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RESUMO

PIRANDA, Eliane Mattos Piranda. Estudos bioldgicos de Rhipicephalus sanguineus e
interacdo Rickettsia rickettsii, R. sanguineus e cdes em condicdes laboratoriais. 2008. 74p.
Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

A bactéria Rickettsia rickettsii é o agente etiologico de uma doenca aguda e severa em
humanos denominada “Rocky Mountain Spotted Fever” nos Estados Unidos e Febre
Maculosa Brasileira no Brasil. A infeccdo se da pela picada de carrapatos. Relatos da doenca
clinica nos cédes sdo restritos aos EUA. O carrapato marrom do cdo ou carrapato dos canis,
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806), € a espécie de carrapato mais freqliente nos
tropicos e subtrépicos. Estudos da biologia de carrapatos sdo de grande importancia para o
entendimento da transmissdo de biogentes. O objetivo do presente trabalho é avaliar
experimentalmente a infeccdo nos cdes com R. rickettsii cepa Itaiacu (Mogi das Cruzes/ Sdo
Paulo, Brasil) e aspectos da biologia de Rhipicephalus sanguineus. Na primeira etapa, cées
foram infectados com R. rickettsii e avaliou-se a susceptibilidade dos animais a infeccédo e o
comportamento de R. sanguineus como vetor. No segundo experimento, adultos de R.
sanguineus tiveram a viabilidade de infestar novos hospedeiros analisada. Os carrapatos
foram mantidos al8 + 1°'C, 27 £ 1'C e 32 + 1'C e 80 £ 5% UR por trés periodos de jejum.
Observou-se que 0s cdes sdo susceptiveis a infeccdo por R. rickettsii cepa Itaiacu. Foi
verificado que R. sanguineus se infectam com R. rickettsii e sdo capazes de transmitir o
agente a cobaias. Baseado nos resultados do segundo experimento, concluem-se que R.
sanguineus tem a viabilidade influenciada pela temperatura e tempo de jejum.

Palavras-chave: Rhipicephalus sanguineus, Rickettsia, cdo.



ABSTRACT

PIRANDA, Eliane Mattos Piranda. Biological studies on Rhipicephalus sanguineus and
interactions of Rickettsia rickettsii, R. sanguineus and dogs under laboratory conditions.
2008. 74p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

The bacterium Rickettsia rickettsii is the etiological agent of an acute, severe human disease
called Rocky Mountain Spotted Fever in the United States or Brazilian Spotted Fever in
Brazil. The infection occurs through the tick bite. Reports of clinical illness on dogs due to
this agent have been restricted to the United States. The brown dog tick or kennel tick,
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) is the most widespread tick species throughout the
tropics and subtropics. Biological studies on ticks are very important to the tick-borne
pathogens transmission knowledge. For this purpose, the present study -evaluated
experimental infection of dogs with a Itaiacu (Mogi das Cruzes/ Sdo Paulo, Brasil) strain of R.
rickettsii and some biological aspects of Rhipicephalus sanguineus. Initially, dogs were
infected with R. rickettsii its susceptibility and the role of R. sanguineus as a vector was
verified. In the second part the viability of adults’ ticks (R. sanguineus) on three different
temperatures were tested. Ticks were maintained under the controlled conditions of 18 + 1°C,
27+£1Ce32+1°Ce80+5% (temperature + humidity) for different times without feed. The
dogs were susceptible to R. rickettsii infection. R. sanguineus was able to acquire the
pathogen and to transmit R. rickettsii to guinea pigs. Based on the second part’s results, R.
sanguineus viability is affected by both, temperature and unfed time.

Keywords: Rhipicephalus sanguineus, Rickettsia, dog.
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INTRODUCAO

Os carrapatos tém grande importancia na transmissao de patdégenos para 0s animais e
seres humanos, destacando-se pela grande variedade de espécies que podem ser transmitidos
entre protozoarios, virus, riquétsias e bactérias (SONENSHINE, 1993). E pelo fato das
doencas causadas serem responsaveis por elevados custos na producdo animal e alta
morbidade nas pessoas acometidas (JONGEJAN e UILENBERG, 2004). Estudos da biologia
de carrapatos e seu comportamento como vetor de biogente sdo vastos na literatura
internacional e nacional. No entanto, algumas lacunas ainda existem e se preenchidas podem
dinamizar os conhecimentos para futuras pesquisas sobre os mecanismos de transmissao de
patdgenos, dindmica populacional e até nas medidas preventivas.

Neste cenario, a presente tese foi desenvolvida em dois capitulos. O primeiro capitulo
trata do estudo da susceptibilidade do cdo doméstico a infeccdo experimental de Rickettsia
rickettsii, agente da Febre Maculosa Brasileira, e do “carrapato vermelho do céo”,
Rhipicephalus sanguineus, como potencial vetor. Neste contexto, também foi avaliada a
capacidade deste artropode em manter o bioagente na natureza através dos estagios de seu
ciclo subsequentes a infeccéo e as alteragdes de seus parametros bioldgicos. Este trabalho teve
como inicio o desejo de se estudar aspectos da transmissdo de patégenos veiculados por
carrapatos e técnicas de diagnostico molecular e resultou em parte do projeto “Avaliacdo do
papel das capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris), gambas (Didelphis aurita) e cées
domesticos na epidemiologia da Febre Maculosa Brasileira”, coordenado pelo professor
Marcelo Bahia Labruna (VPS/FMZ/USP) e com apoio da FAPESP (Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo). O projeto busca melhor compreender a epidemiologia da
Febre Maculosa Brasileira através do estudo de espécies de animais que possam atuar como
hospedeiros amplificadores de R. rickettsii para carrapatos e a dinamica da infecgdo nas
populacdes de carrapatos em areas endémicas.

No segundo capitulo, a questdo abordada ¢ a viabilidade de adultos de R. sanguineus,
isto €, a capacidade desse ixodideo infestar novos hospedeiros e dar continuidade ao ciclo
bioldgico apds ser mantido por diferentes periodos de jejum em trés temperaturas constantes.
Este experimento foi realizado com o objetivo de dar continuidade a linha de pesquisa do
Laboratério de Ixodologia (DPA/IV/UFRRJ) e proporcionar avangos nos estudos de
bioecologia de carrapatos.



CAPITULO |

AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE DO CAO DOMESTICO A INFECCAO
EXPERIMENTAL POR Rickettsia rickettsii E DE Rhipicephalus sanguineus COMO
VETOR DO AGENTE DA FEBRE MACULOSA BRASILEIRA



RESUMO

PIRANDA, Eliane Mattos Piranda. Avaliacdo da susceptibilidade do cdo doméstico a
infecgdo experimental por Rickettsia rickettsii e de Rhipicephalus sanguineus como vetor
do agente da Febre Maculosa Brasileira 2008. 54p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

A bactéria Rickettsia rickettsii € o agente etiolégico de uma doenca aguda e severa em
humanos denominada “Rocky Mountain Spotted Fever” nos Estados Unidos e Febre
Maculosa Brasileira no Brasil. A infeccdo ocorre através da picada do carrapato. Relatos da
doenca clinica em cdes pelo agente se restringem aos Estados Unidos. O carrapato vermelho
do cdo ou carrapato dos canis, Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806), € a espécie de
carrapato mais distribuida nos tropicos e subtrépicos. O presente trabalho se propds a avaliar a
susceptibilidade de cédes a infeccdo experimental por R. rickettsii cepa Taiacu (Mogi das
Cruzes, Séo Paulo, Brasil) e o papel de R. sanguineus como vetor deste patégeno. Oito cdes
foram distribuidos em trés grupos experimentais: G1 composto por trés cdes que foram
inoculados via intraperitoneal com 1mL de suspensdo de R. rickettsii cepa Taiagu; G2
formado por trés cdes que foram infestados experimentalmente com cinco casais de A.
aureolatum infectados e o grupo controle composto por dois cées ndo infectados. Cada céo foi
infestado com 200 larvas, 600 ninfas e 20 casais de R. sanguineus no segundo dia apés a
infeccdo com R. rickettsii. Os cdes foram examinados diariamente. Amostras de sangue e
carrapatos foram coletadas para avaliacdo hematologia, soroldgica e analise molecular. Apds
0s processos de ecdise e eclosdo, os adultos, ninfas e larvas de R. sanguineus foram
alimentados em cobaias (Cavia porcellus). Os cdes foram susceptiveis a infeccdo por R.
rickettsii cepa Taiagu e apresentaram, principalmente, febre e trombocitopenia. Rhipicephalus
sanguineus foi capaz de se infectar e transmitir R. rickettsii a cobaias.

Keywords: Rhipicephalus sanguineus, Rickettsia rickettsii, céo.



ABSTRACT

PIRANDA, Eliane Mattos Piranda. Susceptibility of dogs to Rickettsia rickettsii infection
and the role of Rhipicephalus sanguineus as a vector of the Brazilian Spotted fever’s
agent. 2008. 54p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

The bacterium Rickettsia rickettsii is the etiological agent of an acute, severe of human
disease called Rocky Mountain spotted fever in the United States or Brazilian spotted fever in
Brazil. The infection occurs through the tick bite. Reports of clinical illness on dogs due to
this agent have been restricted to the United States. Several serologic-based studies among
healthy Brazilian dogs indicate that these animals were infected. For this purpose, the present
study evaluated experimental infection of dogs with a Taiagu (Mogi das Cruzes, S&o Paulo,
Brazil) strain of R. rickettsii and the role of Rhipicephalus sanguineus as a vector of its
pathogen. Eight dogs were assigned to 3 experimental groups: G1 was composed by 3 dogs
that were each inoculated intraperitoneally with R. rickettsii strain Taiacu suspended in 1 mL,
G2 was composed by 3 dogs that were each infested by 5 couples of R. rickettsii-infected A.
aureolatum adult ticks and the control group was composed by 2 dogs that were left
uninfected. Each dos was infested with 200 larvae, 600 nymphs and 20 couple of R.
sanguineus, at the day two after the R. rickettsii infection. The dogs were examined daily.
Blood samples and ticks were collected to hematological evaluation, serology and molecular
analysis. After the ecdisys or eclosion process adults, nymphs and larvae of R. sanguineus
were allowed to feed on guinea pigs. The dogs were susceptible to R. rickettsii infection with
fever and trombocytopenia. R. sanguineus was able to get infected and to transmit R. rickettsii
to guinea pigs.

Keywords: Rhipicephalus sanguineus, Rickettsia rickettsii, dog.



1 INTRODUCAO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é uma doenca causada pela bactéria Rickettsia
rickettsii e transmitida pela picada de carrapatos. A doenca foi descrita no Brasil na década de
30 e, nos ultimos anos, ganhou destaque nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito
Santo e Rio de Janeiro com casos fatais em seres humanos. Isto pode ser explicado por acdes
antropogénicas e mudanga no ambiente levando o homem a maior exposi¢do aos fatores de
riscos.

Atualmente, os estudos buscam melhor conhecer a epidemiologia da doenga e a
dindmica do agente na natureza, através da caracterizacdo genotipica das cepas de Rickettsia
sp. em areas endémicas, da identificacdo das espécies de vetores e de espécies de animais que
possam atuar como hospedeiros amplificadores do agente. No Brasil, onde o principal vetor é
o carrapato Amblyomma cajennense (GUEDES et al. 2005), ndo ha comprovacdo de uma
espéecie animal que atue como hospedeiro amplificador de R. rickettsii, apenas suspeitas do
envolvimento de capivaras e gambas (MOREIRA; MAGALHAES 1935; TRAVASSOS;
VALLEJO 1942a,b; SOUZA et al. 2004; HORTA et al. 2005b). Ressalta-se que a espécie A.
aureolatum, cujo hospedeiro priméario do estdgio adulto é o cdo, também foi incriminada
como vetor da Febre Maculosa em area endémica do estado de Sao Paulo (PINTER, 2003).

Sabe-se que para uma espécie animal ser um hospedeiro competente de um bioagente
veiculado por artropode ela deve ser abundante na area endémica para a doenca, ser também
um bom hospedeiro para o artrépode vetor em condic¢Bes naturais, ser susceptivel a infeccdo
e, finalmente, manter o agente em niveis plasmaticos suficientes para infectar o vetor que se
alimentem nele. No caso dos patégenos transmitidos por carrapatos, algumas espécies podem
adquirir a infeccdo sem que o hospedeiro apresente o0 agente circulante na corrente sanguinea.
Este processo é conhecido como “co-feeding” e vem sendo estudado, principalmente, na
transmisséo de arbovirus e de espiroquetas por carrapatos do género Ixodes; por isso nao sera
o foco do presente trabalno (RANDOLPH et al., 1996). Assim, ao se investigar os cées
domeésticos como possiveis animais envolvidos na epidemiologia da Febre Maculosa
Brasileira observa-se que ele atende os dois primeiros quesitos, sendo necessario um estudo
para avaliar a susceptibilidade a infeccdo por R. rickettsii e a capacidade de agir como
hospedeiro amplificador da riquétsia para o carrapato infectado.

Em relacdo a competéncia vetorial dos artropodes, Balashov (2005) apresenta algumas
premissas: isolamento do agente no vetor em condi¢Ges naturais, coincidéncia temporal e
espacial da atividade do vetor com hospedeiro infectado, contato vetor/patdgeno estavel e,
finalmente, infeccdo experimental do vetor com o agente. A estabilidade vetor/patdgeno pode
ser avaliada pelos efeitos patogénicos decorrentes da infeccdo no artropode e pela sua
capacidade de manter o agente na natureza por varias geracGes através das transmissdes trans-
estadial e transovariana. Neste caso, o carrapato vermelho do céo, Rhipicephalus sanguineus,
representa um potencial agente disseminador da riquétsia, visto sua abundancia na natureza e
relatos de espécimes infectados naturalmente em éareas endémicas da Febre Maculosa
(MARIOTTE et al. 1944; DEMMA et al., 2005; WIKSWO et al., 2007). Porém ndo ha
estudos sobre o comportamento desses carrapatos infectados com R. rickettsii no Brasil.

Neste contexto, 0 presente trabalho buscou avaliar a susceptibilidade do cdo doméstico
a infeccdo por R. rickettsii e a capacidade de R. sanguineus se infectar e transmitir o agente da
Febre Maculosa Brasileira quando alimentados em seu hospedeiro natural (Canis familiaris).
Assim, os objetivos especificos foram: (a) avaliar os aspectos clinicos e hematoldgicos de
caes infectados experimentalmente por R. rickettsii; (b) determinar a ocorréncia e duracdo de
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riquetsemia nos cées experimentalmente infectados; (c) determinar a curva de anticorpos anti-
R. rickettsii em cdes experimentalmente infectados; (d) determinar a prevaléncia da infeccao
de R. rickettsii em R. sanguineus alimentados em cées experimentalmente infectados; (e)
verificar a transmissdo experimental de R. rickettsii por R. sanguineus a animais de
laboratorio; (f) verificar a transmissdo transestadial e transovariana de R. rickettsii em R.
sanguineus; (g) avaliar os efeitos patogénicos da infeccao por R. rickettsii sobre os parametros
biol6gicos de R. sanguineus.

Este experimento visa contribuir com os estudos da epidemiologia da Febre Maculosa
Brasileira, possibilitando futuras agdes investigativas e preventivas da doenca.



2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 Carrapatos como Vetores de Riquetsioses no Brasil

Estudos buscando melhor conhecer a epidemiologia das riquetsioses datam da década
de 30, principalmente, no Instituto Butantan, Estado de S&o Paulo (MONTEIRO et al.,
1932b). Monteiro et al. (1932a,c) avaliaram a transmissdo do virus do Typho Endémico de
Sao Paulo, posteriormente identificado corretamente como Rickettsia rickettsii, por algumas
especies de carrapatos. Os autores observaram que Ornithodoros rostratus e Amblyomma
cajennense sdo susceptiveis a infeccdo quando alimentados em cobaias, embora as espécies
apresentem comportamentos e importancia distintos.

Atraves de infestacBes e inoculagGes experimentais, Travassos e Vallejo (1942a,b)
demonstraram que o carrapato A. cajennense pode, alimentando-se em capivaras
(Hydrochoerus hydrochoerus) infectar-se e, posteriormente, transmitir a infec¢do atraves da
picada a outros animais e, possivelmente, ao homem.

Na década de 90, estudos foram realizados em areas com casos humanos na tentativa
de isolar o agente de A. cajennense, A. triste, A. dubitatum (=A. cooperi), Anocentor nitens, R.
sanguineus e R.(Boophilus) microplus (= Boophilus microplus) coletados na vegetacdo e em
animais domesticos e silvestres. O resultado positivo so foi encontrado em A. cajennense que
demonstrou uma relacdo dos casos da doenca com o periodo de atividade dos estagios
imaturos (LEMOS et al., 1996abc; 1997a,b).

