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Rickettsia sp. EM ROEDORES E MARSUPIAIS SILVESTRES DO RIO GRANDE DO
NORTE, BRASIL

PAIVA, Kaliane Alessandra Rodrigues de. Rickettsia sp. em roedores e marsupiais
silvestres do Rio Grande do Norte, Brasil. 2016. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) - Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Mossor6 - RN, Brasil, 2016.

RESUMO: Rickettsia sdo patdgenos com potencial zoonotico transmitidos por animais
silvestres e domésticos, onde a ocorréncia de infeccGes por Rickettsia spp. acontece entre
populacdes de roedores e marsupiais silvestres, os quais tem relevante participacdo na
manutengéo do ciclo desses microrganismos no ambiente silvestre. Desta forma, esse estudo
objetivou registrar a ocorréncia de Rickettsia sp. em roedores e marsupiais silvestres no
semiérido do Rio Grande do Norte. O trabalho consistiu em uma pesquisa de campo, com
roedores e marsupiais silvestres, com os dados expressos em frequéncia simples e
porcentagem atraves do programa estatistico IBM SPSS (Armonk, NY: IBM Corp.), versdo
22.0. Foram capturados nas armadilhas Sherman e Tomahawk, 02 Thrichomys, 03 Wiedomys,
30 Gracilinanus agilis e 06 Monodelphis domestica, dos quais foram coletados por
venopuncado da veia julgular, 36 amostras de sangue de marsupiais e 05 de roedores. Destes
foram coletados 64 Amblyomma auricularium, 07 Amblyomma parvum e 12 Amblyomma sp.
Foram obtidas por centrifugacdo 36 amostras de soros de marsupiais e 05 de roedores e
analisadas utilizando a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Todos os exemplares
de A. auricularium, Amblyomma sp. e A. parvum foram macerados e submetidos a extracdo de
DNA e amplificacdo através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) direcionados para um
fragmento dos genes gltA e ompA rickettsial. Das amostras de soro obtidas do sangue de
roedores e marsupiais silvestres e testadas na RIFI, apresentaram soropositividade para
Rickettsia amblyommii, 6,7% de G. agilis, 83,3% M. domestica e 50% Thrichomys. Qito
exemplares de A. auricularium estavam positivos para R. amblyommii na andlise de
fragmentos dos genes gItA (350 pb) e ompA (587 pb), com 100% de similaridade
com Candidatus R. amblyommii estirpe Bahia e AaPE, correspondendo a uma baixa
circulacdo do agente dentre os vetores e elevada entre a populagdo de M. domestica. Esta
pesquisa registra pela primeira vez a ocorréncia de R. amblyommii em marsupiais das espécies
G. agilis e M. domestica pertencentes a familia Didelphidae e roedores da familia Echimyidae
do género Thrichomys, no semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil.

Palavras-chave: Animais silvestres. Marsupial. Roedor. Rickettsia. Soropositividade.



Rickettsia sp. IN WILD RODENTS AND MARSUPIALS OF RIO GRANDE DO
NORTE, BRAZIL

PAIVA, Kaliane Alessandra Rodrigues de. Rickettsia sp. in wild rodents and marsupials of
Rio Grande do Norte, Brazil. 2016. 60f. Dissertation (Master’s degree in Animal Sciences) -
Graduate Program in Animal Sciences, Federal Rural University of the Semiarid (UFERSA),
Mossordé — RN, Brazil, 2016.

ABSTRACT: Rickettsia are pathogens with zoonotic potential transmitted by wild and
domestic animals, where the occurrence of infections by Rickettsia spp. It happens among
populations of wild rodents and marsupials, which has a significant share in the maintenance
cycle of these microorganisms in the wild environment. Thus, this study aimed to record the
occurrence of Rickettsia sp. in wild rodents and marsupials in the Rio Grande do Norte semi-
arid. The work consisted in a field research with wild rodents and marsupials, with data
expressed in simple frequency and percentage using IBM SPSS (Armonk, NY: IBM Corp.),
version 22.0. Were captured in Sherman and Tomahawk traps, 02 Thrichomys, 03 Wiedomys,
30 Gracilinanus agilis and 06 Monodelphis domestica, which were collected by venipuncture
of julgular vein, 36 blood samples of marsupials and 05 of rodents. These were collected 64
Amblyomma auricularium, 07 Amblyomma parvum and 12 Amblyomma sp. Were obtained by
centrifugation 36 samples of sera marsupials and 05 rodents and analyzed using
Immunofluorescence Assay (IFA). All copies of A. auricularium, Amblyomma sp. and
A. parvum were macerated and submitted to DNA extraction and amplification by Polymerase
Chain Reaction (PCR) directed to a fragment of gltA and ompA rickettsial genes. Of serum
samples obtained from wild rodents and marsupials blood and tested in IFA showed
seropositivity for Rickettsia amblyommii, 6.7% G. agilis, 83.3% M. domestica and 50%
Thrichomys. Eight samples of A. auricularium were positive for genes in R. amblyommii
fragment analysis gltA (350 bp) and ompA (587 bp) with 100% similarity to Candidatus
R. amblyommii Bahia and AaPE strain, corresponding to a low circulation agent from the
vectors and high among the population of M. domestica. This research records for the first
time the occurrence of R. amblyommii in marsupial species G. agilis and M. domestica
belonging to Didelphidae family and Echimyidae family rodents Thrichomys genre, in the
semiarid region of Rio Grande do Norte, Brazil.

Keywords: Wild animals. Marsupials. Rodents. Rickettsia. Seropositivity.
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1 INTRODUCAO

A fauna silvestre apresenta uma grande diversidade de espécies de mamiferos,
dentre as quais, estdo registradas 1750 espécies de roedores e 262 espécies de marsupiais no
mundo (COLAZO; CASTRO, 1997; CASAGRANDE et al., 2009). No Nordeste brasileiro
existem 30 géneros de roedores e 11 géneros de marsupiais, com habitos noturnos,
encontrados nos biomas Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (FREITAS, 2012), mas se
adaptam em outros ambientes com facilidade (ALMEIDA et al., 2013).

Em condigbes climéticas adversas, como seca prolongada, ou com aumento da
acdo antropica sobre o ambiente silvestre, os roedores e marsupiais migram para outros
lugares em busca de alimento e abrigo que favoreca a sua sobrevivéncia, constituindo-se
importantes indicadores da qualidade do ambiente (SANTOS-FILHO et al., 2006; FACURE;
RAMOS, 2011).

A répida adaptacdo dos roedores e marsupiais a qualquer ambiente e ao habito de
viverem em arvores e tocas, favorecem a infestacdo por carrapatos do género Amblyomma e
consequente contagio de mdaltiplas infeccdes por espécies de Rickettsia (DANTAS-TORRES
et al., 2012), ocorrendo com frequéncia, nos periodos de maior atividade animal e exploracdo
ambiental, j& que o parasitismo esta associado com a sazonalidade, area corporal do animal e
com ambiente em que o animal se encontra, seja rural, urbano, cativeiro ou habitat natural
(VALIM et al., 2004; PEREIRA et al., 2012).

As principais espécies de Rickettsia que sdo transmitidas por carrapatos do género
Amblyomma a roedores e marsupiais silvestres sdo as pertencentes ao Grupo Febre Maculosa,
podendo destacar Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommii, Rickettsia
bellii, Rickettsia felis e Rickettsia rhipicephali (HORTA et al., 2011; MEDEIROS et al., 2011;
SZABO et al., 2013; NUNES et al., 2015).

As espécies de Rickettsia do Grupo Febre Maculosa sdo ecologicamente importantes,
por apresentarem uma extensa distribuicdo geografica em diferentes biomas e ecossistemas
(LABRUNA et al., 2008; MIRANDA et al., 2011; LABRUNA et al., 2014; WACHTER et
al., 2015), além de infectarem as diversas espécies de Amblyomma, vetores potenciais para a
sua propagacdo, atraves de uma alta eficiéncia de multiplicagdo que mantem no organismo
desses carrapatos, de modo a realizar transmisséo transestadial e transovariana (VELEZ et al.,
2012; SARAIVA et al., 2013). J& no organismo dos roedores e marsupiais silvestres se
adaptam facilmente tornando-se ndo patogénica, constituindo hospedeiros reservatorios
amplificadores desses patdgenos (MILAGRES et al., 2010; SZABO et al., 2013).
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Dessa forma, as infestagOes por carrapatos do género Amblyomma em roedores e
marsupiais silvestres, torna-se um problema de importancia epidemioldgica para as vérias
regibes do Brasil, uma vez que, sdo potenciais vetores na transmissdo de rickettsioses aos
animais e seres humanos, causando desde infeccbes brandas até as letais (MOURA-
MARTINIANO et al., 2014; MCINTOSH et al., 2015).

As infeccbes por Rickettsia foram descritas em marsupiais do género Didelphis e
Monodelphis, assim como em roedores dos géneros Akodon, Hydrochaeris e Euryoryzomys
na regido Sudeste (SOUZA et al., 2009; MILAGRES et al., 2010; SZABO et al., 2013), em
roedores do género Hydrochaeris na regido Sul (FORTES et al., 2011) e por Chaetomys e
Coendou no Nordeste do Brasil (MCINTOSH et al., 2015). A maior ocorréncia de infec¢oes
por Rickettsia spp. acontece entre populacdes de marsupiais, tornando-os importantes
hospedeiros reservatorios amplificadores desses patdgenos no Brasil e com relevante
participacdo na manutencdo do ciclo desses microrganismos no ambiente silvestre
(SARAIVA et al., 2013).

Contudo, ndo ha registros de infeccbes por Rickettsia em roedores e marsupiais
silvestres no estado do Rio Grande do Norte, Brasil. Desta forma, considerando o potencial
zoondtico de Rickettsia e a importancia de roedores e marsupiais silvestres na transmissao e
disseminacdo de Rickettsia no Brasil, esse estudo objetivou registrar a ocorréncia de
Rickettsia sp. em roedores e marsupiais silvestres no semiérido do Rio Grande do Norte.



14

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estudar a ocorréncia de Rickettsia sp. em roedores e marsupiais silvestres da
Estacdo Experimental Rafael Fernandes da Universidade Federal Rural do Semi-Arido,
Mossord/RN.

2.2 ESPECIFICOS

a) ldentificar as espécies do género Rickettsia presentes nos roedores e
marsupiais silvestres;
b)  Associar a soropositividade para Rickettsia sp. com infestacbes por

carrapatos em roedores e marsupiais silvestres.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 GENERO Rickettsia

Os microrganismos do género Rickettsia taxonomicamente séo classificados no
filo Proteobacteria, classe Alphaproteobacteria, ordem Rickettsiales e familia Rickettsiaceae
(MORAES-FILHO et al., 2009). Morfologicamente sdo caracterizadas como cocobacilos
gram negativas, medem 0,8 a 2 um de comprimento e¢ 0,3 a 0,5 um de didmetro, possuem
parede celular com peptideoglicano e lipopolissacarideos e a membrana apresenta as proteinas
rOmp, com diferentes pesos moleculares, que constituem os principais antigenos usados na
classificacdo das diferentes espécies (BLANTON et al., 2014).

