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RESUMO

ABREU-JUNIOR, G.S. Aspectos morfologicos e moleculares de carrapatos do
complexo Amblyomma maculatum. 2016. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual do Maranh&o.

O objetivo do presente estudo foi comparar os aspectos morfologicos e moleculares das
populagdes de carrapatos do complexo Amblyomma maculatum do Estado do Maranhdo
com de outras localidades do Brasil, depositadas na Colecdo Nacional de carrapatos da
Universidade de Sao Paulo. Foram coletados espécimes do municipio de Bacurituba (02°
42' 21" S 44° 44' 16" O) no Estado do Maranh&o e comparadas com espécimes da Colecdo
Nacional de Carrapatos da Universidade de Sdo Paulo. Os carrapatos do Maranhdo foram
coletados de suinos (Sus scrofa domesticus) criados em regime extensivo e transportados
para a Universidade de Sdo Paulo. A primeira geracdo de carrapatos reproduzidas em
laboratério foi obtida a partir de oito progenitoras nativas do Maranhdo. Os carrapatos
foram acondicionados em potes de plésticos devidamente identificados e acondicionados
em estufa BOD com 27 °C e 90% UR Apos a eclosdo, as fases imaturas foram postas para a
infestacio em Cavia porcellus até a obtencdo das fases adultas, alvo do estudo
comparativo. Os espécimes foram identificados por chave e foram mensurados utilizando-
se do Microscopio Carl Zeiss modelo SteREO Discovery.V12 e seu software ZEN para
mensuracdo das variaveis: Comprimento da Coxa | e Espinho | (esquerdos e diretos), Coxa
IV e Espinho IV (esquerdos e direitos), Comprimento e Largura do Capitulo. A extracdo de
DNA para as analises moleculares foi realizada de acordo com o protocolo Isotiocianato de
Guanidina (GT). Uma vez extraido o DNA, foram submetidos a dois protocolos de reagédo
em cadeia pela polimerase (PCR). Dois marcadores foram utilizados buscando amplificar
fragmentos de aproximadamente 460-pb do gene mitocondrial 16S rRNA e 1200-pb do
segundo espaco transcrito interno (ITS2) do DNA ribossémico nuclear. Os espécimes de
fémeas e machos foram avaliados morfologicamente e identificados como Amblyomma
triste. Individuos da Colecdo Nacional de Carrapatos “Danilo Gongalves Saraiva” foram
comparados com o0s espécimes do presente estudo. Observou-se diferenca estatistica
(P<0,05) para as dimensdes (Coxa direita I/ Espinho direto I; Coxa direita 1V/Espinho
direito IV; Coxa esquerda IVV/Espinho esquerdo IV) dos Espinhos da Coxa | e Coxa IV.
N&o houve diferenca estatistica (P>0,05) para a razdo do Comprimento do Capitulo pela
Largura do Capitulo. Para as fémeas, observou-se diferenca estatistica para espinho direito
I, coxa esquerda I, espinho esquerdo | e largura do capitulo. As sequéncias obtidas quando
comparadas, de acordo com o gene mitocondrial 16S rRNA e sequéncias derivadas do ITS2
ribossémico nuclear, observa-se que os espécimes encontrados no Maranhdo apresentam
similaridade com Amblyomma maculatum oriundo dos Estados Unidos.

Palavras-chaves: Carrapatos, Maranhdo, A. maculatum, morfometria
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ABSTRACT

ABREU-JUNIOR, G.S. Morphologic and molecular aspects of ticks of the Amblyomma
maculatum complex. 2016. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade
Estadual do Maranhéo.

The objective of the present study was to compare the morphological and molecular aspects
of the tick populations of the Amblyomma maculatum complex of the State of Maranhéo
with those of different regions of Brazil stored in Colecdo Nacional de Carrapatos of
Universidade de Séo Paulo. Specimens were collected from the municipality of Bacurituba
(02 ° 42 '21 "'S 44 ° 44' 16" W) in the State of Maranhdo and compared with specimens
from the National Collection of Ticks of the Universidade de S&o Paulo. Maranhéo ticks
were collected from swine (Sus scrofa domesticus) raised in an extensive regime and
transported to the Universidade de Sdo Paulo. The ticks were stored in properly identified
plastic pots and placed in a BOD incubator with 27 °C and 90% RH. After the ticks were
hatched, the immature phases were placed for infestation in Cavia porcellus until the adult
phases were reached, the study's target comparative. The specimens were identified by key
and were measured using the Carl Zeiss Microscope model SteREO Discovery.V12 and its
ZEN software to measure the variables: Thigh and Thigh I length (left and right), Thigh IV
and Thorn IV (left And rights), Chapter Length and Width. DNA extraction for the
molecular analyzes was performed according to the Guanidine Isothiocyanate (GT)
protocol. Once the DNA was extracted, they were submitted to two polymerase chain
reaction (PCR) protocols. Two markers were used to amplify approximately 460-bp
fragments of the mitochondrial 16S rRNA and 1200-bp gene from the second internal
transcript space (ITS2) of nuclear ribosomal DNA. The specimens of females and males
were morphologically evaluated and identified as Amblyomma triste. Specimens from the
National Collection of Ticks "Danilo Gongalves Saraiva"™ were compared with the
specimens of the present study. Statistical difference (P <0.05) was observed for the
dimensions (Right thigh | / Right thigh I, Right thigh IV / Right thigh 1V, Left thigh IV /
Left thigh 1V) Thigh Thighs | and Thigh IV. There was no statistical difference (P> 0.05)
for the length of the Chapter Length by Chapter Width. For females, statistical difference
was observed for right spur I, left thigh I, left spur I and section width. Sequences obtained
when compared, according to the mitochondrial 16S rRNA gene and sequences derived
from the nuclear ribosomal ITS2, it is observed that the specimens found in Maranh&o have
similarity to Amblyomma maculatum from the United States.

Key-words: Ticks, Maranhdo, A. maculatum, morphometry
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1 INTRODUCAO

Carrapatos sdo artropodes ectoparasitas, da classe Arachnida, de distribuicdo
mundial, parasitando vertebrados terrestres, anfibios, répteis, aves e mamiferos (VIEIRA et
al., 2004). Sdo importantes para a Saude Publica e animal por transmitirem agentes
infecciosos e causarem injurias a seus hospedeiros durante a hematofagia (BARROS-
BATTESTI et al., 2006).

Os carrapatos podem permanecer fixados a pele do hospedeiro por dias ou semanas,
guando secretam uma saliva extremamente funcional, que impede a coagulacdo sanguinea e
as reacOes de defesa do organismo no sitio de fixacdo. Além disso, esta saliva possui
substancias vasoativas, que induzem vasodilatacdo local, facilitando a ingestédo de sangue
(LABRUNA et al., 2004a). O tipo do seu habito alimentar faz com que os carrapatos
constituam um grupo de individuos vetores de agentes infecciosos tais como virus,
bactérias, helmintos e protozoérios (VIEIRA et al., 2004).

Estes sdo classificados em duas grandes familias, Ixodidae (carrapatos duros) e
Argasidae (carrapatos moles). Uma terceira familia, Nuttalliellidae, contém uma Unica
espécie, e esta ja foi usada para descobrir as origens das espécies, visto que, possui uma
linhagem basal de caracteristicas morfoldgicas e genéticas; e a partir do Nuttalliella
namaqua foi possivel tracar a origem desses artropodes na porcéo que hoje se localiza a
Africa no antigo continente de Gondwanda (MANS et al., 2011; MANS et al. 2012).