Pesquisas mais recentes confirmaram atraves de diagndstico molecular a importancia
de A. cajennense na transmissdo da R. rickettsii no Brasil (GUEDES et al., 2005). Pinter
(2003) verificou a presenca de cdes parasitados por A. aureolatum, A.cajennense e R.
sanguineus em area endémica de Febre Maculosa. O autor, ao fazer teste de hemolinfa dos
carrapatos e reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), observou positividade em A.
aureolatum, assim como 45,8% dos caes apresentaram soros com anticorpos anti-R. rickettsii.

Dentre as demais espécies de Rickettsia encontradas em carrapatos no Brasil, pode-se
citar: R. felis diagnosticada em R. sanguineus e A. cajennense (GALVAO et al., 2002;
CARDOSO et al., 2006), R. belli diagnosticada em sete espécies de carrapatos do género
Amblyomma (A. aureolatum, A. cooperi, A. ovale, A. oblogoguttatum, A. humerale, A.
scalpturatum, A. rotundatum) e em Ixodes loricatus; R. amblyommii em A. cajennense e A.
coelebs, R. rhipicephali em Haemaphysalis juxtakochi e, finalmente, cepa semelhante a R.
parkeri em A. cooperi (PINTER 2003; LABRUNA et al. 2004abc; 2005). Embora estas
espécies, exceto R. parkeri e R. felis, ndo sejam reconhecidas como patogénicas, exercem
importante papel na manutencdo do agente da Febre Maculosa Brasileira. O carrapato
infectado por uma espécie de Rickettsia ndo patogénica impede a transmissao transovariana
de uma espécie patogénica (BURGDORFER 1988; MACALUSO et al. 2002), o pode
explicar a baixa prevaléncia da infeccdo na populacdo de carrapatos na natureza (PHILIP;
CASPER 1981; PINTER; LABRUNA 2006).

2.2 Rickettsia rickettsii e os Caes

Na literatura das décadas de 30 e 40, também se encontram inquéritos envolvendo os
cdes como reservatorios do agente da Febre dos carrapatos que acometia 0 homem
(DURAND; CONSEIL 1932; PARKER et al. 1933; BADGER 1933; TRAVASSOS 1938).
Nesta época, a susceptibilidade dos animais a infeccdo foi demonstrada com sucessivas
inoculacbes em cobaias com sangue e macerado de carrapatos dos cées que adoeciam durante
o0 experimento (ANIGSTEIN; BADER 1943).



No Brasil, Gomes (1933) destacou a importancia de A. aureolatum, naquela época
ainda designado A. ovale, ao encontrar um exemplar parasitando um cao pertencente a uma
familia que tinha contraido a doenca. Neste trabalho, o autor averiguou através de inoculagdes
subcutaneas em cobaias a presenca do agente nos exemplares desta espécie oriundos de zonas
infectadas.

Moreira e Magalhdes (1935) observaram, em laboratorio, que o cdo doméstico € capaz
de ter a moléstia de forma fraca ou inaparente, infectando-se também através da ingestdo de
material biol6gico contaminado. Os autores ainda verificaram a presenca da infeccdo em dois
exemplares de A. cajennense oriundos de um céo de area endémica de Minas Gerais, embora
0 agente ndo tenha sido encontrado no sangue, sistema nervoso central ou pulgas deste
animal.

Dias (1937) reforcou a importancia do cdo doméstico e do R. sanguineus como
“depositario natural” da Febre Maculosa Brasileira, diante dos relatos de animais positivos a
reacdo de Weil-Felix nos focos endémicos (DIAS et al. 1937), achados de carrapatos
infectados na natureza e observag6es epidemioldgicas.

Em 1937, a moléstia dita como uma variedade da “Rocky Mountain Spotted Fever”
(RMSF) recebe o nome de Typho Exanthematico do Brasil, no mesmo trabalho o c&o (Canis
familiaris) dentre outros animais, gamba (Didelphis marsupialis), cachorro do mato (Canis
brasiliensis), coelho do mato (Silvilagus minensis), prea (Cavia aprea) e cutia (Dasypocta
azarae), foram propostos como reservatorios naturais do agente (MOREIRA; MAGALHAES,
1937).

No México, a “Fiebre Manchada” foi detectada em humanos por Bustamante e Varela
(1943) que iniciaram estudos epidemioldgicos, especulando tratar-se de uma nova espécie de
Rickettsia sp. Em seguida, na tentativa de conhecer a extensdo da doenca e a presenca de
possiveis vetores, exemplares de A. cajennense e de R. sanguineus foram achados infectados
naturalmente em um cdo da regido (MARIOTTE et al. 1944; BUSTAMENTE; VARELLA
1946; 1947).

Price (1954) observou que de 28 casos de RMSF, 20 pacientes tinham cdes, estes ao
serem examinados apresentavam adultos de Dermacentor variabilis. O autor ressaltou a
importancia desses animais na transmissdo da doenca aproximando o vetor, principalmente de
criangas e o risco do homem se infectar ao retirar os carrapatos do animal, diferentemente do
que ocorre com D. andersoni.

Os estudos com cées infectados com R. rickettsii, experimentalmente, através de
inoculacBes intravenosas, nos EUA, demonstraram a susceptibilidade desses animais ao
agente. Os sintomas clinicos (febre, inapeténcia e depressdo) apareceram dois ou trés dias
apos a inoculacdo e variaram com a dose infectante. A evolucdo da doenca de forma aguda,
resultou no aparecimento de petéquias, equimoses, epistaxis ou edema do focinho precedendo
a morte do animal. Alteracdes hematoldgicas, como anemia normocitica normocrémica,
trombocitopenia severa e leucocitose, e bioquimicas também foram diagnosticadas nos caes
infectados A duracdo e a magnitude da riquetsemia observada pressupde que 0s cdes possam
ser fonte de infeccdo para os carrapatos. Os autores, ainda, sugeriram que estes animais
tenham importancia como sentinelas da infeccdo em areas endémicas em razdo da resposta
soroldgica desenvolvida, e que os cdes sdo modelos interessantes relativos as riquetsioses
(KEENAN et al. 1977a,b). Segundo Shaw et al. (2001), o cdo doméstico pode atuar como
sentinela para infecgdes veiculadas por carrapatos e que sejam comuns ao cdo e ao homem
por trés formas: diretamente quando o carrapato envolvido tem uma gama variada de
hospedeiro; proporcionando maior contato do homem com o carrapato por este ser de habitos
nidicolas ou, ainda, qguando o homem se expde a agente ao manipular carrapatos infectados no
cao.



Breitschwerdt et al. (1988; 1991) realizaram inoculagdes de doses baixas de R.
rickettsii por via intradérmica a fim de averiguar a sintomatologia clinica da doenca de forma
branda em cadelas de oito meses de idade. Nestas condicdes, 0s cédes apresentaram letargia,
febre, anorexia, lesGes oculares, discretas vesiculas orais e diarréia; apesar da diminuicdo
quantitativa de plaquetas ndo foram observadas lesdes cutaneas.

Casos fatais de cdes infectados com R. rickettsii sdo relatados na literatura com
prevaléncia variada: 0 a 7% (GREENE et al., 1985; GREENE, 1987; GASSER et al., 2001).
Mikszewski e Vite (2005) observaram alteracGes neurolégicas como paresia, tremores e
distarbios vestibulares precedendo a morte de cées infectados por R. rickettsii nos EUA.

Greene et al. (1985) ao buscar diferencas entre “Rocky Mountain Spotted Fever”
(RMSF) e a Erliquiose em cées verificaram que a diminui¢do na contagem de plaquetas em
média € um achado comum as duas doencas, sendo na RMSF geralmente mais grave. Foi
observado também diferencas na freqiiéncia dos casos durante o ano, sendo casos de RMSF
nos cdes analisados de incidéncia sazonal (abril a setembro); enquanto que os de erlichiose
foram diagnosticados durante todo ano.

Em estudos que a susceptibilidade dos cdes a R. rickettsii e seu potencial como fonte
de infeccdo a carrapatos foram avaliados, observou-se o aparecimento da riquetsemia de 4 a
10 dias apo6s a inoculagdo via intraperitoneal e de 6-13 dias quando a infec¢do se deu por
ninfas ou adultos de D. variabilis ou R. sanguineus infectados. Estagios imaturos de R.
sanguineus ndo se infectaram ao se alimentarem em cdes apds a inoculacdo e apenas trés de
348 carrapatos adquiriram a infec¢do através da alimentacdo em céaes expostos, previamente, a
carrapatos positivos (NORMENT; BURGDORFER , 1984).

Ao longo dos anos, vérios relatos de cées sorologicamente reativos com anticorpos
anti-R. rickettsii foram realizados em éareas endémicas (SHEPARD; TOPPING, 1946;
SEXTON et al., 1976; FENG et al., 1979; MAGNARELLLI et al., 1982; SMITH et al., 1983;
BREITSCHWERDT et al., 1985; 1999; GREENE et al., 1985), inclusive no Brasil (LEMOS
et al., 1996b; HORTA et al., 2004; SANGIONI et al., 2005; CARDOSO et al., 2006). A
maioria desses trabalhos mostra a circulacéo de riquétsia do grupo da febre maculosa entre 0s
animais domésticos como fator de aproximacdo do agente ao homem. Diversos casos de febre
maculosa ja foram relatados em cdes e em seus proprietarios nos EUA, enfocando a
importancia dos caes em disseminar carrapatos infectados para proximidades dos domicilios e
ainda do ato dos proprietarios removerem 0s parasitos de seus animais de estimagdo com as
méos se expondo ao agente (SPENCER; PARKER, 1930; PADDOCK et al., 2002).

No Arizona, Demma et al. (2005) evidenciaram que R. sanguineus pode ser o vetor da
RMSF em algumas regides, onde ndo séo encontrados D. variabilis e D. andersoni, vetores
primarios da doenca nos EUA. A afirmacao se baseia na deteccdo de DNA e isolamento de R.
rickettsii, em cultivo celular, em adultos de R. sanguineus ndo ingurgitados encontrados nas
residéncias dos pacientes com Febre Maculosa confirmada e de uma ninfa ingurgitada em um
cdo pertencente a um desses pacientes. Os exames soroldgicos dos cdes da regido também
demonstraram exposicdo prévia dos animais a riquétsia do grupo da Febre Maculosa. Em um
unico macho (1,6%) de R. sanguineus coletado em cdes da California, foi detectado DNA de
R. rickettsii, sugerindo que outra espécie de carrapato que ndo de Dermacentor sp. seja 0
vetor responsavel pelos casos esporadicos da doenga em humanos (WIKSWO et al. 2007).

E importante relatar a existéncia de inimeros trabalhos demonstrando a importante
relacdo dos cdes domésticos e seus carrapatos na transmissdo de R. conorii, espécie de
riquétsia do grupo da Febre Maculosa que acomete os seres humanos (“Boutonneuse Fever”
ou Febre Maculosa do Mediterraneo). Inquéritos soroldgicos de cdes foram associados aos
focos da doenca (HERRERO et al., 1992; MANOLI et al., 1996; SEGURA-PORTA et al.,
1998; MANNELLI et al., 2003), assim como a presenca de R. sanguineus (GILOT et al.,
1990; SANTOS et al., 2002; MATSUMOTO et al. 2005).



2.3 Manutencao Rickettsia sp. na Populacéo de Carrapatos

A infectividade e patogenicidade de Rickettsia sp. na populacéo de carrapatos refletem
na distribuicdo e dindmica do agente na natureza, visto que sdo diversas espécies de
carrapatos que agem como vetores, algumas com ampla cadeia de hospedeiros, os carrapatos
ainda possuem grande resisténcia a condi¢bes adversas apresentando-se em grande
concentracdo de carrapatos por area; além do elevado potencial reprodutivo sdo capazes de
manter o agente entre 0s estagios e para geracdo seguinte (McDADE; NEWHOUSE, 1986).
Assim dentre esses fatores de importancia para manutencdo e a dispersdo do agente na
natureza, pode-se citar a transmissdo entre os estagios de desenvolvimento do carrapato
(trans-estadial) e para as geracOes sucessivas (trans-ovariana), ainda que as espécies de
animais hospedeiros dos carrapatos atuem como agente amplificador da Rickettsia sp.
mantendo a circulante na natureza (PRICE, 1954; BURGDORFER 1988).

Para Burgdorfer (1981) as barreiras fisicas e quimicas do sistema digestivo dos
carrapatos s6 sdo superadas quando had grande quantidade de riquétsia, visto que somente
nestas condi¢cdes ocorre a infeccdo do carrapato. Apos trés e cinco dias da ingestdo de
riquétsia, é possivel encontra-las nos hemacitos. Apés a muda de ninfa e adulto, todos os
tecidos estdo infectados ocorrendo a multiplicacdo do agente, assim ha transmissdo trans-
estadial de R. rickettsii de larvas para ninfas e adultos se deve a infeccdo disseminada,
inclusive nas glandulas salivares. Enquanto a transmissao transovariana depende do grau de
infeccdo nos tecidos do ovério, quando macica a transmissdo se da com sucesso (100%)
qguando branda essa taxa varia (1,5%-13% em D. andersoni; 4,6-10,4% D. variabilis
capturados em cdes positivos).

Regendanz e Muniz (1936), preocupados com a proximidade dos cdes com 0 homem
e, conseqiientemente, do R. sanguineus realizar mudas no interior de casa ou jardins,
investigaram a transmissédo transestadial e transovariana das riquétsias neste ixodideo. Larvas
foram alimentadas em cobaias infectadas através de inoculacao intraperitoneal. Ap6s a muda,
essas ninfas se alimentaram em cobaias sadias e, posteriormente, os adultos em caes.
Observou-se a ocorréncia da transmissdo transestadial do agente quando ninfas mudaram para
adultos e a capacidade de ninfas transmitirem-no a cobaias. Neste trabalho, os autores nédo
comprovaram a presenca de riquétsia em ovos e larvas oriundo de adultos infectados.

Price (1954) observou que ao alimentar larvas e ninfas de D. variabilis em roedores
infectados no laboratério e os adultos em cées livres do agente, 30% das larvas da geracédo
seguinte permaneceram infectadas com R. rickettsii.

A transmissdo transovariana de R. rickettsii por D. andersoni mostrou ser influenciada
pelo momento em que ocorre a infecgdo, permitindo que haja colonizacdo dos ovérios pela
riquétsia e que desta maneira, os ovos e futuras larvas sejam infectadas. A replicacdo e
invasdo celular ocorrem durante a alimentacdo das ninfas e o desenvolvimento do adulto por
isso o0 momento da infeccdo pode determinar o percentual de transmissdo transovariana
sucedida (BURGDORFER , 1984).

Horta et al. (2006) observaram que R. bellii isolada de I. loricatus se manteve na
populacdo de carrapatos através das transmissdes trans-estadial e transovariana, sugerindo
este como um importante mecanismo de manutencdo do agente na natureza.

2.4. Efeitos da Infecgdo de R. Rickettsii sobre a Biologia de Ixodideos

Inimeros trabalhos cientificos abordam os efeitos de patdgenos na biologia dos
carrapatos, desde os processos de muda, oviposicdo, eclosdo larval e sobrevivéncia. Entre os
estudos com Rickettsia sp. verifica-se que tais efeitos sdo evidenciados ao longo de geracoes
(BURGDORFER, 1988, NIEBYLSKI et al., 1999). Outros fatores importantes sdo: o
momento em que 0 carrapato adquiriu a infec¢do e a concentracdo ingerida pelo vetor. No
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entanto, pouco se sabe a respeito da duracdo e concentracdo de riquetsemia nos hospedeiros
naturais, mas acredita-se que seja mais branda que a observada em laboratorio.

Burgdorfer e Brinton (1975) observaram que D. andersoni ao ser infectado com R.
rickettsii, ao longo de sucessivas geracfes, ha um maci¢o desenvolvimento de riquétsias no
organismo do carrapato responsavel pela mortalidade de fémeas ingurgitadas e/ou falhas no
desenvolvimento embrionario.

Burgdorfer et al. (1981) sugeriram que a competi¢do de duas espécies de Rickettsia sp.
pode ser um dos fatores responsaveis pela baixa prevaléncia de R. rickettsii em vetores
encontrados na natureza. Em laboratério através de infeccGes experimentais, a transmissao
transovariana de uma segunda espécie de Rickettsia (R. rhipicephali e/ou R. montana) em D.
andersoni foi inibida, embora fosse possivel adquirir a infeccdo (MACALUSO et al., 2002).