As espécies de Rickettsia para sobreviverem utilizam oxigénio, se multiplicam por
fissdo binaria simples no citoplasma de células teciduais de animais e nos artrépodes
parasitam glandulas salivares, ovérios, intestino, tabulos de malpighi e hemolinfa, além disso,
sdo capazes de se movimentarem dentro das células infectadas atraves de filamentos de
actina. Essas caracteristicas lhes conferem um comportamento semelhante ao de virus e
bactérias, tornando-os diferentes dos demais microrganismos (QUINTERO et al., 2013).

As espécies patogénicas de Rickettsia estdo divididas em trés grupos, conforme os
padrBes antigénicos, moleculares e ecoldgicos: grupo do Tifo, Febre maculosa e Tifo rural ou
grupo ancestral. As espécies pertencentes ao grupo do Tifo sdo Rickettsia prowazekii e
Rickettsia typhi; no grupo Febre maculosa estdo compreendidas mais de 23 espécies, dentre
elas - Rickettsia rickettsii, Rickettsia conorii, Rickettsia sibirica, Rickettsia australis,
Rickettsia akari, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommii, Rickettsia felis e Rickettsia
africae; no Tifo rural ou grupo ancestral compreende a espécie Rickettsia tsutsugamushi,
Rickettsia bellii e Rickettsia canadensis (MORAES-FILHO et al., 2009; SZABO et al., 2013;
BARBIERI et al., 2014; GALVAO et al., 2014).

Esses grupos de Rickettsia sdo distinguidos molecularmente por dois genes:
citrato sintase (gltA) e proteina externa de membrana A (ompA), sendo o primeiro, presente
em todas as espécies de Rickettsia e 0 segundo encontrado nas espécies do Grupo Febre
Maculosa (QUINTERO et al., 2013). Sobretudo, tais grupos podem ser diferenciados pela
presenca de lipopolissacarideos, forma de multiplicacdo na célula hospedeira, sintomatologia
clinica e hospedeiros definitivos (WALKER et al., 2003; FENG et al., 2004).

O Grupo do Tifo apresenta em poucas espécies lipopolissacarideos e se

multiplicam na célula hospedeira continuamente até o rompimento total, podendo causar o
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Tifo murino e Tifo epidémico (WALKER, 2007). O Tifo murino é uma infecgdo decorrente
do parasitismo de R. typhi, que desencadeia em humanos, febre, cefaleia, mialgias, artralgias,
nauseas, vomitos e em 18% dos casos surgem maculas na regido toracica. Foi considerada
uma epidemia em 1926, por Maxcy (GODINHO et al., 2002). O Tifo epidémico é uma
doenca humana, cujo agente é a R. prowazekii, geralmente provoca febre, cefaleia, erupcao
cutanea, dor abdominal, hepatoesplenomegalia, sendo os sintomas muito semelhante a
leptospirose (URIBE et al., 2006). Foi identificada em refugiados na guerra do leste europeu
no inicio da década de 1950 e houve relatos no final do século 19 e inicio do século 20
(GALVAO et al., 2005). Para a propagacio dessas doencas, esses microrganismos tém como
vetores sifonépteros (pulga) e ftirpteros (piolho) (MILAGRES et al., 2010; BARBIERI et al.,
2014).

O Grupo Febre Maculosa, diferente do Grupo do Tifo, apresenta em todas as
espécies lipopolissacarideos e 0s microrganismos se propagam nas células sem causar
destruicdo, resultando na Febre Maculosa (WALKER et al., 2003). A Febre maculosa é uma
infeccdo aguda de carater multissistémico, ocasionada pelo microrganismo R. rickettsii, no
qual desenvolve sintomas como febre alta, dores musculares, cefaleia e petequeias cutaneas
ascendentes por todo o corpo em 80% dos casos, com progndstico variavel (GALLETTI et al.,
2013; NASSER et al., 2015). E uma enfermidade relatada nos Estados Unidos desde 1873,
com grande taxa de letalidade. No Brasil teve sua primeira descricdo em 1930 no estado de
Sdo Paulo em areas periurbanas e atualmente € uma doenga com ocorréncia em Minas Gerais,
Espirito Santo e Rio de Janeiro, com letalidade de 32% (PINTER; LABRUNA, 2006;
TELFORD, 2014; NASSER et al., 2015). A transmissdo do agente etioldgico ocorre por meio
de ixodideos, sifonapteros e acaros (MILAGRES et al., 2010; BARBIERI et al., 2014).

O grupo do Tifo rural desencadeia o Tifo do mato, enfermidade causada pelo
microrganismo R. tsutsugamushi, que raramente apresenta risco a vida do ser humano. Esta
doenca tem ocorréncia no Japdo, Coreia e extremo Oriente da Russia, ndo havendo nenhum
registro no Brasil (SHELITE et al., 2016). Esta doenca apresenta como vetores piolhos,
pulgas e acaros da familia Trombiculidae, o qual sdo importantes ectoparasitas que afetam o
humano (HERRERO et al., 2010).

O grupo ancestral representado por R. bellii e R. canadensis, normalmente néo é
patogénico para 0s animais e humanos, apesar de analises soroldgicas comprovarem a
exposicdo dos animais ao agente (OGRZEWALSKA et al., 2012). Entretanto, estudo sobre
evolucdo e epidemiologia dessas espécies de Rickettsia, tem demonstrado, quando associadas

a ixodideos, podem desencadear doenga em humano semelhante as provocadas pelas especies
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do grupo Febre Maculosa (MERHEJ et al., 2014). Os vetores desses microrganismos
envolvem 11 linhagens de artrépodes, alguns pertencentes aos géneros Amblyomma, Ixodes,
Haemaphysalis, Demacentor, Argas e Ornithodoros (OGRZEWALSKA et al., 2012,
BARBIERI et al., 2014).

As doencas decorrentes de microrganismos do género Rickettsia apresentam
relevante importancia para a satde publica e meio ambiente, por acometer ndo s6 humanos,
mas animais domésticos, sinantropicos e silvestres, promovendo o estabelecimento desses
agentes infecciosos na natureza (SOUSA et al., 2008; GALVAO; PADILHA, 2013).

3.2 SUSCEPTIBILIDADE DE ROEDORES E MARSUPIAIS A INFECCOES POR
Rickettsia MEDIADA PELO PARASITISMO DE CARRAPATOS

Os roedores e marsupiais silvestres em seu ambiente natural frequentemente
sofrem infeccBes maltiplas por varias espécies de Rickettsia, podendo desenvolver sintomas
caracteristicos de rickettsiose ou serem reservatorios amplificadores (MIRANDA et al.,
2011). A resposta imunoldgica especifica desenvolvida frente as infeccdes dos patogenos e a
toxina do parasita liberada durante a hematofagia € o mecanismo responsavel por tornar esses
animais reservatorios amplificadores ou desencadear a doenca no curso da infecgdo (PARIZI
et al., 2007). A resposta imunoldgica especifica utiliza anticorpos com receptores especificos
para a regido mais imunogénica do patdgeno, devido a receptores de reconhecimento padrao
(PRRs) para sequéncias moleculares especificas presentes nos microrganismos, denominadas
padrdo molecular associado a patégenos (PAMPS), na qual é garantida com a imunidade inata,
que atua como o primeiro sistema de destruicdo dos microrganismos, por ativar a imunidade
celular e humoral (PAIVA-OLIVEIRA et al., 2012).

Mesmo com a imunidade inata ativada, a susceptibilidade dos roedores e
marsupiais silvestres, se estabelece conforme o parasitismo das espécies de carrapato, pois
para realizar seu comportamento hemat6fago, com duracdo superior a 14 dias, desenvolvem
mecanismos para modular muitos dos processos fisiolégicos dos seus hospedeiros, como a
vasoconstricdo, a inflamag&o e a resposta imunoldgica, permitindo o aumento de intervalo de
tempo de ativacdo da resposta imune inata e adaptativa (DAIX et al., 2007; PARIZI et al.,
2007).

Os carrapatos da familia Ixodidae apresentam em sua saliva a proteina Salp15, a
gual durante a hematofagia é secretada no organismo dos animais, sendo capaz de promover

alteracdes na resposta imune induzida por linfécitos T, por meio de co-receptores especificos
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para este tipo de celula, tornando o animal imunossuprimido, como também causando
vasodilatacdo, com isso, auxilia na sua fixacdo ao hospedeiro, até a proxima fase de seu ciclo
de vida e, permite a transmissao de patogenos (MEJRI; BROSSARD, 2007).

Os processos de vasodilatacdo exacerbada e imunossupressdo causada no
hospedeiro pela Salpl5, acontece por meio de ligacOes especificas desta proteina com as
glicoproteinas de superficie de células T tipo CD4, que atuam como co-receptores do receptor
de células T (ANGUITA et al., 2002). Essa interacdo acarreta na repressao da producéo de
interleucina-2 no desenvolvimento da resposta imune (JUNCADELLA et al., 2007), a qual
atua como fator de crescimento de células T durante o reconhecimento de antigenos na fase de
ativacdo da resposta imune adaptativa. Por essa razdo, os patdgenos conseguem infectar o
animal facilmente no periodo de alimentacdo dos carrapatos (RINCON et al., 2007; HUANG;
AUGUST, 2016).

Cada espécie de carrapato desenvolve mecanismos fisiologicos distintos para
invadir e alterar o sistema imunoldgico dos animais. Ixodes scapularis altera o sistema
imunoldgico dos animais através da acdo da Salp15, reprimindo intensamente a producdo de
interleucina-2. Rhipicephalus appendiculatus utiliza proteinas que se ligam a histamina e a
IgG para subverter o sistema de defesa do hospedeiro e inativar os linfécitos T (PAESEN et
al., 1999). A saliva de Rhipicephalus (Boophilus) microplus age no sistema imune do
hospedeiro diferenciando células T CD4+ em células Th1 e Th, (CHRISTE et al., 2000). Ja a
saliva de Ixodes ricinus polariza a resposta imune para o tipo Thz e reduz a do tipo Thy,
causando um efeito supressivo na imunidade inata dos animais. Ixodes dammini contém em
sua saliva inibidor da ativacdo da via alternativa do complemento, comprometendo
significativamente a deposi¢cdo de C3b e a liberacdo da anafilatoxina C3a (PARIZI et al.,
2007).

A variacdo da viruléncia de Rickettsia e sua modulacdo no sistema imune dos
mamiferos esta relacionada ao metabolismo elevado e ao estado de alimentagdo dos ixodideos
no hospedeiro, pois quando a transmissdo desses patdgenos ocorre em ixodideo ndo
ingurgitado é induzida uma resposta imune em animais, sem provocar a doenca. Todavia,
carrapatos infectados por Rickettsia apds a hematofagia, desenvolvem infec¢do no animal.
Isso reflete na variacdo da resposta imune do organismo do hospedeiro ao ser parasitado por
diferentes estagios de vida do carrapato, pois acredita que a fonte de alimentacdo em cada
estagio de vida fornecga substancias que inibi o periodo de dorméncia celular do patégeno que
acontece na diapausa (CARDOSO et al., 2006).
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De modo geral, a fixacdo do carrapato resulta em uma lesdo na pele, que
desencadeia no hospedeiro ativacdo do sistema complemento pela resposta da fase aguda,
entretanto, esses parasitas liberam substancias que inibem a via alternativa do sistema
complemento, sendo essa acdo espécie-especifica para parasita-hospedeiro (PARIZI et al.,
2007).