Cerca de 840 espécies foram descritas em todo o mundo. Os carrapatos da familia
Ixodidae, se caracterizam por apresentar escudo dorsal, sendo a maior e mais importante
familia, compreende em torno de 670 espécies. Os da familia Argasidae, tem exoesqueleto
flexivel, e cerca de 167 espécies. Espécies de ambas as familias tém quatro estagios no
ciclo de vida: ovo, larva, ninfa e adulto. Na familia Ixodidae, encontram-se cinco
subfamilias, das quais Amblyomminae abriga 130 espécies num sO género, 0 Amblyomma,
sendo que 33 delas tem ocorréncia no Brasil (BURGER et al., 2012; GUGLIELMONE et
al., 2010; KRANTZ; WALTER, 2009; MARTINS et al., 2010; SONENSHINE; ROE,
2014). O género Amblyomma é o de maior importancia médica, porque inclui as principais
espécies que parasitam humanos no Brasil. Dentre elas, destacam-se A. aureolatum, A.

cajennense e A. triste, que sdo incriminados na transmissdo da febre maculosa e outras
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riquetsioses humanas (LABRUNA et al., 2004c; GUEDES et al.,, 2005; PINTER;
LABRUNA, 2006; SILVEIRA et al., 2007; LABRUNA, 2009).

Devido ao abrangente nuimero de discussbes e revisdes sobre a sistematica de
carrapatos e a confirmacdo da ocorréncia de espécies cripticas em diversos clados, ficaram
entdo definidos “complexos” de espécies em certas regides geograficas do globo. Dentre
eles existe o “complexo A. maculatum”, em destaque o Amblyomma triste, presente no
territorio nacional, com relevancia por ser vetor competente da bactéria gram negativa do
género Rickettsia (R. parkeri) (GUGLIELMONE et al., 2003; LABRUNA et al., 2011).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MORFOLOGIA

O corpo do carrapato € caracterizado por dois segmentos fusionados. A porc¢do
anterior é denominada de capitulo constituido pelas pecgas bucais (hipostdmio e queliceras),
palpos e um anel que envolve as pecas denominado base do capitulo. A parte posterior que
equivale ao corpo é chamado de idiossoma, inclui as patas, o poro genital (gonoporo), placa
espiracular e abertura anal (SONENSHINE, 1991).

Carrapatos da familia Ixodidae sdo caracterizados por possuirem escudo fortemente
esclerotizado em todas as fases do desenvolvimento. Esta estrutura ocupa um ter¢o do
dorso das larvas, ninfas e fémeas ndo alimentadas, porém, cobre inteiramente o dorso nos
machos. O corpo é ovalado e com dimorfismo sexual acentuado nos adultos. O capitulo é
sempre terminal em todos os estagios (KEIRANS; LITWAK, 1989; SONENSHINE, 1991,
1993).

Os carrapatos adultos em jejum podem chegar de 2 mm a 20 mm fémeas
ingurgitadas podem chegar de 25 a 30 mm e podem pesar ate 100 vezes seu peso pré-
ingurgitamento. As estruturas do aparelho bucal s&o encontradas no capitulo e incluem dois
palpos de quatro segmentos no qual os carrapatos ixodideos possuem quimiorreceptores no
qguarto segmento distal. Os palpos ndo penetram na ferida, eles sdo pressionados

lateralmente e horizontalmente contra a pele durante a alimentacdo. O hipostdmio é
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cilindrico e longo nos ixodideos onde a denticdo se apresenta ventralmente. A ligacdo do
capitulo ao idiossoma é realizada por uma membrana flexivel, membrana essa que liga
outros segmentos como patas (BALASHOV, 1972; SONENSHINE, 1993).

O dimorfismo sexual é acentuado com fémeas, ninfas e larvas possuindo um escudo
curto, nao ultrapassando a regido mediana do corpo; nos machos o escudo é longo se
estendendo até a margem posterior. O aloescudo ou noto é extenso nas fémeas, ninfas e
larvas, e quase imperceptivel nos machos. As placas espiculares estdo situadas
posteriormente ao quarto par de patas. O escudo, em alguns géneros podem ser
ornamentado, apresentar festGes e um par de olhos. Sulcos podem estar presentes tais como,
marginal, sulcos cervicais, laterais, entre outros. O sulco marginal, se presente, completo ou
incompleto nos machos, ou sua auséncia, é importante para o diagnostico especifico no
género Amblyomma (BARROS-BATESTI et al., 2006).

2.2 HABITO ALIMENTAR

Os carrapatos tem um sistema exclusivamente desenvolvido para obter nutrientes de
seus hospedeiros. Eles se fixam a pele do hospedeiro utilizando seu hipostdmio como
ancora, criando uma lesdo de onde ira ingerir sangue ou fluidos do tecido (BALASHOV
1972; KEMP et al., 1982). Carrapatos moles (argasideos) se ingurgitam totalmente dentro
de minutos ou de algumas horas enquanto carrapatos duros (ixodideos) podem levar dias
para completar a alimentacdo no homem ou animal. Os agentes farmacoldgicos da saliva
possuem  atividades antihemostéticas, anti-inflamatérias, imunossupressoras e
anticoagulantes (RIBEIRO, 1987; WIKEL, 1996). A alimentacdo € a fase que o carrapato
causa danos diretos no hospedeiro e os microrganismos causadores de doencas s&o
ingeridos ou expulsos. Waladde e Rice (1982) dividiram o processo de alimentacdo em
algumas fases distintas: 1. Procura, a caca ao hospedeiro; 2. Aderéncia, a pele do
hospedeiro; 3. Exploracao, andando pelo hospedeiro procurando um local; 4. Penetracéo,
aparelho bucal inserido na pele; 5. Anexo, local de alimentagéo estabelecido; 6. Ingestao,
fluidos corporais sendo adquiridos; 7. Ingurgitacdo, alimentagcdo completa adquirida; 8.
Destacamento, retirada das pecas bucais do hospedeiro; 9. Retirada, onde o carrapato

totalmente ingurgitado cai de seu hospedeiro.
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Os ixodideos buscam e ao encontrar o hospedeiro, se fixam no pelo e pele com a
garra tarsal, em seguida, cortam a epiderme com suas queliceras permitindo que o
hipostdmio com seus dentes, seja inserido dentro da abertura; a saliva secretada ird agir
como fixadora nos tecidos. O sangue e fluidos sdo ingeridos dentro do canal alimentar que
é formado pela superficie dorsal do hipostdmio, superficies ventrais das queliceras e a¢do
de succédo da faringe, os ixodideos secretam saliva em intervalos que se alternam com a
ingestdo dos fluidos, assim, os alimentos passam da faringe através do eséfago e para
dentro do intestino com seus multiplos diverticulos; la a digestdo ocorre em um processo
intracelular lento (KEMP et al., 1982).

Cada estagio de desenvolvimento de um ixodideo normalmente precisa de 2 ou mais
dias para a ingestdo de uma Unica refeicdo. A maioria das larvas alimenta-se de 3 a 5 dias,
ninfas entre 3 a 8 dias e os adultos chegam a passar de 6 a 12 dias. A alimentacdo de forma
lenta permite que o carrapato desenvolva tecidos, suas glandulas salivares e a cuticula, onde
ird permitir a expansdo do corpo durante a fase final de ingurgitamento rapido que ocorre
durante as suas Ultimas horas de fixagdo (BALASHOV, 1972).