Freitas (2007) verificou que Haemaphysalis leporispalustris alimentados em coelhos
domésticos infectados com R. rickettsii, a partir de inocula¢des
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Experimento

Parte do material biologico utilizado neste trabalho foi obtida e preparada no
Laboratério de Ixodologia da Estacdo para Pesquisas Parasitoldgicas W. O. Neitz do
Departamento de Parasitologia Animal / Instituto de Veterinaria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (EPPWON / DPA/ 1V / UFRRJ).

O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratdrio de Doengas Parasitarias
e no biotério do Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Saude Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (VPS / FMVZ /
USP).

3.2 Hospedeiros

Cinco cées, fémeas de raca indefinida, com aproximadamente seis meses de idade,
oriundos de uma mesma ninhada, e trés cdes da raca Beagle provenientes do biotério Biovet
S/IA (Vargem Grande Paulista, SP) da mesma idade e sexo foram utilizados neste
experimento. Todos 0s animais apresentavam-se saudaveis e foram tratados adequadamente
com medicacdo anti-helmintica e imunizados com vacinas comerciais contra enteroviroses,
hepatite, parainfluenza e leptospirose. Os animais ndo tiveram contato prévio com carrapatos
e/ou produtos acaricidas e apresentaram sorologia negativa para R. rickettsii (titulo inferior a
64) e Ehrlichia canis (titulo inferior a 40) (AGUIAR et al., 2007) em amostras pareadas com
intervalo de 14 dias. Durante todo o experimento, os animais foram alojados em baias
individuais (100x100x100cm) e receberam racdo comercial e dgua ad libitum. Ao término do
experimento, os animais foram tratados com doxiciclina e destinados a adocao.

Cobaias (Cavia porcellus), por serem consideradas animais modelo para estudos
com riquétsias (WEISS; MOULDER, 1984, YU; WALKER, 2003), foram utilizadas na
segunda etapa do experimento, quando se realizou o isolamento das riquétsias e as infestacdes
com os carrapatos oriundo dos cdes. Os animais com peso corporal aproximado de 5009
procedentes do biotério do Instituto Butantan (S&o Paulo, SP) e de um biotério comercial (Sdo
Paulo, SP) foram mantidos individualmente em caixas plasticas apropriadas, onde receberam
racdo comercial e agua ad libitum. Os parametros bioldgicos de saude desses animais foram
baseados em Hillyer e Quesenberry (1997).

Todos os animais utilizados neste experimento foram tratados de acordos com 0s
principios preconizados pela Comissdo de Bioética da FMVZ / USP, de acordo com a
aprovacao em 17/08/2007 no processo numero 913/2006 (anexo A).

3. 3 Os Ixodideos
3.3.1 Amblyomma aureolatum

Os carrapatos utilizados pertenciam a primeira geracdo de uma colénia mantida no
Laboratério de Doencas Parasitarias (VPS / FMVZ /USP) oriunda de uma fémea ingurgitada
coletada em cdo na cidade de Mogi das Cruzes (SP). A fémea foi submetida a analise
molecular e verificou ser negativa através da técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) utilizando-se os “primers” ompA e gltA, que amplificam um fragmento do gene de
uma proteina de membrana de 190 Kda e do gene citrato sintase, respectivamente. Desta
forma, duas colénias foram mantidas através de alimentacdes experimentais em cobaias
infectados e ndo infectados com Rickettsia rickettsii. Os espécimes ingurgitados foram
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mantidos em camaras dessecadoras a 95+2% de umidade relativa e 25+1°C de temperatura.
Apods a ecdise, os carrapatos foram submetidos, novamente, a analise molecular comprovando
100% de prevaléncia da infeccdo por R. rickettsii nos exemplares da col6nia infectada
(PINTER, 2004).

3.3.2 Rhipicephalus sanguineus

Os ixodideos utilizados pertenciam a quinta geracdo de uma coldnia de Rhipicephalus
sanguineus estabelecida no Laboratério de Ixodologia (Departamento de Parasitologia
Animal, Instituto de Veterinaria) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

A colénia originou-se de fémeas ingurgitadas coletadas de caes errantes no municipio
de Seropédica / RJ (Lat. 22°45°S; Long. 43°41°’W; Alt. 33m.) e mantidas em condi¢Ges
controladas de 27+1°C e minima de 80%UR. Coelhos domésticos (Oryctolagus cuniculus) de
ambos os sexos, mesticos de California e Nova Zelandia, foram utilizados como hospedeiro
para infestacdes experimentais de larvas, ninfas e adultos segundo técnica de capuz de orelha
descrita por Neitz et al. (1971). No primeiro ano de experimento, a colonia de R. sanguineus
foi divida em trés e conduzidas paralelamente para que no momento da realizacdo do trabalho
possuisse larvas, ninfas e adultos da mesma geracdo e com, aproximadamente, 20 dias de
jejum (SARTOR et al., 1996), a fim de evitar influéncias intrinsecas ao experimento.

A identificacdo dos ixodideos foi feita com base na chave dicotdmica de suas
caracteristicas morfologicas (WALKER et al., 2003). Em adicdo, a identificacdo taxondmica
foi confirmada através do seqlienciamento de DNA de um fragmento de 445 nucleotideos do
gene 16S rRNA mitocondrial, obtido pela técnica de PCR do DNA extraido de exemplares da
colbnia, segundo protocolo descrito por Mangold et al. (1998). Este fragmento de DNA
mostrou-se 99,56% (443/445) de similaridade com a seqliéncia correspondente de R.
sanguineus strain 14 16S ribosomal RNA gene (numero de acesso: AY883872), disponivel no
GenBank.

No Laboratdrio de Doencas Parasitéarias (VPS / FMVZ) da Universidade de Séo Paulo,
exemplares desta col6nia foram submetidos a analise molecular da mesma forma que os de A.
aureolatum a fim de se certificar a auséncia de infeccdo por Rickettsia sp.

3.4 Infestacbes Experimentais

As infestacOes dos cdes seguiram Pinter et al. (2002), sendo feitas duas camaras
dorsais distintas para cada espécie de carrapato, a fim de se evitar competicdo interespecifica
(Figura 1). As camaras foram confeccionadas em tecido de algod&do branco, ap0s a tricotomia
foi usado um adesivo quimico (Kamar heat detector adhesive®, Kamar, Steamboat Springs,
CO) para manté-las presas no corpo do animal durante todo o experimento.

Para as infestacdes de cobaias com carrapatos oriundos dos cées realizadas na segunda
etapa do experimento, adaptou-se a técnica anterior e a utilizada por Szabo (1991) conforme
visto na figura 2.

3.5 Grupos Experimentais

Na realizacdo do presente trabalho, trés grupos experimentais foram formados, dois
grupos foram constituidos por trés cées e o terceiro grupo (controle) com dois animais, sendo
um da raca Beagle em cada grupo experimental. Exceto no grupo controle, os demais cées
foram desafiados a infeccdo com R. rickettsii através da inoculacdo via intraperitoneal com
ImL. de inoculo recém descongelado de R. rickettsii (grupo 1) ou através da infestacdo
experimental com adultos de A. aureolatum sabidamente infectados com R. rickettsia (grupo
2).
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Figura 1. Infestacdo experimental de carrapatos em caes domeésticos, utilizando duas camaras

dorsais (A). No detalhe (B), fémeas ingurgitadas de Amblyomma aureolatum.

Figura 2. Infestacdo experimental de carrapatos em cobaias (A). No detalhe (B), adultos de

Rhipicephalus sanguineus no momento da infestacéo.
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3.6 Procedimento Experimental para Avaliar a Susceptibilidade dos Cées a Infeccéo e a
Capacidade Vetorial de Rhipicephalus sanguineus

No dia O (zero), cada cdo do grupo 1 foi inoculado, apds assepsia local, via
intraperitoneal com 1mL de solucdo (aproximadamente 3.000 células infectadas por R.
rickettsii) originaria da terceira passagem em células Vero da cepa Itaiacu (Mogi das
Cruzes/SP) conservada a —80°C em solucdo tampdo de sucrose-fosfato-glutamato (SPG).
Enquanto os cdes do grupo 2 foram infestados experimentalmente com cinco casais de A.
aureolatum comprovadamente infectados com R. rickettsii. Os cées pertencentes ao grupo
controle e ao grupo infectado através de inoculacdo (grupo 1) também foram infestados
experimentalmente com cinco casais de A. aureolatum n&o infectados por R. rickettsii, a fim
de se evitar diferencas entre 0s grupos tratados.

No dia 2, quando os cdes do grupo 1 apresentaram febre, todos os animais do
experimento foram infestados com 200 larvas, 600 ninfas e 20 casais de R. sanguineus livres
de patdgenos.

A partir do dia 0 do experimento, diariamente, cada um dos cdes de cada grupo
experimental foi examinado clinicamente em relacdo ao apetite (ausente/presente), aspecto
das fezes (normal ou ndo), comportamento (prostrado ou ndo) e sua temperatura retal aferida,
por um periodo de 30 dias. Da mesma forma, as camaras contendo os ixodideos foram
abertas e verificadas quanto a sua integridade e aos processos de ingurgitamento e
desprendimento dos espécimes alimentados.

Do dia 0 ao dia 30, amostras de 2,5 mL de sangue venoso de cada cdo foram coletadas
a cada 2 dias, visando a realizacdo dos seguintes testes: hemograma completo, sorologia
através da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), deteccdo de DNA de R. rickettsii
através da técnica de Real-Time PCR e realizacdo de uma prova bioldgica da infeccdo através
da inoculacdo do sangue dos cées em cobaias.

Do dia 31 ao 90 apo6s a infeccdo, a coleta de amostras de sangue para realizacdo do
teste soroldgico foi realizada, porém com intervalo de sete dias entre as coletas. Na etapa
final, do dia 91 ao 180, este procedimento foi realizado a cada 14 dias.

O fluxograma das etapas experimentais esta apresentado na figura 3.
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Figura 3. Fluxograma do procedimento experimental. (LL = larvas; NN=ninfas; AA=adultos; ¢ ¢ii = fémeas ingurgitadas).
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3.6.1 Hemograma

Amostras de 0,8 mL de sangue de cada cdo foi acondicionado em tubos de coleta a
vacuo contendo EDTA (BD Vacutaneir™) e levado ao Laboratério de Hematologia Clinica
do Departamento de Clinica Médica da FMVZ-USP para a realizacdo da contagem
automatica de células sanguineas no aparelho modelo ABC VET (Horiba ABX Brasil®, Sdo
Paulo, Brasil) para obtencdo dos valores hematoldgicos: contagem de hemacias, niveis de
hemoglobina, volume globular, contagem de leucdcitos e plaquetas (JAIN, 1986).

3.6.2 Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Amostras de 0,5 mL de sangue de cada cdo e dos cobaias que ndo adoeceram foram
acondicionados em tubos tipo Eppendorf® e centrifugadas para obtengéo de soro. Estes foram
mantidos a -20°C até a realizacdo dos exames. A confeccdo do antigeno e as reacGes foram
realizadas utilizando-se laminas confeccionadas com antigeno bruto de R. rickettsii cultivada
em células Vero, conforme descrito por Horta et al. (2004) e o conjugado anti-cdo 1gG e anti-
cobaia 1gG (Sigma®, St. Louis, USA). Os soros foram diluidos inicialmente para 1:64 e,
guando detectado anticorpos nas amostras de cdes, foi realizada a titulacdo. A leitura das
laminas foi realizada em microscopio de fluorescéncia (BX60; Olympus®) com aumento de
400x. Uma média geométrica para cada grupo foi obtida ao transformar cada titulo em
logaritmo de base 2. Em seguida a média aritmética foi calculada para cada dia tornando
possivel a construcdo de uma curva sorologica durante todo o experimento. O soro ndo reativo
na diluigdo 1:64 foi considerado negativo (BREITSCHWERDT et al., 1988).

3.6.3 Deteccdo de DNA de R. rickettsii nos caes

A extracdo de DNA a partir do sangue dos cées foi realizada através do kit comercial
(DNEasy Tissue Kit®, Qiagen, USA) conforme o protocolo preconizado pelo fabricante. As
amostras com DNA extraido foram mantidas a -80°C até a realizacdo da Real-time PCR.

Para deteccdo de DNA de R. rickettsii, as amostras de DNA do sangue dos cées foram
processadas individualmente pela técnica de real-time PCR utilizando os “primers”
CS-5 (5’-GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGAT-3’) e CS-6 (5-
AGGGTCTTCGTGCATTTCTT-3’), para amplificar um fragmento de 147-bp do gene citrato
sintase (gltA) de Rickettsia spp. Uma sonda interna fluorogénica [5° 6-FAM
d(CATTGTGCCATCCAGCCTACGGT) BHQ-1 3’] (Integrated DNA Technologies, San
Diego, CA, USA) foi usada na reacdo (Labruna et al. 2004c). A técnica de amplificacdo
utilizando o aparelho 7500 Real Time PCR System (Applied BioSystems®, Foster City, CA,
USA) foi realizada com 25 pL por reacdo (2,5 pL de amostra de DNA de sangue de cada
animal, 2,5 pL de solucdo tampao para PCR (10X), 4uL de dNTP (1,25mM), 1uL MgCl,
(50mM), 0,1uL de Platinum Tagq DNA polymerase (5,000 U/mL) (Invitrogen, S&o Paulo,
Brazil), 1uL de cada “primer” a 10uM, 0,25uL da sonda a 20uM e agua miliQ g.s.p.). As
condigdes dos ciclos da Real-time PCR foram descritas por Labruna et al. (2004c). Para cada
reacao, um controle positivo (300 ng de DNA de R. parkeri obtido do cultivo de células Vero)
e cinco controles negativos (2,5uL de dgua miliQ) foram preparados.

3.6.4 Deteccdo de R. rickettsii em cobaias

Amostras de 500puL de sangue fresco, coletadas do dia zero ao dia 30 apds a infeccéo,
foram inoculadas por via intraperitoneal em cobaias como prova biol6gica da presenca e
viabilidade de Rickettsia sp. circulante nos cédes. As inocula¢des foram realizadas com réplica,
isto é: duas cobaias / dia de coleta / cdo. A temperatura retal das cobaias também foi avaliada
diariamente. Quando a temperatura ultrapassou os 40°C por trés dias consecutivos, a cobaia
foi sacrificada com anestésico geral (cloridrato de quetamina) e submetida a necropsia.
Fragmentos de baco foram armazenados a -80°C, e posteriormente, a extracdo de &cidos
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nucléicos foi realizada para execucao do diagnostico molecular através da Real-Time PCR da
mesma forma que realizado com as amostras de sangue dos caes.

3.7 Procedimento Experimental para a Avaliacdo do Potencial de R. sanguineus como
Vetor de R. rickettsii

3.7.1 Acondicionamento de larvas, ninfas e fémeas ingurgitadas

Diariamente, as camaras de infestacdo foram abertas para verificacdo da sua
integridade e recuperacdo dos espécimes ingurgitados. Com 0s objetivos de se verificar a
prevaléncia da infeccdo, o potencial de R. sanguineus como vetor de R. rickettsii a animais de
laboratorio (cobaias) e as possiveis alteracbes dos processos bioldgicos dos carrapatos
infectados, larvas e ninfas foram contadas e acondicionadas em frascos de vidros vedados
com bucha de algoddo na propor¢do de 20 espécimes/frasco (CANCADO et al., 2007). As
fémeas ingurgitadas foram pesadas diariamente e presas em decubito dorsal com fita adesiva
em placas de Petri, apds a oviposicdo a massa de ovos também foi pesada. Todos 0s
exemplares de R. sanguineus foram mantidos em estufa tipo B.O.D. a 24+1°C, 80+5%UR
para a acompanhamento dos processos de ecdise e ecloséo larval.

As fémeas ingurgitadas de A. aureolatum foram mantidas em camara dessecadora
(>95%UR) em temperatura ambiente para dar continuidade a colénia do Laboratério de
Doencas Parasitarias (VPS/IFMVZ-USP).

