam a hospedeiros vertebrados por periodos variados de alguns minutos a
diversos dias. Entre os 6rgdos internos destes acaros, as glandulas salivares estdo implicadas
com a manutencao do equilibrio hidrodinamico do carrapato, produzindo e secretando a saliva,
uma substancia que possui inumeras moléculas atuantes no processo de fixacdo na pele do
hospedeiro vertebrado e na modulagdo de sua resposta imune e hemostatica visando a
hematofagia (SONENSHINE & ROE, 2014).

Durante a alimentacdo, os carrapatos vao alternando ciclos de ingestdo de sangue e
salivagdao (BINNINGTON, 1978; BINNINGTON & KEMP, 1980). Ao contrario da maioria dos
artropodes hematdfagos, onde o processo hematofagico dura desde minutos até horas, os
carrapatos duros permanecem fixados ao hospedeiro por diversos dias. No processo de fixagao
ao hospedeiro os carrapatos produzem o cemento, uma substancia formada por proteinas,
lipideos e carboidratos. O cemento apresenta fun¢do adesiva e ¢ fundamental na constitui¢do do
cone de cemento, uma estrutura que permitird que os carrapatos permane¢am fixados no
hospedeiro durante todo o periodo de alimentacao (KEMP et al., 1982). Quando plenamente
fixados ao local de alimentacdo no hospedeiro, os carrapatos ixodideos se nutrem na fase de
ingurgitamento lento por diversos dias. Durante essa fase, além da aquisi¢ao lenta de sangue,
transcorre o inicio do desenvolvimento de tecidos relacionados com reproducao,
desenvolvimento das glandulas salivares, e o crescimento da cutila. Essa fase permitira que a
fémea do carrapato, apds o acasalamento, expanda o seu tamanho no periodo de ingurgitamento

rapido, quando os carrapatos ingerem as maiores quantidades de sangue, aumentando
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consideravelmente de tamanho e peso. As fémeas podem aumentar de 100-200 vezes o seu peso
ao final dessa fase, ¢ a quantidade de sangue ingerido ¢ decisorio no nimero de ovos produzidos
(FLYNN & KAUFMAN, 2011).

Ao ocasionar laceracdo dos tecidos e vasos sanguineos, o sangue e fluidos tissulares
concentrados no local da lesdo sdo ingeridos pelos carrapatos. Esses elementos constituirdo os
nutrientes para o desenvolvimento do parasito. O material ¢ ingerido pela bomba faringea,
passando pelo es6fago e alcangando assim o intestino, onde o sangue e os fluidos ingeridos
serdo digeridos (FRANTA et al., 2010). Além de ser essencial para o desenvolvimento dos
parasitos, a hematofagia ¢ o processo pelo qual os carrapatos transmitem patdégenos para o
hospedeiro, e a saliva secretada o veiculo pela qual os patdégenos sdo inoculados nos
hospedeiros. O processo de transmissdo de patdgenos se da principalmente na fase de
ingurgitamento lento (BOWMAN et al., 1997; NUTTALL & LABUDA, 2004; HOVIUS,
2009).

Os carrapatos e outros artropodes hematdfagos podem parasitar uma ampla variedade
de hospedeiros vertebrados e para que possam alcancar sua fonte de alimento, desenvolveram
diversos recursos. Os hospedeiros vertebrados apresentam trés eficientes sistemas de defesa que
dificultam a aquisicao de sangue: o sistema hemostatico, a imunidade inata e a imunidade
adquirida (RIBEIRO et al., 1985; RIBEIRO, 1987; RIBEIRO, 1995). Portanto, os carrapatos,
assim como outros artropodes hematofagos, manipulam uma série de recursos para assegurar o
aporte sanguineo e continuar se alimentando, mesmo diante da ativacdo das reacdes de defesa
do hospedeiro (RIBEIRO, 1995). Nessa circunstancia, a saliva inoculada no hospedeiro durante
a alimentacao possui um papel chave no processo hematofagico.

A saliva do carrapato € constituida por moléculas fisiologicamente ativas que sao
fundamentais para permanéncia da fixacdo do carrapato no hospedeiro ou para a transmissao
de patégenos (RAMAMOORTHI et al.,2005), interagindo com mecanismos do hospedeiro,
incluindo coagulacdo e fibrindlise, imunidade e inflamagdo e angiogénese (FUKUMOTO et
al.,2006; MARITZ-OLIVIER et al, 2007). Embora importantes avangos tenham sido
realizados na pesquisa desse assunto, a atividade farmacologica de poucas moléculas da saliva
de carrapatos foi esclarecida. Kazimirova et al. (2013), revisaram as descri¢des de diversas
substancias identificadas na saliva com grande importancia na pesquisa, como por exemplo, as
substancias tHRF (tick Histamine Release Factor) da saliva do carrapato Ixodes scapularis e
IRS-2 (Ixodes ricinus Serpin — 2) da saliva do Ixodes ricinus, substancias vasoativas que tem
potencial de atuar na modulagdo da permeabilidade vascular (DAI et al., 2010; CHMELAR et

al., 2011). Inibidores de agregagao plaquetdria e da cascata de coagulacdo também foram
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caracterizados, além de substancias ligadas diretamente a resposta imune do hospedeiro
(KAZIMIROVA e STIBRANIOVA, 2013).

Uma analise protedmica da saliva do carrapato Rhipicephalus microplus comprovou a
existéncias de varias moléculas bioativas que inibem a defesa do hospedeiro contra a atividade
de alimentacdo do parasita, lipocalinas, peptidases, peptideos antimicrobianos dentre outras
(TIRLONI et al., 2014).

Em vista disso, o potencial de muitas dessas moléculas com efeitos variados ainda esta
por ser esclarecido dentro do amplo espectro de carrapatos ja descritos no Brasil e nas quase
931 espécies no mundo (NAVA et al., 2017). As potenciais diversificagdes nos constituintes da
saliva podem decorrer das diversas condi¢des ecoldgicas e de especificidade por hospedeiros
das espécies de carrapato (SONENSHINE et al., 2002). Portanto, uma vez que as moléculas
usadas por esses ectoparasitos para evadir das respostas imune ¢ homeostatica possuem alta
eficiéncia, e baixa imunogenicidade para o homem e para os animais pode-se considerar que a
saliva dos carrapatos ¢ uma fonte importante de substancias com propriedades farmacoldgicas

e terapéuticas.

2.2.0 carrapato Amblyomma sculptum

O complexo Amblyomma cajennense é constituido de seis espécies de carrapatos
distribuidos do sul dos Estados Unidos, passando pela América Central e Brasil até o Norte da
Argentina (NAVA et al., 2014). Dentre estes o carrapato Amblyomma sculptum, ¢ prevalente
no Brasil particularmente no Sudeste e Centro-Oeste (MARTINS et al., 2016) e ¢ uma espécie
particularmente agressiva aos seres humanos (GUGLIELMONE et al., 2006; SZABO et al.,
2020). Esta espécie de carrapato ¢ também considerada o mais importante vetor da Rickettsia
rickettsii a0 homem no Brasil (SZABO et al., 2013).

Amblyomma sculptum € um carrapato heteroxeno, ou seja, necessita de mais de um
hospedeiro para completar seu ciclo de vida. No estagio de adulto, o A. sculptum demonstra
predilecdo por mamiferos de médio e grande porte, como equinos, bovinos, antas, capivaras,
mas pode ser detectada infestando animais domésticos como caes, gatos, coelhos e cabras. As
formas imaturas do 4. sculptum sao registradas em outros grupos de animais, como aves
domésticas e silvestres, e ocasionalmente em répteis e anfibios (BARROS-BATTESTI et al.,

2006).
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Uma unica fémea ingurgitada de A. sculptum pode ovipor entre 5.000 a 10.000 ovos
(GUGLIELMONE et al., 2006). As larvas do carrapato 4. sculptum, conhecido popularmente
como micuim, sobem na vegetacao, formando grandes aglomerados permanecendo a espreita,
esperando a passagem de um hospedeiro vertebrado. No hospedeiro, estas larvas se alimentam
por um periodo de dois a quatro dias e, apds seu desprendimento, retornam ao solo, onde sofrem
ecdise (muda) para o estagio ninfal. Ap6s um periodo de pré-muda (de 4 a 8 semanas), 15 dias
ap6s a muda, as ninfas sobem na vegetacao em busca de um novo hospedeiro. Nesse segundo
momento, ao encontrarem um hospedeiro competente, as ninfas se alimentam por um periodo
entre trés a sete dias e retornam ao solo ao se desprenderem, e sofrem muda para o estagio
adulto, em um periodo entre 4 a 8 semanas. Assim que o exoesqueleto se tornar endurecido
(cerca de duas semanas apos a muda), os adultos apresentam-se prontos para infestarem outro
hospedeiro vertebrado; no entanto, podem permanecer varios meses sem alimentagdao. Durante
um periodo de 7 a 10 dias apos a fixa¢ao no hospedeiro vertebrado e a fecundagdo, a fémea do
A. sculptum inicia o ingurgitamento sanguineo, desprendendo-se e caindo ao solo, para a
realizacdo da oviposi¢cdo. Com a eclosdo dos ovos e a geracdo das larvas, o ciclo do 4. sculptum
¢ finalizado (OLIVEIRA et al., 2000; GUGLIELMONE et al., 2006).

Além da capacidade vetorial exercida durante o repasto sanguineo em hospedeiros
vertebrados susceptiveis, os carrapatos podem se constituir em reservatorios de agentes
patogénicos através da transmissdo transestadial e transovariana de microrganismos. Neste
contexto o 4. sculptum é considerado o principal reservatorio da bactéria R. rickettsii em areas

endémicas no Brasil (LABRUNA, 2009; CUNHA et al., 2007).

2.3.0 carrapato Amblyomma parvum

Amblyomma parvum Aragdo, 1908 € uma espécie de carrapato de ampla distribuigao
geografica, sendo verificado nos paises Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, El
Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, México, Nicardgua, Panamd, Paraguai e Venezuela
(NAVA et al., 2008). A lista de hospedeiros conhecidos na regido Neotropical ¢ extensa (79
espécies) com carrapatos adultos coletados em membros de pelo menos nove ordens de
mamiferos de médio e grande porte inclusive os seres humanos (NAVA et al., 2017).

Diante da grande diversidade dentre a fauna Ixodidea brasileira, grande parte dos
carrapatos silvestres ainda sdo pouco conhecidos, sendo escassos alguns dados referentes a

biologia, distribuicao, hospedeiros habituais, susceptiveis ou primarios e a capacidade vetorial
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de bioagentes. Dentre essas espécies encontra-se o Amblyomma parvum, que segundo Nava et
al. (2006), formas imaturas desse carrapato (larvas e ninfas) na Argentina dependem de
roedores cavideos para completar seu ciclo de vida na natureza, e que os adultos podem ser
comuns em bovinos e cabras. Ja no Paraguai, Durden et al. (2006) identificaram grande nimero
de A. parvum em felideos selvagens. Em outros locais, como exemplo o Chaco Boliviano,
Fiorello et al. (2006) registraram esse carrapato em pequenos carnivoros, como cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous) e raposinha (Pseudalopex gymnocercus). Jones et al. (1972) registram
esta espécie de carrapato em eqiiinos (Equus caballus), bovinos (Bos taurus), caes (Canis
familiares), tamandud mirim (Tamandua tetradactyla), veado-campeiro (Ozotoceros
bezoarticus), capivara (Hidrochaeris hidrochaeris).

No Brasil, adultos desta espécie ja foram encontrados parasitando diversas ordens de
mamiferos. Pereira et al. (2000) localizaram A. parvum no Pantanal brasileiro em veado-
catingueiro (Mazama gouzoubira) e quatis (Nasua nasua). Martins et al. (2004) registraram
essa espécie de carrapatos em tamandua-bandeira e tamandud-mirim na regido do Pantanal
Mato-Grossense. Labruna et al. (2005) revisaram a respeito de carrapatos em hospedeiros
carnivoros e constataram a presenca desse dcaro em sete espécies de diferentes hospedeiros.
Olegario (2010) concluiu que, em condigdes laboratoriais, o melhor hospedeiro para adultos de
A. parvum € o cdo e para formas imaturas a cobaia, constatando também que os equinos sao
excelentes hospedeiros para este carrapato. Consequentemente, refere-se a um carrapato
generalista, ndo limitado pela presenca de hospedeiros, mais provavelmente limitado por
exigéncias ambientais e pelo comportamento do proprio carrapato quando em busca de seus
hospedeiros na natureza (OLEGARIO, 2010).

