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RESUMO
Sant’ana, Anderson. Deteccio molecular de bactérias de importancia médico-
veterinaria em carrapatos Rhipicephalus sanguineus e Rhipicephalus microplus
(Acari: Ixodidae) (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegoécio) — Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios,
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2025.

Atualmente, o mercado pet no pais ¢ um dos mais dindmicos do mundo, impulsionado
pela humanizagdo dos animais de estimagdo. Além disso, a pecudria ¢ um setor crucial
para a economia global, com o Brasil se destacando na criagdo de bovinos. Contudo, a
infestacdo por carrapatos, especialmente as espécies Rhipicephalus sanguineus e
Rhipicephalus microplus, gera impactos econdmicos € sanitarios significativos. O
controle de carrapatos por acaricidas sintéticos enfrenta problemas de resisténcia e
impactos ambientais, levando a busca por métodos alternativos, como vacinas, 0leos
essenciais e controle bioldgico. Nesse contexto, a bactéria Wolbachia surge como uma
ferramenta promissora no controle bioldgico de pragas. Este estudo visa identificar a
presenca da endossimbionte Wolbachia nesses carrapatos e investigar bactérias
patogénicas associadas a essas espécies. Para isso, 100 carrapatos R. sanguineus coletados
no centro de zoonoses no municipio Salto/SP e Piracicaba/SP e 100 teleoginas de R,
microplus coletadas Polo Regional Vale do Paraiba/APTA, em Pindamonhangaba/SP
foram submetidos a técnica de PCR para deteccdo do DNA de Wolbachia sp., E. canis,
B. henselae, B. burgdorferi e R. rickettsii. Ainda as 100 amostras separadas de teledginas
do carrapato R. microplus foram submetidas a técnica de PCR para investigacao da
presenga das bactérias Babesia spp. € Anaplasma spp. Nenhuma das amostras de R.
sanguineus e R. microplus foi positiva para as bactérias investigadas. Apenas uma
amostra de R. sanguineus macho de Salto amplificou um fragmento de DNA do gene 16S
rRNA de Wolbachia, porém com uma delegao de 142 pares de base, sugerindo uma
possivel transferéncia horizontal de gene. As amostras passaram por uma analise
molecular através da técnica de PCR para eliminar a possivel contaminagdo secundaria
por nematoides filariais ou para vespa parasitoide Ixodiphagus hookeri, individuos que
parasitam carrapatos e contém wolbachia como simbionte. Os resultados foram
negativos, indicando que o DNA em R. sanguineus nao foi por contaminagdo secundaria.
E para R. microplus 14 amostras foram positivas para Anaplasma marginale ¢ 5 para
Babesia spp alinhando com o conhecimento dessas bactérias serem endémicas deste
parasito, € apds o sequenciamento também foram positivas para E. canis. Dessa forma,
este trabalho apresenta resultados que demonstram a importancia do controle desses
parasitos e que a bactéria Wolbachia possa ter a capacidade de ser utilizada como controle
biologico, pois ndo faz parte do microbioma destes carrapatos, podendo assim, interferir
no seu funcionamento bioldgico e reprodutivo.

Palavras-chave: Deteccdo, Rhipicephalus sanguineus. Rhipicephalus microplus.
Biologia molecular, Wolbachia, Controle Biologico.



ABSTRACT

Sant’ana, Anderson. Deteccido molecular de bactérias de importincia médico-
veterinaria em carrapatos Rhipicephalus sanguineus e Rhipicephalus microplus
(Acari: Ixodidae) (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar ¢ Ambiental no
Agronegocio) — Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios,
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sao Paulo, 2025.

Currently, the pet market in the country is one of the most dynamic in the world, driven
by the humanization of pets. Furthermore, livestock farming is a crucial sector for the
global economy, with Brazil standing out in cattle raising. However, tick infestations,
especially by Rhipicephalus sanguineus and Rhipicephalus microplus, generate
significant economic and health impacts. The control of ticks with synthetic acaricides
faces problems of resistance and environmental impacts, leading to the search for
alternative methods, such as vaccines, essential oils, and biological control. In this
context, the bacterium Wolbachia emerges as a promising tool in the biological control
of pests.

This study aimed to identify the presence of the endosymbiont Wolbachia in these ticks
and investigate pathogenic bacteria associated with these species. For this purpose, 100
R. sanguineus ticks collected from the Zoonoses Center in Salto/SP and Piracicaba/SP,
and 100 R. microplus teleogynes collected from the Polo Regional Vale do
Paraiba/APTA, in Pindamonhangaba/SP, were subjected to PCR for the detection of
DNA from Wolbachia sp., E. canis, B. henselae, B. burgdorferi, and R. rickettsii.
Additionally, the 100 separated samples of R. microplus teleogynes were subjected to
PCR for the investigation of the presence of Babesia spp. and Anaplasma spp.

None of the R. sanguineus and R. microplus samples were positive for the investigated
bacteria. Only one male R. sanguineus sample from Salto amplified a DNA fragment of
the Wolbachia 16S rRNA gene, but with a 142 base pair deletion, suggesting a possible
horizontal gene transfer. The samples underwent molecular analysis through PCR to
eliminate possible secondary contamination by filarial nematodes or the parasitoid wasp
Ixodiphagus hookeri, individuals that parasitize ticks and contain Wolbachia as a
symbiont. The results were negative, indicating that the DNA in R. sanguineus was not
due to secondary contamination. For R. microplus, 14 samples were positive for
Anaplasma marginale and 5 for Babesia spp., aligning with the knowledge that these
bacteria are endemic to this parasite. After sequencing, they were also positive for E.
canis. Thus, this work presents results demonstrating the importance of controlling these
parasites and that the bacterium Wolbachia may have the capacity to be used as a
biological control, as it is not part of the microbiome of these ticks, and therefore could
interfere with their biological and reproductive functioning.

Key-Words: Detection, Rhipicephalus sanguineus, Rhipicephalus microplus, molecular
biology Wolbachia, Biological control.
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1. INTRODUCAO

A relagdo simbidtica entre Homo sapiens e o reino animal tem raizes profundas na
historia da civilizagao, transcendendo a mera utilidade para se consolidar como um pilar
da formagdo cultural e social. Desde a domesticagdo inicial de espécies como Canis
familiaris e Equus caballus, até a utilizacdo de Bos taurus na pecudria, a cooperacao
humano-animal tem sido uma constante, moldando a trajetéria da humanidade (MOURA,
2016). Essa coexisténcia estabeleceu lagos que ultrapassam a esfera econdmica, tornando
os animais componentes intrinsecos da identidade cultural e social humana.

A domestica¢ao de animais estabeleceu uma relagcao de coevolucao, influenciando
tanto a biologia quanto o comportamento de ambas as espécies. Animais adquiriram valor
simbolico, refletindo status e poder, como evidenciado pela presenca de caes e cavalos
em sociedades europeias e russas, especialmente entre a nobreza (CARVALHO, 2011).

A introdugdo das espécies Equus caballus e Bos taurus no século XVI
desempenhou um papel crucial na colonizacdo e formacao territorial do Brasil. Essas
espécies facilitaram a ocupagdo de terras, o estabelecimento de rotas e a criacao de
nucleos populacionais, consolidando o modelo cultural portugués (CARVALHO, 2011).

Ao longo da historia, os animais ndo foram apenas utilizados para trabalho e
alimentacdo, mas também como simbolos de poder e companheiros, mantendo sua
relevancia na sociedade contemporanea, onde sao frequentemente considerados membros
da familia (BUENO, 2020).

O mercado pet brasileiro tem demonstrado um crescimento notavel, consolidando-
se como um dos setores mais dinamicos da economia. Com o aumento do numero de lares
com animais de estimagdo, o Brasil se destaca no cenario global, ocupando a segunda
posicdo no ranking de produtos e servicos voltados para pets, com uma participacdo de
6,4%, ficando atrds apenas dos Estados Unidos. Esse crescimento continuo, mesmo
durante periodos de crise econdmica, reflete a importancia dos animais de estimacao na
vida dos brasileiros e o impacto positivo desse setor na economia nacional (BUENO,
2020).