A grande ingestdo de sangue e fluidos é caracteristica dos carrapatos, uma fémea
ingurgitada de ixodideo pode pesar de 125 a 150 vezes a mais do seu peso pré alimentada.
A transmissdo de agentes causadores de doencas € favorecido pela secrecdo de grandes
quantidades de saliva pelo longo periodo de fixacdo, excrecdo de fezes e fluidos semi
digeridos podem resultar em concentracdes de agentes patogénicos sendo depositados na
pele perto dos locais de alimentacdo, podendo haver uma facilidade na sua transmissdo
(KAUFMAN & SAUER, 1982).

A saliva injetada pode suprimir a resposta inflamatoria do hospedeiro, reduzindo as
defesas do hospedeiro que poderiam prejudicar sua alimentagdo. Entretanto, muitas
espécies de animais sdo capazes de resistir a alimentacdo devido as repetidas infestacdes
por carrapatos. Eles em resposta desenvolvem complexo de anticorpos, células
apresentadoras de antigeno e linfocitos T. A resisténcia adquirida dos hospedeiros pode
resultar na reducdo da ingestdo de sangue, perda de peso, reducdo dos ovos e sua
viabilidade, inibicdo da muda e morte (WIKEL, 1996).
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2.3 CICLO BIOLOGICO

Todos os ixodideos e argasideos tém ciclos de vida relativamente complexos. Os
estagios de desenvolvimento dos argasideos incluem ovos; larva hexdpoda; ninfa octopode,
esta podendo possuir ate oito estagios evolutivos; e adultos fémeas e machos octopodes. Os
ixodideos se diferenciam por possuir apenas um estagio ninfal (BALASHOV 1972;
SONENSHINE, 1993).

Nos Argasideos, para cada estagio imaturo, ocorre uma refeicdo antes da ecdise,
porém, em algumas espécies, as ninfa podem mudar do primeiro para o segundo estagio
sem alimentacdo, ou ainda, pode haver dois repastos sanguineos antes da muda. Os adultos
alimentam-se multiplas vezes, geralmente antes da cdpula e oviposi¢cdes. Na maioria das
espécies, ninfas e adultos alimentam-se rapidamente (cerca de 30 a 40 minutos) enquanto as
larvas permanecem fixas ao hospedeiro de 7 a 10 dias (BARROS-BATESTI et al. 2006).

A alimentacdo dos ixodideos nos estagios pos embrionarios perdura por diversos
dias. Com excecdo das poucas espécies partenogenéticas, a maioria dos carrapatos copula
sobre o hospedeiro (BARROS-BATESTI et al. 2006). As larvas dos carrapatos nao
possuem estigmas respiratorios, sao imaturas sexualmente e apresentam trés pares de
pernas. Ao sairem do ovo elas ja ttm um aspecto semelhante ao do carrapato adulto. Ap6s
alimentacdo, as larvas sofrem ecdise e mudam para ninfas. Estas também sdo imaturas
sexualmente, mas ja apresentam placas espiraculares e tém quatro pares de pernas. Da
mesma forma, apos a alimentacdo, as ninfas sofrem uma muda, dando origem aos adultos,
machos e fémeas (GUIMARAES et al., 2001). Estes, antes de se alimentarem, sdo do
mesmo tamanho das ninfas ingurgitadas, sendo o unico estagio que apresenta dimorfismo
sexual. De modo geral, metade das ninfas muda para machos, e a outra metade para fémeas
(VIEIRA et al., 2004).

As mudas ocorrem no meio ambiente, com excecdo de algumas espécies, pos
desprendimento ativo da larva ou ninfa ingurgitada do hospedeiro (VIEIRA et al., 2004).
As condigdes climaticas e a latitude representam os principais fatores reguladores do ciclo
bioldgico dos carrapatos. A temperatura exerce um papel dominante, regulando a duracéo
de cada fase de desenvolvimento passada fora do hospedeiro como ovoposicao, incubagéo
dos ovos e ecdises (BARROS-BATESTI et al. 2006).
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Os carrapatos nao nidicolas como também podem ser chamados séo representados
principalmente por carrapatos duros que existem em ambientes abertos como florestas,
savanas, pastagens e pradarias. O numero e tipo de hospedeiros podem variar muito de
acordo com o carrapato, tratando-se de ixodideos (SONENSHINE, 1993). O carrapato
Boophilus microplus, € um exemplo das espécies que possui um numero estreito de
hospedeiros, onde alimenta-se quase exclusivamente de bovinos e outros ruminantes. Em
contraste, o Ixodes scapularis se alimenta de vérias espécies tais como mamiferos, aves e
répteis. E embora esta ultima espécie tem sido relatada parasitando mais de 100 espécies,
ele possui suas preferéncias e algumas diferencas com regido, como as larvas e ninfas no
nordeste dos Estados Unidos tem preferéncia por roedores e ao sudeste elas tem por
lagartos (SAUER et al. 1986; OLIVER et al. 1993; SPIELMAN et al. 1985; SPIELMAN et
al. 1997).

O habito alimentar hematdfago e suas alteracdes, refletem seu modo de vida livre e
a presenca de um a trés hospedeiros no seu ciclo bioldgico. Carrapatos trioxenos, como 0s
pertencentes ao género Amblyomma, consomem sangue trés vezes durante a vida. No Brasil
e em regides de clima tropical, o tempo de uma geracdo é muitas vezes de 1 a 2 anos,
embora nos climas mais frios, uma geracdo pode ter 5 ou 6 anos. Larvas e ninfas se
alimentam de pequenos mamiferos, aves, répteis e em algumas situaces animais maiores.
Adultos tendem a se alimentar de animais de grande porte como cavalos (Equus caballus)
(MARTINS et al. 2016), entretanto, diversos trabalhos relatam esse parasitismo também
sendo realizado por outras espécies em répteis como Juraras (Kinosternon scorpioides)
(SOARES et al. 2015) e pequenos mamiferos como Gambas (Didelphis albiventris)
(KRAWCZAK et al. 2016) Independente do tempo das geracdes, a maior parte do tempo €
passada no solo ou na vegetacdo, enquanto nos hospedeiros passam de 3 a 5 semanas
(SONENSHINE, 1993).

2.4 ESPECIFICIDADE
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Algumas espécies de carrapatos selecionam grupos mais especificos de hospedeiros,
ao passo que outras sdo menos especificas, sendo encontradas numa variedade de espécies
hospedeiras. Essas agdes sdo influenciadas por alguns fatores: Fatores relacionados ao
carrapatos, como o comportamento na hora da procura por hospedeiros e fatores
estimulantes como odor e concentragdo de CO? resultante da expiracdo dos possiveis
hospedeiros; Fatores relacionados ao hospedeiro, como mecanismos de defesa, barreiras
fisicas do corpo, comportamento de limpeza e reagdes imunoldgicas; Fatores relacionados
ao ambiente, como a disponibilidade quantitativa e qualitativa de hospedeiros para o
carrapato (BARROS-BATESTI et al. 2006).

2.5 GENERO AMBYOMMA E O TERMO “COMPLEXO”

Dentro da familia Ixodidae encontram-se cinco subfamilias, das quais
Amblyomminae abriga 130 espécies num s& género, Amblyomma, e 33 delas tem
ocorréncia no Brasil (BURGER et al., 2012; GUGLIELMONE et al., 2010; KRANTZ;
WALTER, 2009; MARTINS et al.,, 2010; SONENSHINE; ROE, 2014). O género
Amblyomma é o de maior importancia médica, ja que inclui as principais espécies que
parasitam humanos neste pais. Dentre elas, destacam-se A. aureolatum, A. cajennense e A.
triste, que sdo incriminados na transmissao da febre maculosa e outras riquetsioses para
humanos (LABRUNA et al., 2004b; GUEDES et al., 2005; PINTER; LABRUNA, 2006;
SILVEIRA et al., 2007; LABRUNA, 2009).