Na relacdo parasita-hospedeiro-patdgeno o sistema complemento é importante,
pois é o principal mediador humoral do processo inflamatério junto aos anticorpos e, é
constituido por proteinas soltveis no plasma e expressas na membrana celular, sendo ativado
pelas vias classica e alternativa (ITURRY-YAMAMOTO; PORTINHO, 2001).

O sistema complemento exerce a funcdo de formar o complexo litico de
membrana (CLM), que destroi células e participa no processo de opsonizacdo. A opsonizacao
facilita a fixacdo e reconhecimento das moléculas do sistema complemento na superficie
bacteriana, permitindo a fagocitose. Os microrganismos desenvolvem meios diferentes de
evitar a opsonizagdo e a acdo litica do sistema complemento, mecanismo conhecido como
subversdo imune (ITURRY-YAMAMOTO; PORTINHO, 2001). Além disso, os patdgenos
possuem genes que ativam o mecanismo de supressdo imunoldgica dos hospedeiros, 0s quais
atuam como indutores da producdo de interferon gama (IFN gama) e da formacdo do
inflamassoma, ativando diferentes mecanismos de imunidade e processos patoldgicos
distintos, promovendo assim, em alguns casos, a sua disseminagéo (PAIVA-OLIVEIRA et al.,
2012).

As espécies do género Rickettsia afetam o sistema imunol6gico dos roedores e
marsupiais silvestres, evitando o processo de opsonizacgdo, através da acdo de interleucina-33,
especifica de células endoteliais e medeia os seus efeitos bioldgicos através da interacdo com
o0s receptores ST2, induz células auxiliares T e mastdcitos a produzir citocinas do tipo 2, com
isso modula as respostas inflamatorias e desregula as células endoteliais dos tecidos,
provocando estresse endotelial celular, apoptose celular e danos nos tecidos (SHELITE et al.,
2016). ApoGs esse processo, penetra nas células por meio da sua adesdo as células endoteliais
de pequenas arteriolas e vénulas, através do receptor prot Ku70, produzindo alteracdes na
membrana, que facilita a sua entrada na célula por fagocitose induzida e realiza sua
replicacdo. Em seguida, rompe a membrana fagossémica, com a liberacdo de fosfolipase D e
hemolisina C, proliferando-se por divisdo binaria no citosol (HERRERO et al., 2010;
MILAGRES et al., 2010).

Rickettsia do grupo Febre Maculosa movimenta-se de célula em célula por meio

da reorganizacgéo dos filamentos de actina, permitindo que durante esse processo, ndo causem
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lesbes celulares. Além disso, sdo capazes de induzir a ativacdo do fator nuclear kappa beta
(NFkp), responsavel por inibir a apoptose das células e promover a producdo de proteinas
(GALVAOQ; PADILHA, 2013).

A atividade dos carrapatos e patdgenos no hospedeiro, altera intensamente o
sistema imunoldgico dos animais, mas os fatores ecoldgicos e fisiologicos do hospedeiro
exercem também um papel na determinacdo da suscetibilidade para cada espécie de carrapato
e patogeno (LAWRIE et al., 1999). Dependendo da modulacdo sofrida no sistema
imunolodgico, os roedores e marsupiais silvestres podem ser reservatorios amplificadores,
como também, pode desenvolver uma vasculite necrosante generalizada de vénulas e veias,
desencadeada pela ativacdo do sistema complemento e quimiotaxia celular. Concomitante,
ocorre ativacdo do sistema de coagulacdo e fibrinolitico (MILAGRES et al., 2010). A
vasculite culmina num aumento da permeabilidade vascular, que leva a acumulacdo de fluidos
intersticiais nos tecidos vizinhos, originando edema e perda de volume vascular. Juntamente,
hd um acumulo de neutréfilos e linfocitos nos vasos. A hipovolemia, hemorragias
microvasculares e trombocitopenia sdo consequéncias da vasculite. Esse problema atinge a
pele, trato gastrointestinal, miocardio, pulmdo, testiculos, epididimo, rim, bexiga, pancreas,
meninges, retina, musculatura lisa e esquelética (GALVAO; PADILHA, 2013; GALVAO et
al., 2014).

3.3 COMPORTAMENTO BIOLOGICO DE Rickettsia EM IXODIDEOS, ROEDORES E
MARSUPIAIS SILVESTRES

Os microrganismos do género Rickettsia para infectar o hospedeiro vertebrado,
precisam de um vetor artropode que esteja em um ambiente com condi¢bes climaticas
favoraveis para transporta-los e continuar o seu ciclo bioldgico, que é determinado por trés
fatores — o vetor primario, o hospedeiro reservatério amplificador e o hospedeiro reservatério
transitorio (GEHRKE et al., 2013).

A transmissdo e sobrevivéncia de Rickettsia acontece por intermédio de vetores
invertebrados, como ectoparasitas - piolhos Polyplax e Pediculus, pulgas Ctenocephalides,
carrapatos ixodideos e acaros Allodermanyssus (MILAGRES et al., 2010; GALVAO et al.,
2014). Esses vetores sdo infectados naturalmente, quando realizam a hematofagia nos
hospedeiros riquetsiémicos.

Nos carrapatos, Rickettsia se estabelece no trato digestivo para realizar sua

replicacéo, se espalha e multiplica em outros tecidos, incluindo glandulas salivares e ovarios
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(PAROLA et al., 2005). Desse modo, as espécies de Rickettsia se propagam por transmissdo
transovariana e transestadial, durante as proximas quatro geracGes dos vetores infectados
(LABRUNA et al., 2011), como também, os machos podem transferir para as fémeas atraves
dos fluidos corporais ou dos espermatozoides durante o processo de acasalamento (PAROLA
et al., 2005). Além disso, os carrapatos fornecem, a esses patdgenos, condigdes ambientais
ideais para sua sobrevivéncia, pois mesmo em periodos de alimentacdo escassa ou na
auséncia, ocorrem alteracGes morfologicas em Rickettsia necessarias para a viruléncia inicial
ser restituida, processo conhecido por reativagdo (GALLETTI et al., 2013). Com isso 0s
artrépodes participam no ciclo bioldgico rickettsial, ndo somente como vetores, mas como
reservatorio do agente e mantendo-os na natureza (DANTAS-TORRES, 2008).

O ciclo bioldgico rickettsial continua, quando o ectoparasita infectado,
principalmente os carrapatos da familia Ixodidae, realiza a hematofagia em um hospedeiro
vertebrado (animal doméstico ou silvestre), para continuar se desenvolvendo em outros
estagios de vida. Nesse processo, transmite o agente rickettsial através da sua saliva,
inoculando diretamente na corrente sanguinea (PAROLA et al., 2005).

Os roedores e marsupiais silvestres quando séo infectados por Rickettsia, aumenta
0 potencial de disseminacdo desse agente, pois participam na maioria dos casos, como
reservatorios amplificadores, devido as suas condi¢bes bioldgicas de manter niveis de
rickettsémia capazes de infectar os carrapatos, mesmo em um curto periodo (MILAGRES et
al., 2013). Aliado ao sinantropismo elevado em uma regido, os roedores e marsupiais
silvestres, infectam animais domésticos, como 0s cées, que sao reservatorios transitorios desse
agente, por ndo apresentarem condi¢des ideais para a multiplicacdo de Rickettsia em periodo
de tempo suficiente para infectar outros carrapatos. Contudo sdo hospedeiros preferenciais do
vetor e, assim, carreiam para seu domicilio os ectoparasitas infectados, viabilizando o contato
do homem com esses vetores e, por conseguinte transmite o agente patogénico, causando uma
série de zoonoses, em muitos casos, letais para os seres humanos e animais (MORARU et al.,
2013; SARAIVA et al., 2013).

3.4 OCORRENCIA DE Rickettsia EM ROEDORES E MARSUPIAIS SILVESTRES

A ocorréncia de espécies de Rickettsia circulantes entre roedores e marsupiais é
elevada (MILAGRES et al., 2013). As principais espécies de Rickettsia transmitidas por
carrapatos do género Amblyomma a roedores e marsupiais silvestres pertencem ao Grupo

Febre Maculosa, podendo destacar R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommii, R. bellii, R. felis e
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Rickettsia rhipicephali (HORTA et al., 2011; MEDEIROS et al., 2011; SZABO et al., 2013;
NUNES et al., 2015).

No Brasil, Rickettsia se distribui entre as regides Sudeste, Sul e Nordeste, infectando
uma vasta biodiversidade de espécies de roedores e marsupiais silvestres, entre elas destacam-
se Didelphis aurita, Akodon sp., Hydrochaeris hydrochaeris, Euryoryzomys russatus,
Monodelphis sp., Gracilinanus sp., Rattus rattus, Chaetomys subspinosus e Coendou
insidiosus (SOUZA et al., 2009; MILAGRES et al., 2010; MCINTOSH et al., 2015).

No estado de S&o Paulo, Szabd et al. (2013), com pesquisa realizada na Estacdo
Ecologica de Juréia-Itatins no municipio de Peruibe, com roedores e marsupiais silvestres,
obtiveram resultados soroldégicos mais representativos para Rickettsia do grupo Febre
Maculosa nas espécies D. aurita e Monodelphis sp., com 100% e 33% soropositividade para
R. rickettsii, respectivamente. J& Milagres et al. (2013), com pesquisa realizada em Santa Cruz
do Escalvado e Pingo D’agua, Minas Gerais, demonstraram resultados sorologicos
significantes em R. rattus, com 94% de soropositividade também para Rickettsia do grupo
Febre Maculosa. Estudos realizados por Mcintosh et al. (2015) na Reserva Biologica de Una
(Rebio-Una) e na Reserva Refugio de Animais Silvestres de Una (Revis-Una), localizadas em
Ilheds, Bahia, encontraram em 07 C. subspinosus e 06 C. insidiosus R. belli e R. amblyommii.
Mesmo em Estados distintos, os animais ndo desenvolveram sintomas de rickettsiose,
conferindo uma significante participacdo no ciclo enzo6tico e zoonético dessas doencas nas
regibes, uma vez que, 0s roedores e marsupiais silvestres mantem contatos com 0s animais
domeésticos.

Todavia, Blanton et al. (2014), em laboratério demonstraram que Cavia porcellus é
capaz de desenvolver sintomas de Febre Maculosa, quando infectado somente por uma
espécie de Rickettsia, com taxa de multiplicacdo elevada no sangue. Mas, quando ocorria co-
infeccdo com outras espécies de Rickettsia, estes animais adquiriram anticorpos para diminuir
a infeccdo da primeira cepa que foi inoculada, pois ndo apresentaram sintomas da doenca,
conferindo caracteristicas de reservatorios amplificadores. Galvéo e Padilha (2013) afirmam
que as taxas de infeccdo estdo relacionadas com a viruléncia do patdgeno, a susceptibilidade

do animal a espécie de Rickettsia, a presenca de co-infec¢do e modulacéo da resposta imune.

3.5 DIAGNOSTICO DAS RICKETTSIOSES

O diagnostico das rickettsioses é firmado no histérico da picada pelo carrapato,

por sinais clinicos, pelo teste de Imunofluorescéncia Indireta e técnicas moleculares, como a
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (HERRERO et al., 2010; SOARES et al., 2012;
QUINTERO et al., 2013; WILLIAMS-NEWKIRK et al., 2014).