A relagdo humano-animal configura um fendomeno complexo e multifacetado,
com profundas implicacdes histdricas, culturais e econdomicas. No contexto brasileiro, o
mercado pet emerge como um setor dindmico e relevante, refletindo a crescente
importancia dos animais de estimagao na sociedade contemporanea.

O mercado pet brasileiro demonstra um crescimento econdmico robusto, com um

faturamento anual estimado em R$ 20 bilhdes, conforme dados da Euromonitor



International. Este desempenho ¢ impulsionado pela demanda por produtos essenciais
(ragdo, medicamentos, servigos veterinarios) e pela crescente tendéncia de
"humanizagao" dos animais de estimagdo. A percep¢ao dos pets como membros da
familia tem impulsionado o consumo de bens e servigos voltados para o bem-estar animal
(EXAME, 2016).

O setor pet transcende a mera comercializagdo de produtos, gerando empregos,
fomentando empresas e contribuindo significativamente para a economia nacional. A
crescente preocupacdo com a saude e o bem-estar animal tem impulsionado o surgimento
de novas oportunidades de negdcios, como clinicas veterindrias e plataformas de e-
commerce. Adicionalmente, o crescimento do setor promove beneficios sociais, como a
conscientizacao sobre cuidados, adogao responsavel e bem-estar animal. Dessa forma, o
setor pet ndo apenas impulsiona o consumo, mas também reflete mudancas sociais,
destacando sua importancia econdmica e cultural para o futuro da sociedade (BUENO,
2020).

A pecudria configura um dos setores agricolas de maior crescimento global,
impulsionado pelo aumento da demanda por produtos de origem animal. A produgdo
pecuaria desempenha um papel fundamental na socioeconomia mundial, garantindo o
acesso a proteina animal e empregando mais de 1,3 bilhdo de pessoas. Além de gerar
renda, a pecudria contribui para a subsisténcia de comunidades rurais, fornecendo
alimentacdo, insumos e meios de transporte, e representa 40% da economia agricola
global (FAO, 2018; AREDE et al., 2023).

A bovinocultura, com rebanhos das espécies Bos taurus e Bos indicus, ¢ a
atividade pecudria mais comum, com foco na producao de leite, carne e couro (FAO,
2023). O Brasil possui um dos maiores rebanhos bovinos do mundo, com 238,6 milhdes
de cabegas (IBGE, 2023), de um total global de 1,7 bilhdo (KHADE, KHILLARE,
DASTAGIRI, 2021). O pais se destaca como um dos quatro maiores produtores de carne
e leite (SYMINGTON, RAO, 2023).

A bovinocultura desempenha um papel crucial na economia brasileira,
contribuindo com R$ 1,41 Trilhdes para o valor bruto da produgdo agropecuaria e
configurando-se como uma das principais commodities do pais (IBGE, 2025;).
Entretanto, a alta prevaléncia de carrapatos e doencas transmitidas por vetores representa
um desafio significativo, com estimativas de perdas economicas globais de 22 a 30

bilhdes de dolares (BURROW et al., 2019).



Os carrapatos (Acari: Ixodida) s3o ectoparasitas hematofagos obrigatorios,
classificados em trés familias: Ixodidae, Argasidae e Nuttalliellidae (TAYLOR, COOP,
WALL, 2017). Esses parasitas sdo vetores primarios de patdgenos para animais
(HUSSAIN et al., 2022), incluindo bactérias, protozoarios, helmintos e virus, que
impactam significativamente a satide animal (GONDARD et al., 2017; GIGLIOTI et al.,
2018; SOUZA et al., 2018; GUO et al., 2019).

A familia Ixodidae, a mais abundante, compreende mais de 750 espécies
caracterizadas por um escudo dorsal rigido (GUGLIELMONE, NAVA, ROBINS, 2021).
Rhipicephalus sanguineus ¢ um vetor importante da bactéria Ehrlichia canis, causadora
da erliquiose em cdes domésticos e rurais (SILVA et al., 2011). Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, conhecido como carrapato-do-boi, causa efeitos negativos na
pecudria, como perda de peso, diminuicdo da produgdo de leite, danos ao couro e
transmissao de patogenos causadores da babesiose e anaplasmose bovina (CALVANO et
al.,2021).

O controle de carrapatos com acaricidas sintéticos ¢ tradicional, mas apresenta
limita¢des devido a resisténcia desenvolvida pelos carrapatos e aos impactos ambientais,
como a contaminagao de alimentos e do meio ambiente. No Brasil, os principais produtos
utilizados incluem organofosforados, piretroides, lactonas macrociclicas, fenilpirazois,
Deltametrina, Cipermetrina, Amitraz, Fipronil, Clorpirifés e Benzoilfeniluréia.

Diante dessas limitagcdes, métodos alternativos estdo sendo investigados, como
vacinas, 6leos essenciais e controle biologico. O controle bioldgico, que utiliza inimigos
naturais como microrganismos, predadores e parasitas, oferece uma solucdo mais
sustentavel para a pecudria, reduzindo a dependéncia de produtos quimicos e auxiliando
na conservacao do meio ambiente.

Neste contexto, Wolbachia ¢ um género de bactérias gram-negativas,
endossimbiontes e intracelulares obrigatorias, pertencentes a classe Alphaproteobacteria,
a ordem Rickettsiales e a familia Anaplasmataceae (DRISCOLL et al., 2020). Sao
altamente difundidas na natureza, estando presentes em mais de 50% das espécies de
artropodes terrestres ¢ nematoides filariais (Onchocercidae) (WEINERT et al., 2015;
LEFOULON et al., 2016). As caracteristicas fenotipicas e a capacidade de manter
interagdes ecologicas com seus hospedeiros faz com que a Wolbachia seja um agente

muito valioso no controle bioldgico de pragas, vetores e de doencas (BI, WANG, 2020).



Dessa forma, este trabalho visa identificar a presenga da bactéria endossimbionte
Wolbachia sp. nos carrapatos R. sanguineus € R. microplus, além de investigar a presenga

de bactérias patogénicas para animais e seres humanos nessas amostras.

1. OBJETIVOS

Geral

Detectar e identificar a bactérias por meio de técnicas moleculares (PCR)
bactérias de importancia médico-veterinaria em populagdes do carrapato Rhipicephalus

sanguineus e de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

2.2. Especificos

» Investigar a presenga da bactéria Wolbachia sp. em R. sanguineus e R.
microplus;

» Investigar a ocorréncia de nematoides filariais e da vespa parasitoide 1.
hookeri, hospedeiros de Wolbachia em amostras de R. sanguineus ¢ R.

microplus positivos para essa bactéria.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Rhipicephalus sanguineus

O Rhipicephalus sanguineus foi descrito pela primeira vez em 1806 por Latreille,
como Ixodes sanguineus. Existe pouco conhecimento sobre a origem desse carrapato,
alguns autores citam a sua origem como africana, outros, mediterranea, porém o género
Rhipicephalus é tipico da Africa, mostrando que a melhor hipotese da origem dessa
espécie ¢ africana (DANTAS-TORRES, 2024).

A espécie Rhipicephalus sanguineus sensu strictu pertence a subfamilia
Rhipicephalinae, dentro da familia Ixodidae, e faz parte do complexo Rhipicephalus
sanguineus sensu lato que abrange 12 espécies que sao morfologicamente e
filogeneticamente similares (HEKIMOGLU et al., 2016; COIMBRA-DORES et al.,
2016; SANCHEZ-MONTES et al., 2021).