Segundo Cancado (2008), diferente do que acontece com A. sculptum, a picada dos
adultos de A. parvum ¢é praticamente indolor, desta forma, o carrapato pode ndo ser percebido
e permanecer fixado por um periodo longo, aumentando assim o risco de transmissdo de
Rickettsia spp., Borrelia spp. € outros patdgenos. Szabo et al. (2020) em um levantamento
realizado apods diversas expedicdes de pesquisa no Cerrado brasileiro, constataram que o 4.
parvum era a principal espécie no estagio adulto que picava seres humanos. Dzul-Rosado et al.
(2013) relacionaram A. parvum como potencial vetor de Rickettsia rickettsii no sudeste do
México, podendo desempenhar um papel fundamental na natureza como um potencial
hospedeiro, simultaneamente a outros vetores que sao responsaveis pela transmissao da doenga
a seres humanos. Pacheco et al. (2013), na provincia de Cérdoba, Argentina, coletaram A.
parvum em preds e encontraram dois (15,4%) dos 13 adultos coletados infectados com Coxiela

burnetii.
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Observa-se pelos expostos que o 4. parvum, a semelhanga do Amblyomma sculptum,
aparenta capacidade de se fixar e parasitar uma ampla gama de hospedeiros entre animais
domésticos, selvagens e até seres humanos, apresentando também um ciclo de vida heteroxeno
e exibindo baixa especificidade parasitaria. Essa capacidade de diversidade alimentar torna o

A. parvum um potencial veiculador de patégenos entre hospedeiros, inclusive o homem.

2.4.A saliva de carrapatos em pesquisa

As glandulas salivares sdo orgdos encarregados de diversas fungdes na fisiologia dos
carrapatos, sendo estruturas vitais tanto para o desenvolvimento dos parasitos, assim como para
a extensdo, manutencdo e transmissdo de patogenos (BOWMAN & SAUER, 2004). Além da
secre¢ao de compostos proteicos e lipidicos com atividades farmacologicas que modulam as
respostas de defesa do hospedeiro, a salivacdo executa outras importantes fungdes para a
fisiologia dos carrapatos, incluindo a absor¢ao de vapor de dgua por carrapatos de vida livre e a
excre¢do do excesso de dgua ingerida durante a alimentacgdo, objetivando a concentragdo do
sangue ingerido (SAUER et al., 1995; SAUER et al., 2000; SIMO et al., 2012).

Em fémeas, trés tipos de 4cinos podem ser caracteristicos da composi¢ao estrutural da
glandula salivar dos carrapatos: os acinos tipo I estdo associados com osmoregulacao; os acinos
do tipo II e III estdo envolvidos na sintese e secre¢do de proteinas e no transporte de dgua
(BINNINGTON, 1978; SAUER et al, 1995). Estudos morfoldgicos e estruturais tém
demonstrado que a glandula salivar dos carrapatos passa por alteragdes durante os mecanismos
de busca ao hospedeiro, fixacdo e alimentagao (BINNINGTON, 1978; BINNINGTON &
KEMP, 1980; BOWMAN & SAUER, 2004). Ao longo da alimentacdo, as glandulas salivares
sofrem notaveis modifica¢cdes morfoldgicas, principalmente os acinos de tipo II e tipo III. Essas
mudancgas morfoldgicas sdo acompanhadas principalmente pelo aumento na sintese de proteinas
(BINNINGTON, 1978; MCSWAIN et al., 1982).

A saliva do carrapato contém uma mistura complexa de moléculas bioativas com
propriedades anti-coagulacdo, agregacdo antiplaquetaria, vasodilatadora, antiinflamatoria e
imunomoduladora para neutralizar os mecanismos de defesa do hospedeiro (HAJDUSEK et al.,
2013; KAZIMIROVA e STIBRANIOVA, 2013; KOTAL etal., 2015; SIMO et al., 2017). Além
de facilitar a alimentagao do carrapato, as propriedades anti-hemostaticas e imunomoduladoras
da saliva do carrapato também podem beneficiar a sobrevivéncia e o estabelecimento de

patégenos no hospedeiro (KAZIMIROVA e STIBRANIOVA, 2013; SIMO et al., 2017).
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Portanto, a identifica¢do e caracterizacdo de moléculas bioativas na glandula salivar (SG) e
saliva do carrapato podem ajudar a elucidar os mecanismos moleculares de interacdo entre
carrapatos, patdégenos e hospedeiros vertebrados, revelando novos alvos vacinais para controlar
0s carrapatos e os patogenos que eles transmitem (ESTEVES et al., 2017).

A ocorréncia e o conhecimento sobre doengas transmitidas por carrapatos aumentaram
significativamente nos tltimos anos (STEERE et al., 2004; DUMLER et al., 2005), resultando
numa ampliacdo acentuada da pesquisa relacionada com as interagdes parasito-hospedeiro.
Como resultado, o conhecimento das moléculas presentes na saliva do carrapato e suas fungdes

tém se expandido de forma gradual (NUTTAL, 2019).

2.5.A aplicacio da abordagem protedmica no estudo da saliva de carrapatos

Considerando o sucesso da hematofagia de carrapatos em diferentes hospedeiros
vertebrados, mesmo em face de diversos tipos de respostas imunes, a identificacdo das
moléculas responsaveis por essas fungdes podem proporcionar um melhor entendimento na
interface patdgeno-carrapato-hospedeiro vertebrado. Tal conhecimento pode ser determinante
no desenvolvimento de estratégias de controle tanto do artrépode, quanto do agente infeccioso
a ele relacionado (RENESTO et al., 2006; RACHINSKY et al., 2008; RIBEIRO et al., 2011).

A identificagdo das proteinas e seu nivel de expressdo podem ser realizadas através de
abordagens protedmicas (FEI-YU et al., 2009), bem como podem ser preditas por meio de
abordagens transcriptomicas (ALARCON-CHAIDEZ et al., 2007; ANATRIELLO et al.,
2010).

Nos tltimos anos, com o desenvolvimento e aplicacdo de técnicas de analise molecular
em grande escala, como a transcriptomica e a protedmica, novas informacdes sobre a
composi¢ao molecular de diferentes tecidos/estagios dos carrapatos foram obtidas e geraram
informacdes importantes sobre a fisiologia desses parasitos. Os sialotranscritomas (do grego,
sialo = saliva) sdo particularmente de interesse por revelarem o potencial de transcri¢do na
glandula salivar desses parasitos (RIBEIRO & FRANCISCHETTI, 2003; FRANCISCHETTI
etal., 2009). Por este motivo, os sialotranscritomas de diversas espécies de carrapatos ixodideos
foram descritos, como dos carrapatos Amblyomma americanum (MULENGA et al., 2007;
ALJAMALI et al., 2009; KARIM & RIBEIRO, 2015), Amblyomma maculatum (KARIM et al.,
2011), Amblyomma triste, A. parvum, A. cajennense (GARCIA et al., 2014), Amblyomma
variegatum (NENE et al., 2002; RIBEIRO et al., 2011), Hyalomma marginatum
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(FRANCISCHETTI et al., 2011), Ixodes scapularis (VALENZUELA et al., 2002; RIBEIRO et
al., 20006), Ixodes ricinus (LEBOULLE et al., 2002; SCHWARZ ¢t al., 2014; KOTSYFAKIS et
al., 2015), Ixodes. pacificus (FRANCISCHETTI et al., 2005), Rhipicephalus pulchellus (TAN
et al., 2015), Haemaphysalis flava (XU et al., 2015), Rhipicephalus sanguineus (OLIVEIRA et
al., 2013) dentre outros.

Os sialotranscritomas proporcionam uma visao global dos perfis de expressao génica em
glandulas salivares do carrapato. No entanto, a inferéncia direta de que a presenca de certos
transcritos em glandula salivar remete diretamente ao que ¢ secretado no hospedeiro através da
saliva ¢ um topico a ser abordado com cautela. Recentemente, um trabalho da analise de
transcritos e proteinas realizado com glandulas salivares de 1. ricinus revelou que a dindmica
entre transcritos e proteinas ndo ¢ totalmente concordante (SCHWARZ et al., 2014;
KOTSYFAKIS et al., 2015). Além disso, os sialotranscritomas por si s6 ndo fornecem
informagdes unicas sobre proteinas que de fato sdo secretadas na saliva. Nesse contexto, a
analise protedmica dos componentes salivares representa um potencial a ser abordado e
estudado.

Em condi¢des experimentais os carrapatos produzem reduzida quantidade de saliva,
fazendo com que seja dificil de trabalhar com esse material biologico, verificando-se que muitos
pesquisadores optem por trabalhar com glandula salivar (FRANCISCHETTI et al., 2008;
FRANCISCHETTTI et al., 2011; SCHWARZ et al., 2014; TAN et al., 2015).

Artificialmente, a salivacdo em carrapatos pode ser induzida através da administragao
de dopamina, um neurotransmissor que compele a producdo da secrecdo pela glandula salivar,
ou pelo uso da pilocarpina, um agente colinomimético que estimula a liberagao de dopamina
nos nervos salivares resultando em salivagdo (MCSWAIN et al., 1992; SAUER et al., 2000).

Atualmente, devido aos progressos em distintas areas da protedmica € possivel
identificar um numero significativo de proteinas utilizando reduzidas aliquotas de amostra (na
ordem de microgramas). Os avangos em técnicas de elaboracdo de amostra, na separacao de
proteinas/peptideos por cromatografia liquida (LC), na sensibilidade e acurdcia dos
espectrométros de massa (MS), e nos avancos em analise computacional sdo fatores de relevante
importancia para o avango das analises protedmicas (YATES, III, 2013). Analises protedmicas
baseadas em espectrometria de massas de alta resolug¢do permitem a identificagdo e
quantificagdo de milhares de proteinas, bem como suas modificagdes e localizacdo (YATES,
III, 2013; MEISSNER & MANN, 2014). Em protedmica, o termo bottom-up refere-se a
identificacdo de proteinas por andlises de peptideos gerados através de proteolise. Quando as

analises bottom-up sdo realizadas a partir de uma mistura de proteinas, o termo shotgun
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proteomics ¢ usado (em analogia ao shotgun genomic sequencing) (YATES, 111, 1998; YATES,
II1, 2013; ZHANG et al., 2013). Analises protedmicas por shotgun proteomics fornecem uma
medida indireta de proteinas por meio dos peptideos derivados a partir da proteolise de proteinas
intactas. Essa mistura de peptideos gerada ¢ fracionada e analisada por LC-MS/MS. A
identificacdo dos peptideos ¢ realizada por comparagao dos espectros de massa derivados da
fragmentacdo dos peptideos com os espectros de massa tedricos gerados a partir de digestao in
silico de um banco de dados de proteinas do organismo em estudo. A inferéncia da identidade
da proteina ¢ realizada através da identificagdo dos peptideos nas sequéncias de aminoacidos
presentes no banco de dados utilizados nas buscas. Devido ao fato de que os peptideos
identificados podem ser unicamente atribuidos a uma tnica proteina, ou, partilhados por mais
de uma proteina, métodos estatisticos podem ser utilizados para aprimorar a identificagao e/ou
confirmac¢ao de uma dada proteina (TABB et al., 2002; MCDONALD et al., 2004).

A identificagdo dos compostos salivares dos carrapatos simboliza um importante passo
no estudo fisiologico desses parasitos. O reconhecimento e caracterizacdo desses componentes
auxiliam na compreensdo de como os carrapatos modulam as respostas de defesa do hospedeiro,
produzindo ndo somente dados para aprimorar a compreensao da relagdo parasito- hospedeiro,
mas também gerando bases para novos estudos sobre a caracterizagdo molecular e bioquimica
das proteinas salivares. Esses estudos podem contribuir com o desenvolvimento de novos

métodos de controle e/ou novos compostos com aplicacdes biotecnoldgicas e farmacoldgicas.

2.6.A saliva dos carrapatos A. sculptum e A. parvum

Estudos prévios com saliva de carrapato A. sculptum (denominado A. cajennense em
trabalhos anteriores a 2014) demonstraram sua acdo sobre os mecanismos reativos de
hospedeiros. Castagnolli et al. (2008) observaram que camundongos BALB/c ndo desenvolvem
resisténcia as ninfas dessa espécie de carrapato e a proliferagdo de linfocitos desse hospedeiro
¢ inibida pela saliva do carrapato, extrato de ninfas ou infestagdes. Esses autores ainda
observaram que a proliferacdo linfocitos de cavalos também ¢ inibida pela saliva do carrapato
e que linfocitos de camundongos sob o efeito da saliva do carrapato, extrato de ninfal ou
infestagdes exibem uma predominancia padrao de producao de citocinas Th-2. Carvalho-Costa
et al. (2015) observaram que a saliva do A. cajennense inibiu a diferenciacdo de células
dendriticas em cultivo celular de medula 6ssea murina. Esta inibicdo foi associada a uma

redugdo expressao de CCRS5 (o receptor para RANTES) ou CCR7 (o receptor para MIP-3f3). A
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saliva do carrapato também inibiu IL-12p40, IL-6 ¢ TNF-o enquanto potencializou a produ¢ao
de citocinas IL-10 pelas células dendriticas. Costa et al. (2021) caracterizaram trés moléculas
salivares de A. sculptum e avaliaram seu potencial como antigenos vacinais para o
desenvolvimento de novos métodos de controle de carrapatos. Todas as trés proteinas
mostraram atividades anti-hemostatica e anti-complemento e promissoras eficicias anti-
carrapato, o que as torna potenciais antigenos vacinais contra 4. sculptum.