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) fornece um diagndstico das
doencas através da reacdo entre antigeno-anticorpo, que sdo determinadas por meio de
marcadores que emite uma cor fluorescente no antigeno ou no anticorpo (ALMEIDA;
SANTILIANO, 2012). Essa técnica é padrdo ouro na deteccdo de anticorpos anti-Rickettsia
spp. em animais (AMORIM et al., 2013).

A PCR é um método de diagndstico direto, por que possibilita a amplificacdo de
sequéncias de DNA que estejam presentes em misturas complexas e permite estudos de
natureza variada, tais como desenvolvimento de métodos de diagnostico altamente sensiveis e
especificos, obtencdo de grandes quantidades de DNA para sequenciamento, analises sobre a
diversidade genética de populacGes e diagnéstico de doencas (PADDOCK et al., 2010;
KAHLON et al.,, 2013; SUMRANDEE et al., 2014). A PCR é amplamente utilizada na
confirmacédo das espécies de Rickettsia presentes em drgdos de animais e no vetor a partir de
fragmentos dos genes gltA, ompA e ompB (SPITALSKA et al., 2015).

Os métodos diagnoésticos sdo importantes, pois auxiliam estudos epidemiologicos
em todo o Brasil, permitindo estimar a prevaléncia das rickettsioses nas diversas regides do
pais (TELFORD, 2014).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAL DA PESQUISA E ANIMAIS CAPTURADOS

A pesquisa foi conduzida na Estacdo Experimental Rafael Fernandes (Figura 1) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) (05°03°43”S, 37°23°54W), em
Mossoro, estado do Rio Grande do Norte, regido Nordeste do Brasil, constituido de clima
semiarido, quente e seco, enquadrando-se na classificacdo climéatica de Képpen-Geiger como
BSw’h’, com temperatura média anual de 27°C, umidade relativa do ar de 68,9% e
precipitacdo pluviométrica média anual de 673,9 mm, concentradas em fevereiro a maio e 0s
demais meses (junho a janeiro) marcados por uma longa estacdo seca (CARMO FILHO et al.,
1987).

O estudo foi realizado em periodo de seca prolongada, com baixa precipitacdo
pluviométrica de 6,1 mm, entre os meses de novembro, dezembro de 2014 e janeiro a abril de
2015, cujas condicBes climaticas demonstraram temperatura média de 27,9°C e umidade

relativa de 71,5%, caracterizando um clima quente e seco.

Figura 1 — Estacdo Experimental Rafael Fernandes da Universidade Federal Rural do Semi-
Avrido, localizada no Distrito de Alagoinha, Mossord, Rio Grande do Norte, Brasil. Area total
(485 ha) da fazenda (retangulo amarelo). Fragmento de 26 hectares da fazenda, local onde
ocorreu as coletas de campo (retdngulo menor vermelho)

Fazenda Exp.g;riment I'-\UFERSA Q

@ ooqk saitlpy

D201 3MapLink
Data da simagens: 4/29/2012 5°03'26.81"S  37°23'46.61"0 elev 81 m _ altitude do ponto de visdo '5.58 km

Fonte: http://www. oogle com. br/mtl/pt -BR/earth/
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Durante o periodo de coleta se capturou roedores e marsupiais silvestres, adultos,
machos e fémeas, porém os animais jovens e fémeas em estagio de prenhes e lactagdo nédo
passaram por coletas no intuito de evitar estresse.

Esse estudo foi realizado sob aprovacio da Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), sob o Parecer N° 28/2014
(Anexo A) e pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo0), sob
Autorizacdo N° 44685-1 (Anexo B), tendo sido respeitados todos os preceitos éticos de

protecdo aos animais.
4.2 ARMADILHAS E SESSOES DE CAPTURA

As capturas dos roedores e marsupiais silvestres foram realizadas em um
fragmento de 26 hectares divididos em seis transectos (Figura 2), selecionados aleatoriamente
e estruturados em linhas verticais e horizontais com heterogeneidade na quantidade de pontos
em cada linha, sendo georeferenciados através do Programa Google Earth (Versdo 1.2.3) e
GPS (Garmin, modelo Etrex H).

Figura 2 — Distribuicdo dos seis transectos (linhas estruturadas com pontos
amarelos direcionadas na vertical e horizontal) em um fragmento de 26 hectares,
compreendendo a Trilha dos Polinizadores (TRIPOL) da Estacdo Experimental
Rafael Fernandes da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, localizada no
Distrito de Alagoinha, Mossor6, Rio Grande do Norte, Brasil
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Fonte: Acervo da autora
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Durante os meses de coleta, foram colocadas diariamente por seis dias
consecutivos 100 armadilhas, sendo 50 do modelo Tomahawk (45 x 15,5 x 17,5cm) e 50
Sherman (31 x 8 x 9cm) (Figura 3), equidistantes 20 m, posicionadas antes do ocaso do sol e
verificadas no inicio da manha (5 horas), distribuidas em pontos especificos de captura, (KIM
et al., 2010).

Mensalmente foram utilizadas 600 armadilhas, totalizando 3.600 ao término do
experimento. Para atrair os roedores e marsupiais silvestres foram utilizadas iscas compostas
por pacoca de amendoim, sardinha, banana e flocos de milho segundo recomendacdes
descritas por Almeida et al. (2013).

Figura 3 — Armadilhas utilizadas na captura dos roedores e marsupiais silvestres. A. Sherman;
B. Tomahawk
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Fonte: Acervo da autora

4.3 CONTENCAO DOS ROEDORES E MARSUPIAIS SILVESTRES

Apdbs o procedimento de captura, os animais foram levados ao ponto de apoio,
contidos mecanicamente pelo método fisico manual e pesados com auxilio de uma balanca
Pesola com precisdo de 5,0 g (Figura 4).

Cetamina e Xilasina foram administradas em associagao por via intramuscular nas
doses e concentragdes de 10 mg/kg (1g/10mL) e 1mg/kg (29/100mL), respectivamente,
utilizando seringa de insulina de 1 mL, com agulha de 0,45 mm (FUNDACAO OSWALDO
CRUZ, 2008). Confirmado aprofundamento anestésico procedeu-se as coletas dos carrapatos

e amostras de sangue.
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Figura 4 — Contencdo mecanica dos roedores e marsupiais silvestres no ponto de apoio. A.
Retirada do animal capturado da armadilha Sherman; B. Contengao fisica manual do animal;
C. Pesagem do animal

‘ wi?
Fonte: Acervo da autora

4.4 MARCACAO DOS ROEDORES E MARSUPIAIS SILVESTRES

Para evitar a manipulacdo de animais recapturados no mesmo més de coleta, todos
os animais capturados foram marcados com brincos enumerados no pavilhdo auricular
esquerdo, seguindo recomendacOes de Almeida et al. (2013), utilizando material para
marcacdo de pequenos mamiferos (Figura 5). Com base na numeracdo dos brincos foi
estabelecido cddigos de marcagdo para cada animal, sendo realizadas coletas de sangue nos

animais recapturados nos meses subsequentes.

Figura 5 — Técnica de marcacdo dos roedores e marsupiais silvestres. A. Marcacdo do animal,
usando um alicate especifico para marcacdo de pequenos mamiferos; B. Animal com brinco
de marcacéo

;

Fonte: Acervo da autora
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4.5 COLETA DE SANGUE

Apds as contencdes mecanica fisica manual e quimica, realizou-se a tricotomia e
assepsia do local com alcool a 70%. Em seguida, foi coletado 6% do volume de sangue total
do peso em gramas em marsupiais e 8% em roedores (FIOCRUZ, 2008), por venopuncdo da
veia jugular, usando uma seringa de insulina 0,5 mL, com agulha de tamanho 0,45 mm,
(MORARU et al., 2013). As amostras de sangue foram colocadas em microtdbulos estéreis,
acondicionadas em uma caixa térmica refrigeradas com gelo em gel (Figura 6) e armazenadas
a -20°C no Laboratorio de Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural do Semi-
Avrido, para posterior analise.

Figura 6 — Procedimento da coleta de sangue em roedores e marsupiais silvestres. A.
Tricotomia; B. Coleta de sangue por venopuncdo da veia jugular

A

Fonte: Acervo da autora

4.6 SOLTURA DOS ROEDORES E MARSUPIAIS SILVESTRES

Apo0s a coleta de sangue, os animais foram colocados em uma caixa de espera,
onde avaliou-se 0s parametros vitais (frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e
temperatura corporal) e a reabilitacdo do estado de sedagdo, constatado pela presenca de
reflexos protetores (degluticdo, reflexo palpebral) e deambulacdo (TRANQUILLI et al.,
2013). Posteriormente procedeu-se a soltura dos animais no ponto de captura (Figura 7).

Realizou-se a identificacdo taxonémica dos marsupiais através de morfologia,
conforme protocolo de Céaceres (2012) e Freitas (2012), e dos roedores de acordo com Reis et
al. (2006) e Bonvicino et al. (2008).



29

Figura 7 — Soltura dos roedores e marsupiais silvestres. A. Animal em caixa de espera, para
reabilitacdo e avaliacdo dos parametros vitais; B. Ponto de captura do animal; C. Animal solto
no ponto de captura apos recuperagdo anestésica
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Fonte: Acervo da autora

4.7 ANALISES DE Rickettsia NAS AMOSTRAS DE SORO

As amostras de sangue dos roedores e marsupiais silvestres foram centrifugadas
por 10 minutos em 3000rpm no Laboratério da Estacdo Experimental Rafael Fernandes da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, para obten¢do do soro. Apds, armazenou-se as
amostras a -20°C.

Ao término de todas as coletas de campo, encaminhou-se as amostras para 0
Laboratério de Doencas Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo, para serem analisadas pela Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) (Figura 8).

Para a realizacdo da RIFI, as amostras de soro foram previamente descongeladas
em temperatura ambiente e testadas utilizando antigenos derivados das cinco espécies de
Rickettsia isoladas no Brasil: Rickettsia bellii cepa Mogi, Rickettsia amblyommii cepa Ac37,
Rickettsia rhipicephali cepa HJ5, Rickettsia rickettsii cepa Taiagu e Rickettsia parkeri cepa
At24 (LABRUNA et al., 2007), conforme protocolo do Laboratdrio de Doengas Parasitarias
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.

Nos processos de triagem e titulagdo diluiu-se 5 pl das amostras de soro em 315
pl de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), com diluicdo inicial 1:64, sendo aplicado
em cada lamina soros previamente testados considerados negativos (controle negativo) e
positivos (controle positivo). As amostras de soro positivas para Rickettsia na diluicdo inicial
1:64 foram testadas em diluigdes seriadas 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, 1:4096 e

1:8192, para determinacdo do titulo final de reatividade, considerando homologo para uma
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determinada espécie de Rickettsia, aquelas amostras que apresentaram titulos quatro vezes
maiores quando comparado com as demais espécies testadas. Em ambos o0s processos, todas
as laminas foram incubadas em camara umida a 37°C por 30 minutos, com um conjugado
anti-gamba (CCZ, S&o Paulo, Brasil) e anti-camundongo (Sigma, St Louis, MO, EUA) para

marsupial e roedor, respectivamente, marcados com isotiocianato de fluoresceina e testados.