O carrapato R. sanguineus s.s. possui um ciclo de vida trioxeno, ou seja, depende

de trés hospedeiros para completar o seu ciclo de vida, possuindo quatro estagios de
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desenvolvimento (ovo, larva, ninfa e adultos) (FIGURA 1) (COOLEY, 1946;
DANTASTORRES, 2024). Os ovos sdao pequenos, esféricos € marrom-escuro, enquanto
as larvas recém eclodidas sdo pequenas (comprimento, 0,54 mm; largura, 0,39mm) e
possuem trés pernas. As ninfas t€m quatro pares de pernas e sdo parecidas com os adultos,
apenas com dimensdes menores (comprimento, de 1,14 a 1,3 mm; largura, de 0,57 a 0,66
mm) e sexualmente imaturos (DANTAS-TORRES, 2024). As larvas tém um periodo de
alimentacao que pode variar de 2 a 5 dias, as ninfas de 3 a 6 dias e as fémeas durante 9
dias ou mais (FIGURA 3) (DANTAS-TORRES, 2024). Os machos se alimentam menos
que as fémeas, porém permanecem no mesmo hospedeiro por muitas semanas (Figura
3) (TROUGHTON, LEVIN, 2007; WYK et al, 2024). Para realizar essa alimentacao, R.
sanguineus s.s. usa suas queliceras para perfurar a pele do hospedeiro (FIGURA 2),
liberando uma substancia chamada cimenticia, que forma um canal de alimentacdo. Nesse
processo, muitos capilares e pequenos vasos sanguineos sdo afetados e destruidos,
liberando uma grande quantidade de sangue, que entdo ¢ sugada pelo carrapato (WYK et
al, 2024).

O carrapato R. sanguineus s.s. € um vetor importante de patdgenos para sanidade
animal, podendo transmitir bactérias como Ehrlichia canis, Bartonella henselae, Borrelia
burgdorferi e Rickettsia rickettsii, causadoras das doencas erliquiose monocitotroprica
canina (EMC) (HARRUS, WANER, 2011), doenga da arranhadura do gato (DAG)
(WECHTAISONG et al., 2020), doenca de Lyme (LD) (ELHELW et al, 2021) e febre
maculosa  brasileira (FMB) (MORALES e al,2019), respectivamente.

3 2y
»
i
\ 4
by
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Figura 1. Estagios imaturos ¢ adultos de Rhipicephalus sanguineus. A: larva (montada em meio de Hoyer; barra =400
pm). B: ninfa (montada em meio de Hoyer; barra = 0,5 mm). C: fémea (barra = 1 mm). D: macho (barra = 1 mm).

Fonte: DANTAS TORRES (2010).

i

Figura 2. Um macho firmemente preso a pele do cachorro. Observe que enquanto o carrapato é puxado suavemente
com a ajuda de uma pinga, a pele ¢é esticada. B: Uma fémea exibindo um pedaco de pele de cachorro que permaneceu

preso ao aparelho bucal ap6s sua remogao forcada. Fonte: DANTAS TORRES (2010)

Pathogens known or suspected to be transmitted by Rhipicephalus sanguineus sensu stricto
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Figura 3. Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus sanguineus. Fonte: SCIENCEDIRECT (2011).

3.2. Ehrlichia canis

A bactéria Ehrlichia canis é conhecida por causar a erliquiose monocitica canina
(EMC) (NEER et al., 2002, SAINZ et al., 2015), doenga que ¢ encontrada em todos os
continentes (SYKES, 2014). Essa bactéria tem como seu principal vetor o carrapato R.
sanguineus, podendo ser transmitida transestadialmente (de larva para adultos) e do

carrapato para o cao (BREMER et al., 2005), principalmente nas regides tropicais, pois
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apresentam uma ampla distribuicdo do seu vetor (ANDEREG; PASSOS, 1999).

Figura 4. Ehrlichia canis: Fonte: DR. CAIO CATALANI (2024)

A primeira infeccdo por Ehrlichia ocorreu em 1935 na Argélia, depois de uma
grande epizootia, que marcou a guerra do Vietna como a fase da doencga canina. No Brasil,
a primeira infec¢do ocorreu na cidade de Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais,
Sudeste do Brasil (VIEIRA ef al., 2010). Em uma analise experimental, apds o tempo de
incubagdo de 8 a 20 dias, o ciclo de infecgdo por E. canis feito por transfusdo de sangue
ou a propria fixagdo do carrapato, pode ser dividido em 3 fases: aguda (dura¢ao de 2 a 4
semanas), subclinica (meses a anos) e cronica (para o resto da vida) (HARRUS et al.,
2012).

Caes infectados de maneira natural podem apresentar sintomas como: febre (ou
hipotermia em casos de pancitopenia profunda), depressdo ou letargia, anorexia,
linfadenomegalia generalizada, esplenomegalia, palidez das mucosas, tendéncia
hemorragica e anormalidades oculares como uveite anterior ou posterior € cdes que
apresentam a fase aguda da doenca, ficam susceptiveis a infestacao de carrapatos e caes
na fase cronica podem apresentar estomatite ulcerativa, glossite necrotica, edema escrotal
e sinais de danos ao sistema nervoso central, como convulsdes, ataxia, disfuncao

vestibular e dor cervical (MYLONAKIS et al., 2019).
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Os cdes que apresentam evidéncias moleculares de infec¢do por E. canis,
necessitam de uma terapia antimicrobiana, porém a decisdo de tratar cies soropositivos
que ndo apresentam sintomas ainda ¢ uma controversa (NEER ef al., 2002; SYKES,

2014).

3.2.1. Ciclo bioldgico da erliquiose monocitica canina (EMC)

A EMC ¢ uma doenga crescente no Brasil que afeta as células mononucleares. O
agente etiologico, a bactéria E. canis, ¢ transmitida principalmente pelo carrapato R.
sanguineus € pode ser disseminada por transfusdes de sangue. A doenca apresenta trés
fases: aguda, subclinica e cronica, com a fase aguda ocorrendo apds um periodo de
incubacdo de 5 a 15 dias. Os sintomas incluem febre e alteragdes hematologicas, como
anemia e leucopenia. Caes imunocompetentes podem eliminar a infec¢do, enquanto
outros podem desenvolver a forma cronica. A erliquiose € uma zoonose importante, com
ampla distribui¢do, incluindo no Brasil, onde foi relatada pela primeira vez em Belo
Horizonte. A doencga tem sido reconhecida como uma causa significativa de morbidade e
mortalidade tanto em animais quanto em humanos, especialmente em &reas onde
carrapatos sao comuns (MACEDO et al., 2023).

A espécie E. canis ¢ um microrganismo pequeno que se replica dentro dos
leucdceitos do hospedeiro, formando inclusdes chamadas morulas, observadas durante a
fase aguda da infeccao. Embora raras, essas estruturas intracelulares sdo visiveis por um
curto periodo. A trombocitopenia, reducdo do nimero de plaquetas, ¢ a alteracdo mais
comum, ocorrendo em todas as fases da doen¢a, mas com mecanismos diferentes nas
fases aguda e cronica (SILVA et al., 2011).

Estudos indicam que fémeas de carrapato infectadas ndo transmite E. canis para
sua progénie e o microrganismo nao foi detectado nos ovarios de carrapatos infectados.
Isso sugere que o R. sanguineus ¢ o vetor, mas nao o reservatorio da EMC, mantendo a
infeccdo até a fase adulta. A frequéncia de carrapatos infectados no Brasil varia entre
2,3% e 6,2%. O microrganismo se multiplica nas células dos hematdcitos e glandulas
salivares do carrapato, que pode transmitir a doenga aos caes por até 155 dias. Esse
carrapato ¢ encontrado em todo o Brasil, principalmente em areas urbanas (SILVA et al.,
2011).