Fazendo o uso de técnicas moleculares ao longo dos anos, diversos autores como
Black e Piesman (1994), Barker e Murrel (2002), Estrada-Pefia et al. (2005), Aguirre et al.
(2005), Tomassone et al. (2010), Burger et al. (2012) e Nadolny et al. (2015) compararam
seus resultados com as descricdes morfologicas preexistentes cruzando seus dados para
chegar em um resultado em comum, a presenca de uma divisao de espécies a partir de um
individuo comum, ou seja, um carrapato que geneticamente se divide em duas ou mais
espécies formando o que se chama de complexo.

Devido ao abrangente numero de discussbes e revisdes sobre a sistematica de

carrapatos e a confirmacdo da ocorréncia de espécies cripticas em diversos clados, ficaram
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entdo definidos “complexos” de espécies em certas regides geograficas do globo, como € o
caso do “complexo A. cajennense” na América do Sul, deixando clara a necessidade de
novos estudos abordando aspectos de ecologia, biogeografia, morfologia e biologia
molecular para a resolucao dos problemas desta ordem, buscando uma abordagem completa
e mais robusta da sistematica destes ectoparasitas (GUGLIELMONE et al.,, 2003;
LABRUNA et al., 2011).

Existem trés complexos do género Amblyomma de relevancia para a medicina
veterinaria e para a saide publica que ocorrem na América: O “complexo A. cajennense”, 0
“complexo A. ovale” ¢ o “complexo A. maculatum”, as espécies Amblyomma cajennense
(publicada como A. sculptum), Amblyomma aureolatum e Amblyomma triste, ocorrem no
Brasil e estdo relacionadas com a transmissdo da bactéria gram negativa do género
Rickettsia, agente etiologico da Febre Maculosa Brasileira (LABRUNA et al., 2011;
GUGLIELMONE et al., 2003; NAVA et al., 2014)

2.6 Amblyomma triste E O ESTUDO DOS COMPLEXOQOS

O Amblyomma triste foi descrito pela primeira vez por Koch em 1844 em
Montevideo no Uruguai, e era relatado pelos autores como um sinénimo do Amblyomma
maculatum da América do Norte. Depois da revisdo feita por Kohls (1956) foi confirmado
que 0 Amblyomma maculatum, o Amblyomma triste e 0 Amblyomma tigrinum sdo espécies
distintas. A distribuicdo do Amblyomma triste e Amblyomma tigrinum é restrita a América
do Sul e 0 Amblyomma maculatum ao Estados Unidos, América Central e algumas areas da
Colémbia e Venezuela (KOHLS 1956; JONES et al. 1972; GUGLIELMONE et al. 1982;
EVANS et al. 2000)

A distribuicdo do Amblyomma triste esta limitada a Argentina (lvancovich 1980),
Brasil (KOHLS 1956; SZABO et al., 2003), Equador (KEIRANS, 1984), Uruguai
(SAMPAIO et al., 1992; VENZAL et al., 2004) e Chile (ABARCA et al., 2012). No Brasil
ha registros de parasitismo por Amblyomma triste em antas (Tapirus terrestris) (KOHLS,
1956), em cdo doméstico (FREIRE, 1967), em capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris)
(SINKOC et al. 1997), tamanduéa (Myrmecophaga tridactyla) (LABRUNA et al., 2002) e o
maior nimero de registros em Cervos do pantanal, considerado hospedeiro priméario
(Blastocerus dichotomus) (SZABO et al., 2003).
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No Equador ha registro de A. triste em gado (KEIRANS, 1984), na Argentina em
caes (IVANCOVICH, 1980) e no Uruguai h& relatos de parasitismo até em humanos
(VENZAL et al. 2004), fazendo com essa relagdo tenha uma relevancia maior, visto que é o
carrapato principal vetor de uma riquetisiose cutanea ganglionar (R. parkeri) neste pais
(CONTI-DIAZ, 2001)

No Brasil o hospedeiro priméario natural dessa espécie é o cervo do Pantanal
(SZABO et al., 2003), e 0 parasitismo em espécies como cdo e o proprio homem é
explicado pela extincao desse cervo em alguns paises da América Latina.

Em comparagdo com o complexo A. maculatum o complexo A. cajennense também
foi alvo de estudos entre pesquisadores da América (LABRUNA et al., 2011,
MASTROPAOLO et al., 2011; BEATI et al., 2013; NAVA et al., 2014) que indicaram o
mesmo ser composto por seis especies: A. cajennense, A. interandinum, A. mixtum, A.
patimoi, A. sculptum e A. tonellie. Diferentemente do complexo A. maculatum, a unido dos
fatores como caracteristicas morfoldgicas, distribuicdo geografica e analise molecular
foram fundamentais para a distin¢do das espécies. As localidades dos achados tiveram uma
amplitude geogréafica consideravel visto que espécies como o Amblyomma cajennense
foram coletadas na regido Amazdnica e Amblyomma mixtum foram coletadas no Texas, nos
Estados Unidos. Entre as diferencas morfoldgicas que foram abordadas no estudo do
complexo A. cajennense podemos citar a abertura genital da fémea onde o Amblyomma
cajennense se diferencia do A. sculptum pela sua estrutura em forma de “V”, caracterizando

a espécie sensu strictum (Figura 1).
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2 Figura 1. Abertura genital de fémea. Amblyomma cajennense (A); Amblyomma sculptum
3 (B). Fonte: NAVA et al. 2014

4 A ornamentacdo das espécies € uma caracteristica marcante dentro de um complexo,
5 Nava et al. (2014) adotaram as marcacdes do escudo principalmente em machos para

6 definicdo e caracterizacdo dentro do complexo A. cajennense (Figura 2)
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8 Figura 2. Esquema de elementos da ornamentacdo em machos. Area central (a); Ponto
9  Ocular (b); Primeiro ponto lateral (c); Segundo ponto lateral (d); Terceiro ponto lateral (e);
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Ponto acessorio posterior (f); Ponto médio posterior (g); Fovea (h); Ramo posterior do
ponto limitante (i); Ramo anterior do ponto limitante (j); Ponto limitante (k); Faixa
marginal (I); Ponto acessorio anterior (m); Ponto cervical (n). Fonte: NAVA et al. 2014

Em fémeas, apesar do escudo possuir um tamanho menor a complexidade da analise
morfoldgica surge a partir do ingurgitamento que € influenciado por fatores externos como
hospedeiro, temperatura e umidade. Os elementos que compfe sua ornamentacdo Sao
distribuidos, na maioria das espécies em uma area central e uma area lateral que se divide

em pontos, como 0s cervicais, acessorios e limitantes (Figura 3).

Figura 3 . Esquema de elementos da ornamentagéo em fémeas do complexo A. cajennense.
Area central (a); Ponto ocular (b); Ponto cervical (c); Ponto acessério (d); Ponto limitante
(e). Fonte: NAVA et al. 2014

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

e Analisar parametros morfométricos e moleculares de carrapatos do complexo
Amblyomma maculatum do estado do Maranhdo e de outras localidades do Brasil,
depositados na Colecdo Nacional de Carrapatos (CNC) “Danilo Gongalves

Saraiva”, da Universidade de Sdo Paulo.