Figura 8 — Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta das amostras de soro dos roedores e
marsupiais silvestres. A. Adi¢do de 20 pl dos conjugados anti-gamba para marsupiais e anti-
camundongo para roedores nas amostras de soro em cada poco da lamina; B. Microscépio de
Imunofluorescéncia utilizado para analise de Rickettsia nas amostras de soro, Obj. 40x; C.
Visualizagdo das amostras de soro com 0s conjugados, marcadas com isotiocianato de
fluoresceina

_Fonte: Acervo da autora

4.8 COLETA, IDENTIFICACAO TAXONOMICA DOS CARRAPATOS E ANALISE DE

Rickettsia

As coletas dos carrapatos seguiram recomendacdes de Pereira et al. (2012), para
evitar a perda de estruturas do gnatossoma e foram preservados em alcool etilico absoluto
99,8% P.A, para posterior analises.

Realizou-se a identificacdo taxonémica dos carrapatos no Laboratério de Doencas
Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo,
por meio de amplificacdo por Reacdo de Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando o Kit
Wizard Genomic DNA, direcionados para um fragmento do gene 16S rRNA mitocondrial de
carrapatos, com os primers 16S+ (F-CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT) e 16S- (R-
GCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGT).

Larvas e ninfas de Amblyomma auricularium, ninfas de Amblyomma parvum e

larvas de Amblyomma sp. foram submetidas a extracdo de DNA e amplificagcdo por PCR dos
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genes gItA e ompA rickettsial, utilizando o Kit Wizard Genomic DNA, com primers
Rr190.70F e Rr190.701R direcionados para um fragmento do gene ompA e dois pares de
primer CS-78, CS-323 e CS-239 e CS-1069 para o gene gltA (LABRUNA et al., 2004). As
amostras produziram amplificagdes compativeis com 350 pb do gene citrato sintase (gItA) e
com 587 pb do gene da proteina da membrana externa (ompA). A integridade do DNA foi
assegurada para o painel especificidade das preparacfes de acidos nucleicos por 16S rRNA
mitocondrial de carrapatos, realizando com sucesso deteccdo do gene rRNA em todas as
preparacdes de DNA por PCR (Figura 9). Todos os produtos de PCR foram sequenciados e 0s
resultados das sequencias foram comparados com os dados do GenBank por analise BLAST.

Figura 9 — Visualizagdo em gel de agarose na eletroforese da integridade do DNA assegurada
por 16S rRNA mitocondrial de carrapato
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Fonte: Acervo da autora

4.9 ANALISES DOS DADOS

Os dados foram expressos em frequéncia simples e porcentagem, seguindo
recomendacgdes de Szabd et al. (2013), através do programa estatistico IBM SPSS (Armonk,
NY: IBM Corp.), versdo 22.0
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5 RESULTADOS

Foram capturados durante toda pesquisa 05 roedores das espécies Thrichomys sp.
e Wiedomys sp. (Figura 10) e 36 marsupiais das espécies Gracilinanus agilis e Monodelphis
domestica (Figura 11), todos adultos, sendo 05 machos de roedores, 28 machos e 08 fémeas
de marsupiais, conforme descrito na Tabela 1. Fémeas que se encontravam nos estados de

prenhes e lactacdo foram liberadas no ponto de captura, sem realizar a coleta de sangue.

Figura 10 — Espécies de roedores silvestres encontradas na Estacao Experimental Rafael
Fernandes da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, localizada no Distrito de Alagoinha,
Mossoro, Rio Grande do Norte, Brasil. A. Wiedomys sp.; B. Thrichomys sp.
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Fonte: Acervo da autora

Figura 11 — Espécies de marsupiais silvestres encontradas na Estacdo Experimental Rafael
Fernandes da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, localizada no Distrito de Alagoinha,
Mossord, Rio Grande do Norte, Brasil. A. Gracilinanus agilis; B. Monodelphis domestica
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Fonte: Acervo da autora
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Na armadilha do modelo Sherman se capturou 28 G. agilis, 04 M. domestica e 02
Wiedomys sp. Ja na Tomahawk, 02 G. agilis, 02 M. domestica, 02 Thrichomys sp. e 01
Wiedomys sp. Durante toda pesquisa foi possivel recapturar G. agilis (A2b113, Albl11l,
B7b116, A4b58, C7b28), entre os meses de novembro e dezembro de 2015 e janeiro,
fevereiro e marco de 2016. As recapturas ocorreram nos transectos do lado direito da TRIPOL
em pontos proximos e/ou no mesmo ponto (Tabela 1).

Tabela 1 — Captura e recapturas dos roedores e marsupiais silvestres encontrados na Estacdo Experimental
Rafael Fernandes da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, localizada no Distrito de Alagoinha,

Mossor0, Rio Grande do Norte, Brasil, durante os seis meses de pesquisa de campo

Codigo do Espécie Sexo Ponto de Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro Marco Abril
animal captura/armadilha 2014 2014 2015 2015 2015 2015
A2b113 Gracilinanus agilis M 16/Sherman X X
A4C5b58 Gracilinanus agilis M 66-91/Sherman X X
A5 Gracilinanus agilis M 13/Sherman X
AT Gracilinanus agilis F 48/Sherman X
A8 Gracilinanus agilis F 28/Sherman X
B2 Gracilinanus agilis F 55/Sherman X
C1 Gracilinanus agilis F 35/Sherman X
C4b103 Gracilinanus agilis M 35/Sherman X
Albl1ll Gracilinanus agilis M 95-97- X X X
96/Sherman
B7b116 Gracilinanus agilis M 99-93/Sherman X X
B9b118 Gracilinanus agilis M 12/Tomahawk X
C3b52 Gracilinanus agilis F 63-100/Sherman X X
C4b49 Gracilinanus agilis M 98/Tomahawk X
C6b51 Gracilinanus agilis M 31/Sherman X
C7b28 Gracilinanus agilis M 66-63/Sherman X X
C9b112 Gracilinanus agilis M 12/Sherman X
C10b119 Gracilinanus agilis M 14/Sherman X
D2b121 Gracilinanus agilis F 70/Sherman X
D3b122 Gracilinanus agilis M 27/Sherman X
D5b63 Gracilinanus agilis M 74/Sherman X
D7b123 Gracilinanus agilis M 72/Sherman X
D8b125 Gracilinanus agilis M 37/Sherman X
D9b124 Gracilinanus agilis F 31/Sherman X
A6 Monodelphis M 24/Sherman X
domestica
C2 Monodelphis M 24/Sherman X
domestica
B5b115 Monodelphis M 55/Sherman X
domestica
B8b117 Monodelphis M 10/Tomahawk X
domestica
C8b61 Monodelphis M 27/Sherman X
domestica
D1b120 Monodelphis F 100/Tomahawk X
domestica
A3Sbe Thrichomys sp. M 72/Tomahawk X
B3Eu Thrichomys sp. M 92/Tomahawk X
B4b39 Wiedomys sp. M 100/Sherman X
Bl Wiedomys sp. M 100/Tomahawk X
A3 Wiedomys sp. M 18/Sherman X
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Entre as espécies de marsupiais capturadas foi possivel coletar em G. agilis e
M. domestica carrapatos da espécie Amblyomma auricularium, j& nas espécies de roedores
coletou-se em Thrichomys sp. A. auricularium e Amblyomma parvum e, em Wiedomys sp.
carrapatos da espécie Amblyomma sp. Dentre essas espécies de carrapatos, observou-se

multipla infestacdo por A. auricularium e A. parvum em Thrichomys sp. (Tabela 2).

Tabela 2 — Espécies de carrapatos do género Amblyomma coletados em roedores e marsupiais
silvestres encontrados na Estacdo Experimental Rafael Fernandes da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, localizada no Distrito de Alagoinha, Mossord, Rio Grande do Norte,
Brasil

Cddigo do Amblyomma Amblyomma  Amblyomma sp.
animal Espécie auricularium parvum

larvas ninfas larvas ninfas larvas ninfas

A2b113 Gracilinanus agilis 0 0 0 0
A4C5b58 Gracilinanus agilis 0
A5 Gracilinanus agilis 0
A7 Gracilinanus agilis 0
A8 Gracilinanus agilis 0
B2 Gracilinanus agilis 0
C1 Gracilinanus agilis 0
C4b103 Gracilinanus agilis 03
Albl11 Gracilinanus agilis 0
B7b116 Gracilinanus agilis 01
B9b118 Gracilinanus agilis 01
C3b52 Gracilinanus agilis 02

C4b49 Gracilinanus agilis 01
C6b51 Gracilinanus agilis 0
C7b28 Gracilinanus agilis 03
C9b112 Gracilinanus agilis 0
C10b119 Gracilinanus agilis 0
D2b121 Gracilinanus agilis 0
D3b122 Gracilinanus agilis 0
D5b63 Gracilinanus agilis 0
D7b123 Gracilinanus agilis 0
D8b125 Gracilinanus agilis 0
D9b124 Gracilinanus agilis 0
03

0

0
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O8000OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
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A6 Monodelphis domestica 04
C2 Monodelphis domestica 0
B5b115  Monodelphis domestica 0
B8b117  Monodelphis domestica 14 0
C8b61 Monodelphis domestica 10 0
D1b120  Monodelphis domestica 10 0
A3Sbe Thrichomys sp. 0 10
B3Eu Thrichomys sp. 02 0
B4b39 Wiedomys sp. 0 0
Bl Wiedomys sp. 0 0
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A3 Wiedomys sp. 0 0 0 04 0
Total 50 14 0 07 12 0

o

Dos 41 animais testados na Reacdo de Imunoflurescéncia Indireta (RIFI), 02
roedores apresentaram reatividade na titulagcdo, onde 01 Thrichomys sp. apresentou valores de
128 para Rickettsia amblyommii e 01 Wiedomys sp. com mesmo titulo para Rickettsia bellii.
Dentre os marsupiais testados, 07 apresentaram sororeatividade para 04 espécies de Rickettsia
diferentes, entre essses, 03 M. domestica reagiram a antigeno de R. amblyommii (8192),
R. bellii (512) e Rickettsia rhipicephali (2048) e 01 G. agilis (C3b52) apresentou titulos para
Rickettsia rickettsii (64), R. amblyommii (128) e R. rhipicephali (64). Esse G. agilis (C3b52)
se manteve com soropositividade em janeiro de 2015 e com infestacdo por A. auricularium,
mas em fevereiro de 2015, quando foi recapturado, apresentou soronegatividade para as
espécies de Rickettsia (Tabela 3), como também, ndo manteve infestacdo por A. auricularium.
Os demais animais que ocorreram recapturas apresentaram soronegatividade na RIFI para
todas as espécies de Rickettsia ndo sendo possivel verificar re-infeccdo, como também re-

infestagdo por A. auricularium.