A presenga da bacteria E. canis ocorre em diversas regioes de clima temperado,
tropical e subtropical, como Asia, Africa, Europa, Américas Central e do Norte, e sua

prevaléncia esta relacionada ao carrapato R. sanguineus, vetor da doenga. No Brasil, a
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prevaléncia aumentou em estados como Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais e Distrito
Federal, com até 65% de infecgdo em ambientes urbanos e rurais. A infec¢do pode ocorrer
em qualquer estagio do carrapato, e ha indicios de que gatos e roedores possam atuar
como reservatorios. Caes da raca Pastor Alemao ¢ Dobermans sdo mais suscetiveis a
forma grave da doenga, com maior gravidade em Pastor Alemdo devido a depressdo
imunologica (SILVA et al., 2011).

O diagnostico da doenga ¢ complexo devido as suas caracteristicas atipicas. Ele ¢
baseado na combinacdo de sorologia, sinais clinicos e resultados laboratoriais, como
trombocitopenia e anormalidades hematoldgicas. A imunofluorescéncia indireta € o teste
sorologico mais utilizado, enquanto a PCR tem sido incorporada ao diagndstico
recentemente. Outra abordagem ¢ a deteccao de morulas no citoplasma das células
mononucleares do sangue. Para um diagndstico definitivo, ¢ essencial considerar os
achados clinicos em conjunto com os exames laboratoriais e soroldogicos (MACEDO et
al., 2023).

O tratamento da EMC visa eliminar a infec¢do e prevenir sua manutengdo em
portadores assintomaticos. Varias drogas estdo disponiveis, incluindo tetraciclina,
doxiciclina, minociclina, oxitetraciclina, imidocarb e cloranfenicol. A doxiciclina é a
droga de escolha por sua alta eficdcia, baixa taxa de recidiva e seguranca em pacientes
com insuficiéncia renal. Em casos graves, como anemia severa, pode ser necessaria
terapia de suporte. O diagndstico precoce melhora as chances de recuperagdo, enquanto
o diagnostico tardio pode resultar em complicagdes graves, como aplasia de medula 6ssea
(SILVA et al., 2011).

A prevencao da EMC ¢ crucial, especialmente em locais com grande concentragao
de caes, como canis e abrigos, onde o risco de propagacao de doengas ¢ maior. Como nao
existe uma vacina disponivel no mercado contra a erliquiose, o controle de carrapatos e

outros ectoparasitas ¢ a principal medida preventiva (ARMANDO et al., 2022).

3.3. Bartonella henselae

A espécie Bartonella henselae ¢ uma bactéria gram-negativa exigente que infecta
animais de estimagdo e ¢ a causadora da doenga da arranhadura do gato (DAG) em
humanos. A prevaléncia global de infec¢@o por B. henselae em gatos varia de 5% a 86%.
(BOULOUIS et al., 2005; CELEBI et al., 2009; FABBI et al., 2004). A transmissao entre
gatos ocorre principalmente por meio de pulgas, e a infec¢do em humanos geralmente

acontece apods arranhdes de gatos contaminados com fezes de pulgas contendo a bactéria.
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Em humanos, a infec¢do tende a ser autolimitada, podendo variar de assintomdtica a
apresentar inflamacao na pele, febre e linfadenopatia. No entanto, a bactéria B. henselae
tem sido cada vez mais associada a outras condi¢des, como conjuntivite, encefalopatia e

endocardite (WECHTAISONG et al., 2020).
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Figura 5. Bartonella henselae. Fonte: BULLETS. (2020).

Embora as pulgas dos gatos sejam o principal vetor comprovado para a bactéria
B. henselae, ha suspeitas que carrapatos também possam desempenhar um papel na
transmissao da bactéria. O DNA da espécie B. henselae ja foi detectado em diversas
espécies de carrapatos, como Ixodes pacificus, Ixodes persulcatus, Ixodes ricinus e R.
sanguineus. Coinfeccdes da bactéria B. henselae com outros patogenos transmitidos por
carrapatos, como Anaplasma spp., Borrelia spp. € Rickettsia spp., foram relatadas tanto
em humanos quanto em animais, com base em evidéncias moleculares, o que sugere uma
possivel co-transmissdo desses agentes patogénicos apds uma picada de carrapato

(WECHTAISONG et al., 2020).

3.3.1 Doenca da arranhadura do gato

A doenga da arranhadura do gato (DAG) ¢ causada principalmente pela bactéria
B.henselae e, menos frequentemente, pela espécie Bartonella quintana. Trata-se de uma
infec¢do bacteriana transmitida, principalmente, por meio de arranhaduras, mordidas ou

lambeduras de gatos, sendo o ser humano um hospedeiro acidental. A espécie B. henselae
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tem distribui¢do global, prevalecendo em areas de clima quente e imido. Embora seja
mais comum em criangas, também pode ocorrer em adultos. Por ndo ser uma doenca de
notificacdo compulsoria, sua real prevaléncia ndo ¢ totalmente conhecida (SOUZA,
2011).

As manifestagdes clinicas da DAG incluem o surgimento de uma pépula ou
pustula no local da inoculagdo entre trés e dez dias apos o contato com o animal infectado,
com duracdo de até trés semanas. Cerca de 40% a 65% dos pacientes ndo identificam o
local de inoculagdo. A linfadenopatia regional, principalmente nas areas da cabega,
pescogo € membros superiores, ¢ uma das manifestacdes mais comuns, surgindo entre
uma e sete semanas apods a infec¢do. Além disso, pode haver sintomas inespecificos como
febre baixa, hiporexia e prostracdo (SOUZA, 2011).

O diagnostico da DAG ¢ baseado nos achados clinicos e epidemioldgicos, sendo
complementado por exames microbiologicos e soroldgicos. No entanto, a Bartonella ¢ de
dificil cultivo nos métodos de rotina, necessitando de meios especificos e um longo tempo
de incubagdo. A imunofluorescéncia indireta ¢ uma das principais ferramentas
diagndsticas, permitindo a detecg¢@o de anticorpos IgM e IgG, embora haja limitagdes em
termos de sensibilidade e possibilidade de reacdes cruzadas com outras espécies
(BARBOSA et al, 2023).

O diagnostico diferencial ¢ extenso, incluindo doengas infecciosas como
tuberculose cutanea, leishmaniose e esporotricose, além de condi¢des ndo infecciosas
como linfomas. A cultura para fungos e os exames histopatoldgicos sao fundamentais
para excluir outras doencgas. No caso descrito, a melhora clinica significativa apds
antibioticoterapia auxiliou no diagnostico presuntivo de bartonelose (MENDES, 2022).

Quanto ao tratamento, ha incertezas sobre a necessidade de antibidticos ¢ a
escolha da medicacdo ideal. A bactéria B. henselae é resistente a betalactimicos como
penicilinas e cefalosporinas, sendo os macrolideos, como azitromicina e eritromicina, as
principais drogas de escolha. Outras opg¢des incluem doxiciclina, rifampicina e
quinolonas, com casos mais graves exigindo terapias prolongadas (SOUZA, 2011).