3.2 Objetivos especificos:

e Analisar as diferencas morfométricas entre os exemplares de carrapatos do

complexo A. maculatum através de microscopia oética.
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e Analisar as possiveis variaches genéticas entre os carrapatos do complexo A.
maculatum oriundos do Maranhdo com as sequencias dos carrapatos previamente

depositados (GenBank).

4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi submetido ao comité de ética da Universidade Estadual do
Maranhdo com o nimero de protocolo 32/2016.

4.1 Amostras

Foram coletados 21 espécimes de carrapatos do complexo Amblyomma maculatum
no municipio de Bacurituba (02° 42' 21" S 44° 44' 16" O) no estado do Maranhao.
Espécimes da Colecdo Nacional de Carrapatos (CNC) “Danilo Gongalves Saraiva” da
Universidade de Sao Paulo, oriundos dos municipios de Nova Alvorada do Sul (21° 27' 57"
S 54° 23' 02" O) e Bataguassu (21° 42' 50" S 52° 25' 19" O), localizados no estado do Mato
Grosso do Sul; Poconé (16° 15' 25" S 56° 37' 22" O), no estado do Mato Grosso e do
Parque Nacional Grande SertGes Veredas, Chapada Gaucha (15° 18' 21" S 45° 37' 04" O),
localizado no estado de Minas Gerais foram utilizados para fins comparativos com 0s

espécimes do Maranhdo.
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Figura 4. Localidades dos carrapatos depositados da colecdao nacional de carrapatos
“Danilo Gongalves Saraiva”

4.2 Obtencéo das progénies

Os carrapatos coletados no Maranhdo foram liberados para o interior de camaras de
alimentacdo previamente montadas sobre Cavia porcellus. As cAmaras foram examinadas
diariamente e o0s carrapatos ingurgitados que se desprenderam naturalmente foram
recolhidos. Destes, 8 fémeas foram acondicionadas em potes de plasticos devidamente
identificados e acondicionados em estufa BOD (demanda bioquimica de oxigénio) 27 °C e

90% UR, para a realizagéo da postura, incubagao dos ovos e posterior ecloséo das larvas.

ApoOs a eclosdo, as larvas foram infestadas em Cavia porcellus até a obtencdo dos

adultos, alvo do estudo comparativo.
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4.3 Analises morfologicas

Para identificacdo taxonémica baseada nas caracteristicas morfologicas, segundo
Barros-Battesti et al. (2006), sessenta carrapatos (trinta machos e trinta fémeas)
provenientes do estado do Maranh&o, produtos da infestacdo experimental foram utilizados
além de cinco espécimes do Grande Sertdes Veredas (estado de Minas Gerais), trés de
Poconé (estado do Mato Grosso), dois de Alvorada do Sul e dez de Bataguassu (estado do
Mato Grosso do Sul), para comparacéo, totalizando vinte espécimes machos. Para fémeas,
foram selecionadas sete espécimes do Grande Sertdes Veredas, uma espécime de
Bataguassu e dois espécimes de Porto Jofre, totalizando dez espécimes fémeas disponiveis
na Colecdo Nacional de carrapatos da Universidade de S&o Paulo.

Ap6s a comparacao morfoldgica dos espécimes, utilizando-se o estereomicroscopio
Carl Zeiss modelo SteREO Discovery. V12 acoplado ao software ZEN foi realizada a
mensuracdo dos seguintes paramétros: comprimento da coxa | e espinho | (direito e

esquerdo), coxa IV e espinho IV (direito e esquerdo), comprimento e largura do capitulo.

Para estabelecer um parametro na mensuracao das estruturas foi adotado um padrao;
na mensuracdo da Coxa I, foram utilizados dois pontos que formam a base da juncao
(largura) com trocanter conforme mostra a Figura 5; Para espinhos da Coxa | foi utilizado
um ponto que incide da insercdo externa do espinho com a coxa e segue até o ponto final do
espinho (comprimento), este podendo chegar ate a borda da coxa Il (Figura 5).
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Figura 5. Vista ventral de carrapato fémea do Complexo A. maculatum,
mensuragao de coxas e espinhos

Na Coxa IV, existe a presenca de dimorfismo sexual entre os carrapatos, apenas nos
machos foram calculados o comprimento do espinho da coxa IV, utilizando os mesmos

padrdes adotados na mensuragdo da coxa | das fémeas (Figura 6).

#4 0,433 hm

\

0,473 mi

Figura 6. Vista ventral de carrapatos do Complexo A. maculatum, mensuracao de
coxa e espinho, macho (A) e fémea (B)
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No que diz respeito a mensuracdo do Capitulo, padronizou-se uma medida de
comprimento que partiu do ponto distal até o ponto anterior do Hipostdmio; e para largura
que foi mensurada da cornua a base apical do Capitulo (Figura 7).

Figura 7. Mensuracao de capitulo de carrapato do Complexo A. maculatum

4.4 Analises Moleculares
4.4.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo Isotiocianato de
Guanidina (GT) previamente modificado (CHOMKZYNSKI, 1993). Um total de 8
carrapatos, oriundo da infestagdo experimental foi colocado em um microtubo contendo
150 pL de tampédo TE (Tris HCI 10 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, pH 7,4) e triturados com
ponteira queimada, apds perfurados através de uma agulha estéril. Em seguida, foram
homogeneizados no Vortex por 10 segundos e centrifugados por cinco segundos. Foi entdo
adicionado 450 pL de Isotiocianato de Guanidina e incubado por 10 minutos em
temperatura ambiente homogeneizando brevemente no vortex a cada dois minutos.
Posteriormente, 100 pL de cloroférmio foram acrescentados, fazendo a inversdo deste por
algumas vezes e deixando descansar por dois minutos. O microtubo foi entdo centrifugado
a 12.000 g por cinco minutos para a separacdo da fase aquosa formada, a qual foi pipetada e

transferida para outro microtubo previamente identificado. Foram incorporados a fase
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aquosa 600 pL de isopropanol com posterior incubacdo a -20°C de duas a 18 horas. Na
etapa seguinte, o microtubo foi centrifugado a 12.000 g a 4°C por 15 minutos, 0
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 800 pL de etanol a 70%. Novamente o
microtubo foi centrifugado a 12.000 g por cinco minutos a 4°C, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet no microtubo aberto ficou secando a 56°C por 15 minutos no
termobloco. O pellet foi ressuspendido em TE, de 45 pL, sendo incubado novamente,
porém com o microtubo fechado, a 56°C por 15 minutos no termobloco. O microtubo

contendo DNA foi armazenado a -20°C até sua utilizacdo na PCR.