Tabela 3 — Resultados da Reacdo de Imunoflurescéncia Indireta com titulagdo reagente para
antigenos derivados das cinco espécies de Rickettsia isoladas no Brasil, em roedores e marsupiais
silvestres encontrados na Estacdo Experimental Rafael Fernandes da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido, localizada no Distrito de Alagoinha, Mossord, Rio Grande do Norte, Brasil

Cadigo do Espécie Rickettsia  Rickettsia  Rickettsia Rickettsia  Rickettsia
animal rickettsii parkeri  amblyommii rhipicephali bellii
C4b103 Gracilinanus agilis 0 0 128 64 0
C3b52 Gracilinanus agilis 64 0 128 64 0

Ab Monodelphis domestica 0 0 256 128 0

Cc2 Monodelphis domestica 64 0 512 128 128
B5b115  Monodelphis domestica 64 0 8192 2048 512
B8b117  Monodelphis domestica 64 0 128 128 512
C8h61 Monodelphis domestica 128 0 8192 2048 0
A3She Thrichomys sp. 0 0 128 0 0
B4b39 Wiedomys sp. 0 0 0 0 128

Os resultados para R. amblyommii, demonstraram em 33,3% de M. domestica
titulos quatro vezes superiores (8192) em relagdo as outras espécies de Rickettsia,
confirmando a exposic¢ao desses animais com esse agente na regido semiarida do Rio Grande
do Norte. Além disso, dentre os animais soropositivos para R. amblyommii, 83,3% foi a
espécie M. domestica (Tabela 4). A Figura 12 mostra os resultados com menores e maiores

titulacGes obtidas na RIFI para R. amblyommii entre G. agilis e M. domestica.
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Tabela 4 — Sororeatividade para as cinco espécies de Rickettsia isoladas no Brasil em roedores e
marsupiais silvestres encontrados na Estacdo Experimental Rafael Fernandes da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, localizada no Distrito de Alagoinha, Mossoro6, Rio Grande do Norte, Brasil

n de animais sororeativos para cada espécie de Rickettsia

Animais (% sororeatividade por animal)
(n. testados) Rickettsia  Rickettsia Rickettsia Rickettsia Rickettsia
amblyommii  rickettsii parkeri rhipicephali bellii
Gracilinanus agilis (30) 02 (6,7) 0 0 0 0
Monodelp(hol(ss)domestlca 05 (83,3) 0 0 0 0
Thrichomys sp. (02) 01 (50,0) 0 0 0 0
Wiedomys sp. (03) 0 0 0 0 0

Figura 12 — Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta para Rickettsia amblyommii em
marsupiais silvestres encontrados na Estacdo Experimental Rafael Fernandes da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, localizada no Distrito de Alagoinha, Mossoro,
Rio Grande do Norte, Brasil. A. Titulacdo 128 em Gracilinanus agilis (seta preta); B.
Titulagdo 8192 em Monodelphis domestica (seta vermelha)

Fonte: Acervo da autora

Todos os carrapatos coletados dos roedores e marsupiais silvestres foram
submetidos a extracdo de DNA e amplificacdo por PCR dos genes gltA e ompA rickettsial.
Amostras de DNA rickettsial amplificados por PCR foram sequenciados e submetidos a
analises BLAST. Dentre os animais soropositivos, identificou-se em 07 larvas e 01 ninfa de
A. auricularium a presenca de R. amblyommii a partir das analises de fragmentos dos genes
gltA (350pb) e ompA (587pb), com 100% de similaridade com Candidatus R. amblyommii
estirpe Bahia (KM262197) e AaPE (JX867426) (Tabela 5), respectivamente, reportadas na
regido Nordeste do Brasil por Saraiva et al. (2013). As sequencias referentes aos genes gltA
(350pb) de R. amblyommii foram encontradas em 04 larvas de A. auricularium coletadas de
02 M. domestica, que apresentaram titulos elevados na RIFI de 256 e 8192 e em ninfa

proveniente de 01 Thrichomys sp. com titulos baixos de 128. Ja as sequencias referentes aos
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genes ompA (587pb) de R. amblyommii foram encontradas em 03 larvas A. auricularium
coletadas de 01 M. domestica que apresentou soropositividade com titulos de 128.

Tabela 5 — Analise molecular de fragmentos dos genes gltA (350pb) e ompA (587pb) para
Rickettsia amblyommii em larvas e ninfas de Amblyomma auricularium, Amblyomma parvum
e Amblyomma sp. encontrados na Estagcdo Experimental Rafael Fernandes da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido, localizada no Distrito de Alagoinha, Mossor6, Rio Grande do
Norte, Brasil

Positividade para Rickettsia amblyommii

nO
Espécie de n° Similaridade submisséo
carrapatos  larvas ninfas % GenBank
Gene gltA Gene ompA
Larvas Ninfas Larvas Ninfas
Amblyomma 50 14 4 1 3 0 100 KM262197
auricularium JX867426
Amblyomma 0 7 0 0 0 0 - -
parvum
Amblyomma 12 0 0 0 0 0 - -
sp.

Os resultados demonstram que 6,7% de G. agilis foram soropositivos para
R. amblyommii, mas ndo havia infeccdo nos carrapatos coletados. Ja M. domestica infectados
(83,3%) obteve uma taxa elevada dos carrapatos coletados positivos na PCR para
R. amblyommii, semelhante, ocorreu em um Thrichomys sp. (50%) soropositivo, que
apresentou carrapatos positivos nas analises moleculares para o agente. Comparando a
soropositividade com a infestacdo por carrapatos infectados por R. amblyommii, registra-se a
ocorréncia elevada entre os roedores e marsupiais silvestres na regido semiarida do Rio

Grande do Norte.
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6 DISCUSSAO

Esta pesquisa registra pela primeira vez a ocorréncia de Rickettsia amblyommii em
roedores e marsupiais silvestres infestados por Amblyomma auricularium, no municipio de
Mossoro, Rio Grande do Norte, Brasil.

As armadilhas do modelo Sherman e Tomahawk, contribuiram significativamente
para registrar a ocorréncia de R. amblyommii circulante entre roedores e marsupiais silvestres
capurados na Estacdo Experimental Rafael Fernandes da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido, localizada no Distrito de Alagoinha, Mossord, Rio Grande do Norte, pois tendo
em vista o curto periodo que sucederam as coletas de campo (seis meses), considera-se a
captura de 05 roedores e 36 marsupiais alta, sendo possivel estimar uma ocorréncia elevada
do agente entre a populacéo local.

Os resultados demonstraram que as Sherman obtiveram maior esforgo de captura,
com 32 marsupiais entre as espécies de Gracilinanus agilis e Monodelphis domestica e 02
roedores da espécie Wiedomys sp., recapturando 05 G. agilis, diferentemente do que ocorreu
com as Tomahawk, pois houve a captura de 04 marsupiais das mesmas espécies observadas
na Sherman e 03 roedores das espécies Thrichomys sp. e Wiedomys sp., sem recapturas. As
recapturas ocorreram entre os transectos do lado direito da TRIPOL em pontos proximos e no
mesmo ponto de captura, significando que esses animais se mantem na mesma toca durante
longos periodos e o corredor ecoldgico presente na TRIPOL dificulta sua migracdo para 0s
transectos do lado esquerdo.

Ambos os modelos de armadilhas foram capazes de capturar individuos de
espécies diferentes, com variagdes de tamanho e peso, influenciando no esforco de captura
das armadilhas, o qual observou a captura de individuos com peso entre 13g-100g na Sherman
e 329-100g na Tomahawk. Em pesquisa realizada por Santos-Filho et al. (2015), em
fragmentos de floresta no sul da Amazonia Brasileira, para avaliar a eficiéncia das armadilhas
do tipo Sherman e Tomahawk na captura de pequenos mamiferos, mostraram que a Sherman
capturou 271 individuos e 15 espécies diferentes, dentre as quais, Neacomys spinosus,
Marmosops bishop, Monodelphis glirina e Euryoryzomys nitidus, sendo M. glirina a mais
capturada e a Tomahawk capturou 233 individuos e 15 espécies, dentre essas, Didelphis
marsupialis, Oecomys aff. catherinae, Proechimys sp. e Caluromys lanatus, sendo
Proechimys sp. a espécie com maior esforco de captura. Nesse estudo foi observado que a

Tomahawk conseguiu capturar animais de tamanho maior, que as capturadas pela Sherman.
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A diferenca no esforco de captura entre as armadilhas estid associada com o
modelo, pois a Tomahawk é confeccionada em grades de arame galvanizado, facilitando a
saida de mamiferos de pequeno porte, 0 que ndo acontece com a Sherman, por ndo apresentar
aberturas. Varias pesquisas tém demonstrado que o tipo de armadilha é eficiente na captura
especifica de espécies, podendo determinar as espécies existentes no local (MICHALSKI et
al., 2007; VIEIRA et al., 2014; SANTOS-FILHO et al., 2015).

Relacionando os resultados da presente pesquisa com os estudos realizados por
Santos-Filho et al. (2015), sugere-se que a Tomahawk apresenta maior eficiéncia em capturar
grande variedade de espécies e menor quantidade de individuos, devido as suas aberturas e a
Sherman é mais seletiva na captura de espécies, entretanto, obtém maior esforco de captura.

Estudos sobre eficiéncia de captura de diferentes armadilhas também sdo
importantes para estimar a biodiversidade e abundancia de roedores e marsupiais silvestres,
tornando-se imprescindivel o uso de modelos de armadilhas diferentes (SANTOS-FILHO et
al., 2006), como também auxilia em pesquisas epidemioldgicas sobre patdgenos transmitidos
por roedores e marsupiais silvestres, tornando possivel estimar 0s agentes patogénicos
circulantes entre o ambiente silvestre. Na presente pesquisa, possibilitou determinar a
circulacdo de espécies de Rickettsia na regido semiarida do Rio Grande do Norte em roedores
e marsupiais silvestres, como também, em vetores ixodideos provenientes desses animais.

Nesta pesquisa, foi possivel coletar dos roedores e marsupiais silvestres as
espécies A. auricularium, Amblyomma parvum e Amblyomma sp. Essas espécies de carrapatos
sdo comumente encontradas em roedores e marsupiais silvestres, devido esses animais
apresentarem ampla distribuicdo geografica, habitarem em ambientes propicios as infestacdes,
tais como, dossel de florestas imidas, tocas e arvores em regides de Mata Atlantica, Cerrado,
Florestas Deciduais e Caatinga, associado ao estresse ambiental, a relacdo parasito-hospedeiro
e estilo de vida do animal, que sdo fatores importantes para a adaptacdo fisioldgica desses
carrapatos, tornando-se facil o parasitismo multiplo (SA-HUNGARO et al., 2014).

Dentre as espécies A. auricularium, A. parvum e Amblyomma sp., coletados nos
roedores e marsupiais silvestres, A. auricularium demonstrou ser a principal espécie
parasitando o0s hospedeiros, com 50 larvas e 14 ninfas distribuidas entre G. agilis,
M. domestica e Thrichomys sp., seguida de Amblyomma sp. com 12 larvas em dois
exemplares de Wiedomys sp. (Tabela 2). De todos os roedores e marsupiais silvestres
capturados, M. domestica apresentou maior infestagdo por A. auricularium (37 larvas e 04
ninfas), quando comparado com as demais espécies e, Wiedomys sp. ndo apresentou

infestacOes por essa espécie de carrapato.
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InfestacBes multiplas por A. auricularium e A. parvum foram observadas em 02
Thrichomys sp. na presente pesquisa e, nas demais espécies de roedores e marsupiais
silvestres houve apenas infestacbes por uma Unica espécie de carrapato. No ano de 2014, nos
meses de janeiro a setembro, periodos em que houve grande variagdo nas precipitacdes
pluviometricas, entre 166,6 mm e 2,0 mm, no semiarido do Rio Grande do Norte, Pereira et
al. (2015, no prelo) observaram multiplas infestacbes por Amblyomma sp. (14 larvas) e
A. parvum (07 ninfas) em Thrichomys sp., divergindo dos resultados dessa pesquisa.