A DAG parece ser comum em regides de clima quente, favorecidas pela presenca
do reservatério animal, o gato. No entanto, a dificuldade de diagnostico devido a
necessidade de exames microbioldgicos e histopatologicos, bem como a auséncia de
métodos diagndsticos mais ageis, pode subestimar sua frequéncia. A complexidade no
reconhecimento dessa doenga reflete tanto a falta de conhecimento sobre sua prevaléncia

quanto a limita¢ao dos recursos diagnosticos disponiveis (SOUZA, 2011).
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3.4. Bactéria Borrelia burgdorferi

A spécie Borrelia burgdorferi é responsavel por causar a doenga de Lyme (LD)
(também conhecida como febre recorrente). A LD ¢é uma enfermidade zoonoética
multissistémica transmitida por carrapatos, presente em varias regides do mundo. Essa
enfermidade ¢ disseminada por carrapatos pertencentes ao complexo I. ricinus. A
transmissao da bactéria ocorre de forma horizontal entre carrapatos e dentro de
hospedeiros reservatorios, que sdo predominantemente pequenos mamiferos selvagens,
enquanto os seres humanos sdo considerados hospedeiros acidentais. Os sinais clinicos
diferem de acordo com as espécies do complexo B. burgdorferi predominante em cada
regido, mas em humanos, a manifestagdo mais comum ¢ o eritema migratério (uma
erupcdo cutanea), acompanhado por sintomas gripais. Animais de estimagdo,
principalmente caes, sao usados como indicadores da presenca da doenga de Lyme.
Apenas 5 a 10% dos caes infectados exibem sintomas clinicos, o que leva a subestimagao
da prevaléncia da doenga nesses animais, aumentando o risco de propagacao. Pesquisas

anteriores em animais domésticos identificaram DNA do género Borrelia principalmente

em carrapatos adultos que infestavam ovelhas e gado (ELHELW er al, 2021).
A= 4 s T AR

—

Figura 6. Borrelia burgdorferi. Fonte: SOURCE: Carr, J. H., Molins, C. (2015).



18

3.4.1. Doenca de Lyme

A borreliose de Lyme ¢ uma importante doenga infecciosa emergente, comumente
relatada na América do Norte ¢ na Europa, mas também encontrada em partes da Asia.
Nos Estados Unidos, os Centros de Controle e Prevengdo de Doengas (CDC) estimam
que cerca de 300.000 novos casos ocorrem anualmente, especialmente nos estados do
nordeste (STEERE et al., 2016).

A artrite de Lyme foi identificada pela primeira vez em 1976, quando um grupo
de criangas em Lyme, Connecticut, apresentou casos de artrite. Apds essa descoberta,
ficou claro que a artrite de Lyme fazia parte de uma doenca multissistémica mais
complexa, incluindo manifestagdes como o eritema migratorio (lesdo de pele que se
expande lentamente), a sindrome de Bannwarth e a acrodermatite cronica atrofica, que ja
haviam sido descritas na Europa (STEERE et al., 2016).

Essas diferentes manifestacdes foram associadas depois que a espiroqueta B.
burgdorferi foi isolada do carrapato 1. scapularis. Além disso, a B. burgdorferi foi
identificada em pacientes com essas manifestacdes clinicas, e a doenca, que afeta
comumente a pele, as articulacdes, o coragdo ou o sistema nervoso, passou a ser conhecida
como borreliose de Lyme (BERNARDES et al., 2022).

O grupo Borrelia burgdorferi sensu lato ¢ composto por 20 diferentes
genoespécies. Trés delas sdo as principais responsaveis pela borreliose de Lyme em
humanos: B. burgdorferi, Borrelia afzelii e Borrelia garinii. Essas genoespécies sao
transmitidas por diferentes espécies de carrapatos e causam a doenca em diferentes
regides. Por exemplo, a B. burgdorferi sensu stricto ¢ a principal causadora da borreliose
de Lyme nos Estados Unidos, enquanto B. afzelii e B. garinii (e, em menor escala, B.
burgdorferi) causam a doenga na Europa (DAVOGLIO et al., 2024).

A diversidade entre as cepas de B. burgdorferi sensu lato parece ser um dos
principais fatores para as variagdes regionais nas manifestagdes clinicas da borreliose de
Lyme. Por exemplo, a bactéria B. burgdorferi encontrada no nordeste dos Estados Unidos
¢ particularmente artritogénica, enquanto a espécie B. afzelii causa principalmente
infecgdes de pele, e a bacteria B. garinii tem uma predilecdo pelo sistema nervoso, sendo
especialmente neurotropica (DAVOGLIO et al., 2024).

Nos Estados Unidos, a distribuicdo etaria da borreliose de Lyme apresenta um
padrao bimodal, com dois picos de incidéncia: um em criangas de 5 a 15 anos e outro em
adultos de 45 a 55 anos. A doenga ¢ mais comum entre homens do que entre mulheres em

pessoas com menos de 60 anos, mas nas faixas etarias mais avancadas, a propor¢ao de



19

casos entre homens e mulheres se iguala ou até inclina levemente a favor das mulheres.
Em alguns paises da Europa, como a Eslovénia e a Alemanha, a incidéncia da borreliose
de Lyme ¢ mais alta entre mulheres adultas (55%) do que entre homens (45%).
Especialmente na regido nordeste dos EUA, e em grande parte da Europa, a doenga atinge
seu pico de incidéncia nos meses de junho e julho, o que esta relacionado aos hébitos
alimentares dos carrapatos na fase ninfal (STEERE et al., 2016).

A transmissao da bacteria B. burgdorferi estd relacionada ao ciclo de vida de
carrapatos do complexo 1. ricinus, que variam geograficamente. Nos EUA, a espécie 1.
scapularis € o principal vetor, com roedores como camundongos e esquilos atuando como
reservatorios da bactéria. O ciclo de vida do carrapato depende da transmissdo entre
ninfas infectadas e roedores, com os veados ajudando a manter as populagdes de
carrapatos (SILVA et al., 2022).

Na Europa, o I. ricinus se alimenta de diversas espécies, incluindo passaros e
mamiferos. As aves sdo reservatorios da especie B. garinii, enquanto os roedores mantém
a bacteria B. afzelii. Aves migratorias ajudam a expandir a area de distribuicdo dos
carrapatos. Essas interacdes ecologicas explicam a disseminagdo global da doenca de
Lyme e suas variagdes clinicas regionais (SILVA et al., 2016).

Em areas endémicas de borreliose de Lyme, o risco de infeccdo pela bacteria B.
burgdorferi s.l. depende de fatores ecoldgicos e comportamentais. A abundéancia de
carrapatos infectados e os comportamentos humanos que aumentam a chance de
exposi¢do aos carrapatos sdo determinantes principais. Pessoas que tém ocupagdes ou
hobbies que envolvem maior contato com ambientes florestais, como trabalhadores
florestais, cacadores ¢ caminhantes, correm um risco maior de infec¢do devido a maior
exposi¢ao aos carrapatos (DAVOGLIO et al., 2024).

Além disso, o ambiente peridoméstico, ou seja, areas ao redor de residéncias
situadas em regides infestadas por carrapatos, representa um risco significativo de
exposicdo. A probabilidade de encontrar carrapatos perto de casa ¢ influenciada pela
densidade de carrapatos e de veados nas proximidades, pelo tipo de paisagismo que pode
favorecer a sobrevivéncia dos vetores e pelas atividades ao ar livre realizadas no quintal,
como jardinagem. Ambientes com vegetagao densa e mal manejada aumentam o risco de
picadas de carrapato (STEERE et al., 2016).

Apesar de ser uma preocupagao relevante em areas endémicas, a transmissao da
borreliose de Lyme por outras vias, como transfusdes de sangue, contato sexual, sémen,

urina ou leite materno, nao foi comprovada. Assim, a prevencao da doenca deve focar na
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redugdo da exposigdo direta aos carrapatos por meio de praticas seguras ao ar livre,
controle de paisagismo e o uso de medidas de protegdo pessoal, como roupas apropriadas
e repelentes (STEERE et al., 2016).

Diversos estudos sobre a presenca da bacteria Borrelia spp. no Brasil foram
publicados, revelando a detec¢do de gendtipos da bactéria em diferentes espécies e
regides. Genotipos do genero Borrelia foram identificados em caes nos estados de Minas
Gerais e Sao Paulo (GONCALVES et al., 2022), em morcegos no Ceara (JORGE et al.,
2023), e em roedores e gambas de municipios paulistas (WECK et al., 2022; WECK et
al.,2024). Além disso, a bactéria foi encontrada em vacas (PAULA et al., 2022) e equinos
na Bahia (COSTA et al., 2021). Relatos de seres humanos soropositivos para bacteria
Borrelia spp. também ja foram registrados no Brasil (GONCALVES et al., 2015).