3.7.2 Determinacgéao da prevaléncia da infec¢gdo em R. sanguineus
a) Teste de hemolinfa

Todos os machos de R. sanguineus recuperados nos cdes tiveram a por¢do distal de
uma das patas cortada. Assim, uma ou duas gotas de hemolinfa obtidas foram despejadas em
lamina de vidro limpa e desengordurada. O material foi fixado ao calor e corado pelo método
de Gimenez (BURGDORFER, 1970). As laminas foram, posteriormente, examinadas em
microscopio éptico no aumento de 1200x a fim de se visualizar estruturas coradas com
caracteristicas morfologicas semelhantes a Rickettsia sp.

b) Diagnostico Molecular

A prevaléncia da infec¢do em larvas, ninfas e adultos de R. sanguineus oriundos de
carrapatos alimentados nos cées dos grupos 1 e 2 foi obtida através de diagnéstico molecular
apos o calculo do “n” amostral com 95% de confianca na verificacdo da prevaléncia da
infeccdo na populacdo, segundo Thrusfield (2004). O calculo considerou o grupo
experimental, cada estagio de desenvolvimento (larva, ninfa e adulto) e o dia de recuperacao
das larvas e ninfas ingurgitadas. Para determinar o nimero de larvas foi escolhido o dia modal
de recuperagdo das fémeas ingurgitadas nos cdes. O tamanho da amostra esta apresentado na
tabela 1 abaixo.

A extracdo do 4acido nucléico dos espécimes de R. sanguineus foi feita
aproximadamente 25 dias apés a ecdise / eclosdo. A extracdo de DNA das larvas foi realizada
em grupos de cinco individuos de acordo com o protocolo de fervura (HORTA et al. 2005a),
enquanto das ninfas e dos adultos se deu individualmente segundo o protocolo de
Chomkzynski (1933), adaptado por Sangioni et al. (2005).

O teste molecular utilizado foi a técnica de PCR com uso de sequéncias iniciadoras
“primers” do gene citrato sintase  (gltA) de  Rickettsia  spp. (5’-
GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3* e 5 -GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCA
GGAT-3’) para amplificar um fragmento de 401pb, conforme Labruna et al. (2004c). A
reacao foi realizada no Mastercyle Gradient, Eppendorf®, segundo Labruna et al. (2004c),
contendo em cada reacdo 2uL. (DNA de ninfas e adultos) ou 5pL (DNA de larvas) de amostra
de DNA, 5uL de solucdo tampéo para PCR (10X), 8uL de dNTP (1,25mM), 1,5uL MgCl,
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(50mM), 0,3uL de Platinum Tagq DNA polymerase (5,000 U/mL) (Invitrogen, S&o Paulo,
Brasil), 2,5uL de cada “primer” a 10 uM e agua mili-Q g.s.p. para volume final de 50 uL. O
produto da técnica de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2%, corado com
brometo de etidio.

Tabela 1. Tamanho da amostra de Rhipicephalus sanguineus submetida a analise molecular
para determinagdo da prevaléncia da infeccdo de R. rickettsii na populacdo segundo
Thrusfield (2004).

) NUmero de individuos /
R. sanguineus

Céo dia de recuperacao apos a infeccao (d0) Total

Estagio dé d7 d8 d9 d10 dll

Grupo 1 La_lrvas 60 60 60 180

Ninfas 32 32 3 0 0 0 67

Adultos 28 46 9 2 2 0 87

Larvas 90 90 180

Grupo 2 Ninfas 3 13 26 20 0 0 62

Adultos 0 3 44 26 5 3 81

Larvas 30 30 60

Controle Ninfas 1 28 1 0 0 0 30

Adultos 3 25 7 3 2 0 40

3.7.3 Avaliacéo da transmisséo de R. rickettsii por R. sanguineus a cobaias

Os carrapatos utilizados nesta etapa procederam do dia modal de recuperacdo dos
espécimes ingurgitados em caes infectados com R. rickettsii através de inoculacdo via
intraperitoneal (grupo 1) e através da infestacdo de carrapatos infectados (grupo 2) e nédo
infectados (grupo controle) descritos anteriormente. As larvas, ninfas e os adultos de R.
sanguineus tinham aproximadamente 25 dias de jejum no momento da infestacdo, conforme
utilizado nos estudos de biologia de carrapatos (SARTOR et al., 1996).

Para avaliar a capacidade vetorial das larvas, 12 cobaias (Cavia porcellus) foram
infestados com 100 larvas de R. sanguineus oriundas de fémeas alimentadas nos cées dos
grupos 1 e 2. A capacidade vetorial de ninfas de R. sanguineus foi avaliada através da
infestacdo de 16 cobaias com 20 espécimes cada um, sendo quatro animais com carrapatos
oriundos de cées do grupo controle. O mesmo procedimento foi realizado para adultos, sendo
oito cobaias na proporgéo de cinco casais de R. sanguineus/animal provenientes de cées dos
grupos 1 e 2.

Diariamente, as cobaias foram examinadas quanto ao apetite (ausente/presente) e
tiveram a temperatura retal aferida diariamente. Quando foi observada temperatura superior a
40°C por trés dias consecutivos, estes animais foram sacrificados, conforme descrito
anteriormente, e necropsiados retirando fragmentos de bacos os quais foram conservados
-80°C (figura 4). No momento da necropsia, amostras de sangue desses animais foram
inoculadas em cultivo celular a fim de se realizar o isolamento do agente através da técnica de
“shell vial” descrita por Marrero e Raoult (1989) e adaptada por Labruna et al. (2004c). Apds
a deteccao de estruturas morfologicamente compativeis com riquétsia em cultivo celular, uma
amostra do cultivo foi submetida a extracdo de DNA através do kit comercial (DNEasy Tissue
Kit®, Qiagen, USA) e a Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR). O produto amplificado foi
purificado com o kit EXoSAP®-IT (USB-Corporation) e submetido ao sequenciamento
genético (modelo ABI Prism 3100 Genetic Analyser, Applied Biosystems®) utilizando-se o0
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kit Big Dye 3.1® segundo instrucdes do fabricante. As sequéncias obtidas foram analisadas
através do “BLAST Analisys” (ALTSCHUL et al., 1990) e comparadas com outras
seqliéncias disponiveis no GenBank, possibilitando a confirmacédo do agente.

Os animais que ndo adoeceram apds 21 dias da infestacdo com carrapatos foram
sacrificados e amostras de soro foram armazenadas a -20°C para realizacdo do teste
soroldgico (RIFI) conforme descrito anteriormente.

Os carrapatos desprendidos naturalmente, ap6s a alimentacdo em cobaias, foram
acondicionados em frascos de vidro ou placa de petri e mantidos em estufa tipo B.O.D. a
24+1°C e 80+£5%UR para realizacdo da muda ou postura de ovos/eclosdo larval (figura 5).
Apds aproximadamente 25 dias de muda/eclosdo os exemplares foram submetidos ao
diagnéstico molecular com o objetivo de verificar a manutencdo do agente através das
transmissdes trans-estadial e transovariana. Os protocolos de extracdo e conservacdo de DNA
e de realizacdo da PCR foram os mesmos utilizados para os carrapatos oriundos das
infestacbes em caes.

O fluxograma desta etapa experimental esta apresentado na Figura 3.
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Figura 4. Sacrificio de uma cobaia (A) e, posterior, coleta de sangue para isolamento do
agente (B). Em condigOes de segura, realizagdo da necropsia do animal (C) e coleta de
fragmento do baco (D).

Im.“ : . -
i < A& 3

Figura 5. Ninfas (A) e fémeas ingurgitadas (B) de Rhipicephalus sanguineus na camara de

infestacdo em cobaias. Fémeas ingurgitadas de R. sanguineus fazendo postura na placa de

Petri em condicdes controladas(C).
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3.7.4 Avaliacdo dos parémetros bioldgicos de R. sanguineus alimentados em cées
infectados e nédo infectados por R. rickettsii

Os parametros bioldgicos dos carrapatos oriundos dos cées infectados com R. rickettsii
através de inoculacdo via intraperitoneal (grupo 1) e através da infestacdo de carrapatos
infectados (grupo 2) foram observados e comparados com o do grupo controle com o objetivo
de avaliar os efeitos patogénicos da infecgdo por R. rickettsii na populagédo de R. sanguineus.
Durante o processo de muda e oviposicdo, os carrapatos alimentados nos cdes infectados
(grupos 1 e 2) e ndo infectados (grupo controle) foram acompanhados diariamente para
observacao dos seguintes parametros:

- Periodo parasitério (dias): determinado como aquele compreendido desde o dia da
infestacdo até o dia de desprendimento de cada fémea.

- Percentuais de recuperacdo de espécimes ingurgitados e de ecdise, periodos de pré-
postura e de incubacdo dos ovos (dias), conforme defini¢bes de Bellato e Daemon (1997a,b).

- Percentual de fémeas férteis: relacdo do nimero de fémeas que originaram larvas em
relacdo ao total de fémeas infestadas por céo.

- indices de Eficiéncia Reprodutiva e Nutricional, segundo Bennet (1974). Para tais
foram calculados ainda os pesos das fémeas ingurgitadas e das massas de ovos (mg).

A comparacdo estatistica dos parametros foi realizada por Andlise de Variancia
(ANOVA) ou Qui-Quadrado, ressalvado os casos de distribuicdo ndo normal. Nestes casos,
foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (SAMPAIO, 2002). As medias foram
consideradas significativamente distintas quando P<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliar a Susceptibilidade dos Cées a Infeccdo por R. rickettsii

Durante todo o experimento, os cdes do grupo controle ndo apresentaram sinais da
infeccdo por R. rickettsii, isto €, ndo apresentaram alteracdes clinicas, hematologicas nem foi
detectado DNA de Rickettsia sp. ou anticorpos reativos no sangue/soro. Enquanto que os caes
que foram desafiados a infec¢cdo com R. rickettsii através da inoculacdo via intraperitoneal
(grupol) ou atraveés da infestacdo com carrapatos (grupo 2) desenvolveram sinais da infec¢éo.

Alteracbes comportamentais como letargia e reducdo/ auséncia de apetite nos cées
grupos 1 e 2 foram verificadas nos periodos em que o0s animais apresentaram febre e
riquetsemia segundo diagnostico molecular (Figura 6). A temperatura retal excedeu a 39,5°C
nos dois grupos desafiados a infeccdo, mas apenas no grupo 1 este quadro perdurou mais de
seis dias (Figura 7). Todos os animais submetidos a infeccdo tiveram a temperatura retal
aferida superior a 40°C por no minimo dois dias consecutivos. Os cdes do grupo 1
apresentaram febre ja no segundo dia apos a infeccdo mantendo-se assim até o setimo, 11° e
12° dias. Neste mesmo periodo, 0s animais tiveram apetite reduzido ou ausente. No grupo 2,
observou-se reducdo ou auséncia de apetite do quinto dia até o 10° e 14°dias. Estes animais
apresentaram febre do quinto ao 11°dia. Os cdes infectados apresentaram um curto periodo de
riquetsemia, exceto um anico animal do grupo 1 (animal B) com 13 dias de acordo com a
técnica de Real-Time PCR. Observou-se que a inocula¢do do sangue dos cdes em cobaias
comprovou o periodo de riquetsemia desses animais e a viabilidade da riquétsia.

Apenas um cdo apresentou alteraces oftalmicas entre o sexto e décimo dia apés a
infeccéo, sendo estas: conjuntivite e blefarite bilateral.

23



Riquetsemia D
, e
2777 2F

Gzz222222222722222F

Lesédo ocular

i A A
) o
G

Anorexia

Febre e letargia

D
////////////////////////////gE
iz s s VAR

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias ap06s a infecgéo

Grupo 1: 3 (A, B, C) caes infectados através da inoculagéo via intraperitoneal

£
m Grupo 2: 3 (D, E, F) cées infectados através de carrapatos infectados.

Figura 6. Aspectos clinicos e de riquetsemia de cdes infectados experimentalmente com
Rickettsia rickettsii (d=0) através de inoculagdo via intraperitoneal (grupol: animais A, B e C)
e de infestacdo experimental de carrapatos infectados carrapatos infectados (grupo 2: animais
D,EeF).
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Figura 7. Valores da temperatura retal aferida em cées infectados experimentalmente com
Rickettsia rickettsii (d=0) através de inoculacao intraperitoneal (grupo 1 = animais A, Be C) e
de infestacdo experimental de carrapatos infectados s (grupo 2 = animais D, E e F).
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A principal alteragdo hematoldgica observada nos cées foi a trombocitopenia. Em dois
dos |cdes do grupo 1, observou-se reducdo no numero de plaguetas do quarto ao 10° dia, no
outro animal esta alteracdo foi verificada somente no 10° dia. Os cdes do grupo 2
apresentaram valores abaixo dos de referéncia do oitava ao 12° de experimento. A diminuicéo
no numero de eritrécitos, volume globular e concentracdo de hemoglobina foi mais evidente
nos cdes do grupo 2 entre o dia oito e 12 apo6s a infestacdo. Os valores médios encontrados
nos exames hematoldgicos dos caes infectados (grupos 1 e 2) e dos cées ndo infectados (grupo
controle) estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Valores médios da temperatura retal e dos exames hematolégicos dos caes
infectados experimentalmente com Rickettsia rickettsii (d=0) através de inoculagdo via
intraperitoneal (grupo 1 = (1), atrayés da infestacdo experimental de carrapatos infectados
(grupo 2 = (A—A) e do grupo néo infectado (grupo controle = x—x). A faixa cinza indica
valores de referéncia para cées.




Os cées do grupo 1 apresentaram sorologia positiva quatro dias apds a inoculacéo
enguanto os cdes do grupo 2 foram soropositivos no oitavo e décimo dias apos a infestacdo
com carrapatos infectados (figura 10). Um cédo (animal C) do grupo 1 apresentou titulo de
1:65536 no 24° dia apds a infeccdo. O maior titulo observado nos cées do grupo 2 foi de
1:32768. O pico foi verificado nos demais cdes deste grupo nos dias 24 e 44, e nos animais do
grupo 2 nos dias 16, 72 e 100 apos a infeccdo. Apos seis meses, estes cdes ainda apresentaram
titulos de 1:2048, 1:4096 e 1:8192 (Figura 9). Os titulos obtidos nos exames de todos os
animais durante o experimento estdo expressos no Anexo B.

Figura 9 Soro de cdo positivo, anti-Rickettsia rickettsii, através da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta, na diluicao de 1/64.
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Figura 10. Valores medios dos titulos de anticorpos encontrados na reacdo de
Imunofluorescéncia indireta (RIFI) em cdes infectados experimentalmente com Rickettsia
rickettsii (d=0) através de inoculacdo via intraperitoneal (grupo 1 = () e de infestacao
experimental de carrapatos infectados (grupo 2 = A—aA).
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4.2 Determinagdo da Prevaléncia da Infeccdo de R. rickettsii em R. sanguineus
Alimentados em Caes Infectados Experimentalmente.

Os machos de R. sanguineus foram recuperados, quando as ultimas fémeas
ingurgitadas se desprenderam, e levados ao laboratério para a realizacdo do teste de
hemolinfa. Porém ndo foi possivel visualizar estruturas morfologicamente semelhantes a
Rickettsia em nenhuma das laminas coradas, apenas poucas células foram observadas nas
amostras.

Todos os carrapatos alimentados nos cdes do grupo controle foram negativos no
diagnostico molecular (PCR).

As 260 larvas de R. sanguineus provenientes de fémeas alimentadas em cées
submetidos a infeccao (grupos 1 e 2) de R. rickettsii foram negativas na técnica de PCR.

Ninfas e adultos de R. sanguineus provenientes de larvas e ninfas alimentadas nos cées
dos grupos 1 e 2 apresentaram o fragmento de 401pb do gene citrato sintase de Rickettsia sp.
amplificado na PCR (figura 11). A prevaléncia da infecgdo na populagéo de R. sanguineus
alimentada nos cdes dos grupos 1 e 2 estdo apresentadas na tabelas 2 (ninfas) e 3 (adultos). A
prevaléncia de ninfas infectadas na populacdo de R. sanguineus alimentados em cées
infectados foi de 19,4%, enquanto de adultos foi de 36,9%. Observa-se que nos dois estagios
de desenvolvimento a maior prevaléncia de infec¢do foi obtida no grupo de cées infectados
por inoculacdo via intraperitoneal (grupo 1). Neste grupo, os maiores valores de prevaléncia
da infecgéo ocorreu em ninfas e adultos oriundos de larvas e ninfas recuperadas nos dias 6 e 7
apos a infeccdo diferente do observado no grupo 2.

Tabela 2. Prevaléncia por dia de recuperagéo e a prevaléncia total da infecgdo em ninfas de
Rhipicephalus sanguineus oriundos de larvas alimentadas em cées infectados com Rickettsia
rickettsii através de inoculagdo via intraperitoneal (Grupo 1) e de infestacdo experimental de
carrapatos infectados (Grupo 2).