Em estudos realizados por Horta et al. (2011), no bioma Caatinga no estado de
Pernambuco, registraram em Thrichomys apereoides infestagdo maltipla por A. auricularium
(05 ninfas) e A. parvum (13 ninfas) e, nos animais que ndo ocorreram infestagdes multiplas,
foi encontrado apenas estagios imaturos de A. auricularium nas espécies Galea spixii (29
ninfas), T. apereoides (05 ninfas) e M. domestica (01 ninfa), com maiores infestacbes em
G. spixii e, corroborando com o presente estudo, ndo foi observado infestacbes em animais do
género Wiedomys. Infestagdes multiplas em roedores do género Thrichomys ndo acontece em
fragmentos de Mata Atlantica, pois em estudos conduzidos no estado de Pernambuco, por
Aléssio et al. (2012) foi observado apenas infestacdo por Amblyomma fuscum em Thrichomys
laurentius e ndo foi encontrado exemplares de A. auricularium. J& em pesquisa realizada por
Soares et al. (2015), no bioma Amazb6nia, no estado do Par4, ndo foi observado
A. auricularium parasitando espécies de roedores e marsupiais silvestres, somente 01
exemplar foi encontrado em Dasypus novemcinctus.

Os resultados da presente pesquisa e, comparando com os dados descritos na
literatura, o semiarido do Nordeste brasileiro apresenta maior incidéncia de A. auricularium
entre roedores e marsupiais silvestres. Todavia, nas regides Norte e Centro-Oeste, ndo houve
incidéncia dessa espécie de carrapatos entre os roedores e marsupiais silvestres. Ja a
incidéncia de A. auricularium entre as populacGes de marsupiais é superior, do que entre as
populacbes de roedores na regido semidrida do Rio Grande do Norte, diferentemente do
descrito na literatura na regido semiarida em Pernambuco, onde foi verificado maiores
incidéncias nas populacdes de roedores.

A incidéncia de A. auricularium em roedores e marsupiais silvestres no semiarido
do Nordeste, pode estar relacionada as condi¢es fisiologicas dos animais, juntamente com as
variacbes de temperatura e umidade relativa local, pois € uma espécie de carrapato
frequentemente encontrado na Caatinga, por ser adaptado as condi¢Bes climéaticas e
ambientais do local, com ovipostura e eclosdo dos ovos em temperatura média de 25°C e 85%
de umidade relativa (SARAIVA et al., 2013; SA-HUNGARO et al., 2014), justificando assim,
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a frequéncia dessa espécie de carrapato no presente estudo, o qual foi conduzido em periodo
de seca prolongada, cujas condi¢des climéaticas demonstraram temperatura media de 27,9°C e
umidade relativa de 71,5%, aproximando-se das condicdes ideais para o desenvolvimento e
estabelecimento desse artrépode nos roedores e marsupiais silvestres, no semiarido do Rio
Grande do Norte.

Por isso, as infestacBes maltiplas em Thrichomys sp. com espécies de carrapatos
diferentes, verificados na Estacdo Experimental Rafael Fernandes da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, em Mossor6, Rio Grande do Norte, realizado por Pereira et al. (2015,
no prelo) e por essa pesquisa, em meses diferentes, pode estar relacionado com o clima, pois
entre janeiro a setembro de 2014, houveram varia¢des nos indices pluviométricos, diminuindo
a temperatura e umidade relativa local, ja no periodo em que aconteceu a presente pesquisa,
ndo houve variacdo pluviométrica, permanecendo a temperatura entre 27,9°C e umidade
relativa de 71,5%, estabelecendo um clima quente e seco, propiciando o aparecimento de
A. auricularium, conforme descrito na literatura.

A predilecdo do parasita ao hospedeiro pode associar-se ao ambiente em que 0
animal se encontra, a0 comportamento sazonal dos parasitas, area corporal do animal, com
maior disponibilidade alimentar e ao sistema imunoldgico do animal (BITTENCOURT,;
ROCHA, 2002; VALIM et al., 2004; PARIZI et al., 2007). Com isso, sugere-se que a alta
infestacdo em M. domestica relacione-se com o seu sistema imunoldgico e com seus habitos,
pois segundo Freitas (2012), alimenta-se de insetos, larvas, pequenos vertebrados e frutas e,
também apresenta cauda curta, o que impede de procurar outros ambientes, tornando-o
exclusivamente terrestre, por essa razao tem um contato maior com outras espécies animais,
facilitando assim a infestagdo por A.auricularium. Semelhantemente ocorre com
D. novemcinctus, o qual consegue manter o parasitismo por A. auricularium, mesmo em um
bioma com condic¢es climaticas pouco favoraveis ao seu desenvolvimento, conforme descrito
por Soares et al. (2015).

A fixagédo do carrapato acontece por meio de mecanismos que torna os roedores e
marsupiais silvestres mais susceptiveis, pois durante a hematofagia, desenvolvem
mecanismos para modular muitos dos processos fisioldgicos dos seus hospedeiros, como
vasoconstricdo, inflamacdo e resposta imunologica, permitindo o aumento de intervalo de
tempo de ativacdo da resposta imune inata e adaptativa (DAIX et al., 2007; PARIZI et al.,
2007).

Cada espécie de carrapato desenvolve mecanismos fisioldgicos distintos para

invadir e alterar o sistema imunoldgico dos animais. Ixodes scapularis altera o sistema
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imunolégico dos animais através da acdo da Salp15, reprimindo intensamente a producéo de
interleucina-2, durante o estimulo das células T. Essa repressdo acontece por meio de ligacdes
especificas da Salpl5 com as glicoproteinas de superficie de células T tipo CD4, que atuam
como co-receptores do receptor de células T (TCR) (ANGUITA et al., 2002). Essa interacao
acarreta na repressdo da producédo de interleucina-2, porque amplifica o sinal gerado pelo
TCR recrutando Lck, que € essencial para a ativacdo de muitas moléculas envolvidas na
cascata de sinalizacdo de ceélulas T ativadas, no desenvolvimento da resposta imune
(JUNCADELLA et al., 2007). A saliva de Rhipicephalus (Boophilus) microplus age no
sistema imune do hospedeiro diferenciando células T CD4+ em células Thy e Thy, essa
diferenciagéo ocorre pela influéncia direta das condi¢cdes ambientais da pele parasitada e por
moléculas da saliva do carrapato (CHRISTE et al., 2000). Esse processo foi observado em
estudos com o extrato de glandula salivar dessa espécie de carrapato em bovinos, onde
verificaram que a proliferacdo de células T foi inibida in vitro, quando estimuladas por
mitdgenos (TURNI et al., 2007).

Apesar de ndo ter elucidado em A. auricularium os mecanismos de modulacao do
sistema imunologico do hospedeiro para sua fixacdo, se sabe que carrapatos da familia
Ixodidae apresentam em sua saliva a proteina Salpl5, a qual durante a hematofagia é
secretada no organismo dos animais, sendo capaz de promover alteracGes na resposta imune
induzida por linfocitos T, por meio de co-receptores especificos para este tipo de célula,
tornando o animal imunossuprimido, como também causando a vasodilatagdo, com isso,
auxilia na sua fixacdo ao hospedeiro, até a proxima fase de seu ciclo de vida e, permite a
transmissao de patdégenos (MEJRI; BROSSARD, 2007). Segundo Parizi et al. (2007), a
natureza do agente invasor e 0s tipos de resposta imune inata envolvida determinam o tipo de
célula T auxiliar que iréa se desenvolver durante a hematofagia.

Com isso, sugere-se que A. auricularium em D. novemcinctus, no bioma
Amazobnia, no estado do Para, em estudos conduzidos por Soares et al. (2015) e,
M. domestica, na Caatinga estado do Rio Grande do Norte, da presente pesquisa, desenvolve
mecanismos que consegue modular o sistema imunoldgico desses hospedeiros, se fixando
com sucesso na superficie corpdrea do animal, durante periodos necessarios até o proximo
estagio de vida. Diferentemente ocorre com D. marsupialis no bioma Amazonia (SOARES et
al., 2015), em cdes (DANTAS-TORRES et al., 2006; CANCADO et al., 2008; KERNIF et al.,
2012; MATIAS et al., 2015) e Wiedomis sp. na Caatinga, nesse estudo, o qual,

A. auricularium ndo consegue se fixar na pele desses hospedeiros.
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Talvez a interagdo parasito-hospedeiro, associado com fatores fisioldgicos do
animal, seja prejudicada pelas condi¢des climaticas do ambiente, inibindo a acdo da Salp15
sobre o sistema complemento, que segundo Parizi et al. (2007), a inibicdo da via alternativa
do sistema complemento pela Salp15 é uma acao espécie-especifica para parasita-hospedeiro.

A predominancia de A. auricularium nos hospedeiros permite uma maior
disseminacdo de R. amblyommii na regido semiarida do Rio Grande do Norte, em relacéo as
demais espécies de Rickettsia registradas no Nordeste brasileiro, pois este microrganismo, de
acordo com Saraiva et al. (2013) é encontrado nessa espéecie de carrapato, sugerindo ser o
vetor especifico de R. amblyommii. Isso foi verificado nos resultados do presente estudo, que
confirmam a especificidade do vetor para esse agente, pois 0s animais infestados por
A. auricularium PCR positivos para R. amblyommii, foram soropositivos, sendo este fato,
significativamente associado com infestacdo por A. auricularium. Outro dado importante que
pode confirmar essa especificidade, sdo os demonstrados em Thrichomys sp. infectado por
R. amblyommii, no qual ocorreu infestacdo multipla por ninfas de A. auricularium e
A. parvum e, nas analises de PCR, foi possivel detectar que as ninfas de A. parvum ndo se
infectou com R. amblyommii, mesmo parasitando um animal positivo, tornando essa espécie
de carrapato um vetor potencial na disseminacéo desse agente no semiarido do Rio Grande do
Norte.

Por meio dos resultados da soropositividade dos roedores e marsupiais silvestres
na Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e analises do sequenciamento dos genes
rickettsial (gltA e ompA) em carrapatos, foi possivel estimar a ocorréncia de R. amblyommii
entre as populacdes de roedores e marsupiais silvestres do semiarido do Rio Grande do Norte
e identificar o principal vetor.

Apesar desta pesquisa demonstrar como principal vetor A. auricularium, a
distribuicdo dessa espécie de Rickettsia foi registrada nos estados do Maranhao, Rondénia,
Parana, Bahia, Sdo Paulo, Pard e Pernambuco, tendo como vetores diferentes espécies de
carrapatos do género Amblyomma. No Maranhdo e Rondonia foi encontrado como principal
vetor Amblyomma cajennense (LABRUNA et al., 2004; COSTA et al., 2015), no Parana e
Bahia Amblyomma longirostre (PACHECO et al., 2012; MCINTOSH et al., 2015) e em Séo
Paulo, Para e Pernambuco A. auricularium (OGRZEWALSKA et al., 2012; SARAIVA et al.,
2013; SOARES et al., 2015), estes ultimos corroboram com o presente estudo.

Apesar de no Brasil em alguns Estados a propagacdo de R. amblyommii ocorre
através de carrapatos de outras espécies diferentes, varias pesquisas desenvolvidas nos

Estados Unidos, tem demonstrado a distribuicdo desse patdgeno exclusivamente por meio de
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Amblyomma americanum (JIANG et al., 2010; BARRETT et al., 2014; PONNUSAMY et al.,
2014), confirmando que esse patogeno pode ter um vetor especifico para seu
desenvolvimento, devido as condi¢des fisioldgicas do vetor. No caso do semiarido do Rio
Grande do Norte, essa pesquisa sugere que A. auricularium seja o vetor especifico para essa
espécie de Rickettsia, tendo em vista que, em alguns Estados do Brasil percebe a
predominancia de A. auricularium disseminando esse patogeno.