No trabalho de Simons et al. (2011), foi demonstrado que a saliva bruta de 4. cajennense
mantém a fluidez sanguinea inibindo as atividades do FXa e da trombina, além de reduzir a
agregacao plaquetdria. Além disso, a saliva de A. cajennense também inibiu a agregacdo
plaquetéria induzida por ADP, ristocetina, acido araquidonico e coldgeno (SIMONS et al.,
2011). Em consonancia com estes trabalhos foi observado por Batista et al. (2008) que a
biblioteca de cDNA das glandulas salivares de A. cajennense apresenta diversos genes
codificadores de substancias que afetam o sistema hemostatico do hospedeiro.

Esteves et al. (2017) evidenciaram que a alimentacdo com sangue exerce um forte efeito
no perfil de expressdo génica das glandulas salivares (SG) de 4. sculptum, regulando
positivamente a transcrigdo de supostas proteinas secretadas, que podem desempenhar papel
fundamental durante o processo de alimentagao.

Devido ao fato deste carrapato apresentar uma ampla gama de hospedeiros, o
sialotranscriptoma de carrapatos fémeas de 4. cajennense alimentados com coelhos contendo
mais de 4.600 sequéncias de codificacdo, foi relatado no trabalho de Esteves et al. (2017). Ja&
Maruyama et al. (2010), apresentou conjunto de dados originado das glandulas salivares de
carrapatos fémeas de A. cajennense alimentados com cavalos, com aproximadamente 1.147
sequéncias de codificagao.

Tendo em vista a disponibilidade restrita de carrapatos 4. parvum em colonias de
laboratorio, os trabalhos com saliva/glandula salivar com esta espécie sao raras. Em um estudo
de Garcia et al. (2014), os autores descrevem o sialotranscriptoma de trés espécies de carrapatos
Amblyomma, A. triste, A. parvum e A. cajennense, usando 454-baseado em RNA-seq., sendo a
primeira vez que o perfil transcricional de um tecido dos carrapatos 4. parvum e A. triste foi
gerado e analisado. Nesse estudo, foram utilizadas fémeas semi-ingurgitadas de A. parvum,
alimentadas em cachorro para obtencdo do pool de glandulas salivares a serem testadas. A
biblioteca de 4. parvum forneceu 243.567 leituras de pirosequenciamento e, em média, 20%
das leituras nos trés sialotranscriptomas foram anotadas como proteinas secretadas putativas,

enquanto a maioria das leituras (variando de 62,9% a 68,9%) foram anotadas como genes de
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manuten¢do e cerca de 13% das leituras resultaram nas categorias Unknown e Unknown
Secreted Proteins.

Sousa et al. (2018) avaliaram o efeito da saliva de A. sculptum, A. parvum e
Rhipicephalus sanguineus nas linhagens celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231
e na linha celular ndo neoplasica MCF-10A. Os autores observaram que a saliva do carrapato
das trés espécies de carrapato exerceu citotoxicidade sobre as células tumorais (MCF-7, MDA-
MB-231), mas ndo para as células nao tumorais (MCF-10A). Além disso, as alteracdes
morfoldgicas na superficie das células tumorais MCF-7 ¢ MDA-MB-231 ndo ocorreram nas
c¢lulas MCF-10A. Esses autores demonstraram que as células tumorais morriam por apoptose
induzida pela atividade da caspase-3 e da caspase-7, sugerindo que a apoptose da via intrinseca
pode ser desencadeada pela saliva do carrapato.

Tendo em vista os expostos este estudo procurou expandir a caracterizacao molecular
da saliva dos carrapatos 4. parvum e A. sculptum. O dinamismo da produgdo salivar foi
avaliado através da comparagdo do sialoma de carrapatos alimentados em coelhos, em
condi¢des laboratoriais com aqueles alimentados em cavalos naturalmente infestados (4.
sculptum). Para este fim utilizou-se uma abordagem protedmica para avaliagcdo das proteinas

mais abundantes e das possiveis diferengas observadas entre as diferentes amostras.
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3. JUSTIFICATIVA

A aplicagdo de tecnologias como a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS) e a utilizagdo de aparatos de bioinformatica permitiram identificar e
caracterizar as proteinas mais abundantes na saliva de fémeas dos carrapatos 4. parvum, e A.
sculptum, possibilitando a comparagdo entre o repertorio dessas proteinas presentes na saliva
de fémeas da segunda espécie alimentadas laboratorialmente em coelhos, € naturalmente em
cavalos, e da primeira alimentadas apenas em coelhos. Essas informag¢des podem auxiliar a
compreensdo da biologia desses importantes vetores, bem como de possiveis compostos
moleculares que possam indicar candidatos a alvos no controle dessas espécie e prevencao de

transmissdo de patogenos.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo Geral

Identificag¢do e caracteriza¢do das proteinas mais abundantes na saliva de fémeas dos

carrapatos 4. parvum e A. sculptum através de andlise protedmica.

4.2.0bjetivos especificos

e [Extrair a saliva de A. parvum e A. sculptum alimentados em coelhos e A. sculptum
alimentados em cavalos;

e Separar os peptideos das proteinas da saliva das duas espécies de carrapatos, utilizando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS);

e Identificar as proteinas das salivas de 4. parvum e A. sculptum através de comparagao
entre a lista de peptideos tripticos sequenciados e bancos de dados anotados no NCBI e
UNIPROT;

e Avaliar a ocorréncia e diferencas entre as proteinas identificadas na saliva do carrapato

A.sculptum quando alimentados em coelhos ou em cavalos.
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5. METODOLOGIA

5.1.0rigem dos carrapatos

As amostras laboratoriais de carrapatos Amblyomma parvum e Amblyomma sculptum
foram criadas e mantidas no Laboratorio de Ixodologia da Faculdade de Medicina Veterinaria,
na Universidade Federal de Uberlandia (LABIX-UFU). As infesta¢des foram realizadas dentro
de camaras de alimenta¢do, de material plastico, fixadas com uma cola no dorso tricotomizado
de coelhos brancos New Zealand saudaveis (Figura 1). Para tanto, cilindros de plastico
transparente foram colados a uma peca de borracha cortada em formato de disco contendo uma
janela central com didmetro equivalente ao do cilindro utilizado. Sob o disco de borracha foi
colado um tecido de algoddo de dimensao e formato iguais ao do disco, com o objetivo de tornar
a superficie do disco adequada para a fixacdo na pele. A camara de alimenta¢do entdo foi
fechada com uma tampa perfurada, apos colocagdo dos carrapatos na referida camara. Os
coelhos sdo utilizados para alimentagdo dos carrapatos tanto para coleta de saliva, quanto para
perpetuagdo das colonias das espécies citadas, sendo estas mantidas em uma estufa incubadora
umidificada, a uma temperatura de 29°C.

Ja os A. sculptum alimentados em cavalo foram obtidos de animais naturalmente
infestados de uma propriedade rural do municipio de Araguari-MG (Figura 1). Os cavalos eram
examinados por toda a superficie corporal, sem limite de tempo, e as fémeas ingurgitadas de A.

sculptum encontradas eram retiradas e acondicionadas em cilindros de acrilico transparente até

a coleta de saliva.
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Figura 1 - Amostras de carrapatos utilizados para coleta de saliva. A. 4. sculptum em camara de alimentagdo em
coelho; B. 4. parvum em camara de alimentagdo em coelho; C e D. 4. sculptum em pernas de cavalo naturalmente
infestado. Uberlandia e Araguari, MG 2018 - 2019

5.2.Coleta de saliva dos carrapatos

Para a coleta de saliva dos carrapatos mantidos em laboratorio, foram realizadas
infestagdes com 05 camaras de alimentacdo em cada coelho (coelho branco New Zealand) sem
contato prévio com carrapatos. Em cada camara foram liberados, em média, 25 fémeas e¢ 10
machos de carrapatos de cada espécie e coelhos diferentes foram utilizados para cada espécie
de carrapato. Apos cerca de 07 a 10 dias, dependendo da espécie, as fémeas dos carrapatos
semi-ingurgitadas foram recolhidas, higienizadas com PBS 10% em temperatura ambiente
(25°C), e foi inoculado na hemocele cerca de 10 pL. de solugdo de Dopamina a 0,2% (Figura
2), com auxilio de uma agulha 12,5 x 0,33 mm. Os carrapatos foram entdo fixados em uma fita
crepe, previamente disposta em uma superficie plana, rigida e limpa com alcool a 70%. A coleta
da secrecdao salivar foi realizada com uma pipeta automatica (Figura 2), sendo a saliva
armazenada em microtubos de 2,0 mL mantidos em banho de gelo. Em seguida, foram filtradas
em filtros com poros de 22 um e armazenadas a -80°C até o uso. A concentragdo de proteinas
foi quantificada através do método de Bradford e ensaio de BCA. As coletas foram realizadas

durante os anos de 2018 € 2019.
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A coleta de saliva dos carrapatos 4. sculptum de cavalos naturalmente infestados foi
realizada no local de coleta. Apods a coleta dos ectoparasitos dos animais, em fase de semi-
ingurgitamento, estes foram lavados em agua corrente e depois higienizados em uma solucao
de PBS 10% em local limpo e arejado. Apds a limpeza, os carrapatos foram fixados em uma
fita crepe, previamente disposta em uma superficie plana, rigida e limpa com alcool a 70% ¢ a
coleta de saliva realizada como descrita para os carrapatos do laboratdrio. A saliva coletada na
propriedade rural foi acondicionada em caixa de isopor com gelo reciclavel durante o transporte
até o LABIX-UFU, onde foram filtradas em filtros com poros de 22 um e armazenadas a -80°C
até o uso. A concentragdo de proteinas foi quantificada através do método de Bradford e ensaio

de BCA. As coletas foram realizadas no ano de 2019.
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Figura 2 - Coleta de saliva de carrapatos. A. Apos fixar os carrapatos em superficie limpa com fita, ¢ injetado uma
solugdo de Dopamina a 0,2% na hemocele do carrapato; B. gota de saliva no hipostomio do carrapato; C. coleta
com pipeta da saliva e, D. acondicionamento da saliva coletada em microtubo disposto na cama de gelo para
manter saliva resfriada até armazenamento no ultrafreezer -70° C ou uso. Uberlandia, MG 2019.

5.3.Digestao proteica com tripsina

Apos a quantificagdo das proteinas, 100ug de proteinas foram submetidas a digestao
com tripsina. O surfactante RapiGest SF (Waters) foi utilizado para melhorar a eficiéncia da
digestdo enzimatica. Apos reducdo com Ditiotreitol (Sigma-Aldrich) e alquilagdo com
Iodoacetamida (Sigma-Aldrich), a amostra foi submetida a digestdo com tripsina (Promega) a
37°C por 16 horas. A atividade enzimatica foi interrompida pela adigdo de solugdo de acido
trifluoroacético (TFA) 0,5% (Sigma-Aldrich). Os peptideos obtidos foram entdo submetidos a
purificacdo com ponteira de C18 (Agilent Bond Elut OMIX). Apds secagem em um
concentrador de amostra (Genevac miVac Duo Concentrator), a amostra foi solubilizada em

0,1% de TFA e colocada em um frasco especifico para inje¢do no Espectrometro de Massa.