Dia de recuperacdo apo6s a infeccéo (d0)

Céo Prevaléncia Total
dé d7 D8 do
Grupo 1 28,1 28,1 3 - 28,4
Grupo 2 0 0 15,4 10 10,3

Tabela 3 Prevaléncia por dia de recuperacdo e a prevaléncia total da infeccdo em adultos de
Rhipicephalus sanguineus oriundos de ninfas alimentadas em cdes infectados com Rickettsia
rickettsii através de inoculagdo via intraperitoneal (Grupo 1) e de infestacdo experimental de
carrapatos infectados (Grupo 2).

Dia de recuperacao apo6s a infecgdo (d0)

Céo Prevaléncia Total
dé d7 ds8 do d10 d1l
Grupo 1 28,6 50 22,2 0 0 - 37,9
Grupo 2 - 0 40,9 30,8 20 66,7 35,8
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4.3 Avaliacédo da Transmissdo de R. rickettsii por R. sanguineus a Cobaias

Nenhuma das 12 cobaias infestadas experimentalmente com larvas provenientes de
fémeas alimentadas em cédes dos grupos 1 e 2 adoeceu durante os 21 dias de observacédo
clinica. Com este achado, 40 fémeas alimentadas em cdes dos grupos 1 e 2, que terminaram a
oviposicdo foram submetidas a extracdo de DNA e a PCR conformes os protocolos ja
descritos. Observou-se que 34 (94,4%) das 36 fémeas foram positivas a reagdo. O soro desses
animais ao serem submetidos a RIFI foram negativos na diluicdo de 1:64.

Apenas uma cobaia das 16 infestadas experimentalmente com ninfas de R. sanguineus
oriundos de larvas alimentadas em cdes dos grupos 1 e 2 adoeceu. Este animal recebeu ninfas
oriundas de um cdo do grupo 2. Oito dias ap6s a infestacdo, o animal apresentou temperatura
superior a 40°C que permaneceu por trés dias consecutivos quando, entdo, foi sacrificado e
necropsiado (Figura 13). Uma amostra do baco foi submetida a PCR, observando-se o
fragmento de 401pb amplificado ap6s a observacdo em gel de agarose e eletroforese.
Amostras de sangue deste animal foram usadas para isolamento do agente em cultivo de
células Vero seguindo a técnica de “shell vial”. No 16°dia do cultivo celular, foi possivel
observar estruturas intracelulares morfologicamente semelhantes a de Rickettsia sp. em
laminas coradas segundo Gimenez (figura 12). Apos a extracdo de DNA do isolado, PCR,
sequenciamento genético e andlise das seqliéncias de nucleotideos foi possivel verificar 100%
de similaridade com R. rickettsii depositada no GenBank. Finalmente, amostras de soro de
todos os 16 animais foram submetidos a analise soroldgica através da reacdo de
Imunofluorescéncia indireta, e apenas o animal que adoeceu foi reativo na titulacdo de 1:64.
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Figura 11. Gel de agarose 2% com padrdo de peso molecular (“Low DNA Mass Ladder”,

Invitrogen®), controles positivo (C+), negativos (C- 1,2) e seis amostras com bandas
amplificadas.

Figura 12. Meio de cultivo para isolamento de Rickettsia rickettsii segundo a técnica de
“shell vial” (A) e estruturas morfologicamente semelhantes a Rickettsia sp. em lamina
contendo amostra corada pelo método de Gimenez (B).
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Figura 13. Valores da temperatura retal aferida em cobaias infestadas experimentalmente
com ninfas de Rhipicephalus sanguineus (d=0) oriundas de larvas alimentadas em cées
infectados com Rickettsia rickettsii através de inoculagdo via intraperitoneal (Grupo 1 =
animais a, b, c, d, e, f) e de infestacdo experimental de carrapatos infectados (Grupo 2 =

animais a,b,c, d, e, f) e nos cées do grupo controle (controle= a, b, c, d).
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Sete dos oito animais infestados com adultos de R. sanguineus provenientes de ninfas
alimentadas em cdes do grupo 1 e 2 apresentaram febre do sexto ao nono dia apos a infestagédo
quando foram sacrificados e necropsiados (Figura 14). As amostras de cultivo celular foram
positivas apds 14 dias. Assim como realizado anteriormente, a analise das sequéncias de
nucleotideos confirmou a infeccdo por R. rickettsii nos animais que adoeceram. As amostras
de soro foram reativas a RIFI na diluicdo de 1:64, exceto o soro do animal que ndo adoeceu
durante os 21 dias de observacdo apos a infestacdo com carrapatos.
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Figura 14. Valores da temperatura retal aferida em cobaias infestadas experimentalmente
com adultos Rhipicephalus sanguineus (d=0) oriundos de ninfas alimentadas em cées
infectados com Rickettsia rickettsii através de inocula¢do via intraperitoneal (grupo 1 =
animais a, b, c, e d) e de infestacdo experimental de carrapatos infectados (grupo 2 = animais
a,b,ced).
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4.4 Avaliacdo da Manutencéo de R. rickettsii na Populagéo de R. sanguineus

Amostras de carrapatos oriundos de cobaias que adoeceram e estavam positivos a
infeccdo por R. rickettsii foram submetidas ao diagndstico molecular (figura 15). Assim, ndo
foi realizada PCR das ninfas oriundas de larvas alimentadas em cobaias, visto que nenhum
animal adoeceu e que 100% das larvas que as originaram foram negativas, embora 100% das
fémeas ap0s terminarem a oviposicdo tenham sido positivas a PCR.

Dezoitos adultos oriundos de ninfas alimentadas em cobaias tiveram DNA extraido e
submetidos a PCR. Sete de nove (77,78%) carrapatos oriundos do animal que adoeceu foram
positivos no diagnostico molecular. Este resultado demonstrou a transmisséo transestadial de
R. rickettsii em R. sanguineus: sendo que a infeccdo ocorreu quando as larvas foram
alimentadas em cées infectados e se manteve nas ninfas e nos adultos.

Um total de 210 larvas oriundas de adultos alimentados em cobaias que adoeceram
com a infestacdo de R. sanguineus foram submetidas ao diagndstico molecular. Na PCR, 84
(40%) foram positivas. As quatro quendgenas e as larvas (30) referentes ao animal que ndo
adoeceu foram negativas a PCR. A transmissdo transovariana de R. rickettsii foi constatada
quando a infecgéo se deu na alimentacdo de ninfas de R. sanguineus em cées infectados.
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Figura 15. Diagrama da manutencdo da infeccdo de Rickettsia rickettsii na populacdo de Rhipicephalus sanguineus mantida através de

infestacBes experimentais em cdes infectados (grupo 1 e 2) e, posteriormente, em cobaias livres de patdgenos.
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4.5 Avaliacdo dos Parémetros Bioldgicos de R. sanguineus Alimentados em Caes
Infectados e N&o Infectados por R. rickettsii

Os parametros bioldgicos referentes as fases parasitaria e nao-parasitaria de fémeas de
R. sanguineus ingurgitadas em cées dos grupos 1, 2 e controle estdo expostos na tabela 4. Oito
fémeas ingurgitadas em cdes infectados através da inoculacdo via intraperitoneal morreram
em menos de 72 horas ap6s a recuperacao. Esses carrapatos tinham coloracdo mais escura que
o normal. Os maiores percentuais de recuperacdo e de fémeas férteis foram observados nos
carrapatos alimentados no grupo 2, assim como o0 maior periodo parasitario. O processo de
eclosdo larval ndo foi acompanhado diariamente, mas constatou-se que em todos 0S grupos
experimentais foi realizado com sucesso (>90% eclosédo larval).

Os dados obtidos nas fases parasitaria e ndo-parasitaria dos estagios imaturos de R.
sanguineus alimentados em cées infectados com R. rickettsii (grupos 1 e 2) e ndo infectados
(grupo controle) sdo apresentados na tabela 5 e 6. Em funcdo da grande quantidade de
atividades no laboratério, ndo foi possivel acompanhar diariamente os processos de muda,
mas foi possivel verificar que: apos trés dias do inicio da ecdise ninfal a maioria dos frascos
apresentavam mais de 90% de ecdise e que uma semana apos o inicio da ecdise de adulto a
maioria também ja havia realizado a muda. Apesar de ndo se ter o dia preciso do final do
processo, verificou-se que nenhum dos grupos experimentais se comportou de forma diferente
dos demais. Os percentuais de recuperacdo de larvas e ninfas ingurgitadas nos cées infectados
foram inferiores aos do grupo controle. As larvas de R. sanguineus alimentadas nos cées do
grupo 2 e as ninfas referentes aos cdes do grupo 1 retrataram melhor desempenho no processo
de muda (maior percentual de ecdise).

36



Tabela 4. Parametros bioldgicos referentes as fases parasitaria e ndo-parasitaria de fémeas de
Rhipicephalus sanguineus ingurgitadas em caes infectados com Rickettsia rickettsii através de
inoculacéo via intraperitoneal (Grupo 1) e de infestagéo experimental de carrapatos infectados
(Grupo 2) e em cées ndo infectados (Grupo Controle) e mantidas em estufa tipo B.O.D. a

24+1°C e 80+5%UR.
A Cées do Grupo Cées infectados
Parametro
Controle Grupo 1 Grupo 2
Periodo Parasitario 7,740,7° 7,6£1,1° 9,4+1,2°
% de Recuperagao 77,5° 65° 91,78
% de Fémeas Férteis 72,5° 51,7° 91,78
EN 68,1+10,9a 66,5+13,82 72,2452
(24,7-76,2) (13,7-76,9) (60,0-92,7)
IER 56,3+12,6 56,6+132 61,2+4,48
(18,8-64,5) (9,6-64,6) (49,8-77,9)
) _ _ 117,6+34,5" 126,8+30,5% 120,7+28,42
Peso das Fémeas ingurgitadas (mg)
(51,8-197,2) (71-201,7) (56,4-192,9)
68,6+26,82 75,2425 44 73,8+19,7°
Peso da massa de ovos (mg)
(10,8-117,1) (10,1-123,5) (33-124,6)
) , _ 5,5+0,7° 5,6+2,3° 4,4+1,3"
Periodo de Pré-Postura (dias)
(5-7) (3-15) (2-7)
] _ 28,3+0,7° 29,0041,5% 27,8+0,8"
Periodo de Incubacéo (dias)
(27-30) (27-34) (26-29)

Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significantes (P<0,05).
IEN e IER: Indices de Eficiéncia Nutricional e Reprodutiva, respectivamente, segundo Bennet (1974).

*Valores apresentados como: média aritmética + desvio padrdo (amplitude entre parénteses).
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Tabela 5. Parametros bioldgicos referentes as fases parasitaria e ndo-parasitaria de larvas de
Rhipicephalus sanguineus ingurgitadas em caes infectados com Rickettsia rickettsii através de
inoculacéo via intraperitoneal (Grupo 1) e de infestag@o experimental de carrapatos infectados
(Grupo 2) e em cées ndo infectados (Grupo Controle) e mantidas em estufa tipo B.O.D. a
24+1°C e 80+5%UR.

Caes infectados

Parametro Grupo Controle
Grupo 1 Grupo 2
Periodo Parasitario 5+0,3? 4,6+0,7° 4,5+0,6"
% de Recuperaco 89,9 47,9° 24,2°
% de Ecdise 82,7% 80,6° 85,8"

Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significantes (P<0,05).
*Valores apresentados como: média aritmética + desvio padrdo (amplitude entre parénteses).

Tabela 6. Parametros bioldgicos referentes as fases parasitaria e ndo-parasitaria de ninfas de
Rhipicephalus sanguineus ingurgitadas em cdes infectados com Rickettsia rickettsii através de
inoculacdo via intraperitoneal (Grupo 1) e de infestacdo experimental de carrapatos infectados

(Grupo 2) e em cées ndo infectados (Grupo Controle) e mantidas em estufa tipo B.O.D. a
24+1°C e 80+5%UR.

Caes infectados

Paréametro Grupo Controle
Grupo 1 Grupo 2
Periodo Parasitario 5,3+0,5° 6,6+0,8° 4,8+0,7°
% de Recuperacao 92° 71,7° 45,3°
% de Ecdise 76,3 74,2 68"

Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significantes (P<0,05).
*Valores apresentados como: média aritmética + desvio padrdo (amplitude entre parénteses).
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5 DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo da Susceptibilidade do Cdo Domeéstico a Infeccdo

A sintomatologia dos cdes infectados com R. rickettsii cepa oriunda de area endémica
(Mogi das Cruzes/SP) do Brasil foi semelhante as encontradas nos estudos de “Rocky
Mountain Spotted Fever” (RMSF) (BREISCHWERDT et al., 1988; NORMENT;
BURGDORFER, 1984; KENNAN et al., 1977a, b). A variacdo no grau de morbidade pode
ser explicada pela dose/via de inoculagcdo ou particularidades das cepas e dos hospedeiros
(raca, idade) utilizados nos diferentes trabalhos. No presente trabalho, ndo foram observados
comprometimento neuroldgico e desenvolvimento de lesdes petequiais e esquimoticas
relatadas na literatura (GASSER et al., 2001; MIKSZEWSKI; VITE, 2005). Como visto na
literatura, a doenca ndo é comumente fatal aos cdes mesmo quando estes nao sao tratados.

A auséncia de sinais dermatoldgicos pode ser explicada pelo nimero de plaquetas que
0s animais infectados apresentaram durante o experimento. Embora tenha sido inferior aos de
referéncia, ndo atingiu os limiares (30 a 50 x10°/uL) que a literatura aponta como suficiente
para ocasionar lesdes de vasos superficiais. Outro fator relevante € a duracdo dessas células na
circulacdo sanguinea do animal, proporcionando um quadro clinico e hematolégico reversivel,
sem danos acumulativos.

As diferencas encontradas nos grupos 1 e 2 eram esperadas em razdo da concentracao
e via de inoculacdo do agente. No grupo 1, um Unico e grande estimulo a resposta imune do
hospedeiro é proporcionado no momento da inoculacao via peritoneal. Enquanto que no grupo
2, 0s caes foram infectados através do processo alimentar do carrapato infectado, necessitando
de maior tempo para a transmissdo do agente propriamente dita, alem de se ter doses
inferiores a presente no inéculo (BALASHOV, 2005).

Breitschwerdt et al. (1991) observaram temperatura retal superior a 39,6°C entre o
segundo e quinto dia em todos os cdes inoculados via intradérmica como o primeiro sinal da
doenga e, na maioria dos animais, a temperatura atingiu 40°C, resultados semelhantes aos
dados aqui apresentados. O comportamento e apetite foram alterados a partir do dia 3 até o dia
5 apos a inoculagéo e so6 foi normalizado no dia 14. No presente trabalho, este longo periodo
de sintomatologia foi verificado apenas no grupo infectado através da alimentagdo dos
carrapatos, isto pode ser explicado pela via de infeccdo. Neste caso, as particularidades
morfofisioldgicas dos ixodideos e seu processo de alimentagdo tém grande importancia no
desenvolvimento da doenca (SPENCER, 1923). Segundo Burgdorfer (1988) ocorre
reativacdo da riquétsia no organismo do carrapato a partir da sua fixacdo no hospedeiro,
diferente do que ocorre na infeccdo através da inoculacdo, quando a riquétsia ja se encontra
ativada.

Este é o primeiro trabalho buscando detectar a presenca de DNA de R. rickettsii em
sangue de cdes infectados através do Real-Time PCR que mostrou ser uma técnica eficaz,
visto 0 adoecimento das cobaias com sangue dos cdes no periodo em que se detectou a
presenca de DNA de Rickettsia. O periodo de riquetsemia e o inicio de sua deteccdo
corroboram os encontrados atraves do isolamento do agente em cultura de células
(BREITSCHWERDT et al., 1988; 1991; BUHLES et al., 1975; DAVIS et al., 1981). Assim,
confirma-se que os cdes tenham um periodo curto de riquétsias circulantes, embora a
patogenicidade permanega viavel.

A trombocitopenia encontrada nos cées infectados com R. rickettsii se da em razéo da
replicacdo de riquétsias no endotélio vascular, a reacdo inflamatdria desencadeia processos de
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ativacdo plaquetaria e disturbios vasculares (aumento da permeabilidade e do tempo de
coagulacdo, por exemplo) segundo Davidson et al. (1990). O processo patogénico €
semelhante ao observado nos seres humanos acometidos com a doenga (WALKER, 1989).
Greene et al. (1985) ao buscar diferencas entre RMSF e Erliquioses em cées verificaram que a
diminuicdo na contagem de plaquetas é o achado mais comum nas duas doencas, sendo na
RMSF geralmente mais grave. No entanto, deve-se ressaltar que a trombocitopenia presente
na Erlichiose Canina se da por depressdo medular que difere da patogénese da infeccéo por R.
rickettsii como ja descrito. No Brasil, ndo ha estudos comparativos, mas sabe-se que a
infeccdo por Ehrlichia canis se caracteriza por trombocitopenia ciclica, leucopenia e até
pancitopenia com anemia arregenerativa nos casos crénicos (ALMOSNY et al., 2000).
Greene et al. (1985) observaram diferengas na freqtiéncia dos casos durante o ano, sendo
casos de RMSF nos cées analisados de ocorréncia sazonal (abril a setembro); enquanto que os
de erlichiose foram diagnosticados durante todo ano. Tais observacdes seriam de grande valia
no entendimento da epidemiologia da Febre Maculosa Brasileira, buscando associa-las a
frequéncia de espécies de carrapatos vetores. Outros autores relataram anemia em cées
inoculados com R. rickettsii via peritoneal ou intradérmica (KEENAN et al., 1977a,b;
BREITCHWERDT et al., 1988).