4.4.2 Reacdo de Polimerase em Cadeia

O DNA extraido foi submetido a dois protocolos de reagdo em cadeia pela polimerase
(PCR). Dois iniciadores foram utilizados buscando amplificar fragmentos de
aproximadamente 460-pb do gene mitocondrial 16S rRNA segundo Mangold et al., 1998 e
1200-pb do segundo espago transcrito interno (ITS2) do DNA ribossomico nuclear,
presente em todas as espécies de carrapatos (ZAHLER et al., 1995 e McLAIN et al., 1995).
A reagdo de amplificagdo para o ITS2 foi realizada em microtubos de 200ul adicionando
1,0ul de DNA extraido acrescido de 24,0ul de Mix Dream Taq Green PCR Master Mix (2x)
(Thermo Scientific®), sendo utilizado 12,6ul de Dream Taq, 1l de primer senso, 1ul de
primer anti senso e 9,4ul de H20. O protocolo térmico utilizado e realizado em
termociclador Mastercycler Gadient (Eppendorf®) para o gene ITS2 foi 0 seguinte: 95°C
por 5 minutos, seguidos de 36 ciclos de 95°C por 45 segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C
por 1 minuto e 30 segundos seguido de 72°C por 10 minutos finalizando com a temperatura
de 4°C. Para o gene 16S a desnaturacao inicial seguiu a temperatura de 94°C por 2 minutos
seguidos de 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos para o anelamento e 45
segundos para a extensdo a 72°C. A temperatura de anelamento nos 7 primeiros ciclos
aumenta 0,3°C a cada segundo de 47 a 48,8°C, seguidos de 28 ciclos de 50°C. O passo
final da extensdo foi seguida de 7 minutos a 72°C. A revelagéo foi feita com Syber Safe de
acordo com as especificacdes do fabricante e a visualizagdo das bandas em transiluminador

ultravioleta. As amostras que revelaram bandas de DNA na altura do controle positivo
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(exemplar de Ixodes arboricola previamente confirmado por sequenciamento de DNA),

foram consideradas positivas para a reacdo da PCR utilizada.

4.4.3 Purificagdo e Sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o produto comercial ExoSAP-IT ,
que consiste em Exonuclease | (Exo I) para digerir excesso de primers e Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP) para degradar excesso de nucleotideos provenientes da PCR. Para tal,
em microtubo identificado colocou-se 4 pL de ExoSAP e adicionou-se 10 pL da amostra
amplificada na PCR, em seguida as amostras foram colocadas no termociclador, nas

temperaturas de 37°C por 15 minutos e 80°C por mais 15 minutos.

Apds a purificacdo os nucleotideos estavam prontos para serem utilizados na reacéo
de seqlienciamento com o kit comercial BigDye TM Terminator (Perkin Elmer) de acordo
com especificacbes do fabricante. As amostras foram seqiienciadas em sequenciador
automatico modelo ABI 377 (Applyed Biosystem, Foster, CA), disponivel no
Departamento da FMVZ/USP.

4.4.4 Andlise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram editadas no computador usando o programa SeqMan, e
submetidas a analise de similaridade através do programa Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST two sequences analysis) (ALTSCHUL et al., 1990) para verificar homologia
com sequéncias correspondentes disponiveis no GenBank previamente depositadas
(ESTRADA-PENA et al., 2005; OGRZEWALSKA et al., 2014; NADOLNY et al., 2015).
Para a construcdo da arvore filogenética das espécies utilizou-se o software de analises de

sequencias moleculares MEGA 6.
5. ANALISE ESTATISTICA

Para analisar e comparar as variaveis (Coxa I, Coxa IV, Espinho I, Espinho 1V,
comprimento do Capitulo e largura do Capitulo) entre os espécimes de carrapato do

complexo Amblyomma maculatum, foi utilizado o software Statistical Analysis System
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(SAS). Utilizou-se o Teste T Student para as varidveis nao paramétricas, com nivel de
significancia de 5% (p< 0,05), previamente analisados pelo teste de Brown e Forsythe para

avaliar se possuiam normalidade entre si.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo os espécimes de Amblyomma triste foram coletados em suinos
domésticos (Sus scrofa domesticus), diferentemente dos dados registrados em capivaras
(Hydrochaeris hydrochaeris) e cervos do pantanal (Blastocerus dichotomus) se encontram
como hospedeiros primarios desse carrapato (SINKOC et al. 1997; SZABO et al. 2003). No
que se refere a América Latina o achado nesse hospedeiro também se diferencia de achados
da Bolivia em lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) (MASTROPAOLO et al. 2011), dos
achados no Paraguai em Antas (Tapirus sp.) (NAVA et al. 2007), em Cées no Chile e
Argentina (ABARCA et al. 2012; IVANOVICH, 1980) e também em rebanho bovino no
Equador (KEIRANS, 1984).

Formas imaturas do carrapato ndo foram encontradas nos suinos, corroborando com
a literatura (VIEIRA et al. 2004) onde as mesmas possuem predilecdo por pequenos
mamiferos (como roedores) e por aves na maioria das espécies da familia Ixodidae,
entretanto as larvas e ninfas do género Amblyomma podem em alguns casos se alimentar
dos seus hospedeiros primarios. No Brasil, Labruna et al.(2003) trabalharam aspectos do
ciclo de vida do Amblyomma triste em Cavia porcellus (e outros hospedeiros como galinha
e cdo), destacando que em pequenos roedores, fatores como periodo de ingurgitamento e
ecdise ocorrem de maneira mais rapida e eficiente, podendo interferir no desenvolvimento

de estruturas externas.

A chave utilizada para a identificacdo taxondmica permitiu identificar os espécimes
oriundos do Estado do Maranhdo como Amblyomma triste, ndo sendo neste caso a
ornamentacdo do escudo um caracter levado em consideracdo ja que ndo foi observado
uniformidade na ornamentacdo dentre os espécimes identificados. Entretanto, Barros-
Battesti et al. (2006) consideram a interrupcao no terco médio da faixa central um caracter

importante na identificacdo desta espécie de carrapato.
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A interrupcdo na faixa escura longitudinal central pode ser visualizada na Figura 8,
e a presenca desta em nosso estudo ndo se fez presente em todos os espécimes, sendo uma
caracteristica descartada para confirmagdo e comparagdo com 0s outros carrapatos.

Por outro lado, em machos e fémeas, a observacdo das caracteristicas dos espinhos
da coxa I, presenca de espordes nos tarsos I, 11l e IV, e a denticdo do hipostdmio foram
determinantes para identificagdo morfoldgica. Em se tratando da coxa IV, apenas machos

apresentam espinhos maiores.

Figura 8. Espécimes machos de carrapatos do Maranh&o. Destaque a faixa
logintudinal interrompida por mancha.

Nos espécimes machos, observou-se diferenca estatistica (P<0,05) entre os
carrapatos oriundos do Maranhédo e os da CNC para as dimens@es: Coxa direita I/ Espinho
direto I; Coxa direita I\V/Espinho direito 1V; Coxa esquerda I1\VV/Espinho esquerdo IV dos
Espinhos da Coxa | e Coxa IV. N&o houve diferenca estatistica (P>0,05) para a razéo do

comprimento do Capitulo pela Largura do Capitulo (Tabela 1, Figura 9 e 10).
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Figura 9. Capitulo em carrapatos machos, destacando variaveis de comprimento e
largura; Carrapato do Maranh&o (A); Carrapato da Colecéo Nacional de Carrapatos (B).

Figura 10. Visualizacdo das dimensdes dos carrapatos; Visualizacdo da Coxa IV e
Espinho IV em espécime do Maranhdo (A); Visualizacdo da Coxa | e Espinho | em
espécime do Maranhdo (B); Visualizacdo da Coxa IV e Espinho IV em espécime da
CNC (C); Visualizacdo da Coxa | e Espinho | em espécime da CNC (Bataguassu) (D).