Esse estudo indica que a ocorréncia de R. amblyommii infectando
A. auricularium, demonstra a possibilidade de surgimento de outras espécies de Rickettsia na
regido semiarida do Rio Grande do Norte, pois nos estados do Mato Grosso, Paraiba e Para,
comumente encontra-se em uma mesma espécie de carrapato, como A. cajennense, infeccBes
maultiplas por R. amblyommii e Rickettsia bellii (LOPES et al., 2014; LUGARINI et al., 2015;
SOARES et al., 2015). Cardoso et al. (2006), objetivando conhecer a dindmica da infeccao
dos vetores e hospedeiros por Rickettsia na area peri-urbana do municipio de Caratinga,
Minas Gerais, demonstraram infeccbes multiplas com 97% de homologia para Rickettsia
rickettsii e Rickettsia honei em A. cajennense parasitando 28 equinos. Além de mudltiplas
infeccdes, Cardoso et al. (2006), observaram reinfestacbes e reinfeccdes, pelas mesmas
espécies de carrapatos e Rickettsia em um periodo de 12 meses.

Na presente pesquisa, ndo foi observado reinfeccdo por R.amblyommii e
reinfestacdo por A. auricularium, pois os animais capturados e recapturados em meses
seguintes, ndo apresentaram infestacGes por carrapatos e nem infec¢bes por R. amblyommii,
durante os seis meses de coletas de campo. Apenas em um idividuo da espécie G. agilis
(C3b52), que foi capturado em janeiro de 2015, com soropositividade para R. amblyommii e
com infestages por A. auricularium, quando recapturado em fevereiro de 2015, apresentou
soronegatividade para essa espécie de Rickettsia, concomitante, ndo manteve infestacdo por
A. auricularium. Isso pode estad relacionado a resisténcia do animal ao parasitismo e as
infec¢Bes por R. amblyommii, pois de acordo com Parizi et al. (2007), a resisténcia pode
ocorrer com 0 aumento de C3, o qual ird se depositar no intestino dos carrapatos alimentados
e nas vesiculas epidérmicas, que se desenvolvem no hospedeiro abaixo do ponto de fixacéo do
carrapato.

De acordo com Milagres et al. (2013) a presenca de anticorpos em roedores das
espéecies Rattus rattus, Nectomys squamipes, Bolos sp., Oryzomys subflavus e Akodon sp.,
indica condicGes vantajosas para o desenvolvimento e reproducdo de Rickettsia nos animais,

com isso, a auséncia de anticorpos (IgG) verificado em G. agilis (C3b52), designa que o



45

animal ndo tem condic¢des imunoldgicas ideais para o desenvolvimento e multiplicacdo dessa
Rickettsia.

Diante do exposto, os dados obtidos na presente pesquisa mostraram que dentre as
espécies de roedores e marsupiais soropositivas, G. agilis (6,7%), M. domestica (83,3%) e
Thrichomys sp. (50,0%), M. domestica, demonstrou ser o principal hospedeiro de
R. amblyommii, no semiérido do Rio Grande do Norte. Varios estudos na regido Sudeste, tém
reportado elevada ocorréncia de R. amblyommii entre populacdes de marsupiais, em relacao a
de roedores e animais domésticos, nos quais os percentuais de marsupiais do género Didelphis
apresentaram ocorréncia variando de 42% a 100% e Monodelphis sp. de 33%. Em relacéo aos
roedores, as espécies Euryoryzomys russatus e Akodon sp., verificou respectivamente uma
ocorréncia de 29,4% e 37,5%. J& em animais domésticos, verificaram em cdes uma variagdo
emtre 3,8% a 92,9% e, em cavalos registraram 7,3% a 15% (MILAGRES et al., 2010;
SZABO et al., 2013; SILVEIRA et al., 2015), demonstrando que os marsupiais S&0 0s
hospedeiros mais importantes no ciclo de vida de R. amblyommii.

Na regido Centro-Oeste e Norte do Brasil, Soares et al. (2015), demonstraram, que
os roedores da espécie Coendou prehensilis (66,7%), obtiveram maior ocorréncia de
R. amblyommii, do que nas espécies de D. marsupialis (11,8%), significando que entre as
regides, o reservatorio amplificador competente de R. amblyommii varia entre os diferentes
biomas.

Comparando os dados descritos na literatura, com os resultados da presente
pesquisa, 0 semiarido do Nordeste brasileiro apresenta maior incidéncia de R. amblyommii
entre as populagdes de marsupiais silvestres, em relacdo aos roedores e animais domésticos,
igualmente na regido Sudeste. Todavia, nas regides Norte e Centro-Oeste, a incidéncia é
maior entre as espécies de roedores e ndo ha entre animais domésticos. 1sso demonstra a
possibilidade das espécies de marsupiais serem reservatérios amplificadores competentes em
regides com clima semiarido.

A soropositividade em G. agilis levantam a possibilidade desse animal adquirir
resisténcia, tanto a R. amblyommii, como a A. auricularium, pois de uma populacdo de 36
marsupiais capturados, apenas 02 apresentaram titulos baixos para esse agente, como também,
o animal recapturado, em um curto intervalo de tempo, ndo apresentou anticorpos especificos
para R.amblyommii. Talvez isso acontece, por que esses individuos podem apresentar
anticorpos com receptores especificos para a regido mais imunogénica de Rickettsia
(lipopolissacaridos), desenvolvendo assim uma imunidade especifica (PARIZI et al., 2007).

Outra possibilidade é que G. agilis, por se alimentar de insetos (FREITAS, 2012), pode ser
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que utilize carrapatos em suas refeicGes, ndo permitindo sua permanéncia por tempo
suficiente para modular o sistema imunoldgico do hospedeiro e assim, dificultar a transmisséo
de Rickettsia. Esse fato também foi verificado em trabalho realizado por Soares et al. (2015),
no qual analisou infeccdo por Rickettsia em mamiferos e carrapatos, observando que na
espécie Gracilinanus microtarsus, ndo apresentou infeccdo por Rickettsia e nem infestacdo
por carrapatos do género Amblyomma, confirmando uma ocorréncia baixa entre a populagéo
de espécies do género Gracilinanus.

Ja os resultados da soropositividade para M. domestica, demonstram uma elevada
ocorréncia de R. amblyommii, entre essa espécie de marsupial no semiarido do Rio Grande do
Norte. Essa ocorréncia pode correlacionar-se com a susceptibilidade dessa espécie animal ao
microrganismo, pois sdo reservatérios amplificadores do agente patogénico, entretanto em
uma infeccdo elevada pode desenvolver sinais clinicos, como lesdes cutaneas e febre
(JAHFARI et al., 2012). Isso ocorre devido aos mecanismos de defesa do sistema
imunolégico desse animal frente a infestacdo por carrapatos, no qual, a saliva dos carrapatos
tem favorecido a infeccdo dos patogenos, através de moléculas anticomplemento presentes, as
quais tem desenvolvido no processo de hematofagia mecanismo para imunossuprimir os
hospedeiros (PARIZI et al., 2007).

Aliado a a¢do imunossupressora do parasitismo dos carrapatos, Rickettsia também
desenvolve mecanismos que afetam o sistema imunoldgico dos roedores e marsupiais
silvestres, evitando o processo de opsonizacdo, através da acdo de interleucina-33, que é
capaz de modular as respostas inflamatdrias e desregula as células endoteliais dos tecidos,
provocando estresse endotelial celular, apoptose celular e danos nos tecidos (SHELITE et al.,
2016) e com isso, promover sua multiplicagdo, causando sintomas de rickettsiose ou
tornando-se potenciais reservatorios amplificadores de R. amblyommii (GALVAO;
PADILHA, 2013).

Apesar dos mecanismos de modulagdo do sistema imunoldgico que Rickettsia
desenvolve no hospedeiro, a ocorréncia elevada de R. amblyommii em M. domestica, pode ser
também justificada através de uma possivel co-infeccdo com outra espécie de Rickettsia, pois
segundo Galvdo e Padilha (2013), quando um animal sofre co-infeccdo adquire anticorpos
especificos contra a parte mais imunogénica de Rickettsia, tornando-se potencial reservatério
amplificador do microrganismo. Sendo assim, as taxas de infecgdo do vetor podem variedade
dependendo da viruléncia do patdgeno, susceptibilidade a Rickettsia, a presenga de co-
infeccBes e modulagdo da resposta imune no hospedeiro (GALVAO; PADILHA, 2013).
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A elevada circulagdo de R. amblyommii entre M. domestica, verificada nessa
pesquisa, favorece a transmissdo facilmente do microrganismo ao vetor, disseminando
rapidamente o agente infeccioso para 0s animais silvestres do seu convivio e aos
sinantrépicos. E, com o aumento do sinantropismo, existira a possibilidade de propagacao
desse microrganismo na regido urbana, por meio de infec¢des de animais domeésticos, como
0s cées, podendo ser um risco a populagéo circunvizinha, pois recentemente tem-se registrado
nos Estados Unidos a forma branda de febre maculosa em humanos, causada por
R. amblyommii, quando associado A. americanum (JIANG et al., 2010).

Em estudos realizados por Szab6 et al. (2013), na Estacdo Ecoldgica de Juréia-
Itatins, em Peruibe, estado de S&o Paulo, obteve como resultados soropositividade em 100%
dos Didelphis aurita e 33% de Monodelphis sp. para R. rickettsii, R. amblyommii, Rickettsia
parkeri e Rickettsia rhipicephali, conferindo uma significante participacéo no ciclo enzodtico
e zoonGtico das rickettsioses no municipio de Peruibe, uma vez que, estes animais mantem
contatos com os animais domésticos, demonstrando uma elevada ocorréncia de Rickettsia
entre as populacdes de marsupiais, quando comparado com as de roedores.

No Brasil a patogenicidade de R. amblyommii deve ser estudada, pois se tem
registros de alguns resultados soroldgicos positivos em humano (SILVEIRA et al., 2015).
Apesar dessa pesquisa ndo realizar testes sorolégicos em humanos, diante dos resultados,
torna-se importante estudos no ambiente urbano, para verificar a ocorréncia dessa espécie de
Rickettsia entre animais domésticos e humanos. E assim tracar o perfil epidemioldgico no

estado do Rio Grande do Norte, Brasil.
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7 CONCLUSOES

Registra-se pela primeira vez a ocorréncia de Rickettsia amblyommii em roedores
e marsupiais silvestres na regido semiarida do Rio Grande do Norte, Brasil. R. amblyommii
circulante dentre Amblyomma auricularium e em roedores e marsupiais silvestres na regido
estudada é consideravelmente baixa. Em Monodelphis domestica a circulacdo desse agente
considera-se elevada, demonstrando ser um hospedeiro reservatério amplificador competente
para R. ambllyommii. Sugere-se que esta espécie de Rickettsia deve abranger muito mais do
que os locais ja descritos, pois 0s hospedeiros, roedores e marsupais silvestres, apresentam

elevada distribuicdo no pais.
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