Apds os seis meses de experimento, foi verificado a presenca de titulos altos nos cées
dos grupos 1 e 2. Este fato ressalta o papel do cdo como sentinela da circulagdo do agente na
natureza, assim como visto em outras infeccdes veiculadas por carrapatos (SHAW et al,
2001). Keenan et al. (1977a) detectaram anticorpos 12 meses ap0s a infeccdo experimental
com R. rickettsii. Deve-se considerar que a soropositividade ndo representa uma infeccéo
recente, embora altos titulos em animais na natureza possa indicar a ocorréncia de re-infeccéo
(SMITH et al., 1983). Tal observacdo é de grande valia em area endémica, uma vez que 0S
cdes podem ser bons indicadores da prevaléncia e da localizacdo do foco da riquetsioses
(FENG et al., 1979; SANGIONI et al., 2005). E importante ressaltar que os farmacos
utilizados no tratamento da RMSF sdo comumente preconizados no tratamento da Erlichiose
Canina inclusive no Brasil. Os cées infectados experimentalmente com R. rickettsii e tratados
com doxiciclina, tetraciclina, enrofloxacina e clorofenicol apresentaram titulos a reacdo da
Imunofluorescéncia indireta a partir do dia 10 e, ainda, no dia 75 ap0s a infeccdo, 0s mesmos
variaram entre 1:84 e 1:1024 (BREITSCHWERDT et al. 1991; 1999). Estes valores foram
inferiores a dos animais ndo tratados, fato que deve ser considerado nos inquéritos sorologicos
de &reas endémicas de carrapatos.

5.2 Determinacdo da Prevaléncia da Infeccdo de R. rickettsii em R. sanguineus
Alimentados em Caes Infectados Experimentalmente.

Os resultados obtidos no presente trabalho diferem dos resultados de Norment e
Burgdorfer (1984), onde os cées experimentalmente infectados com R. rickettsii néo
desenvolveram riquetsemia suficiente para infectar mais que 1% de carrapatos R. sanguineus.
Os autores observaram que o0s carrapatos positivos obtidos, foram apenas ninfas alimentadas
em cées infectados através do parasitismo de D. andersoni sabidamente infectados. Enquanto
Price (1954) verificou alto percentual de adultos de D. variabilis infectados em cées, visto que
este € 0 Unico estagio que parasita o céo.

As larvas de R. sanguineus oriundas de fémeas alimentadas nos cées infectados
apresentaram-se negativas a infeccdo ainda que 100% das fémeas que terminaram a
oviposi¢do tenham sido positivas. Este fato sugere que a transmissdo transovariana ndo tenha
ocorrido em razdo do momento em que ocorreu a infeccdo (BURGDORFER, 1984). Este
resultado ndo permite afirmar que larvas de R. sanguineus ndo adquirem a infecgéo.
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A maior prevaléncia de infeccdo obtida no grupo de cées infectados atraves da
inoculacdo via intraperitoneal (grupo 1) pode ser explicada por uma infeccdo onde ha maior
quantidade de riquétsia ja ativada (BURGDORFER, 1988). Observa-se também que 0s
carrapatos positivos foram recuperados nos dias de riquetsemia dos cdes. Visto o alto
percentual de adultos positivos (66,7%) recuperados dos cées do grupo 2 no dia 11, quando
apenas um cdo apresentava riquetsemia, pode-se sugerir que R. sanguineus ndo adquira a
bactéria nas ultimas horas de alimentagdo. No entanto, um experimento direcionado deve ser
realizado para averiguar tal afirmacdo visto que o sangue periférico ingerido pelo carrapato
pode apresentar concentracdo de riquétsia diferente da encontrada no sangue coletado
diretamente da veia para o diagnostico.

A prevaléncia da infecgdo de R. rickettsii encontrada em ninfas e adultos de R.
sanguineus aponta para a importancia dos cdes na epidemiologia da Febre Maculosa, pois sdo
animais de grande proximidade com o homem, assim como R. sanguineus e seu
comportamento gregario. Observa-se que o cdo apresenta riquetsemia suficiente para infectar
todos os estagios de desenvolvimento de R. sanguineus. Estudos adicionais sdo necessarios
para avaliar se a riquetsemia do cdo possibilita a infeccdo de outras espécies de carrapatos,
principalmente aquelas de baixa especificidade parasitaria, como A. cajennense, visto que
suas larvas e ninfas sdo freqlientemente encontradas em cées (LABRUNA; PEREIRA, 2001)
e por ser o vetor reconhecido da Febre Maculosa Brasileira (GUEDES et al. 2005).

5.3 Avaliacdo da Transmissdo de R. rickettsii por R. sanguineus a Cobaias

Os resultados apresentados demonstram a capacidade de ninfas e adultos de R.
sanguineus transmitirem R. rickettsii. O maior niUmero de cobaias adoeceu apos a infestacdo
de adultos (87,4%) do que de ninfas (8,3%) oriundos de R. sanguineus alimentados em cées
infectados experimentalmente, condizendo com os valores de prevaléncia da infeccédo
encontrados entre os dois estidgios. Embora as ninfas oriundas dos cées do grupo 1 terem
maior prevaléncia da infec¢do (28,4%), o Unico animal que adoeceu foi infestado com ninfas
provenientes dos cdes do grupo 2 (infeccdo através de infestacdo experimental de carrapatos
infectados), fato que aproxima os resultados deste experimento das condi¢Ges naturais visto
que nos trabalhos de campo a prevaléncia de carrapatos naturalmente infectados com R.
rickettsii € baixo (LABRUNA et al., 2004c). A auséncia de transmissdo de R. rickettsii por
larvas de R. sanguineus se deve a auséncia da transmissao transovariana do agente quando o
carrapato se infectou quando adulto e ndo pela incapacidade vetorial do carrapato.

E importante observar que esta infec¢do no cio pode ser adquirida e transmitida por
outra espécie de carrapato, principalmente aquelas de baixa especificidade parasitaria
(McDADE; NEWHOUSE, 1986). Nos cdes de &reas rurais, adultos de A. aureolatum séo
encontrados e comprovados vetores do agente da Febre Maculosa Brasileira (PINTER;
LABRUNA, 2006), semelhante ao que ocorre nos EUA, onde apenas os adultos de
Dermacentor variabilis sdo encontrados nos cdes. Enquanto, larvas e ninfas de A. cajennense
tém baixa especificidade parasitaria sendo encontradas facilmente em cées e seres humanos
(LABRUNA,; PEREIRA, 2000), fazendo do cédo susceptivel a infeccdo por R. rickettsii um
importante disseminador do agente. Consequentemente, a espécie R. sanguineus ndo
representa apenas um vetor competente, mas principalmente um disseminador de R. rickettsii,
visto que seu parasitismo em seres humanos € ocasional. Outro fator é proporcionar a
infeccdo em cdes que sdo animais domésticos de grande contato com seres humanos;
aproximando o agente, principalmente, de criangas. O ato de retirar e espremer o carrapato
pelo homem j& foi demonstrada como uma via de infeccdo, ocasionando a doenca
(PADDOCK et al., 2002).
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Assim, por se tratar de uma doenca que acomete o homem de forma aguda e fatal, um
unico R. sanguineus infectado representa um potencial vetor e deve ser considerado nos
estudos de epidemiologia da doenca.

5.4 Avaliacdo da Manutencédo de R. rickettsii na Populacdo de R. sanguineus

Os resultados obtidos neste experimento demonstram a ocorréncia da transmisséo
transestadial de R. rickettsii entre larvas, ninfas e adultos de R. sanguineus, importante fator
de manutencdo do agente na natureza segundo Burgdorfer (1988). Assim como observado por
Horta et al. (2006) em Ixodes loricatus infectados com R. bellii.

A auséncia de transmisséo transovariana, neste experimento, foi observada quando os
adultos foram infectados ao se alimentarem nos cdes. Pode se pensar que assim como
observado em D. andersoni (BURGDORFER, 1984) este processo de transferéncia de agente
para proxima geracao seja influenciado pelo momento em que ocorre a infeccdo, permitindo
ou ndo que haja colonizacdo dos ovarios pela riquétsia e que desta maneira, 0s ovos e futuras
larvas sejam infectadas. A replicacdo e invasdo celular ocorrem durante a alimentacdo das
ninfas e o desenvolvimento do adulto por isso 0 momento da infeccdo pode determinar o
percentual de transmissdo transovariana sucedida (BURGDORFER, 1984).

Regendanz e Muniz (1936) observaram a transmisséo transestadial quando larvas de
R. sanguineus foram alimentadas em cobaias infectadas com R. rickettsii através de
inoculagéo intraperitoneal. Embora a transmisséo transestadial de ninfas para os adultos tenha
sido considerada apenas pelo adoecimento de cobaias ap6s a inoculacdo de uma solucéo
contendo parte do carrapato adulto semi-ingurgitado. Os autores ndo observaram 0 processo
de alimentacdo dos adultos nos cdes nem a sintomatologia desses hospedeiros. Os ovos e
larvas oriundos de fémeas alimentadas em cées foram inoculados em cobaias, a fim de se
averiguar a permanéncia das riquétsias o que nao foi comprovado com o adoecimento dos
animais.

Matsumoto et al. (2005) buscaram avaliar R. sanguineus como modelo na transmissao
de R. conorii, alimentando ninfas e adultos em coelhos previamente infectados através de
inoculacdo intravenosa. Os autores observaram que 24% das ninfas ingurgitadas eram
positivas e, no entanto, 74% mudaram para adulto a infec¢do se manteve em apenas 2% dos
carrapatos. Enquanto que 90% das fémeas recuperadas que realizaram postura fértil 90% foi
positiva na técnica de PCR.

As diferencas observadas nas taxas de transmissdo do agente entre a populacdo de
carrapatos podem ser explicadas pelas técnicas utilizadas para o diagndstico ao longo do
tempo de pesquisa, assim como caracteristicas intrinsecas as espécies envolvidas. E
importante observar que esses mecanismos ndo sao suficientes para manter por si s6 R.
rickettsii circulante na natureza, visto o comprometimento de sua viabilidade e na fecundidade
dos carrapatos a cada geracdo (McDADE; NEWHOUSE, 1986).

5.5 Avaliacdo dos Parametros Bioldgicos de R. sanguineus Alimentados em Cées
Infectados e N&o Infectados por R. rickettsii

As alteracOes encontradas nos parametros bioldgicos de R. sanguineus alimentados em
cdes infectados e ndo infectados (grupo controle) podem representar possiveis efeitos
patogénicos a populacdo de carrapatos. Embora os resultados encontrados no presente estudo
ndo tenham prejudicado o desempenho da populacdo, acredita-se que ao longo das geracdes a
sobrevivéncia, eclosdo larval e sucesso na muda possam ser comprometidos. Burgdorfer
(1988) e Niebylski et al. (1999) observaram em infec¢cdes experimentais de D. andersoni com
R. rickettsii efeitos patogénicos na colonia a partir da quinta geracdo infectada. Entre os
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estudos com Rickettsia sp. verifica-se que tais efeitos sdo evidenciados ao longo de geracdes
(BURGDORFER, 1988, NIEBYLSKI et al., 1999). A mortalidade de fémeas ingurgitadas de
D. andersoni infectadas e na baixa eclosdo larval foi verificada por Burgdorfer e Brinton
(1975) em razdo da macica infeccdo no organismo do carrapato. No estudo com infeccdo
experimental de R. conorii em R. sanguineus, foi observado efeito deletério na longevidade e
no sucesso de muda e fecundidade dos estagios alimentados em coelhos infectados através de
inoculagBes sucessivas ap0ds a infestacdo com os carrapatos, embora ndo tenha sido observado
doenca clinica nos animais (MATSUMOTO et al., 2005). Santos et al. (2002) observaram
elevada mortalidade (50-70%) das ninfas ingurgitadas e também ma formacdo em 50% dos
adultos que realizaram a muda.

Os carrapatos alimentados em cées infectados através do parasitismo de A. aureolatum
(grupo 2) apresentaram indices de Eficiéncia Reprodutiva e Nutricional, assim como
parametros relacionados a producdo de ovos e ecloséo larval semelhante ou superiores ao dos
carrapatos alimentados em cdes ndo infectados (grupo controle). Este grupo representava
condigdes proximas daquelas encontradas na natureza, sugerindo que tal efeito seja uma
particularidade da relacdo vetor/patdgeno. Observacdo semelhante foi feita por Freitas (2007)
ao avaliar os aspectos bioldgicos de Haemaphysalis leporispalustris alimentados em coelhos
infectados com R. rickettsii. O grupo oriundo de hospedeiros infectados a partir de
inoculacdes teve o desempenho bioldgico prejudicado se comparado com aqueles carrapatos
alimentados em animais ndo-infectados. Em contraposicdo, as larvas alimentadas junto a
machos previamente infectados, situacdo préxima a condi¢do natural segundo a autora,
apresentaram os parametros bioldgicos das fases parasitaria e ndo-parasitaria de larvas, ninfas
e adultos superiores ou semelhantes ao do grupo néo infectado.
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6 CONCLUSOES

A partir do experimento realizado e analise de seus resultados pode-se concluir que:
- Os cdes domésticos sdo susceptiveis a infeccdo experimental de R. rickettsii cepa
Taiacu (Mogi das Cruzes, SP/Brasil).
- As principais alteracbes verificadas nos cdes infectados sdo: febre, prostragéo,
trombocitopenia, sendo possivel ocorrer alteragdo ocular.
- Cées infectados por R. rickettsii através de inoculagdo via intraperitoneal apresentam
riquetsemia do dia 2 ao 8, enquanto os animais infectados através da infestacdo experimental
de carrapatos infectados apresentam riquétsias circulantes do dia 8 all apds a infec¢éo.
- Cées infectados por R. rickettsii através de inoculacdo via intraperitoneal apresentam
anticorpos anti-R. rickettsii a partir do dia 4, enquanto que nos cdes 0s animais infectados
através da infestacdo experimental de carrapatos infectados a resposta soroldgica é observada
apos 8 dias da infeccéo.
- Ap0s seis meses de experimento, os cdes ainda apresentam titulos de anticorpos anti-
R. rickettsii superiores a 2048.
- Larvas, ninfas e adultos de R. sanguineus adquirem a infeccdo quando alimentados
em cées experimentalmente infectados por R. rickettsii.
- Ninfas e adultos de R. sanguineus s&o capazes de transmitir R. rickettsii.
- Ha& transmissdo de R. rickettsii entre os estagios de larvas, ninfas e adultos de R.
sanguineus.
- Quando ninfas de R. sanguineus sdo infectadas com R. rickettsii em cées, ocorre
transmissao transovariana da bactéria.
- Quando adultos de R. sanguineus sdo infectados com R. rickettsii em cées, néo
ocorre transmisséo transovariana da bactéria.
- Larvas, ninfas e adultos de R. sanguineus alimentados em cées infectados com R.
rickettsii através da inoculacdo intraperitoneal apresentam os parametros relacionados a fase
parasitaria alterados.
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CAPITULO I

VIABILIDADE DE ADULTOS DE Rhipicephalus sanguineus (ACARI: IXODIDAE)
MANTIDOS EM TRES TEMPERATURAS POR DIFERENTES PERIODOS DE
JEJUM*

YEm 27/11/2007 enviado para publicacdo no periddico “Experimental and Applied Acarology” como: Piranda,
EM; Cancado, PHD; Raia, VA; Almeida, TK; Labruna, MB; Faccini, JLH. The effect of temperature on the
free-living females of Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae) and its viability to infest a new host.
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RESUMO

PIRANDA, Eliane Mattos Piranda Viabilidade de adultos de Rhipicephalus sanguineus
(Acari: Ixodidae) mantidos em trés temperaturas por diferentes periodos de jejum.
2008. 16p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

A literatura referente a biologia Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) e a sua
importancia na transmissdo de agentes patogénicos € muita vasta, no entanto € carente de
estudos sobre a viabilidade desses individuos. A capacidade do parasita infestar o hospedeiro
e dar continuidade ao seu ciclo biolégico é de grande praticidade para a rotina de atividades
experimentais envolvendo a biologia de ixodideos e pode ser de grande valia para o
entendimento da transmissdo de agentes patogénicos e para o desenvolvimento de estratégias
de controle. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade de adultos de R.
sanguineus mantidos a 18+1°C, 27+1°C e 32+1°C e 80+5%UR por trés periodos de jejum.
Foram analisados os parametros relacionados a infestacdo experimentais em coelhos
domésticos e aos processos subsequentes. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que
adultos de R. sanguineus mantidos a 27+1°C e 32+1°C e 80+5%UR por trés a 20 dias de
jejum mantém a sua viabilidade inalterada e sugere que a observacdo de parametros
bioldgicos em estudos desta espécie de ixodideo se dé até o momento em que se observe 50%
de mortalidade sem comprometimento do estudo.