Bactérias do género Borrelia ou com genoétipos similares a espécie B. burgdorferi
também foram detectadas em carrapatos no Brasil. Por exemplo, menos de 1% das
amostras do carrapato Amblyomma sculptum apresentaram a bactéria (HIGA et al., 2020),
assim como 6% das amostras do carrapato Ornithodoros cavernicolous (POLLI et al.,
2024). Em amostras do carrapato Ixodes longiscutatus do Rio Grande do Sul, a
prevaléncia foi de apenas 5% (DALL'AGNOL et al., 2017), enquanto no estado do Parana
menos de 1% das amostras de carrapatos, incluindo a espécie Dermacentor nitens,
testaram positivo (SANTOS et al., 2020; GONCALVES et al., 2013). Esses achados
levantam preocupagdes quanto a real extensdo da circulagdo e transmissdo da borreliose

no pais (MANTOVANI et al., 2007).

3.5. Bactéria Rickettsia rickettsii

O género Rickettsia compreende bactérias intracelulares obrigatorias gram-
negativas pertencentes ao grupo das alfa-proteobactérias, dentro da ordem Rickettsiales.
Essas bactérias sao consideradas endossimbiontes devido a sua estreita relagdo com
hospedeiros invertebrados, mas também sdo agentes patogénicos significativos para
vertebrados, incluindo os seres humanos, quando transmitidas por vetores hematéfagos
(MERHE] et al., 2014). A transmissao das bactérias do genero Rickettsia pode ocorrer de
forma vertical, horizontal ou mista, e essas bactérias sdo divididas em quatro grupos
filogenéticos: o grupo da febre maculosa (GFM), o grupo do tifo (GF), e os grupos basais,
especies Rickettsia bellii e Rickettsia canadensis (LAUKAITIS, MACALUSO, 2021;
IGOLKINA et al., 2023).
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As riquetisioses sdo zoonoses de grande importancia médica, sendo o grupo da
febre maculosa (GFM) responsavel por algumas das doencas mais perigosas causadas por
bactéria do genero Rickettsia. O GFM inclui mais de 25 espécies patogénicas em todo o
mundo (WITTER et al., 2016), destacando-se a espécie Rickettsia rickettsii como a mais
virulenta. Essa espécie ¢ particularmente preocupante nas Américas, onde é responsavel
por casos graves da febre maculosa, uma doenga que pode levar & morte se nao for
diagnosticada e tratada a tempo. A bactéria R. rickettsii foi identificada em diversos paises
do continente americano, como Canada, Estados Unidos, México, Costa Rica, Panama,

Colombia, Brasil e Argentina (OGRZEWALSKA et al., 2012).

Y
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Figura 7. Rickettsia rickettsii. Fonte: MICROBE NOTES. (2025).

A capacidade do género Rickettsia de causar doencgas estd relacionada a sua
transmissao por vetores hematdfagos, como carrapatos, pulgas e piolhos. Esses vetores
atuam como intermediarios essenciais no ciclo de vida das bactérias, transferindo-as entre
os invertebrados e os hospedeiros vertebrados. As formas de transmissdo variam, sendo
a transmissdo vertical (ou transovariana) comum em muitos vetores, o que permite a

perpetuagdao das bactérias dentro das populagdes de artropodes. J4 a transmissdao
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horizontal, que ocorre através da picada de um vetor infectado, ¢ responsavel pela
infeccdo de vertebrados, incluindo humanos (LAUKAITIS, MACALUSO, 2021).

A febre maculosa causada pela bactéria R. rickettsii ¢ uma zoonose de notificagao
obrigatoria em muitos paises devido a sua gravidade. No Brasil, essa doenca ¢
particularmente relevante em areas rurais, onde o contato com carrapatos infectados €
mais comum. Além disso, as condi¢des climaticas e ambientais de muitas regides
favorecem a proliferagao dos vetores, aumentando o risco de transmissao (LAUKAITIS,
MACALUSO, 2021). A febre maculosa das Montanhas Rochosas, também conhecida
como febre maculosa brasileira (FMB) no Brasil, resulta da infeccdo pela bactéria
Rickettsia rickettsii (LABRUNA, 2009). O primeiro registro dessa doenca ocorreu em
1896, no estado de Idaho, EUA. Trés anos depois, a doenga foi mencionada na literatura
médica como febre maculosa de Idaho (THORNER, WALKER, PETRI Jr., 1998). Em
1902, Wilson e Chowning documentaram sete mortes no Vale do Bitterroot, em Montana.
Em 1904, apds estudarem 126 casos na parte oeste do rio Bitterroot, identificaram o
carrapato da madeira (Dermacentor spp.) como o vetor da transmissao. Posteriormente,
em 1906, Howard Ricketts, trabalhando na mesma regido, conseguiu isolar o agente
causador da doenca a partir do sangue de pacientes infectados, inoculando porquinhos-
da-india, que apresentaram sintomas da febre maculosa (THORNER, WALKER, PETRI
Jr., 1998; DANTAS-TORRES, 2007; FANG, BLANTON, WALKER, 2017).

Até o ano de 1910, Ricketts também isolou a bactéria em carrapatos e comprovou
o papel vetorial desses artropodes, além de observar que a bactéria era transmitida de
forma transovariana para os ovos dos carrapatos. Antes de falecer, Ricketts também
identificou a bacteria Rickettsia prowazekii, o agente causador do tifo epidémico, que é
transmitido por piolhos (THORNER, WALKER, PETRI Jr., 1998; DANTAS-TORRES,
2007).

Seis anos depois, Wolbach publicou estudos detalhando a aparéncia da bactéria
nos vasos sanguineos e, no ano de 1919, descreveu-a como um patdgeno intracelular, que
infecta principalmente as células endoteliais. Ele denominou a bactéria como
Dermacentroxenus rickettsii, mas posteriormente o género foi integrado ao género
Rickettsia, ¢ Brumpt propos o nome R. rickettsii em 1922 (THORNER, WALKER,
PETRI Jr., 1998; DANTAS-TORRES, 2007).

No Brasil, o primeiro relato da FMB foi registrado em 1929, na regido
metropolitana de Sdo Paulo. No ano de 1932, Piza descreveu a doenga como tifo

exantematico paulista, atribuido a bactéria R. brasiliensis. No entanto, no ano seguinte,
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ele observou uma imunidade cruzada entre o tifo exantematico e a febre maculosa das
Montanhas Rochosas, concluindo que ambas as doengas eram causadas pelo mesmo
agente, R. rickettsii (KATZ et al., 2009; MORAES-FILHO, 2017).

Embora muitos casos tenham sido documentados até a década de 1940, os relatos
de FMB diminuiram nas décadas seguintes. Contudo, a partir da década de 1980, houve
um ressurgimento da doenca no Brasil, ¢ no ano de 1996 ela foi incluida na lista de
doencas de notificagdo obrigatéria (GRECA, LANGONI, SOUZA, 2008; LABRUNA,
2009; KATZ et al., 2009). Desde 2007, os dados epidemioldgicos sobre a FMB passaram
a ser registrados no Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo (SINAN)
(BARROS E SILVA et al., 2014).

A FMB ¢ uma infeccdo febril aguda com uma taxa de letalidade superior a 50%
(MORAES-FILHO, 2017). Os primeiros sintomas sdo inespecificos, incluindo febre alta,
dores de cabecga, dores musculares, prostracao, nauseas € vomitos. Um sintoma tipico ¢ o
surgimento de exantema entre o segundo e o sexto dia da doenga, comegando nos punhos
e tornozelos e se espalhando para as palmas das maos, plantas dos pés e, eventualmente,
por todo o corpo (PINTER et al., 2016).