5.4.Espectrometria de massa

As andlises de espectrometria de massa foram realizadas em cromatografo liquido
(Agilent Infinity 1260), acoplado a espectrometro de massa de alta resolugdo com fonte de
ionizagdo por eletrospray (Agilent 6520B Q-TOF), alocado no Laboratorio de
Nanobiotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia. A coluna utilizada foi um modelo
de mapeamento de peptideos Agilent AdvanceBio, didmetro interno de 2,1 mm, 10 cm de
comprimento, particulas de 2,7 um. Os parametros cromatograficos utilizaram agua (A) e
acetonitrila (B) como fase mdvel, ambas acidificadas com 4cido formico (0,1% vv- 1), com o
gradiente: 2% B (0 min), 2% B (10 min), 15% B (40 min), 50% B (150 min), 70% B (200 min),
98% B (220 min), 98% B (300 min), 100% B (301 min) ¢ 100% B (400 min), em um fluxo de
400 pL / min. Os parametros de ionizagao foram pressdo do nebulizador de 45 psi, gas de

secagem a 8L / min a uma temperatura de 325 ° C e energia de 4kV aplicada ao capilar.
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5.5.1dentificacio de proteina e analise

A identificagdo das proteinas foi realizada levando-se em consideragcdo a massa de alta
resolucao (erro com a massa exata menor que 10 ppm) e os espectros de massa / massa (EM /
EM), dados estes cruzados com um banco de dados. A andlise foi realizada por meio do
programa Spectrum Mill MS Proteomics Workbench (Agilent Technologies), por meio do
banco de dados NCBI, disponivel online (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

As planilhas de identificacdo exportadas apos a analise foram manualmente verificadas
e uma s6 planilha construida com os resultados obtidos. Nessa planilha, as proteinas foram
separadas pelo nimero e sequéncia de seus peptideos identificados. Os critérios utilizados para
a construcao dessa planilha foram: (I) cada proteina deveria apresentar pelo menos, uma
sequéncia de peptideo nao compartilhada com nenhuma outra; (II) a sequéncia de peptideo
deveria ser encontrada em, pelo menos, uma das repeticdes analisadas para carrapatos coletados

e diferentes hospedeiros.

5.6.Anotacio e classificacdo funcional de proteinas

As massas moleculares tedricas das proteinas identificadas foram obtidas do UniProt
(http://www.uniprot.org). Além disso, pesquisas BLASTP em varios bancos de dados foram
realizadas para anotar as proteinas correspondentes. Para verificar a identidade das proteinas do
carrapato, os seguintes bancos de dados foram usados: Acari e refseq-invertebrado do NCBI,
Acari do Uniprot, o subconjunto GeneOntology (GO) FASTA, banco de dados MEROPS e o
banco de dados de dominios conservados de NCBI contendo os motivos COG, PFAM e
SMART. A classificagdo funcional foi realizada da seguinte maneira: comparagdo entre as
sequéncias das proteinas identificadas com aquelas preditas pelos transcritos de A. cajennense,
A. triste e A. parvum (Garcia et al., 2014) e agrupados segundo critérios previamente descritos
por Karim et al., (2011).

Aquelas proteinas que ndo puderam ser associadas diretamente aos carrapatos foram
verificadas quanto a similaridade com as j& descritas para os hospedeiros vertebrados utilizados
na pesquisa. Para verificar as proteinas de coelho, os seguintes bancos de dados foram usados:

bancos de dados de Oryctolagus cuniculus e refseq-vertebrados do NCBI, O. cuniculus da
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Uniprot, o subconjunto GeneOntology (GO) FASTA do banco de dados de dominios
conservados do NCBI, contendo os motivos COG, PFAM ¢ SMART.

Para verificar as proteinas do cavalo, os seguintes banco de dados foram utilizados:
bancos de dados de Equus caballus e refseq-vertebrados do NCBI, E. caballus da Uniprot, o
subconjunto GeneOntology (GO) FASTA do banco de dados de dominios conservados do
NCBI, contendo os motivos COG, PFAM ¢ SMART.

O catdlogo com anotagdes funcionais para cada conjunto de dados foi selecionado

manualmente e inserido em uma planilha Excel com hiperlink (Tabelas).

5.7.Aspectos éticos

Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com os protocolos aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-UFU,
033/14 ¢ 069/18).
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6. RESULTADOS

Foram coletados um total de 700, 1350 e 950 pl de saliva de, respectivamente 193, 225
e 118 carrapatos A.parvum, A sculptum alimentados em coelhos e A. sculptum alimentados em
equinos.

As proteinas identificadas na saliva dos carrapatos 4. parvum (alimentados em coelhos)
e do carrapato 4. sculptum, alimentados em coelhos e cavalos, foram agrupadas em quatro faixas
de percentual de cobertura (o nimero de peptideos identificados na sequéncia) (0-10%, 11-20%,

21-40% e 41-100%), representadas conforme Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo das proteinas identificadas na saliva do carrapato 4. parvum e A.
sculptum, em relagdo as faixas de cobertura dos peptideos.

0-10% 34/26,15% 57/ 53,77% 206/ 59,36%
11-20% 25/19,23% 16/ 16,09% 42/12,10%
21-40% 50/ 38,46% 21/ 19,81% 39/11,23%
41-100% 21/ 16,15% 12/ 11,32% 60/ 17,29%

As proteinas identificadas na saliva do carrapato 4. parvum apresentaram um maior
percentual na faixa de cobertura entre 21-40%, seguido pelo percentual na faixa de cobertura
menor de 0-10%. Embora as proteinas identificadas tenham mostrado uma distribui¢ao similar
entre faixas de cobertura na saliva do carrapato 4. sculptum, quando comparamos apenas as
proteinas detectadas na saliva de alimentados em coelho ou em cavalo, observamos uma
diferenga mais expressiva nas faixas de 21-40% e de 41-100%. O maior percentual de proteinas

identificadas esta localizado na faixa de cobertura menor, no entanto, pelo menos, 220 proteinas



110

no total apresentaram a sua identificagdo com cobertura maior que 11%, dentre essas uma
proteina Actina 5C (XP_029833158.1), detectada na saliva de A. sculptum alimentados em

cavalo, foi identificada com cobertura de 75%.

6.1.Visao geral da protedmica anotada da saliva de carrapato A. parvum

No perfil protedmico da saliva do carrapato A. parvum foram reconhecidas 130
proteinas, pertencentes a 30 familias diferentes. Destas 130, 117 pertenciam ao carrapato (90%),
e apenas 13 ao hospedeiro de coelhos vertebrados (10%). Das 117 proteinas identificadas como
pertencentes ao carrapato, 47 foram descritas pela analise de espectrometria de massa como
proteinas ndo caracterizadas, possivelmente pela ndo identificacdo do peptideo obtido. As
outras proteinas do carrapato (70) foram identificadas em sua forma original, ou em isoformas.
Os resultados encontrados das proteinas identificadas, foram apresentados na Tabela 2 e

ilustrados na Figura 3.

Familias de proteinas pertencentes ao carrapato A. parvum identificadas na saliva
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Figura 3. Familias de proteina de carrapato presentes na saliva de carrapato Amblyomma parvum. A maior
quantidade de proteinas identificadas € pertencente a familia dos inibidores de protease (15,6%), que representa
um dos principais componentes da biologia molecular da saliva do carrapato responsaveis pelo sucesso da
alimentag@o e perpetuagdo do carrapato. Uberlandia, MG, 2022.

Tabela 2. Proteinas identificadas na saliva do carrapato 4. parvum, Uberlandia-MG, 2022.
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6.2.Visao geral da protedmica anotada da saliva do carrapato A. sculptum

Foram identificadas 106 proteinas na saliva de carrapatos fémeas de A. sculptum
alimentados em coelhos, laboratorialmente (Tabela 2 e Figura 4); 46 proteinas (43,39%) foram
descritas pela analise de espectrometria de massa como proteinas ndo caracterizadas, pela
provavel ndo identificagdo do peptideo gerado. Foram identificadas 347 proteinas na saliva de
fémeas de A. sculptum alimentadas em cavalos naturalmente infestados (Tabela 3 e Figura 5);
dessas, 70 (20,17%) foram descritas pela anélise de espectrometria de massa como proteinas
nao caracterizadas. Das 453 proteinas identificadas do carrapato 4. sculptum (tanto alimentados
em cavalos quanto em coelhos), cerca de 315 (69,53%) foram detectadas apenas em carrapatos
alimentados em cavalos, 92 (20,30%) apenas em carrapatos alimentados em coelhos e apenas
03 (0,66%) foram detectadas em ambas as amostras (coelho e cavalo).

Dentre as proteinas identificadas na saliva de fémeas de 4. sculptum, 24 (6,91%) foram
classificadas como “putative secreted proteins” por meio da comparacao entre as sequéncias das
proteinas identificadas com as depositadas no Uniprot. Dessas, 16 (66,66%) pertencem aos A.

sculptum alimentados em cavalos e 08 (33,33%) pertencem aqueles alimentados em coelhos.

Familias das proteinas identificadas na saliva do carrapato A. scultpum alimentados em coelhos
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Figura 4 - Familias de proteina de carrapato presentes na saliva de carrapato Amblyomma sculptum, alimentados
em coelhos. A maior quantidade de proteinas identificadas pertence a familia PPIASE tipo ciclofilina (11,1%), que

28
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pode estar envolvida em eventos, como aqueles que ocorrem no inicio da ativacdo de células T, que sdo suprimidos
pela ciclosporina A (TAKAHASHI et al., 1989), agindo na imunomodulagio do hospedeiro. Uberlandia-MG, 2022.

Tabela 3. Proteinas da saliva do carrapato A. sculptum, alimentados em coelhos infestados em

laboratorio, identificadas através da analise protedmica por espectrometria de massa.

Uberlandia-MG, 2022.

Acesso ao Banco

de Dados

XP_029828446.1

XP_029851618.1

XP_029827135.1

XP_029826337.1

XP_029830823.1

XP 029841229.1

XP_029826783.1

XP_029826115.1

XP_029826317.1

Nome

Citocromo P450
3A9
Subunidade D3 do
complexo
condensina-2
Proteina 2 expressa
de derivados do
coragdo e da crista
neural
Proteina PRRC2A
(isoformas X5-
X11)
Venom
metalloproteinase
antarease-like
TtrivMP_A
PROTEINA DE
BAIXA
QUALIDADE:
subunidade alfa-1
da laminina
Tirosina-proteina
quinase SYK
tRNA
dimetilaliltransfera
se
Proteina Pcf11 do

complexo de

Familia

Citocromo P450

Fosfoproteina

Fosfoproteina

Fosfoproteina /

Glicosiltransferase

Glicoproteina

Glicoproteina

Transferase

Transferase IPP

Glicosiltransferase

MW Proteina
(Da)

57157.7

177314.1

22399.9

175137.1

63685.3

360579.3

106476.3

54332.1

179340.6

Sequéncia
Peptidica
(K)KHPLMVCFE
K(L)

(K)KANAASPTA
K(Q)

(K)DLAHAMQAA

QSEk(R)

(R)IFSDPSFGPNk
(T)

(K)ACVGGVCQC
DER(G)

(K)WYAPECIyFF
K(F)

(K)LDSLLTK(V)

(R)YGSAKDDGVS
KsPPK(K)



XP 029842754.1

XP_029832444.1

XP 002414631.2

XP_029846290.1

XP_002406923.2

XP_029848552.1

XP 002416681.2

XP_002401213.1

XP_029840300.1

XP_029850990.1

clivagem pré-
mRNA 2
(isoformas X1-X4,
X8)
Nicotinato de
fosforibosiltransfer
ase (isoformas X1-
X4)
Dominio de
homologia de
pleckstrina
contendo membro
da familia M 1
Metalo-
endopeptidase de
membrana like 1
Aminopeptidase
NAALADLI1
dnaJ homoélogo
subfamilia C
membro 30,
mitocondrial
Semelhante a
proteina de ligagdo
a nucleotideo de
guanina 1
Inibidor de elastase
leucocitaria
Proteina de ligagao
SAP30 (isoformas
X1-X2)
Homoélogo de
proteina VAC14
(X1-X2)
PROTEINA DE
BAIXA
QUALIDADE:
subunidade 6 do
complexo

citocromo b-cl1,

NAPRTase/
Transferase/

Glicosiltransferase

funcdo autofagia

Peptidase M 13/
Protease

Peptidase M28

Chaperona

GTPase atividade

Serpina

Globina

VACI14

Familia

UQCRH/QCR6

65903.3

82719.3

86449.4

82620.8

23989.5

64474.8

44265.3

33598.0

84332.9

11959.2

116

(K)QPALGCVyKL
VEVKQQScIk(L)

(K)KMSSVFNSG
NEKIPDFWPVAM
VYSHK(N)

(R)VLDEGHVSP
AWYR(V)

(K)GFPVFsDLLy
YINK(L)

(R)TKYDEETIGR

sPLR(Q)

(K)VVsVSRTPGH

Tk(H)

(K)GKISDIVSEGS
LR(E)

(K)LYERK(L)

(R)EKCRGHCSAL
GDK(L)



XP 002414159.2

XP_029851117.1

XP_029831159.1

XP_029843550.1

XP_029849871.1

XP_029831278.1

XP_002407917.1

XP_029836748.1

XP_029840731.1

XP_029840732.1

XP_029841004.1

XP_029850594.1

mitocondrial

Proteina de
transferéncia de
lipidios néo
especifica
Transportador de
monocarboxilato
semelhante a 3

(isoformas X1-X2)