Palavra-chave: Rhipicephalus sanguineus, carrapato, viabilidade.
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ABSTRACT

PIRANDA, Eliane Mattos Piranda. Viability of Rhipicephalus sanguineus adults (Acari:
Ixodidae) held in three temperatures for different fasting periods. 2008. 16p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2008.

Rhipicephalus sanguineus biology (Latreille, 1806) and its importance to the transmission of
pathogenic agents present a wide literature; however, it lacks studies about this species
viability. The capacity of the parasite infesting the host and prolonging its biological cycle are
of practical importance to the experimental activities routine involving the ixodid biology. It
may be also relevant to understand the transmission of pathogenic agents and to develop
control strategies. The current study evaluates the viability of R. sanguineus adults held at
18+ 1°C,27+1Cand 32 + 1°C and 80 + 5% RH for three fasting periods. The parameters
related to the experimental infestation in domestic rabbits and to the subsequent processes
were analyzed. Based on the results, it is concluded that R. sanguineus adults held at 27 + 1°'C
and 32 £ 1°C and 80 + 5% RH from three to twenty fasting days do not change its viability. It
suggests that the biological parameters in studies of this ixodid species may be observed when
50% mortality is achieved without compromising the study.

Keywords: Rhipicephalus sanguineus, ticks, viability.
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1 INTRODUCAO

A espécie de carrapato Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) possui ampla
distribuicdo geografica (WALKER et al. 2003), inclusive em
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verificou um decréscimo na obtencdo de fémeas a partir de larvas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus de idade mais avancada, no entanto, sem comprometer 0 desempenho
reprodutivo das mesmas. Davey (1987) observou que a idade minima para larvas de R. (B.)
microplus se fixarem em seu hospedeiro natural € de quatros dias. Gauss e Furlong (2002), ao
estudarem o comportamento de larvas infestantes de R. (B.) microplus em pastagens de
Brachiara decumbens, verificaram uma diminui¢do no nimero de fémeas recuperadas a partir
dos 45 dias de idade das larvas, alcangando niveis mais baixos aos 60 dias. Sutherst e Bourne
(2006) buscaram avaliar os efeitos da dessecacdo e de baixas temperaturas na viabilidade de
ovos e na eclosdo larval de R. (B.) microplus, mas se restringiram aos dados de percentual de
eclosdo e de mortalidade, sem avaliar o potencial infestante (viabilidade) dessas larvas. Os
autores sugerem que longos periodos de estresse aos ovos podem refletir na sobrevivéncia
dessas larvas.
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Quadro 1. Dados de literatura sobre percentual de recuperagéo de larvas, ninfas e fémeas ingurgitadas e longevidade de larvas, ninfas e adultos

de Rhipicephalus sanguineus alimentados em coelhos.

Autor Ano Condicgdes Laboratoriais * Recuperagao Longevidade (dias)
LLii NNii e Qi LL NN AA
FELDMAN-MUHSAN 1964 18°C; 90%UR. * Xx=70 * 78 * *
25°C; 100%UR. * * * ate 120 * *
SRIVASTAVA & VARMA | 1964 29°C; 100%UR. * * * até 60 * *
25°C; 100%UR. * * * * * 7 meses
PAUL et al. 1970 27+1°C; 70+5%UR. * * * 24-38 36-44 80-93
28,8; -32°C; 78-82%UR. * * * 5-30 4-18 59-60
SARDEY & RAG 1973 30°C; 50%UR. * * * * 4-18 59-60
37°C; 70 e 80%UR. * * * * 4-5 59-60
30°C; 50, 70 e 80%UR. * * * * 4-5 59-60
CUNHA 1978 T°C ambiente * * * 23-92 7-56 42-165
SARTOR et al. 1996 27+1°C; 80+10%UR. 41,45 | 64,26 | 78,66 57-61 14-74 58-116
18+1°C; 80+10%UR. * [ x=82.4 ¥=76,0 - | x=100.67 | x=2228.5
BELLATO & DAEMON | 1997ab 27+£1°C; 80+10%UR. X=66,04 | x=92,2 | x=82,67 | x=50,12 | x=55,92 | x=113,03
32+1°C; 80+10%UR. X=48,22 | x=88,3 | x=85,32 | x=48,63 | x=40,85 | x=78,63

LLiii= larvas ingurgitadas; Nnii= ninfas ingurgitadas; ¢ ¢ ii= fémeas ingurgitadas
LL= larvas; NN= ninfas; AA= adultos.

X = média

*=nao descrito pelo autor
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de execucao
O experimento foi realizado no Laboratorio de Ixodologia e nas dependéncias da
Estacdo para Pesquisas Parasitoldgicas W. O. Neitz do Departamento de Parasitologia
Animal, Instituto de Veterinaria, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

2.2 Os hospedeiros

Como hospedeiros experimentais foram utilizados coelhos domésticos (Oryctolagus
cuniculus L., 1758) cedidos a titulo de empréstimo pelo Setor de Cunicultura da UFRRJ. Os
animais utilizados eram mestigos (Califérnia X Nova Zelandia) de ambos 0s sexos, sem
contato prévio com carrapatos e produtos acaricidas.

Esses animais foram mantidos no abrigo destinado a coelhos na EPPW O. Neitz em
gaiolas individuais, onde receberdo racdo comercial e agua ad libitum diariamente. O
protocolo de Principios Eticos em Pesquisa Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) foi seguido neste experimento.

2.3 Obtencao dos ixodideos

Uma colbnia de R. sanguineus foi estabelecida no laboratério a partir de fémeas
ingurgitadas coletadas de cdes errantes do campus da UFRRJ. A identificacdo dos ixodideos
foi feita com base na chave dicotdbmica de suas caracteristicas morfoldgicas (WALKER et al.,
2003). Em adicdo, a identificacdo taxondmica foi confirmada através do sequienciamento de
DNA de um fragmento de 445 nucleotideos do gene 16S rRNA mitocondrial, obtido por PCR
de DNA extraido de exemplares da coldnia, segundo protocolo descrito por MANGOLD et al.
(1998). Este fragmento de DNA mostrou-se 99,56% (443/445) de similaridade com a
sequéncia correspondente de R. sanguineus strain 14 16S ribosomal RNA gene (nimero de
acesso: AY883872), disponivel no GenBank.

Esta colonia foi mantida em condigdes controladas de 27+1°C e 80+5% UR e através
de infestagBes experimentais em coelhos domesticos, com exemplares de 20 dias de idade
seguindo a proposicdo de Sartor et al. (1996) e a tecnica descrita por Neitz et al. (1971).

2.4 Procedimento experimental

Para o presente estudo, cada um dos seis coelhos foi infestado com aproximadamente
900 ninfas obtidas de 250mg de larvas ingurgitadas viaveis. Diariamente, os capuzes foram
abertos para o recolhimento dos espécimes ingurgitados. Estes eram pesados e distribuidos em
seringas plasticas fechadas com bucha de algoddo, cada uma contendo aproximadamente
450mg de ninfas ingurgitadas. As seringas foram mantidas em trés estufas tipo B.O.D., sendo
cada uma ajustada para uma das seguintes temperaturas: 18+1°C, 27+1°C e 32+1°C. Todas as
trés estufas forneciam umidade relativa de 80+5%. Nas estufas, foram observados o inicio da
ecdise e sexagem dos adultos. Destas ninfas ingurgitadas, foram obtidos carrapatos adultos
nas trés condigOes distintas de temperatura, que foram utilizados para infestar coelhos sem
infestacOes prévias, na propor¢do de 14 casais de R. sanguineus para cada coelho totalizando
84 casais de carrapatos.

Antes de serem levados a infestar os novos hospedeiros, os carrapatos adultos
originarios de cada uma das trés temperaturas de incubagdo (18+1°C, 27+1°C e 32+1°C),
foram deixados a trés diferentes periodos de jejum: trés dias apds a ecdise, 20 dias apos a
ecdise, e um terceiro periodo de jejum determinado como o numero de dias transcorridos para
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que 50% dos adultos morressem dentro da incubadora. Para cada tratamento, foram utilizados
seis coelhos, totalizando 54 animais infestados.

O processo de ingurgitamento sobre os coelhos foi observado diariamente. As fémeas
ingurgitadas naturalmente desprendidas dos coelhos foram coletadas, limpas com uma
solugdo de hipoclorito a 1%, pesadas e acondicionadas em placas de Petri com auxilio de fita
adesiva. As fémeas ingurgitadas de todos os tratamentos foram mantidas a 27+1°C e
80+5%UR para observacdo dos parametros relacionados a oviposicdo e a eclosdo larval,
garantindo assim a ndo interferéncia do tratamento aplicado no estagio ndo alimentado. A
cada trés dias, a postura de cada fémea foi pesada e acondicionada em tubo de ensaios
vedados com bucha de algoddo para observacdo do processo de eclosdo larval nas mesmas
condigdes descritas para as fémeas.

2.5. Pardmetros avaliados

Os parametros biolégicos observados foram: percentual de recuperacdo de fémeas
ingurgitadas, periodo de postura, percentual de eclosdo larval definidos por Bellato e Daemon
(1997a,b), e o indice de Eficiéncia Reprodutiva (IER) definido por Bennet (1974). O periodo
parasitéario foi determinado como aquele compreendido desde o dia da infestacdo até o dia de
desprendimento de cada fémea.

Para melhor expressar a viabilidade dos espécimes neste estudo, fez-se necessario
obter o percentual de fémeas que originaram larvas em relacdo ao total de fémeas infestadas
por coelho e o nimero de larvas obtidas a partir de cada infestacdo de adultos. Este tltimo foi
calculado com base no peso total da postura de cada fémea e seu percentual de ecloséo larval,
segundo Coelho (1993).

2.6. Analise estatistica

A comparacdo estatistica dos parametros supracitados foi realizada por Analise de
Variancia (ANOVA) e Teste t, ressalvado os casos de distribuigdo ndo normal. Nestes casos,
foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (SAMPAIO, 2002). As medias foram
consideradas significativamente distintas quando P<0,05.
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3. RESULTADOS

A temperatura de 18+1°C retardou o processo de ecdise e a mortalidade dos carrapatos
adultos em jejum, que alcangou 50% aos 136 dias do inicio da ecdise. Este periodo de 136
dias de jejum foi adotado neste grupo porque correspondeu ao numero de dias em que 50%
dos adultos morreram por inanicdo. No momento da infestagéo, observou-se que a maioria
dos adultos mantidos a 18+1°C com apenas trés dias de jejum movimentava-se lentamente, sO
se fixando ao hospedeiro apds 72 horas de exposicdo. A incubacdo por 20 dias a 18+1°C
gerou um numero significativamente maior de fémeas férteis, as quais geraram um maior
namero de larvas, quando comparadas com as fémeas dos outros dois grupos mantidos a
18+1°C (trés e 136 dias em jejum) (Tabela 1). A similaridade do IER mostra que a relacéo
entre 0 peso da fémea ingurgitada e a sua producdo de massa de ovos ndo foi influenciada
pelos periodos de jejum a 18+1°C.

A Tabela 2 apresenta os pardmetros referentes as infestacdes de adultos de R.
sanguineus mantidos a 27+£1°C e 80+5%UR. Pode se verificar que os adultos infestados com
trés e 20 dias de jejum n&o tiveram diferenca significativa na producédo de larvas, nem quanto
ao percentual de recuperacdo de fémeas ingurgitadas e o periodo parasitario. Por outro lado,
infestac0es com adultos de 128 dias em jejum, mantidos a 27+1°C, resultaram em baixo
percentual de recuperacéo de fémeas gerando poucas larvas eclodidas.

A Tabela 3 apresenta os pardmetros referentes as infestacdes de adultos de R.
sanguineus mantidos a 32+1°C e 80+5%UR. Observa-se que 0s percentuais de fémeas de R.
sanguineus que originaram larvas e o0 numero de larvas obtidas ndo diferiram
significativamente entre as infestacGes realizadas com adultos de trés e 20 dias de jejum,
embora o periodo de postura, IER e o percentual de eclosdo tenham sido diferentes
significativamente. Ja as infestagdes dos coelhos com adultos mantidos por 94 dias de jejum a
32+1°C (periodo correspondente ao numero de dias em jejum, em que 50% dos adultos
morreram por inani¢do) nao obtiveram sucesso, demonstrando como a manutencao por longo
periodo de jejum em temperatura elevada influenciou na viabilidade de adultos da espécie.
Apenas trés fémeas ingurgitadas foram recuperadas deste tratamento, sendo que nenhuma
realizou postura, razdo pela qual os parametros relacionados a este tratamento ndo foram
analisados estatisticamente.
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Tabela 1. Parametros biologicos e reprodutivos de fémeas de Rhipcephalus sanguineus. As
fémeas foram mantidas a 18+1°C e 80+5%UR antes da infestacdo (periodo em jejum) e a
27+1°C e 80+5%UR para a fase reprodutiva, apds se alimentarem em coelhos domésticos

(periodo parasitario).

Idade dos carrapatos adultos (nimero de dias em jejum) antes de

Parametros _

o serem infestados nos coelhos

bioldgicos
3 20 136
N° de fémeas
84 84 84
expostas aos coelhos
N° de fémeas X
48° (57,1) 647 (76,2) 21° (25)
recuperadas (%o)
N° de fémeas férteis X X
15° (17,9) 347 (40,5) 13" (15,5)
(%)
Periodo Parasitario b b
_ 12,7+1,9% (9-15) 10,9+2,0° (7-14) 12,0+2,3% (9-17)
(dias)*
Periodo Postura
_ 14,442 8% (9-21) 16,144,2% (9-25) 16,9+4,0° (9-23)
(dias)*
IER* 48,1+12,3% (13,4-64,3) 49,9+12,9%(3,8-66,6) 52,8+15,2%(23,6-69,0)

% eclosdo**
NUmero de larvas por

postura fértil*

1,5+1,4° (1-5) 11,8+18,1%(1-70) 7,048,6% (1-25)

2,1+6,3 (0-46) 53,8+149,3% (0-950) 10,4+40,9° (0-226)

Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significantes (P<0,05).
IER: Indice de Eficiéncia Reprodutiva, segundo Bennet (1974)

*Valores apresentados como: média aritmética + desvio padrdo (amplitude entre parénteses)

* Né&o inclui as posturas com 0% de eclosio
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Tabela 2. Parametros biologicos e reprodutivos de fémeas de Rhipcephalus sanguineus. As
fémeas foram mantidas a 27+1°C e 80+5%UR antes da infestacdo (periodo em jejum) e a
27+1°C e 80+5%UR para a fase reprodutiva, apds se alimentarem em coelhos domésticos

(periodo parasitario).

Idade dos carrapatos adultos (nUmero de dias em jejum) antes de

Parametros )

L serem infestados nos coelhos

bioldgicos
3 20 128
N° de fémeas
84 84 84
expostas aos coelhos
N° de fémeas X
66° (78,6) 707 (83,3) 16° (19,1)
recuperadas (%o)
N° de Fémeas férteis X
58° (69,1) 647 (76,2) 14° (16,7)
(%)™
Periodo Parasitario b b
_ 8,7+1,8" (6-11) 8,8+1,4" (7-11) 10,3+2,1%(8-14)
(dias)
Periodo Postura
_ 15,142,5% (6-18) 14,742,2% (9-18) 14,343,7% (6-19)
(dias)*
IER* 64,3+10,1*°(28,6-80,7)

% de eclosdo**

NUmero de larvas

75,2+32,1% (1-99)
1130,7+1016,6° (0-3262)

66,048,6° (33,2-88,2)
72,1£30,8% (1-99)
1310+1020° (0-3199)

58,3+11,9" (37,3-69,8)
58+41,1% (5-99)
175,2+520,4° (0-2206)

Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significantes (P<0,05).
IER: Indice de Eficiéncia Reprodutiva, segundo Bennet (1974)
*Valores apresentados como: média aritmética + desvio padrdo (amplitude entre parénteses)
* Né&o inclui as posturas com 0% de eclosio
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Tabela 3. Parametros biologicos e reprodutivos de fémeas de Rhipcephalus sanguineus. As
fémeas foram mantidas a 32+1°C e 80+5%UR antes da infestacdo (periodo em jejum) e a
27+1°C e 80+5%UR para a fase reprodutiva, apds se alimentarem em coelhos domésticos
(periodo parasitario).