A morfometria demonstrou um carrapato com mensuragdes das estruturas selecionadas

inferiores & media dos outros espécimes, onde os valores de suas estruturas articulares
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como coxa IV, apresentaram valores médios menores tanto para machos (0,41+ 0,04 )
quanto para fémeas (0,47 + 0,02), diferindo dos espécimes da CNC onde os valores entre si
permanecem uniforme quanto a regido que foram coletados em relagdo a coxa e espinhos,
0,48 £ 0,07 € 0,41£ 0,1, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Mensuracédo de parametros (coxa, espinhos e capitulo) de carrapatos machos do estado do Maranh&o e da Colecdo Nacional
de Carrapatos “Danilo Gongalves Saraiva” /FMVZ/USP

VARIAVEIS
ORIGEM DA AMOSTRA
CDIV EDIV FUNCAO CEIV EEIV  FUNCAO CDI EDI FUNCAO CEl EEI FUNCAO ccC LC FUNCAO
0,41° 0,232 1,89° 0,42% 0,232 1,882 0,322  0,12° 2,73° 0,322  0,12° 2,652 0,92  0,51° 1,80°
MARANHAO
+0,04 +005 +0,33 +035 +005 +0,37 £0,02 +0,02 +042 £0,02 +0,02 +0,45 +0,08 +0,03 +0,09
0,39° 0,3%® 1,39° 04% 0,31® 1,39° 0,33®  0,19° 1,81° 0,33® 0,18" 1,81° 0,8 0,5° 1,60°
Grande Sertao Veredas
+0,05 40,11 +0,43 0,05  +0,12 40,35 +0,05  +0,07 40,32 0,03  +0,04 40,24 0,05  +0,07 +0,15
0,49°  043™ 114" 048% 043%™ 114" 0,38° 0,16® 2,35%® 0,37° 017" 2,17®  0,99% 057® 1,72%®
Poconé
+0,03 +0,04 +0,18 +0,07  +0,04 +0,31 0,01 0,02 40,33 +0,003  +0,002 +0,04 0,09  +0,03 +0,07
0,5° 0,35™ 14%® 049® 0,35%* 141® 0,34® 0,15® 224%® 0,33® 0,13® 2,45%® 08%®  054® 1,47°
Nova Alvorada do Sul
+0,06 +0,01 +0,13 +0,04  +0,03 +0,01 +0,007 0,01 +0,2 +0,01  +0,01 +0,43 0,02 +0,01 +0,09
0,51° 0,45° 1,147 0,51° 044° 1,17° 0,38  0,18° 2,032 0,37°  0,18° 2,032 1,12° 059" 1,87°
Bataguassu
+0,04 +0,06 +0,11 +0,05  +0,06 40,18 +0,03  +0,02 +0,28 +0,03  +0,03 40,25 0,09  +0,03 +0,13
[a]
w D T E 0,33 1,15 2,93 0,63 0,71 1,02 0,97 2,54 1,21 0,99 2,07 2,81 0,15 1,02 0,60
L bw & £
5 é 2 § g 0,8 0,34 0,6 0,59 0,55 0,39 0,41 0,07 0,32 0,41 0,12 0,06 0,93 0,39 0,62
[ o - P
I

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a p>0,05. Teste de normalidade de Shapiro-wilk (w: 0,96/p=0,09). CDIV= coxa
direita do espinho 1V; EDIV= espinho direito do espinho IV; CEVI= coxa esquerda espinho IV; EEIV= espinho esquerdo IV; CDI= coxa direita I; EDI= espinho
direito 1; CEl= coxa esquerda |; EEI= espinho direito I; CC= comprimento do capitulo; LC= largura do capitulo; FUNCAO= Relacio entre espinho e coxa /
largura e comprimento.
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1 Para as fémeas, observou-se diferenca estatistica (P<0,05) para espinho direito |
2 (EDI) coxa esquerda I (CCEI), espinho esquerdo | (EEI) e (CL) largura do capitulo. Néo
3 houve diferenca (P>0,05) em relacdo ao comprimento do capitulo (Tabela 2).
4  Tabela 2. Mensuragdo de parametros (coxa, espinhos e capitulo) de carrapatos fémeas
5 do estado do Maranh&o e da Colecdo Nacional de Carrapatos (CNC)/USP/SP.
VARIAVEIS
Origem da Amostra
CDIV CEIV CDI EDI FUNCAO CEI EEI FUNCAO cC CL FUNCAO
0,47° 0,47° 0,38° 0,17° 2,25¢% 0,38° 0,16° 2,44% 1,452 0,67° 2,18°
Maranhao
+0,02 + 0,05 +0,02 +0,02 +0,37 +0,02 +0,03 +0,45 +1,73 +0,02 +2,67
Grandes Sertdes 0,46% 0,47% 0,39¢ 0,18%® 2,16% 0,4°% 0,17%® 2,337 1,072 0,67°% 1,582
Veredas +0,02 +0,03 +0,02 +0,02 +0,36 +0,02 +0,03 +0,45 +1,17 +0,02 +2,67
0,49° 0,51° 0,39° 0,22° 1,82° 0,39° 0,22° 1,71° 1,23° 0,73° 1,68°
Poconé
+0,06 +0,007 +0,02 +0,06 +0,4 +0,02 +0,01 +0,01 +0,02 +0,02 +0,01
Teste de
0,12 0,01 6,03 0,14 0,51 54 1,12 0,51 0,18 0,55 0,21
Homogeneidade
0,73 0,93 0,6 0,7 0,48 0,2 0,2 0,48 0,67 0,46 0,65

(Brown and Forsythe)
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CDIV= coxa direita 1V; CEIV= espinho esquerdo IV; CDI= coxa direta |I; EDI= espinho direito I; EEl=
espinho esquerdo I; CC= Comprimento do capitulo; CL= largura do capitulo. Médias seguidas de letras
iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a p>0,05. Teste de normalidade de Shapiro-
wilk (w: 0,99/p=0,99).

Os resultados das tabelas demonstraram a diferenca entre os carrapatos de
origem Maranhense e os obtidos na CNC, apresentando uma diferenca entre espécimes
machos e fémeas, visto que, em fémeas, varidveis como coxa | e espinhos (direito e
esquerdo) da coxa | ndo apresentaram diferenca estatistica se comparado aos machos
(que apresentaram entre si), entretanto a auséncia de diferenca é comum para ambos ao
se tratar da mensuragdo de capitulo. Hosseini et al. (2011) ao realizarem um estudo
morfométrico em Hyalomma anatolicum, de diferentes regies no oeste do Ird, percebeu
que algumas estruturas apresentaram diferenca estatistica entre as regides. Descreveram
uma morfologia similar de sucos cervicais e formato de escudo, entretanto uma
mensuracédo distinta para elas, corroborando com o presente estudo onde a similaridade
de estruturas como numero de espinhos e formato de coxa permanece inalterado, porem

a mensuracdo mostra uma diferenca entre espécimes do Maranh&o e CNC.

Sanches et al. (2016), ao realizarem um estudo morfométrico da CNC entre
espécimes de Rhipicephalus sanguineus de diferentes regides geograficas, perceberam

diferenca significativa no tamanho de estruturas como comprimento e largura do
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idiossoma e escudo, entretanto, assim como no presente estudo, o comprimento de
capitulo ndo representou uma alteragdo significativa entre individuos da mesma espécie.
O Rhipicephalus sanguineus sensu lato da regido tropical no Brasil nos estudos de
Sanches et al. (2016) apresentou dimens6es de idiossoma menores que 0s espécimes da
regido temperada na Argentina, diferentemente do presente estudo onde o Amblyomma
triste do Maranhdo apresentou estruturas com mensuracées menores apesar de ser
comparado com espécimes de localidades que possuem um conjunto de caracteristicas
climaticas similares. Bacurituba, area de coleta dos espécimes no Maranh&o, possui uma
umidade relativa que varia de 60 a 90%, e assemelha-se as areas de Chapada Gaulcha,
localidade do Parque Nacional Grande Sertdo Veredas (45 a 90%); e Porto Jofre, Nova
Alvorada do Sul e Bataguassu (30 a 85%), localidades do Mato Grosso do Sul (INMET,
2016).