Carnitina O-

acetiltransferase

Provavel quitinase
10
Subunidade 1 do
complexo promotor
de anafase
Proteina 2
semelhante a SEC
14
Isomerase de
peptidil-prolil cis-
trans
Peptidil-prolil cis-
trans isomerase D-
like (isoformas X1-
X2)
Peptidil-prolil cis-
trans isomerase D
Peptidil-prolil cis-
trans isomerase 7
Homoélogo de
proteina 1 que
interage com
estriatina
(isoformas X1-X2)
Repressor de 52
kDa do inibidor da

proteina quinase-

Tiolase

Transportadores

MFS

Carnitina/
Acetiltransferase
colina
Glicosil hidrolase

18

APCI10

SFHS5

PPIASE tipo

ciclofilina

PPIASE tipo

ciclofilina
PPIASE tipo
ciclofilina

PPIASE tipo

ciclofilina

STRIP

THAPI1

43901.5

57588.8

70307.7

293367.3

205534.5

45888.2

22097.0

46851.5

41476.8

34784.2

93981.2

34782.3

117

(R)RVFVVGVGM
tkFAKPGDk(K)

(R)VVsVATSHEk
AR(H)

(K)YLIDR(D)

(R)NSLNGADsVN
GADSVQSTTVSV
ER(R)

(K)TAENFR(A)

(R)YQEVALR(L)



XP_029822890.1

XP_029841636.1

XP 029826722.1

XP_029838727.1

XP_029826091.1

like
Potencial
transitorio de
receptor de canal
catidnico
subfamilia M
membro 7
(isoformas X1-X2)
Membro da familia
de dominio TBCl1

semelhante a 10B

Malha de proteina

Homodlogo de
proteina PTCD3,

mitocondrial

Proteina
semelhante a
cinesina unc-104

(isoformas X1-X5)

Proteina quinase

Receptor 1
acoplado a proteina
G
Proteina
ribossdmica
especifica da

mitocondria mS39

Cinesina

175279.5

34249.2

132365.8

76676.9

202975.1

118

(K)EVGDAVGAE
LGRR(Q)

(K)yLRGyYSPGL
HLcR(T)

(K)SHYTGSNGD

FSKFK(E)

(R)ETRksWk(D)

(R)EVTDSTR(L)

Tabela 4. Proteinas da saliva do carrapato A. sculptum, alimentados em cavalos naturalmente

infestados, identificadas através da andlise protedmica por espectrometria de massa.

Uberlandia-MG, 2022.

Acesso ao Banco

de Dados

XP_029833158.1

XP_029850485.1

XP_029833580.1

XP_029839243.1

XP_029850864.1

Nome

Actin-5C

Actin, clone 403

LOW QUALITY
PROTEIN: protein
cordon-bleu
LOW QUALITY
PROTEIN: protein
cordon-bleu-like

Protein flightless-1

Familia

Actina

Actina

Actina

Actina

Actina

MW Proteina (Da)

421924

42222.5

156867.7

158364.3

143947.3

Sequéncia Peptidica

(K)DSYVGDEAQSK(
R)
(K)DLYANTVLSGGT
TMYPGIADR(M)

(R)GASPCRSEPPTTI
TsRVVPVK(K)

(_
YMLTEAPVLTIFDPA
RPTk(V)
(K)INKNERK(N)



XP 029826417.1

XP_029826419.1

XP_029838393.1

XP_029844006.1

XP_029829668.1

XP 029844202.1

XP_029829529.1

XP _029825871.1

XP 002402622.1

XP_029837577.1

XP_002402623.1

XP 002415926.2

XP_029827198.1

XP _029837103.1

XP_029834818.1

XP_002407132.1

Vitellogenin-1/

putative
Vitellogenin-6 (3)

Pancreatic
triacylglycerol
lipase
Inactive pancreatic
lipase-related
protein 1-like
Valacyclovir
hydrolase-like
Pancreatic lipase-
related protein 2
(isoformas X1 e
X2)

Serine hydrolase-
like protein isoform
X2
Protein phosphatase
methylesterase 1
(isoformas X1 - X5)
Histone H2A
(isoformas X1a X8)
Histone H2B (6
numero de acesso
diferentes)
Histone H4 (3)
Heat shock protein
68 (3)

Heat shock protein
68-like (14)
Heat shock protein
70 B2
Heat shock protein
HSP 90-alpha
Heat shock 70 kDa
protein cognate 4

2

Lipase

Lipase

Lipase/ AB

hidrolase

Lipase/ AB

hidrolase

Lipase (AB
hidrolase)

Lipase/ AB

hidrolase

Hidrolase

AB Hidrolase

Histona H2A

Histona H2B

Histona H4

Chaperona

Chaperona

Chaperona

Chaperona

Chaperona/ Heat
Shock Protein 70

177629.1

176696.4

49863.5

49942.5

32912.5

58601.6

33278.9

50679.6

13363.4

13861.9

11367.1

70423.2

70344.1

70494.6

84790.5

713343

119

(R)FLILAR(S)
(K)KGVLSIFQLDLV

K(G)

(K)APY cKKW(-)

(K)ISHVtEPLRK(L)

(R)HIALSKLcVIPEGk
(H)

(K)MPGCDLGSRIFKF
VIEGLVGGAR(A)

(R)LDDSASGSGEAK
LRLER(E)

(R)VAALDIR(G)

(RYHLQLAIR(N)

(R)STITSR(E)

(R)KLPFQR(L)
(K)VEITANDQGNR(T
)

(R)VQVLAR(T)

(R)sSFRNKR(T)

(K)GVVDSEDLPLNIS
R(E)

(K)DAGTIAGLNVLR
ty)



XP 029842893.1

XP_029829426.1

XP_029834419.1

XP_029827703.1

XP_029834424.1

XP 002434347.1

XP_029833725.1

XP_029830864.1

XP 002402153.2

XP 029828413.1

XP_029829894.1

XP_029850844.1

T-complex protein
1 subunit beta
14-3-3 protein zeta
(Isoformas X1 - X3)
Alpha-1-
macroglobulin
(isoformas X1 -
X10)/ secretada
CD109 antigen
(isoformas X1-X3)
Alpha-2-
macroglobulin-like
protein 1 (isoformas
X3 e X4)
Glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase 2
(isoformas X1 e
X2)
Protein retinal
degeneration B
(isoformas X1 - X3)
Acanthoscurrin-1/
putative
Malate
dehydrogenase,
mitochondrial
PiggyBac
transposable
element-derived
protein 4-like (3)
PiggyBac
transposable
element-derived
protein 2-like
PiggyBac
transposable
element-derived

protein 4-like

TCP-1 chaperonin/

Chaperona

Familia 14-3-3

Inibidor de Protease

139

Inibidor de Protease

139

Inibidor de Protease

140

Gliceraldeido-3-
fosfato-

dehidrogenase 2

PtdIns Pransfer

Protein

Defensina

MDH tipo 1

piggyBac/

Transposase

piggyBac/

Transposase

piggyBac/

Transposase

58147.9

28189.0

170274.8

164730.1

169110.5

36236.8

149096.1

23527.2

36161.2

67485.7

68104.3

50614.7

120

(M)ANVGSLNAVR(])

(K)AYQEAFDISK(S)

(K)AQPIVR(W)

(K)DVTVPAQDGVP
VSFLITPTK(L)

(K)SAVEVR(N)

(K)VINDNFGIVEGL
MSTVHATTATQK(T)

(R)LLSAPPPR(R)

(K)YGHSSSYGDSK(
N)

(K)VAVLGASGGIGQ
PLSLLLK(Q)

(R)KSLKWWR(K)

(K)kVEIPQPACVK(A)

(K)REKPSSNGLAFDV
VTKLCSK(Y)



XP_029825830.1

XP _029837485.1

XP_029826113.1

XP_029847170.1

XP_029833276.1

XP_029836332.1

XP_029845817.1

XP 029829693.1

XP_029834670.1

XP_029825033.1

XP_029829864.1

Lysophosphatidylch
oline
acyltransferase 1
(isofromas X1 e
X2)

LOW QUALITY
PROTEIN: mRNA
(2'-0O-
methyladenosine-
N(6)-)-
methyltransferase
Myocardin-related
transcription factor
A isoform X1
Tether containing
UBX domain for
GLUT4 isoform X4
Serine/arginine
repetitive matrix
protein 2-like (2)
Squamous cell
carcinoma antigen
recognized by T-
cells (3)
General
transcription factor
IIE subunit 1
Rho-associated
protein kinase 1
(isoformas X1 - X5)
Trithorax group
protein osa
(isoformas X1 e
X2)

Basic salivary
proline-rich protein
2/ putative
Down syndrome

cell adhesion

Aciltransferase/

Transferase

Fosfoproteina

Fosfoproteina

Fosfoproteina

Fosfoproteina

Fosfoproteina

TFB1/

Fosfoproteina

Fosfoproteina/ AGC
Ser/Thr protein

kinase

Fosfoproteina/

Glicoproteina

Fosfoproteina/

Glicoproteina

Fosfoproteina/

Glicoproteina

61939.3

90254.2

126844.4

59377.3

73099.1

105921.9

45559.1

149582.6

67764.1

67693.0

158072.3

121

(K)LFAENVR(R)

(K)LEASRYK(R)

(R)IGWSQLRNL{GAPI
GPCAFAK(R)

(M)AtSVSVVVLCPN
GR(R)

(R)RPVPDIR(R)

(R)TQVSLMPR(A)

(K)MLLPLLPsGsRLE
K(T)

(K)ASTLPSR(K)

(R)DFVQSK(S)

(K)VVNTSDRPVQVG
SHYHFTETSK(Y)

(R)EVSLHVREPPQFk
(E)



XP_029842908.1

XP_029831463.1

XP _029826115.1

XP_029844096.1

XP_029840457.1

XP_002402152.1

XP _029831858.1

XP_002406661.1

XP_029843590.1

XP_029836799.1

XP 029833723.1

XP_029823678.1

XP_029851191.1

XP_029832971.1

molecule homolog,

partial

Dimethylaniline

monooxygenase

Tenascin-R

tRNA
dimethylallyltransfe
rase/ putative
Nicotinamide N-
methyltransferase/
putative
Nicotinamide N-
methyltransferase-
like (5)/ putative
Tubulin alpha chain
6]
Tubulin alpha-1C
chain (2)
Tubulin beta chain

(€))

Tubulin beta-2

chain

TNF receptor-
associated factor 5
isoform X2/
Putative
G patch domain-
containing protein 3
(2)/ putative
Glutamine
synthetase/ putative
Rootletin
(isoformas X1 - X4)
Lysosomal alpha-
glucosidase/

putative

FMO/ fosfoproteina

Tenascina/

Fosfoproteina

IPP Transferase

NNMT/PNMT/TE
MT

NNMT/PNMT/TE
MT

Tubulina

Tubulina

Tubulina

Tubulina

TNF receptor-

associated factor

MOS2

Glutamina Sintetase

Rootletina

Glicosil Hidrolase

31

60206.5

176829.5

54332.1

34046.4

32596.9

50699.2

50470.1

50400.6

21193.0

40003.4

59914.0

45327.1

195271.2

98939.9

122

(R)LGTDGTLTVL
DLDSGREFE
ETFDSVLVcTGHHAT
PSIPKFPGLEK(F)

(K)DLFPGQSYK(A)

(K)LDSLLTK(V)

(K)FILVAR(R)

(K)FILVAR(R)

(K)VGINYQPPTVVP
GGDLAK(V)
(M)FSKENIPATGR(G
)
(R)AILVDLEPGTMD
SVR(S)
(K)RKtPASAPATPVT
PPSASSAR(L)

(R)DSIDVNKHDLEIL
K(G)

(K)LGLEFPR(S)

(K)VTEVLVR(T)

(R)VELEQTR(T)

(R)FVPPVPR(I)



XP_029832905.1

XP_029848435.1

XP_029845702.1

XP_029826054.1

XP_029838971.1

XP_029845672.1

XP_029850784.1

XP_029847137.1

XP 029838127.1

XP_029844353.1

XP_029823694.1

XP_029834164.1

DIS3-like

exonuclease 2

(isoformas X1 - X3)

L-2-
hydroxyglutarate
dehydrogenase,
mitochondrial/
putative

Nucleolar protein

dao (5)

Fasciclin-2 isoform

X1
P2X purinoceptor
7-like (isoformas
X1-X9)
Venom
metalloproteinase
antarease-like
TtrivMP_A
Vacuolar protein
sorting-associated

protein 13D

(isoformas X1 - X3)

Male-specific lethal

3 homolog
(isoformas X1 e
X2)
Pleckstrin
homology-like
domain family B

member 1

(isoformas X1 - X3)

Intraflagellar

transport protein 27

homolog
Rab GTPase-
activating protein 1

(€))