Devido a semelhanca dos sintomas com doengas como a dengue e outras
arboviroses, e a alteracdo nos exames laboratoriais (leucocitose e plaquetopenia), a FMB
pode ser confundida com essas infecgoes. O atraso no diagndstico e o atendimento médico
tardio sdo as principais causas de 6bitos (BORGES, 2023).

Atualmente, o estado de Sao Paulo € o que registra 0 maior nimero de casos de
FMB no Brasil, com 413 casos confirmados e 237 mortes entre 2018 ¢ 2022 (BRASIL,
2023). Até fevereiro de 2025, 70 casos foram confirmados no estado, resultando em 24

mortes (SES-SP, 2025).

3.5.1. A febre maculosa brasileira

Ap6s a picada de um carrapato infectado, a bactéria R. rickettsii se espalha pelo
corpo através dos vasos linfaticos e pequenos vasos sanguineos, afetando tecidos como
pele, cérebro, pulmdes, coragdo, figado, bago, pancreas e trato gastrointestinal. Em todos
esses tecidos, a bactéria invade o endotélio vascular, onde se multiplica e atinge as células
musculares lisas. A bactéria se liga a receptores contendo colesterol, fixando-se as células
endoteliais por meio de proteinas especificas (ompA e ompB) e interagindo com o

receptor celular Ku70 (DEL FIO, 2010). A penetragio nas células do hospedeiro ocorre
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por fagocitose induzida e, apds a ruptura do fagossoma, o microrganismo atinge o
citoplasma, onde se replica por fissdo bindria a cada 10 minutos (DEL FIO, 2010).

A disseminagdo da infec¢cdo leva ao surgimento de sintomas como exantema
macular, que aparece geralmente entre o primeiro e o quinto dia da doenca. Esse exantema
ocorre em 49% dos pacientes até o terceiro dia e em 91% até o quinto dia. O atraso no
aparecimento desse sintoma pode dificultar o diagndstico, levando a piora do quadro
clinico devido a demora no inicio do tratamento. A auséncia do exantema, que ocorre em
9 a 12% dos casos, ¢ mais comum em idosos e pessoas com pele negra, dificultando ainda
mais o diagnostico clinico. As maculas que surgem tém bordas mal definidas, medindo
entre 2 ¢ 6 mm, ¢ inicialmente aparecem em regides como punhos e tornozelos, podendo
também surgir no térax. No inicio, as maculas desaparecem com pressao, mas essa
caracteristica se perde a medida que escurecem. Embora a variagdo no aparecimento do
exantema nas palmas das maos e plantas dos pés seja alta (40 a 80% dos pacientes), esse
¢ considerado um sinal marcante da febre maculosa. Em casos graves, at¢ 4% dos
pacientes podem desenvolver necrose tecidual e gangrena, especialmente nos dedos e
orelhas (DEL FIO, 2010).

Sem tratamento adequado, a doenca pode progredir, levando ao comprometimento
do sistema nervoso central. Isso pode resultar em encefalite severa, causando confusio
mental (em 28% dos casos), delirios (20 a 26%), ataxia (5 a 18%), convulsodes (8%) e até
coma (9 a 10%). A presenga da bactéria nos vasos sanguineos do cérebro e das meninges
resulta no aumento de leucocitos no liquido cefalorraquidiano € no aumento de proteinas
em cerca de 35% dos pacientes (DEL FIO, 2010).

Aumento da permeabilidade vascular pode levar a desidrata¢do, hipovolemia,
insuficiéncia pré-renal e perda significativa de proteinas, causando edema generalizado.
O comprometimento renal é um sinal de prognostico grave. No sistema respiratorio, o
envolvimento pulmonar ¢ evidenciado por tosse e achados radiologicos, como infiltrado
alveolar e pneumonia intersticial. Em casos graves, o edema pulmonar pode causar
insuficiéncia respiratoria, exigindo ventilacio mecanica e oxigenoterapia (DEL FIO,
2010).

Durante o curso da infec¢dao, uma resposta inflamatéria aguda ocorre devido a
liberagdo de citocinas como TNF-alfa e IFN-gama, resultando em aumento da
permeabilidade vascular e hipoalbuminemia (19, 20). Essa resposta inflamatdria também
contribui para a trombocitopenia em cerca de 40% dos pacientes, em razdo do consumo

excessivo de plaquetas (DEL FIO, 2010). A lesao endotelial generalizada leva a ativagao
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da cascata de coagulagdo, com libera¢do de trombina, agrega¢do plaquetaria e aumento
de fatores antifibrinoliticos. O bloqueio dos pequenos vasos no coragao, rins, pulmoes e
cérebro pode causar isquemia tecidual e necrose, além de lesdo cerebral, especialmente
no mesencéfalo e regides dos nucleos (DEL FIO, 2010).

A resposta imune ao microrganismo ¢ mediada por células fagociticas e células
NK, que, junto com linfocitos CD8, sdo encontradas no infiltrado perivascular, sugerindo
seu papel no controle da infec¢dao. A produgao de citocinas associadas as respostas Thl e
Th2 também parece ser crucial para conter a infec¢ao (DEL FIO, 2010).

O periodo de incubagdo da febre maculosa varia de 2 a 14 dias, com uma média
de 7 dias para o aparecimento dos primeiros sintomas. Esse intervalo depende da
quantidade de microrganismos inoculados durante a picada do carrapato (DEL FIO,

2010).

3.6. Carrapato Rhipicephalus microplus

A espécie R. microplus, popularmente conhecida como carrapato-do-boi por sua
predilecdo por parasitar bovinos, ¢ a espécie de carrapato mais comum no Brasil. Ele
pertence ao filo Arthropoda, classe Arachnida, subclasse Acari, ordem Ixodida, subordem
Metastigmata e familia Ixodidae (VERISSIMO, 2015). O ciclo de vida de R. microplus é
monoxeno (MARTINS, 2019) e apresenta duas etapas: a fase de vida parasitaria que
ocorre no hospedeiro, onde o carrapato sofre ecdise de larva para ninfa e de ninfa para
adultos (macho ou fémea). Apds cerca de 21 dias ocorre a fecundagdo das fémeas que
entdo se ingurgitam de sangue e se desprendem do hospedeiro, no solo realizam a postura
dos ovos (MONTEIRO, 2017). Na fase de vida livre ocorre a incubagdo, eclosdo e
maturacdo das larvas, que migram para o topo da vegetacdo, aguardando que os seus
hospedeiros passem para que assim se fixem neles, completando o ciclo Figura 4

(GARCIA et al., 2019).
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Figura 8. O carrapato R. microplus completa seu ciclo de vida passando por quatro estagios: ovo, larva,

ninfa e adultos. As larvas recém-eclodidas buscam ativamente um hospedeiro bovino, ao qual se fixam e

se alimentam de seu sangue por varios dias. Apos a muda, elas se desenvolvem em ninfas, que repetem o

processo de alimentagdo e muda até finalmente atingirem o estagio adulto. Fémeas adultas e ingurgitadas

(teledginas) acasalam e pdem ovos, iniciando um novo ciclo. Fonte: Garcia (2024).

O clima tropical do Brasil favorece o desenvolvimento do carrapato R. microplus,

fazendo com que as complicagdes e doencas causadas por esse carrapato se tornem

endémicas (MARTINS, FURLONG, LEITE, 2006). Estes efeitos reduzem os

rendimentos agricolas, além de gerar gastos com o manejo de carrapatos e cuidados

veterinarios (ALBUQUERQUE, SPAGNOL, PARANHOS, 2010), inflando os valores

para os consumidores e ameagando o comércio, o que consequentemente gera um impacto

a economia brasileira em cerca de 3,24 bilhdes de dolares anuais (GRISI et al., 2014;

TABOR et al.,2017). Este carrapato ¢ frequentemente encontrado em animais de criagao,

como bovinos, bufalos e cabras e esta presente em paises como Camboja, Laos, Mianmar,

Vietna, Tailandia, Malasia, Filipinas e Indonésia (TAN et al., 2021).