Abarca et al. (2012) no Chile coletaram de cées, especimes de Amblyomma triste
e também realizaram andlises morfoldgicas e moleculares onde compararam seus
espécimes com Amblyomma maculatum da Colémbia e o proprio Amblyomma triste do
Brasil (localidades do estudo). Morfologicamente, o Amblyomma triste do Chile
apresentou uma ornamentagdo mais densa e sem falhas se comparado aos espécimes do

presente estudo (Figura 11).

Figura 11. Amblyomma triste. Vista dorsal de Amblyomma triste fémea do Chile (A);
Vista dorsal de Amblyomma triste macho do Chile (B); Vista dorsal de Amblyomma
triste fémea do Maranh&o (C); Vista dorsal de Amblyomma triste macho do Maranhéo
(D); Fonte: ABARCA et al. 2012
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Entretanto, Abarca et al. (2012) exploraram um caracter para diferenciar esses
carrapatos, que foi os espinhos e cerdas presentes no metatarso de individuos
independente do género. Foi observado que no Amblyomma maculatum em seu
metatarso possui dois espinhos grossos, 0 Amblyomma triste do Chile possui um
espinho grosso e um espinho fino e 0 Amblyomma triste do Brasil se diferencia por

possuir um espinho grosso e uma cerda (Figura 13).

Figura 12. Metatarso de Amblyomma maculatum da Colémbia contendo dois espinhos
grossos (A); Metatarso de Amblyomma triste do Chile contendo um espinho grosso e
um espinho fino (B); Metatarso de Amblyomma triste do Brasil contendo um espinho
grosso e uma cerda (C). Fonte: ABARCA et al., 2012.

Levando essa estrutura como forma de comparacdo entre esses carrapatos, o
Amblyomma triste do Maranhdo se assemelhou aos espécimes do Brasil, contendo um

espinho grosso e uma cerda como pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13. Metatarso de Amblyomma triste do Maranhao, visualizacdo de espinho (seta
preta) e cerda (seta vermelha).

As sequéncias obtidas quando comparadas, de acordo com gene
mitocondrial 16S rRNA e sequéncias derivadas do ITS2 ribossomico nuclear, observa-
se que o0s espécimes encontrados no Maranhdo apresentam similaridade acima de 90%
tanto para Amblyomma maculatum quanto para Amblyomma triste. Quando avaliadas,
as sequéncias do gene 16S chegaram a apresentar uma similaridade em relacdo ao
Amblyomma maculatum dos Estados Unidos de 99% (403/407). Utilizando-se das
sequéncias obtidas pelo gene mitocondrial 16S rRNA, Abarca et al. (2012) analisaram
pelo programa BLAST a similaridade do Amblyomma triste do Chile com o mesma
espécie oriunda do Uruguai (AY498563) e obtiveram 99,5% (397/399) de similaridade
e 0 Amblyomma maculatum oriundo dos Estados Unidos (L34318) e 99,0% (404/408).
Dados que corroboram com os encontrados nas sequéncias dos carrapatos do Maranhéo
visto que para os espécimes do Uruguai (AY498563) a similaridade chegou a 98,5%
(390/399), para 0 Amblyomma maculatum dos Estados Unidos (L34318) chegou 97,7%
(402/408), e quando comparado ao Amblyomma triste do Chile (JN180848) a
similaridade foi 98,2% (401/408). O Amblyomma triste do Maranhdo ao ser comparado

com as sequéncias chilenas do gene 16S rRNA confirma sua espécie perante o estudo,

41



1 porém quando comparado com as sequéncias de Amblyomma maculatum oriundas dos
2 Estados Unidos por Naldony et al. (2015) sua similaridade chega a 99% (403/407).
3 Assim como as sequncias do 16S de Abarca et al. (2012), e de 12S de Sanches et al.
4  (2016) e Levin et al. (2012) (ambos com Rhipicephalus sanguineus sensu lato) foram
5 utilizadas para comparacdo de espécimes da mesma especie, as sequéncias derivadas do
6 ITS2 ribossomico nuclear mostraram uma similaridade acima de 90% tanto para o
7 Ambyomma triste (AY887114) quanto para a Amblyomma maculatum (KF373075),
8  respectivamente, 99,0% (1075/1081) e 99,5% (1045/1050) para as sequéncias
9  depositadas no GenBank.
10 Ao se construir a arvore filogenética pode ser observado a similaridade do
11 Amblyomma maculatum norte americano com o Amblyomma triste maranhense, apesar
12 da distancia geografica, as espécies permaneceram no mesmo clado, contradizendo sua
13 caracteristica morfoldgica perante individuos da prdpria espécie.
14
69 Amblyomma triste Uruguai 16S (AY4985630
Amblyomma triste Pantanal Brasil 16s (KP739869)
Amblyomma triste Arica Chile 16s (JN180848)
Amblyomma maculatum EUA 16s (L34318)
74 Amblyomma triste Maranhao 16s
Amblyomma tigrinum Argentina 16s (AY836004)
—
15 0.005
16  Figura 14. Arvore de maxima parcimonia dos espécimes de carrapatos do complexo
17  Amblyomma maculatum a partir de sequéncias do gene 16S mitocondrial. Os valores de
18  suporte s@o derivados de Bootstrap de 1000 repeticbes. O Amblyomma tigrinum
19  correponde a uma sequencia utilizada para o grupo externo. Os cddigos inseridos
20  correspondem a seus numeros de acesso na plataforma GenBank.
21
22 Diferentemente de Abarca et al. (2012), Sanches et al. (2016) observaram que 0s
23 espécimes de Rhipicephalus sanguineus sensu lato (alvo do seu estudo) se distribuiram
24 nos clados de acordo com o clima determinante de sua regido. Espécimes do Brasil,
25  Cuba e Tailandia permaneceram em um clado (clima tropical) enquanto os espécimes da
26 Argentina, Espanha e Alemanha permaneceram em outro (clima temperado),
27  corroborando com o presente estudo, em que o Amblyomma triste do Maranhéo,
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pertencente ao clima tropical, se encontrou no mesmo clado que o Amblyomma
maculatum dos Estados Unidos, que pertence a um clima subtropical, e em clado
diferente dos espécimes da Argentina, Chile e Uruguai, onde possuem um clima
temperado na grande parte de seu territdrio. Entretanto, 0 Amblyomma triste de outra
regido do Brasil (Pantanal), ndo permaneceu no clado apesar de suas semelhancas

climéticas.

Morfologicamente, os carrapatos do Maranh&o se apresentam como Amblyomma
triste com caracteres evidentes se comparado com espécimes de outros paises e da
CNC, entretanto, geneticamente, a similaridade com Amblyomma maculatum do
Estados Unidos aparece evidente, fazendo com que os estudos envolvendo esse
carrapato continuem pois 0 mesmo possui hospedeiros com relages antropicas muito

forte, fazendo expressivo o seu papel na Saude Publica e Medicina Veterinaria.

7 CONCLUSAO

e O Amblyomma triste morfologicamente identificado neste estudo representa o
primeiro registro da espécie para o estado do Maranhao;

e A morfometria realizada no presente estudo demonstrou a diferenca entre as
dimens@es de coxas e espinhos do Amblyomma triste maranhense com os demais
espécimes da CNC/USP.

e Amblyomma triste do Maranhdo possui uma similaridade genética maior com o
Amblyomma maculatum oriundo dos Estados Unidos do que com os individuos da

sua mesma espécie pertencentes ao Chile, Uruguai e outras regifes do Brasil.
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