Rab-like protein 2A

RNR ribonuclease

L2HGDH

NOLCI1

Glicoproteina

Glicoproteina

Glicoproteina/
Venom
metalloproteinase

(M12B)

VPS13

MSL-3

PHLDAI1

Rab

Rab

Rab

139058.1

52689.5

81029.9

96278.2

23926.2

52453.2

483241.0

57348.1

136892.9

20449.8

119127.9

25462.4

123

(R)QsPKELQGIAEHC
NDKK(F)

(R)LDALEEKGIk(N)

(K)LtPAKTPAKP{PA
K(K)
(K)ELLsGPDEKTR(D
)

(R)ELHNVVR(M)

(K)KLksFPVDAAK(L)

(K)KQTELMLRKPDG
R(R)

(K)LPELLVK(M)

(R)LCLHVPDIAVNR(
L)

(K)ADLKER(H)

(K)LLIAR(E)

(K)SFNFGKKHR(M)



XP_029822151.1

XP_029832405.1

XP 029832741.1

XP_029844566.1

XP_029845098.1

XP 029849124.1

XP_029850452.1

XP_002401020.1

XP 002435664.2

XP_029827316.1

XP_002399322.2

Ecotropic viral
integration site 5
ortholog (isoformas
X1-X4)
Transient receptor
potential cation
channel subfamily
A member 1
homolog/ secretada
Gamma-tubulin
complex component
6 (isoformas X1 -
X3)

HEAT repeat-
containing protein
5B (isoformas X1 -
X3)
Serine/threonine-
protein kinase atr
(isoformas X1 - X5)
DNA polymerase
theta (isoformas X1

e X2)/ putative

F-box only protein

21/ putative

Cyclin-dependent
kinase 2 (2)
Glutathione S-
transferase omega-1
UDP-N-
acetylglucosamine--
dolichyl-phosphate
N-
acetylglucosaminep
hosphotransferase
(isoformas X1 e
X2)

LOW QUALITY
PROTEIN: UDP-

Rab

Transient receptor

(TC 1.A.4)

TUBGCP

HEATRS

PI3/PI4-kinase

DNA polimerase
tipo A

Proteina quinase

CKS/ Proteina

quinase

Omega (GST)

Glicosiltransferase

4

Glicosiltransferase
4

100419.8

131427.9

153079.0

231487.2

290766.2

197850.7

74599.3

34577.7

27270.1

45612.3

176235.1

124

(K)LSNLESQMKEER
MNAR(I)

(K)LLIAR(E)

(K)LKLRACQHPsSSV
VK(-)

(R)VHLRPAIcDKARk
(K)

(R)ASEDVIGAAACV
LDSGRVsQLFSR(E)

(K)LTDKENAAQFFA
VRNQK(G)

(-
JMCEHPSLARNATG
LsAALTR(D)

(R)WEPQSLTK(L)

(R)LLLMLR(A)

(R)LPRYNAGEDKME
VStVR(F)

(K)IIFVDADQVVR(A
)



XP_029845535.1

XP_029843377.1

XP_029849702.1

XP_029839332.1

XP_029842018.1

XP_002400796.2

XP 029842158.1

XP _029824756.1

XP_029849148.1

XP_029828174.1

XP_029835491.1

glucose:glycoprotei
n
glucosyltransferase
1
Alpha-(1,6)-
fucosyltransferase,
partial
Polypeptide N-
acetylgalactosaminy
Itransferase 1/
putative
Glucoside
xylosyltransferase 1
ATP synthase
subunit beta,
mitochondrial
Tigger transposable
element-derived
protein 6
Mannose-1-
phosphate
guanyltransferase
alpha-B
Insulin-like growth
factor-binding
protein complex
acid labile subunit
Insulin-like growth
factor-binding
protein complex

acid labile subunit

Solute carrier
family 22 member

7-like (2)

Bifunctional purine
biosynthesis protein
PURH
Metabotropic

glutamate receptor

Glicosiltransferase

23

Glicosiltransferase

2
Glicosiltransferase
8

Eukaryotic ATPase
B chain

Tigger transposable
element derived

protein

Transferase

hexapeptide repeat

Toll- like receptor

Toll- like receptor

Proton-dependent
oligopeptide
transporter

(POT/PTR)

PurH

G-protein coupled

receptor 3

44022.8

71196.7

38110.2

56475.7

57746.0

46249 .4

39841.3

120727.8

64114.1

64931.0

100917.2

125

(R)SIEKNQNER(N)

(K)LLFHINKFNLLVS

Dk(I)

(R)YDQDLFNIVLHDH
PDR(V)

(R)GIAELGIYPAVDP
LDSTSR(])

(K)VHVPVDWASNK(
S)

(RYHYLELYR(R)

(K)MAVIEDFAFAGL
GK(V)

(R)YGLGKVDQPIANL
TISK(A)

(R)LDSPLKR(K)

(K)ISGVALSSDAFFP
FR(D)

(R)LEAMLFAIDR(])



XP 029833545.1

XP_029832796.1

XP_029822100.1

XP 029849142.1

XP_029829156.1

XP_029831845.1

XP_029832406.1

XP_029835059.1

XP _002413034.2

XP_029822560.1

XP_002409735.2

XP_029827080.1

XP 029849140.1

XP_029836569.1

XP_029829995.1

XP_029840169.1

Angiotensin-
converting enzyme
Metalloprotease
mig-17-like, partial
Membrane metallo-
endopeptidase-like
1
Probable cytosolic

oligopeptidase A

Neprilysin-1-like

Neprilysin-1

Serine proteinase

stubble

Trypsin-1-like

Atrial natriuretic
peptide receptor 1/
putative
Ubiquitin domain-
containing protein
UBFDI1 (isoformas
X1 e X2)
Conserved
oligomeric Golgi
complex subunit 6
Exosome complex

component RRP4
Fatty acid synthase

Carnitine O-
palmitoyltransferase
1, liver (isoformas
X1 e X2)

Poly (5)
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Figura 5 — Principais familias de proteina de carrapato presentes na saliva de carrapato Amblyomma sculptum,
alimentados em cavalos. A maior quantidade de proteinas identificadas pertencentem a familia da Actina e
Fosfoproteina (3,8% cada), que estdo envolvidas com arranjo do citoesqueleto (Actina) e, principalmente,
modulagdo da resposta imune dos hospedeiro (Fosfoproteina). Uberlandia-MG, 2022.

6.3.Proteinas dos hospedeiros identificadas na saliva dos carrapatos A. parvum e A.

sculptum

Foram identificadas 12 proteinas do coelho na analise protedmica da saliva do carrapato

A. parvum (Tabela 5). A maior parte das proteinas encontradas foram da familia das
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Fosfoproteinas (23,1%), seguida das Chaperonas, TRAIP e Receptores de transi¢ao, todos com

15,4% de ocorréncia e com atuagdo na resposta imune do hospedeiro.

Tabela 5. Proteinas do coelho identificadas na saliva do carrapato 4. parvum. Uberlandia-MG,

2022.
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Com relacdo a andlise protedmica da saliva do carrapato A. sculptum, foram
identificadas seis proteinas (1,72%) pertencentes ao hospedeiro vertebrado cavalo e apenas 03
(2,83%) do hospedeiro coelho (Tabela 6). Assim como nas proteinas encontradas na salva do 4.
parvum, algumas das proteinas encontradas na saliva do A. sculptum pertencentes aos
hospedeiros estdo também relacionadas e envolvidas com a resposta imune dos hospedeiros,
como a Hydroxyacid-oxoacid transhydrogenase, mitochondrial e o Transcription factor I1IB 90
kDa subunit, de carrapatos alimentados em cavalos, e o Potenciador de polycomb homologo 1,

dos A. sculptum alimentados em coelhos.

Tabela 6. Proteinas identificadas na saliva do carrapato A. sculptum derivadas de ambos os

hospedeiros.
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7. DISCUSSAO

A primeira descricdo de mRNAs e proteinas salivares de carrapatos em 2002 ocorreu
em Ixodes scapularis e sugeriu presenca de componentes salivares que subvertiam diversos
mecanismos imunolégicos do hospedeiro e a de familias de proteinas multigénicas
(VALENZUELA et al, 2002). As mesmas familias de proteinas foram posteriormente
identificadas em outras espécies de carrapatos e o termo "sialome" (do grego sialo = saliva) foi
introduzido para descrever abordagens de alto rendimento para identificar centenas de genes e
proteinas transcritos expressos em carrapatos salivares glandulas (MARTINS et al., 2020).

Através da abordagem protedmica utilizada neste trabalho, pode-se obter pela primeira
vez, a analise protedmica da saliva do carrapato A. parvum; além de em parametro comparativo
da anélise protedomica da saliva do carrapato A. sculptum alimentado em coelhos e em cavalos.
Pode-se observar a variedade de proteinas presentes em todas as analises ¢ a diferenca marcante
na diversidade entre a saliva de uma mesma espécie de carrapato, A. sculptum quando
alimentados em hospedeiros diferentes. Nos carrapatos alimentados em coelhos foram obtidos
um total de 106 registros, enquanto nos alimentados em cavalos, foram obtidos 347. Além disso,
de todas as proteinas identificadas, apenas trés foram encontradas simultaneamente nas duas
amostras, a tRNA dimethylallyltransferase (ligacao de acidos nucléicos), a membrane metallo-
endopeptidase-like 1 (atividade de metaloendopeptidase) e a venom metalloproteinase
antarease-like TtrivMP A (atua como metaloprotease), sendo que todas as outras foram
particulares a cada uma das salivas derivadas da alimentagdo em mamiferos diferentes.

Duas proteinas presentes em ambas as amostras de A. sculptum possuem um papel
importante no desenvolvimento e sobrevida do carrapato: a tRNA dimethylallyltransferase, uma
classe de pequenas quinases soliiveis envolvidas na biossintese de precursores de nucleotideos
para acidos nucleicos (XIE et al., 2007), e a membrane metallo-endopeptidase-like 1, que pode
apresentar um papel importante no sucesso da alimentacdo do carrapato, mediado por
complexas interagdes moleculares entre os processos imunoldgico, inflamatdrio e hemostatico
do hospedeiro (PERNER et al., 2020). De acordo com Fletcher et al. (2010), a proteina veneno
metaloproteinase antarease-like na saliva do 4. sculptum (ambos os hospedeiros), € ortélogo ao
do escorpido brasileiro Tityus serrulatus, além de atuar como metaloprotease, penetra no tecido
intacto e cliva especificamente a proteina 2 da membrana associada a vesicula (VAMP?2) (parte
do complexo SNARE) envolvida na secrecdo pancredtica, interrompendo assim o trafego

vesicular normal. Sua fung¢do nos carrapatos ¢ ainda desconhecida.
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Garcia et al. (2014), relata que quase todas as familias de transcritos obtidos de A.
cajennense, alimentados em coelhos, tiveram expressdo mais baixa em comparagdo com as
outras bibliotecas, sugerindo que a quantidade e o conteudo das proteinas produzidas pelas
glandulas salivares exibidos nos perfis de transcricao dependem da espécie do carrapato e do
estagio de vida, bem como do hospedeiro.