Idade dos carrapatos adultos (nimero de dias em jejum) antes de

Parametros )
S serem infestados nos coelhos
biologicos
3 20 94
N° de fémeas
84 84 84
expostas aos coelhos
N° de fémeas X
70 (83,3) 68°(80,9) 3" (3,6)
recuperadas (%)
N° de fémeas férteis 64°(76,2) 68%(80,9) 0°(0)
Periodo Parasitario
_ 8,9+2,1° (7-16) 9,3+1,7% (7-13) 8,7+1,2% (8-10)
(dias)*
Periodo Postura .
_ 13,942,9° (2-22) 15,242,6% (9-21) -
(dias)*
IER* 61,3+11,4" (1,6-77,6) 6519,37 (6,5-95,4) -
% de ecloséo*" 91+30,5% (1-99) 67,9+32,7" (1-99) -
Ndmero de larvas 1033,4+856,8% (0-2555) 1183,5%(0-2934) -

Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significantes (P<0,05).
IER: Indice de Eficiéncia Reprodutiva, segundo Bennet (1974)

*Valores apresentados como: média aritmética + desvio padrdo (amplitude entre parénteses)

* Né&o inclui as posturas com 0% de eclosio
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho mostra que a temperatura na fase de jejum exerce influéncia
significativa na sobrevivéncia e nos parametros subsequentes a infestacdo de adultos de R.
sanguineus. Tanto a temperatura de 18°C como a de 32°C na fase de jejum foram prejudiciais
ao carrapato, se comparadas a de 27°C, como demonstrado por Bellato e Daemon (1997a,b).

Ao nosso conhecimento, este € 0 primeiro estudo sobre a viabilidade de adultos de R.
sanguineus em trés periodos de jejum, mantidos em trés temperaturas distintas, e de seus
processos subsequientes. Um unico trabalho prévio (BASTOS, 1997b) avaliou somente 0s
parametros referentes a infestacdes de R. sanguineus mantidos a 27+£1°C e relatou que o
periodo parasitario, embora sem diferenca significativa, se prolongou com adultos infestados
com mais de 75 dias de jejum. Ainda no estudo de Bastos (1997b), o percentual de
recuperacdo de fémeas ingurgitadas foi considerado alto para todas as idades, ainda que com
90, 105 e 120 dias os valores tenham sido inferiores aos dos adultos mais jovens. Resultados
semelhantes foram observados no presente estudo. Analisando-se o IER, constatou-se que este
foi significativamente menor para as fémeas com 75 dias de idade e pode ser explicada pelo
fato de algumas das fémeas haverem realizado posturas com pouco peso. Bastos (1997b)
considerou alto os percentuais de ecloséo larval obtidos nas infesta¢gdes com adultos mantidos
a 27£1°C, recém mudados (100%) e até 120 dias de jejum (88,13+£21,80%), muito embora
obtivesse percentuais de fémeas recuperadas superiores (80% e 62,1%, respectivamente) aos
obtidos neste trabalho, além de ndo apresentar o percentual de fémeas recuperadas que
originaram larvas (% fémeas férteis).
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5 CONCLUSOES

Com base no presente trabalho, pode-se concluir que adultos de R. sanguineus
mantidos a 27+1°C e 32+1°C por trés e 20 dias de jejum sdo capazes de dar continuidade ao
ciclo com maior sucesso. Ao contrario, os individuos adultos mantidos a temperatura
constante de 18+1°C, que dificilmente serdo capazes de estabelecer uma nova populagéo.
Propde-se também que a observacdo de pardmetros bioldgicos em estudos desta espécie de
ixodideo se dé até o momento em que se observe 50% de mortalidade, uma vez que a partir
deste percentual a viabilidade dos individuos é comprometida e, conseqlientemente, sua
importancia na bioecologia.

68



6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BASTOS, A.L. Aspectos da biologia de Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) e
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) em condi¢des de experimentais.
1997. 56p. Tese (Doutorado em Parasitologia Veterinaria) — Instituto de Biologia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 1997a.

BASTOS, K.M.S. Ritmo de queda e poder (ou potencial) infestante de Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) em condicGes de laboratdrio. 1997. 40p. Tese
(Doutorado em Parasitologia Veterinaria) — Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, 1997b.

BELLATO, V.; DAEMON, E. Efeitos de trés diferentes temperaturas sobre a fase nao
parasitaria de Rhipicephalus sanguineus (Laitreille, 1806) (Acari: Ixodidae). Revista
Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v.6, n.1, p. 21-27, 1997a.

BELLATO, V.; DAEMON, E. Influéncia da temperatura de manutencdo da fase ndo
parasitaria sobre a fase parasitaria de Rhipicephalus sanguineus (Laitreille, 1806) (Acari:
Ixodidae). Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v.6,n.1, p. 15-19, 1997b.

BENNETT, G. F. Oviposition of Boophilus microplus (Canestrini). Acarologia, v. 16, p.
1652-1661, 1974.

BUSTAMANTE, M.E. Una nueva rickettsiosis en Mexico- Existencia de La Fiebre Manchda
Americana en los Estados de Sinaloa y Sonora. Revista Del Instituto de Salubridad y
Enfermidades Tropicales, Tomo IV, n. 3, p. 189-211, 1943.

COELHO, C.F. Biologia da fase ndo parasitaria de Rhipicephalus sanguineus (Latreille,
1806) (Acari: Ixodidae) sob condicdes de laboratdrio: aspectos da oviposicdo.1993. 52p.
Dissertacdo (Mestrado em Parasitologia Veterindria) — Instituto de Biologia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Itaguai, 1993.

COUTINHO, M.T.Z.; BUENO, L.L.; STERZIK, A.; FUJIWARA, R.T.; BOTELHO,J.R,
DE MARIA, M.; GENARO, O.; LINARDI, P.M. Participation of Rhipicephalus sanguineus
(Acari: Ixodidae) in the epidemiology of canine visceral leishmaniasis. Veterinary
Parasitology, v.128, p. 149-155, 2005.

CUNHA, D.W. Estudos da toxidade de alguns carrapatos comumente encontrados no Brasil
(Acarina: Ixodidae). Dissertacdo (Mestrado em Parasitologia Veterinaria) — Instituto de
Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Itaguai, 1978.

DANTAS-TORRES, F.; BRANDAO-FILHO, S.P; FIGUEREDO, L.A.. Primeira descricdo
de parasitismo humano por Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae) no Brasil. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.38, supl. 1, p. 411-415, 2005.

DAVEY, R.B. Effect of age of Boophilus microplus larvae (Acari: Ixodidae) on attachment to
cattle. Journal of Medical Entomology, v. 24, n. 1, p. 118-120, 1987.

DEMMA, L.J.; TRAEGER, M.D.; NICHOLSON, W.L.; PADDOCK, C.D.; BLAU, D.M.;

69



EREMEEVA, M.E.; DASCH, G.A.; LEVIN, M.L.; SINGLETON, J.; ZAKI, S.R.; CHEEK,
J.E.; SWERDLOW, D.L.; MCQUISTON, J.H. Rocky Mountain spotted fever from an
unexpected tick vector in Arizona. The New England Journal of Medicine, v.353, n. 6, p. 587-
594, 2005.

FELDMAN-MUHSAN, B. Laboratory colonies of Rhipicephalus. Bull. Wed. Helth. Org., v.
31, p. 587-589, 1964.

GAUSS, C.L.B.; FURLONG, J. Comportamento de larvas infestantes de Boophilus microplus
em pastagens de Brachiaria decumbens. Ciéncia Rural, v. 32, n.3, p. 462-472, 2002.

GLADNEY, W.J.; DRUMMOND, R.O.; WHETSTONE, T.M.; ERNST, S.E. Effect of age
on the attachment rate of the parasitic stages of the lone star tick, Amblyomma americanum
(Linnaeus) (Acarina: Ixodidae) in the laboratory. Journal of Medical Entomology, v.7, n.1, p.
92-95, 1970.

GODDARD, J. Focus of human parasitism by brown dog tick, Rhipicephalus sanguineus
(Acari: Ixodidae). Journal of Medical Entomology, v.26, n.6, p. 628-629, 1989.

GUGLIELMONE, A.A., ESTRADA-PENA, A., KEIRANS, J.E., ROBBINS, R.G., 2003.
Ticks (Acari: Ixodidae) of the Neotropical zoogeographic region. In: Special Publication
International Cons. Ticks Tick-Borne Dis-2. Atalanta, Houten, The Netherlands, 173 pp.

GUGLIELMONE, A.A.; MANGOLD, AJ.; VINABAL, A.E. Ticks (Ixodidae) parasiting
humans in four provinces of north-western Argentina. Annals of Tropical Medicine and
Parasitology, v.85, n. 5, p. 539-542, 1991,

HOOGSTRAAL, H. Ticks, p 347-369. In: Gaafar, S.M., Howard, W.E.; Marsh, R.E. Eds.
Parasites, pests and predators. Netherlands: Elsevier Sci. Publ. Co., Amsterdam, 1985, 575p.

LABRUNA, M.B.; PEREIRA, M.C. Carrapato em cdes no Brasil. Clinica Veterinaria, n.30,
p. 24-32, 2001.

LARANJA, R.J. O poder infestante da larva de Boophilus microplus (Canestrini, 1887) em
diferentes condicdes e periodos de envelhecimento. Dissertacdo (Mestrado), Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 30p, 1979.

MANGOLD, A.J.; BARGUES, M.D.; MAS-COMA, S. Mitochondrial 16S rDNA sequences
and phylogenetic relationships of species of Rhipicephalus and other tick genera among
Metastriata (Acari: Ixodidae). Parasitology Research, v.84, n.6, p.478-484, 1998.

NEITZ, W.O.; BOUGHTON, F. ; WALTERS, H.S. Laboratory investigations on the kanroo
paralysis ticks (Ixodes rubicundus Neumann, 1904). Onderstepoort Journal Veterinary
Research,n. 3, p.215-224, 1971.

PAUL, C.F.; KAPOOR, D.; PERITI, S.C. Studies on the life-history and development of
ticks. Labdev. J. Sci., n. 8, v. 2, p. 80-83, 1970.

70



PEREZ, M., RIKISHA, Y., WEN, B. Ehrlichia canis-like agent isolated from a man in
Venezuela: antigenic and genetic characterization. Journal of Clinical Microbiology, v.34,
p.2133-2139, 1996.

RIBEIRO, A.L.; FACCINI, J.L.H.; DAEMON, E. Estudo das variacbes morfoldgicas de
Rhipicephalus sanguineus (Laitreille, 18060) (Acari: Ixodidae) no Brasil. Revista da
Universidade Rural - Série Ciéncias da Vida, v. 18, p. 25-33, 1996.

SAMPAIO, 1|.B.M. Estatistica aplicada a experimentacdo animal. 2.ed. Belo Horizonte:
Fundacao de Estudo e Pesquisa em Medicina Veterinaria e Zootecnia, 2002, 265p.

SARDEY, M.R.; RAO; S.R. Observations on the life-history and bionomics of Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806) under different temperatures and humidities. Indian Journal of
Animal Sciences, v. 43, n. 9, p. 867-869, 1973.

SARTOR, AA.; CUNHA, D.W.; DAEMON, E. Aspectos da biologia de Rhipicephalus
sanguineus (Laitreille, 18060) (Acari: Ixodidae) em condi¢cBes de laboratorio: fase ndo
parasitaria de larvas e ninfas.Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v.18, n.1, p. 14-
17, 1996.

SRIVASTAVA, S.C.; VARMA, M.G.R. The culture of the tick Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1806) (Ixodidae) in the laboratory. Journal of Medical Entomology, v. 1, n. 2, p.
154-157, 1964.

SUTHERST, R.W.; BOURNE, A.S. The effect of desiccation and low temperature on the
viability of eggs and emerging larvae of the tick, Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini) (Ixodidae). International Journal for Parasitology, n.36, p. 193-200, 2006.

SWEATMAN, G.K. Physical and biological factors affecting the longevity and oviposition of
engorged Rhipicephalus sanguineus females ticks. The Journal of Parasitology, v. 53, n.2, p.
432-445, 1967.

UNVER, A., PEREZ, M., ORELLANA, N., HUANG, H., RIKISHA, Y. Molecular and
antigenic comparison of Ehrlichia canis isolates from dogs, ticks, and a human in Venezuela.
Journal of Clinical Microbiology, v. 39, p. 2788-2793. 2001.

WALKER, A.R.; BOUATTOUR, A.; CAMICAS, J.L.; ESTRADA-PENA, A.; HORAK,
I.G.; LATIF, AA;; PEGRAM, R.G.; PRESTON, P.M. 2003 Ticks of domestic animals in
Africa: a guide to identification of species. . In: Special Publication International Cons. Ticks
Tick-Borne Dis-2. Atalanta, Houten, The Netherlands, 221pp.

WIKSWO, M.E.; HU, R.; METZGER, M.E.; EREMEEVA, M.E.Detection of Rickettsia
rickettsii and Bartonella henselae in Rhipicephalus sanguineus Ticks from California. Journal
of Medical Entomology, v. 44, n. 1, p. 158-162, 2007.

YODER, J.A.; BENOIT, J.B.; RELLINGER, E.J.; TANKH, J.L. Developmental profiles in

tick water balance with a focus on the new Rocky Mountain spotted fever vector,
Rhipicephalus sanguineus. Medical and Veterinary Entomology, v.20, p. 365-372, 2006.

71



ANEXOS

ANEXO A: certificado da Comisséo de Bioética da FMVZ/USP.
ANEXO B: Titulo de anticorpos encontrados na reacdo de imunofluoréscencia indireta (RIFI)

em cdes infectados por R. rickettsii através de inoculagdo via intraperitoneal (Grupo 1) e de
alimentacéo de carrapatos infectados (Grupo 2) no dia 0.
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ANEXO A

Certificamos que o Projeto intitulado “ Avaliagio da transmissio experimental de

Rickettsia rickettsti por Rhipicephalys sanguineus em caes (Canis familiaric)”,
protocolado sob o n%913/2006, utilizando 40 (quarenta) coelhos, 08 (oito) caes ¢
240 (duzentos e quarenta) cobaias, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcelo
Bahia Labruna, est4 de acordo com os principios éticos de experimentacdo animal
da Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

Universidade de Sao Paulo e foi aprovado em reunitio de 16/08/06",

(We certify that the Research "Experimental transmission of Ricketfeia ricketsii by
Riupicephalus songuineus feeding on dogs”, protocol number 913/2006, utilizing
248 (two hundted and forty eight) animals, under the responsibility of Prof, Dr,
Marcelo Bahfa Labrune, agree with Bthical Principles in Animal Research

adopted by Bioethic Commission of the School of Veterinary Medicine and
Lootechny of University of Sd6 Paulo and was aFProved in the meeting of the

day 08/16/200¢)

540 Paulo, 17 de agosto de 2006

Berftardino Meryusse
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ANEXO B

Titulo de anticorpos encontrados na reacdo de imunofluoréscencia indireta (RIFI) em cées

infectados por R. rickettsii através de inoculacdo via

intraperitoneal (Grupo 1) e de

alimentacdo de carrapatos infectados (Grupo 2) no dia 0. Os animais do grupo controle ndo

foram reativos no teste.

Dias apos a infecgéo de R. rickettsii

Grupo / Céo
4 6 10 16 24 30 44 58 72
A - 1:64 1:512 1:1024 1:16384 1:32768 1:32768 1:8192 1:8192  1:8192
1 B - 1:64 1:128 1:512 1:4096 1:16384 1:16384 1:32768 1:16384 1:16384
C - 1:64 1:2048 1:2048 1:32768 1:65536 1:65536 1:16384 1:16384 1:8192
D - - - 1:512 1:32768 1:16384 1:16384 1:16384 1:8192  1:4096
2 E - - 1:128 1:2048 1:2048 1:8192  1:8192 1:16384 1:16384 1:16384
F - - 1:256 1:8192 1:8192 1:8192  1:8192 1:16384 1:16384 1:32768
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