Na maior parte dos animais, a estrutura bioquimica do grupo heme faz parte da
constituicdo dos citocromos presentes nos complexos II, III e IV da cadeia respiratoria
mitocondrial, responséavel pela principal forma de producdo de energia em sistemas bioldgicos,
denominada fosforilagao oxidativa (LUDWIG et al., 2001). Assim como no presente estudo,
em carrapatos ixodideos ndo foram encontradas muitas das enzimas responsaveis pela sintese
do grupo heme, portanto, esses carrapatos sdo incapazes de sintetizar seu proprio heme,
adquirindo essa molécula do hospedeiro por meio da alimentagdao (PERNER et al., 2016).
Vitelogenina é uma proteina que se liga e sequestra o grupo heme e é responsavel pelo transporte
dessa molécula para tecidos periféricos do carrapato (HAJDUSEK et al., 2016). Além disso, a
vitelogenina ¢ a proteina precursora da vitelina, principal proteina do ovo, utilizada para o
armazenamento de energia necessaria a maturagdo e embriogénese dos ovocitos
(BOLDBAATAR et al, 2010). Em carrapatos ixodideos, a vitelogenina € sintetizada,
principalmente, no “fat body” (JAMES et al., 1999). Ap0s sintetizada, a vitelogenina ¢ liberada
para a hemolinfa e distribuida para todo o corpo do carrapato. Os hormonios ecdiesterdides sao
responsaveis pela regulagdo da expressao génica da vitelogenina e sua secrecdo para a hemolinfa
(THOMPSON et al., 2005). Ha indicios que o repasto sanguineo estimula o aumento da
producao de hormoénios ecdiesterdides em argasideos, o que culmina com o aumento da
producao de vitelogenina, induzindo a maturagdo e ovoposi¢ao de ovos em fémeas desse grupo
de carrapatos (OGIHARAet al., 2007). Em carrapatos da espécie /. ricinus o nivel de expressao
génica para vitelogenina nas glandulas salivares foi aumentado de quatro a cinco vezes em
fémeas totalmente ingurgitadas (HAJDUSEK et al.,, 2016). Tendo em vista os relatos
encontrados, € sugerido que uma das fungdes das vitelogeninas nas glandulas salivares seja o
fornecimento do grupo heme para a manuten¢do do funcionamento da fosforilagdo oxidativa,
fornecendo energia para esses Orgdos. Outra hipoOtese seria a contaminacdo de glandulas
salivares com partes do intestino durante a dissecagdo dos 6rgaos, o que pode ser refutado pela
presenca dessa proteina na saliva de carrapatos da espécie Ornithodoros molbata (DIAZ-
MARTIN et al., 2013) e Rhipicephalus (Boophilus) microplus (TIRLONI et al., 2014). Devido
aos relatos de secrecdo salivar da vitelogenina por carrapatos, sugere-se que essa proteina possa

desempenhar outras fungdes no hospedeiro, ndo esclarecidas até o0 momento.
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Do total de proteinas identificadas neste trabalho 17% foram classificadas como
proteinas ndo caracterizadas. Formada por um conjunto de proteinas que contém sitio de
peptideo sinal e outras caracteristicas, a funcao destas proteinas permanece desconhecida, com
poucos relatos sobre elas (KARIM et al., 2011). De forma similar, Diaz-Martin et al. (2013)
encontraram duas proteinas secretadas com fun¢do desconhecida em glandulas salivares de
machos de O.moubata, ndo tendo realizado a correlagdo do achado com a fungao da proteina.

Dentre o grupo das enzimas na saliva dos carrapatos em nosso estudo foram
identificadas metiltransferases, peptidases e serinoproteases. A atividade destas enzimas ¢ de
grande importancia para hematofagia do carrapato, inibindo a hemostasia no local da picada do
carrapato e permitindo o livre aporte sanguineo (FRANCISCHETTI et al., 2010; ALI et al.,
2015). Tan et al. (2015) identificaram transcritos de metaloproteases mais abundantes na saliva
de machos de Rhipicephalus pulchellus. Garcia et al. (2014) observaram um maior nlimero de
transcritos para metaloproteases em relagdo aos das outras enzimas identificadas em glandulas
salivares de fémeas de 4. cajennense. Gobl et al. (2020) identificou e caracterizou
funcionalmente o ortdlogo da enzima metiltransferase de ligacdo de S-adenosilmetionina
(SAM), O. moubata, um carrapato vetor do patdgeno da febre recorrente causada por Borrelia
duttonii e o virus da febre suina africana. Segundo o autor, esta enzima desempenha de um papel
essencial na regulagdo da muda larval e na alimentagdo das ninfas de segundo estagio de O.
moubata.

Os inibidores de peptidase tém um papel crucial no parasitismo do carrapato por
interferir com as peptidases relacionadas com mecanismos de defesa do hospedeiro, além de
colaborar na transmissao de patégenos (PARIZI et al., 2018). No entanto, apesar de um pequeno
numero de enzimas secretadas identificadas, observamos a ocorréncia frequente dessas enzimas,
tanto nas andlises da saliva do A. sculptum (alimentados em coelhos e cavalos) quanto do 4.
parvum.

A proteina 11 contendo o dominio de desintegrina e metaloproteinase, outra molécula
de glicoproteina identificada na saliva de A. parvum, ¢ um membro da familia de proteinas
ADAM (uma desintegrina e metaloprotease). Os membros desta familia sdo proteinas ancoradas
na membrana estruturalmente relacionadas a desintegrinas de veneno de cobra e t€ém sido
implicadas em uma variedade de processos bioldgicos envolvendo interagdes célula-célula e
célula-matriz, incluindo fertiliza¢dao, desenvolvimento muscular e neurogénese (SAGANE et
al., 1998). A pré-proteina codificada ¢ processada proteoliticamente para gerar a protease
madura. Este gene representa um gene supressor de tumor candidato para cancer de mama

humano com base em sua localizagao dentro de uma regido minima do cromossomo 17q21
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previamente definida por mapeamento de delecao tumoral (KATAGIRI et al, 1995). Em Sousa
et al. (2018), foi demonstrado o efeito antineoplésico da saliva de 4.parvum em células tumorais
de mama humanas, apresentando a possibilidade de que uma das proteinas descritas na presente
pesquisa seja a responsavel por esse efeito.

Através de varias andlises transcriptomicas, Chmelar et al. (2015) verificaram que a
classe de proteinas contendo dominio inibidor de proteinase como a maior familia multigénica
ja identificada e descrita no sialoma dos carrapatos. Entre as varias e mais importantes
substancias ja detectadas e caracterizadas, os inibidores de protease (ou peptidase)
desempenham muitos papéis vitais nos carrapatos. Em nosso estudo, esses inibidores foram as
proteinas identificadas em maior quantidade na saliva do 4. parvum, também presentes na saliva
do A. sculptum alimentados em cavalo. A expressdo dessas moléculas nos tecidos sugere que
eles estdo envolvidos em vérias vias bioldgicas importantes, incluindo imunidade inata,
coagulagdo da hemolinfa, absor¢cdo de sangue, digestdo e oviposi¢do e postura de ovos
(SCHWARZ et al., 2012). Na interface carrapato-hospedeiro, dado que as defesas do hospedeiro
sdo predominantemente mediadas por cascatas de protease, os inibidores de protease do
carrapato atuariam para se evadir das reagdes do hospedeiro e facilitar o fluxo sanguineo
(SCHWARZ et al., 2012). Dentre os inibidores de protease identificados na saliva do 4. parvum,
destacamos a alfa-1-macroglobulina e isoformas (X1 a X10), que ¢ uma lipocalina com
propriedades imunossupressoras, € alfa-2-macroglobulina-like proteina 1 (isoformas X3 e X4)
pertencente a alfa-2 -familia da macroglobulina, que estd intimamente relacionada a
sobrevivéncia e transmissdo de patogenos (MULENGA et al., 2003). Também foi identificada
nesta analise da saliva de A.parvum, a ubiquitina hidrolase 24 do terminal carboxila (e isoformas
X1 e X2), sugerindo um sistema de ubiquitinagdo completo e potencialmente funcional. A
dipeptidil peptidase 3 pode participar da preservagdo da via hemoglobinolitica ao longo do
periodo de alimentag¢do do sangue, conforme descrito em Franza et al. (2010). Além disso, os
inibidores da peptidase do carrapato apresentam func¢des como anti-hemostética, anti-
inflamatéria e imunomoduladora (FRANCISCHETTI et al., 2009; MANS, 2011). Essas
substancias foram encontradas entre as 82 familias de inibidores de peptidase reconhecidos
(PARIZI et al., 2017). Além das ja citadas, dentre os representantes dessa familia que
identificamos neste trabalho, destacamos os inibidores de protease 139 (alpha-2-macroglobulin),
presentes na saliva do carrapato 4. parvum e do A. sculptum alimentado em cavalo. As
moléculas descritas como sendo da familia de proteinas com inibidor de proteases possuem, em
sua maioria, fun¢do anti-hemostatica e imunossupressora, das quais as serpinas e proteinas com

dominio Kunitz ou TIL atuam como anticoagulantes, com as cistatinas atuando como anti-
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inflamatério (CHMELAR et al., 2015). Tirlone et al. (2014) encontraram serpinas, Kunitz, TIL
e cistatinas mais abundantes em fémeas de R. microplus, parcialmente ingurgitadas. Porter et
al. (2017) encontraram 1.595 sequéncias ndo redundantes de inibidores de proteases (IPs)
putativas em 26 espécies de carrapatos ixodideos, concluindo que os carrapatos parecem
expressar repertorios grandes e diversos de IPs que visam principalmente as vias mediadas por
serina protease, sendo que IPs altamente conservados podem atuar como candidatos potenciais
para a vacina anti-carrapato de amplo espectro no controle de carrapatos (PORTER et al., 2017).

Proteinas associadas com o citoesqueleto foram detectadas apenas na saliva de
carrapatos A. sculptum alimentados em cavalos. Ha indicios que proteinas do citoesqueleto
podem estar envolvidas com outras fungdes, além da contragdo muscular (LEAL et al., 2013;
TIRLONTI et al., 2015). Um exemplo ¢ a proteina troponina I-like ter sido classificada como um
potente inibidor de angiogénse (FUKUMOTO et al., 2006). Na analise protedmica da saliva de
fémeas e ninfas de Haemaphysalis longicornis também foi relatado a presenca de diversas
proteinas vinculadas com a estrutura celular, tais como: actina, tubulina, paramiosina, dentre
outras, que também foram encontrados na saliva de 4. sculptum, alimentados em cavalos desta
pesquisa. Os autores do trabalho anterior discutem que a presenga dessas proteinas na saliva de
carrapatos € um indicativo que as mesmas desempenham outros papéis na fisiologia desse acaro,
diferentes da func¢do estrutural (TIRLONI et al., 2015).

Algumas proteinas vinculadas com a maquinaria de modificag@o proteica também foram
detectadas, mas apenas na saliva de fémeas A. sculptum quando alimentadas em cavalos. As
“heat shock proteins (HSPs)” executam muitas fungdes celulares e ajudam células a resistir a
muitos tipos de estresse, como alta temperatura e estresse oxidativo. Além disso, como
chaperonas moleculares, mantém proteinas ndo dobradas em um estado solivel competente para
dobramento até a intervengao de HSPs de alto peso molecular para o redobramento subsequente
de uma maneira dependente de ATP. Contribuem assim em outros processos celulares
importantes, particularmente na formagdo e ativagdo da resposta imune dos mamiferos
(SHAHEIN et al., 2010). Por esses papé€is e a suprarregulacao especifica de um sHSP salivar do
carrapato 1. scapularis durante o ingurgitamento denominado FTSP-5 as HSPs sdo consideradas
candidatas a vacinas anti-carrapatos (BUSBY et al., 2012).

Outra proteina interessante encontrada, a carboxipeptidase D (isoformas X1 e X2)
identificada na saliva de 4. parvum pode desempenhar fun¢do semelhante as demonstradas pelo
grupo identificado como Inibidor da Carboxipeptidase do Carrapato (TCI), no carrapato
ixodideo Rhipicephalus bursa (AROLAS et al., 2005). Esse TCI recombinante estimula a

fibrindlise in vitro e, portanto, pode ter potencial para aplicagdes na prevencao ou tratamento de
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disturbios trombdticos (WANG et al., 1998). Além disso, a TCI pode modular os mecanismos
de defesa do hospedeiro durante a infec¢do parasitaria por meio de processos inflamatorios
(BAJZAR et al., 2004).

Uma molécula relevante identificada em nosso trabalho pertence a familia de proteinas
beta-cateninas. Alinhamentos multiplos demonstram que a o-catenina ¢ conservada
molecularmente entre espécies de carrapatos e outros artropodes, bem como em humanos
(SUNYAKUMTHORN et al., 2012). Consistente com outros organismos, as caracteristicas da
sequéncia de aminoacidos deduzida mostram homologia com a proteina vinculina, contendo o
- catenina - dimeriza¢do, dominio de ligacdo P - catenina ¢ o dominio de ligagdo a actina
(POKUTTA et al., 2008). A natureza conservada da molécula sugere funcdo homdloga na
estrutura celular dos carrapatos (SUNYAKUMTHORN et al.,, 2012). Em nosso estudo,
identificamos a preseng¢a de catenina delta-2 (isoformas X2, X3 e X4) na saliva de 4. parvum.
Essa molécula ainda precisa ser mais investigada sobre sua fun¢do nos carrapatos. No entanto,
sabe-se que a alfa-catenina ¢ uma proteina do citoesqueleto que atua como reguladora do
rearranjo da actina, formando um complexo de adesdo E-caderina. Em Dermacentor variabilis,
uma o-catenina putativa (Dva-catenina) foi previamente identificada como diferencialmente
regulada em ovarios de carrapatos cronicamente infectados com Rickettsia montanensis
(SUNYAKUMTHORN et al., 2012). Outra catenina identificada foi a proteina de repeticao de
armadillo deletada na sindrome velo-cardio-facial (e isoformas). As proteinas de repeticao de
armadillo (ARM) formam uma grande familia com fung¢des diversas e fundamentais em muitos
eucariotos. A estrutura das repeticoes ARM permite que as proteinas que as contém sejam
funcionalmente muito versateis (TEWARI et al.,, 2010). Em carrapatos, essa proteina foi
identificada no genoma do carrapato /. scapularis, e sua fungao foi designada como interagir
seletivamente e ndo covalentemente com a caderina, uma proteina de membrana do tipo I
envolvida na adesdo celular (https://www.uniprot.org / uniprot / B7QNP2).

As glicoproteinas, um dos componentes presentes em todas as células eucarioticas, estao
frequentemente presentes na superficie das células, onde funcionam como proteinas na
membrana plasmatica ou como parte da matriz extracelular. Essas glicoproteinas de superficie
celular desempenham um papel critico nas interagdes célula-célula e nos mecanismos de
infeccdo por bactérias e virus. Podem ter fungdo estrutural, enzimatica, lubrificante ¢ hormonal
(NEELAKANTA et al.,, 2010). Na andalise protedomica realizada neste trabalho, foram
encontradas diferentes moléculas pertencentes a essa classe proteica, em todos os tipos de saliva
testados. Por se tratar de uma molécula que desempenha diversas fun¢des no organismo,

diversas substancias pertencentes a esta familia relacionados a carrapatos ja foram identificados.
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Por exemplo, uma glicoproteina anticongelante I. scapularis, conhecida como TAFGP, foi
identificada pelo pesquisador Neelakanta e colaboradores (2010), e foi demonstrada por meio
de estudos de knockdown de RNAi a importancia do IAFGP para a sobrevivéncia de carrapatos
1 scapularis em ambiente frio. Outra glicoproteina relevante ¢ um antigeno, BMA7, isolado do
carrapato R. microplus ¢ que induz imunidade parcial contra a infestacdo por carrapatos. Este
antigeno ¢ uma glicoproteina de 63 kDa isolada de carrapatos fémeas adultas semi-ingurgitadas
e ¢ amplamente utilizado na pesquisa e producao de vacinas contra esta espécie de carrapato
(MCKENNA et al., 1998). Na saliva de A4.parvum, outra molécula do grande grupo de
glicoproteinas encontrada foi a proteina 1 contendo o dominio A da classe A do receptor MAM
e LDL, um receptor transmembrana helicoidal que contém pelo menos um dominio semelhante
ao EGF, encontrado na sequéncia de fator de crescimento epidérmico (EGF), que pode estar
envolvido no metabolismo lipidico apds alimentagdo com sangue em carrapatos Dermacentor
marginatus (HU et al., 2020).

Outras proteinas identificadas na saliva de A. parvum sao muito semelhantes aquelas de
diferentes espécies de carrapatos. E o caso da sulfotransferase 1C2-like (familia das tranferases),
que pode ter a mesma funcao que Ixosc Sult 1 e Sult 2 nas glandulas salivares do carrapato /.
scapularis. Essas proteinas podem incluir a inativacao do sinal de salivagdo via sulfonacao de
dopamina ou octopamina ou outra fun¢ao (PICHU et al., 2011).

Um achado interessante em nossa pesquisa diz respeito a espectrina eritrocitaria. A
espectrina eritrocitaria ¢ um heterodimero composto por uma subunidade o de 280 kDa e uma
subunidade 3 de 246 kDa associada em uma configuragdo lado a lado antiparalela para formar
uma estrutura semelhante a uma haste de 100 nm. A espectrina em outros tecidos pode ser
composta de subunidades a e B distintas, mas homologas, e as vezes ¢ chamada de fodrin
(BENNETT & BAINES, 2001). Nossos resultados identificaram a cadeia beta da espectrina
(isoformas X1 a X7) na saliva de A. parvum. Em células do intestino médio de I. scapularis, a
regulacdo positiva da cadeia alfa de Spectrin ou Alfa-fodrin em resposta a infecc¢ao resulta na
remodelagdo do citoesqueleto que € usada por A. phagocytophilum para facilitar a infeccdo
(AYLLON et al., 2013). Embora néo funcionalmente caracterizada, uma anélise protedmica nas
glandulas salivares do carrapato /. ricinus mostrou a sub-representacdo das proteinas do
citoesqueleto em resposta a infeccao por Borrelia, sugerindo que algumas cepas de Borrelia
promovem um rearranjo do citoesqueleto em carrapatos (COTTE et al., 2014).

Além das familias e proteinas ja relatadas, um representante da familia SPATAG6
encontrada na andlise protedmica do carrapato 4. parvum foi a proteina 20 associada a

espermatogénese (isoformas X1 a X5). No transcriptoma do singanglion feminino do carrapato
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L scapularis, realizado por Egekwu et al. (2014), o exame da sequéncia para a proteina
associada a espermatogénese revelou que ela continha um dominio também encontrado na
familia de proteinas SSP411, comumente encontrada em espermatides e sugerindo uma fungao
na regulacdo da fertilidade (EGEKWU et al., 2014).

A proteina D1 encontrada na saliva do A. parvum nesta pesquisa também foi identificada
e caracterizada nas glandulas salivares (SG) de 1. scapularis como receptor de dopamina (DA).
Dentre os neurotransmissores / moduladores, o DA estimula diretamente a secre¢do salivar no
SG isolado, provavelmente por meio do receptor do tipo D1 no hospedeiro vertebrado (SIMO
etal., 2011).

Chaperonas identificadas, como a dnaJ homologo da subfamilia C membro 9,
responsavel pela expressdo dos genes da proteina de choque térmico em respostas ao estresse
de insetos (CHEN et al., 2019), também foram encontradas em nossa analise, tanto na saliva do
A. parvum quanto na saliva do A. sculptum alimentados em coelho. Da mesma familia também
identificamos os membros 7 e¢ 30 da subfamilia C do homdlogo dnal, que atua como co-
chaperona regulando as chaperonas moleculares HSP70 e HSP90 no dobramento de receptores
de esterdides, como o receptor de glicocorticoide e o receptor de progesterona. Propostos para
atuar como um acompanhante de reciclagem, facilitam o retorno de substratos de acompanhante
para os estagios iniciais de acompanhamento, quando necessario dobrar mais. In vitro, induz a
dissociacdo independente de ATP de HSP90, mas ndo de HSP70 dos complexos chaperona-
substrato. Recruta NR113 para o citoplasma (por similaridade) e também atua na regulagao da

resposta celular ao calor e ¢ recrutador de anticorpos em mamiferos (SHEN et al., 2002).

HOSPEDEIRO

E importante destacar que, além das proteinas do carrapato, proteinas do hospedeiro
também foram encontradas na saliva tanto do A. sculptum quanto do A. parvum. Identificamos
treze proteinas na saliva do carrapato 4. parvum derivadas do hospedeiro coelho, € nove na
saliva do A. sculptum, sendo seis do hospedeiro cavalo e trés do hospedeiro coelho. Encontrada
nesta analise na saliva do 4. parvum e derivada do hospedeiro coelho, a E3 ubiquitina-proteina
ligase TRAIP-like, pode atuar como um regulador negativo da sinalizagdo imune inata, inibindo
a ativacdo de NF-kappa-B mediada por TNF e pode participar na ativagao do recrutamento do
hospedeiro defesa contra a presenca do parasita (ZHANG et al., 2012).

Outra proteina de coelho na saliva do carrapato A. parvum, Fosfatidilinositol (PI) -3-

quinase, ¢ necessaria para a ativacao e degranulacdo dos mastocitos (LAM et al., 2008). Além
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das proteinas que participam da resposta imune do hospedeiro ja mencionadas, também
encontramos em nossa pesquisa na saliva de 4. parvum quando alimentado em coelhos a
proteina fator de ligagdo ao intensificador de interleucina 2, um complexo heterodimérico com
ILF3. Este complexo pode regular a transcri¢gao do gene IL2 durante a ativacao das células T.
Ele também pode promover a formacdo de complexos de holoenzima de proteina quinase
dependente de DNA no DNA, sendo essencial para o remanejamento eficiente de ILF3
(isoforma 1 e isoforma 2) no nucleo e degranulagao de neutrofilos (HARASHIMA et al., 2010).

A proteina 3 semelhante a transducina beta encontrada na saliva do 4. parvum
alimentado em coelho, muito semelhante a P40 do carrapato I. scapularis, e a proteina
semelhante a transducina beta 2 de varias espécies animais, incluindo mamiferos, ¢ encontrada
em varias proteinas eucarioticas. Esta proteina estd envolvida em diversas fungdes, incluindo
processamento de pré-mRNA, transdugdo de sinal, montagem do citoesqueleto e controle do
ciclo celular (SCHUUT et al., 2011).

Praticamente todas as proteinas do hospedeiro encontradas na saliva do carrapato A.
parvum em nosso estudo tinham fungdes relacionadas a resposta imune do hospedeiro, como o
potencial do receptor transitério (TRP), canais i6nicos como o TRPMS8 (e familia 1 a 8), que
sdo essenciais para o supressao da inflamacao por icilina, um potente agonista do canal TRPMS,
em modelos de colite em camundongos (RAMACHANDRAN et al., 2013). A inibi¢cdo dos
canais TRPA1 também pode suprimir as respostas inflamatorias, conforme observado em
modelos animais de asma, dermatite, artrite e outras condigdes inflamatorias. A analgesia
mediada por canais TRPMS8 provavelmente envolve a ativagdo de circuitos inibitdrios centrais
ativados por entrada de neurdnios periféricos expressando canais TRPMS8 (CACERES et al.,
2017). Identificamos na saliva de 4. parvum a proteina do hospedeiro coelho o receptor
transiente potencial canal catidnico subfamilia M membro 7 (isoforma X1 e X2), possivelmente
envolvida nos processos de inflamacdo e analgesia como em outros membros de sua familia
(NILIUS, 2012).

O fator de transcricdo da histona H4 que foi identificado na saliva do carrapato A.
parvum alimentado em coelho pode estar envolvido na prote¢do antimicrobiana presente sob a
pele do hospedeiro, pois segundo Boeuf et al. (2019), a Histona H4 pode estar associada a outras
moléculas que modulam sua atividade antimicrobiana, tanto na pele do hospedeiro quanto nas
glandulas salivares do carrapato.

Embora as informagdes aqui reunidas sobre as funcdes e a atividade dinamica das
proteinas da saliva dos carrapatos A. parvum e A. sculptum sejam apenas um arranhdo na

superficie do conhecimento, o conjunto de proteinas descoberto em um sialoma de A. parvum
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ressalta a capacidade desse carrapato para o parasitismo. Esta espécie de carrapato tem uma
ampla gama de hospedeiros, conforme determinado experimentalmente (OLEGARIO et al.,
2011) e em ambientes naturais (PEREIRA et al., 2000; SZABO et al., 2007) e seu sialoma deve
ser muito eficaz contra a diversidade de reagdes do hospedeiro. Essa caracteristica do carrapato
A. parvum foi cabalmente demonstrado no perfil proteico da saliva do 4. sculptum. A
identificacdo de um espectro de proteinas diferente na saliva de 4. sculptum quando alimentado
em cavalo ou coelho demonstra a flexibilidade, dinamismo e capacidade adaptacao deste
parasito as condic¢Oes varidveis enfrentadas no periodo parasitario. Além do seu significado
bioldgico para o carrapato, esta observacao ressalta o cuidado a ser tomado nas interpretagdes
sobre o sialoma obtido em condig¢des artificiais (de carrapatos de colonias de laboratério). Em
nosso caso deve-se considerar ndo apenas a diferenga de espécies de hospedeiro, mas também
o perfil imune destes; coelhos eram sempre primo-infestados enquanto a saliva de carrapatos
coletados de equinos era de hospedeiros em exposi¢ao continua e, portanto, sensibilizados por
infestagdes anteriores. O estudo do sialoma de carrapatos parasitando hospedeiros de espécies
diferentes e com sensibilizagdo varidvel, poderd revelar mais sobre esta plasticidade na
composicao salivar, um melhor entendimento da ecologia desses ectoparasitas além de permitir
a caracterizacao de novas moléculas, possiveis ferramentas bioldgicas na formulagdo de vacina

e compostos farmacologicos de interesse para a saude publica e animal.
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8. CONCLUSAO

Extraimos e identificamos por espectrometria de massa (LC-MS/MS)130 proteinas de
A. parvum e um total de 453 proteinas de A. sculptum, amplamente distribuidas nos em
diferentes grupos, em conformidade com a complexidade de sialomas de outros carrapatos
ixodideos. A presenca de proteinas ou suas isoformas em carrapatos 4. sculptum diversa se
alimentada em coelho ou cavalo sugere uma secrecdo salivar especifica para o hospedeiro
parasitado e seu estado imune. As diferentes abordagens utilizadas na separagdo das proteinas,
aquisicdo de espectros de massa e analise de dados possibilitaram a identificacdo e
caracterizagdo de um significativo nimero de proteinas possiveis alvos para candidatos vacinais

e/ou moléculas farmacologicamente ativas.
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