Este carrapato ¢ responsavel pela transmissao dos patdogenos da tristeza parasitaria

bovina (TPB), uma doenga que esta entre as hemoparasitoses de maior relevancia dentro

do setor pecudrio, pois pode comprometer os lucros ou até mesmo inviabilizar a atividade

pecuaria (SILVA et al., 2021).
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3.6.1. Tristeza parasitaria bovina

A tristeza parasitaria bovina (TPB), ¢ um conjunto de doengas parasitarias que
afetam bovinos e outros ruminantes, e que causa grandes prejuizos econdomicos,
especialmente em regides tropicais e subtropicais (SILVA et al., 2021). A TPB ¢é uma
sindrome clinica que inclui a babesiose, causada pelos protozoarios Babesia bigemina ¢
Babesia bovis, ¢ a anaplasmose, originada pelas bactérias riquétsias Anaplasma
marginale e Anaplasma centrale (SILVA et al., 2021).

Esses patdgenos sdo transmitidos principalmente por carrapatos, especialmente o
R. microplus, um vetor amplamente disseminado nas regides centro-sul do Brasil (SILVA
etal.,2021).

Os prejuizos decorrentes da TPB sdo significativos, afetando a producgao de carne,
leite € o bem-estar animal, além de aumentar os custos com controle, tratamento e
profilaxia. Os impactos incluem infertilidade temporaria, queda na qualidade do couro,
redugdo do consumo de alimentos, perda de animais jovens e a necessidade de contratar
mao de obra especializada. Além disso, a doenga interfere diretamente no Produto Interno
Bruto (PIB) de paises afetados, sendo que as perdas econdmicas globais podem chegar a
500 milhdes de dolares por ano. No Brasil, as perdas relacionadas a TPB atingiram cerca
de 3,5 milhdes de dolares em 2019, e a infestagao por carrapatos em vacas leiteiras causou
uma perda nacional de aproximadamente 922,36 milhdes de dolares (MENDES, 2019;
FERREIRA, 2019).

A susceptibilidade dos animais a TPB ¢ influenciada por fatores como raca, idade,
nivel de parasitemia e condi¢des climdticas. Animais da espécie Bos taurus taurus
(taurinos) sdo mais sensiveis a doenga do que o gado zebuino (Bos taurus indicus), que
possui maior resisténcia devido ao perfil genético. Além disso, animais jovens tendem a
ser mais resistentes do que adultos, pois possuem anticorpos colostrais € uma resposta
imunologica mais eficiente. Outros fatores que influenciam a susceptibilidade incluem o
estado fisioldgico e imunologico do animal, o manejo e o tipo de pastagem. Diante desse
cendrio, o controle da TPB ¢ essencial para minimizar os impactos econdmicos € sociais,
sendo necessario o desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo e controle dos
vetores, como o carrapato R. microplus (SILVA et al., 2021).

A infecgdo pode ocorrer de maneira mista ou isolada, estando associada a ciclos
repetidos de invasao e multiplica¢do de babesias e anaplasmas nos eritrocitos dos bovinos

(SANTOS, 2013). Os primeiros sinais clinicos surgem entre duas e trés semanas apos a
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transmissao do agente pelo carrapato, sendo caracterizados por febre elevada entre 40°C
e 41,5°C, que desaparece em 12 a 24 horas e retorna ao normal. Outros sintomas incluem
anemia com redu¢do do volume globular (VG), apatia, ataxia, palidez das mucosas, perda
de apetite, desidratagdo, anorexia, tremores musculares, taquicardia, taquipneia,
diminui¢do dos movimentos ruminais, prostragdo, rangido dos dentes, queda na producao
de leite e hemoglobinemia (KIKUGAWA, 2009; GRIS et al., 2016; SANTOS et al.,
2017, HERRERA, 2019; BAHIA et al., 2020), além da possibilidade de cetose secundaria
(HERRERA, 2019).

No caso da infecgdao pelo protozoario Babesia bovis, o bovino também pode
apresentar  sintomas  neuroldgicos, como falta de coordenacdo motora,
hiperexcitabilidade, opistétono, cegueira, tremores musculares, paralisia dos membros
traseiros, marcha descoordenada, movimentos em circulo, problemas de locomogao,
quedas com movimentos de pedalagem, agressividade, convulsdes e coma. A taxa de
mortalidade ¢ alta, com a doenga evoluindo de forma aguda ou superaguda, podendo durar
de minutos a até 24 ou 36 horas (KIKUGAWA, 2009; SANTOS, 2013; GRIS et al., 2016;
BAHIA et al., 2020).

As infecgdes pela espécie B. bovis geralmente apresentam baixos niveis de
parasitemia periférica, pois os eritrocitos infectados sdo fagocitados no endotélio capilar,
resultando em reagdes alérgicas, danos a 6rgdos e edema pulmonar. Esta espécie ¢
considerada a mais virulenta entre os patdgenos da TPB. Por outro lado, a espécie B.
bigemina provoca uma intensa hemdlise intravascular, frequentemente manifestada por
hemoglobintiria acentuada, anemia hemolitica progressiva e uma evolucdo mais lenta
para a morte, sendo considerada a menos patogénica das trés espécies causadoras da TPB
no Brasil (SILVA et al., 2021).

A anaplasmose, por sua vez, apresenta sinais clinicos como anemia hemolitica,
ictericia de moderada a grave, insuficiéncia cardiopulmonar, dispneia, taquicardia, febre,
cansago, lacrimejamento, sialorreia, diarreia, mic¢do frequente e anorexia, levando a
morte do animal 24 a 26 horas apds o pico de bacteremia, quando cerca de 90% dos
eritrocitos estdo infectados. Os sinais agudos geralmente afetam bovinos com mais de um
ano de idade, especialmente vacas de alta produgao leiteira (TRINDADE et al., 2011;
SANTOS, 2013; HERRERA, 2019).

Os animais que sobrevivem a fase agudam tornam-se infectados de forma
persistente, com baixos niveis de riquetsemias, que ndo sdo detectaveis

microscopicamente (<107 eritrécitos infectados por mL). Esses animais atuam como
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reservatorios da doenca. A febre associada a alta parasitemia pode causar abortos em
vacas e reducdo da fertilidade em touros. Os sinais clinicos de infec¢des subagudas sio
mais sutis e dificeis de identificar (GRIS et al., 2016).

Além disso, os danos causados diretamente pela a¢do de carrapatos e dipteros
hematofagos, devido a espoliacdo sanguinea, resultam em anemia, prurido, irritagdo,
perda de peso e queda na produtividade dos animais, além de predisposi¢do ao

desenvolvimento de miiases e desvalorizacdo do couro (SANTOS, 2013).

3.6.2. Protozoario Babesia spp.

Em 1888, na Roménia, Viktor Babés relatou a presenca de um microorganismo
dentro dos eritrocitos em bovinos com anemia hemolitica, que na época era chamada de
hemoglobintiria enzootica bovina. Babés acreditava que esse agente fosse uma bactéria e
o denominou a espécie como Haematococcus bovis. No entanto, em 1893, os renomados
pesquisadores americanos Theobald Smith e Frederick Kilborne descobriram que o
microorganismo identificado por Babés era, na verdade, um protozodrio transmitido pelo
carrapato Rhipicephalus (Boophilus) annulatus. A doencga passou a ser conhecida como
"Febre do Texas" e o protozodario recebeu o nome de Pyrosoma bigemina ou Pyrosoma
bigeminum, em referéncia ao seu formato em forma de "pera" (SANTOS, 2013;

FERREIRA, 2019).

Figura 9. Numerosos eritrocitos (amarelo-esverdeados) parasitados por Babesia bovis
(azul-escuro Encéfalo, congestdo capilar com numerosos eritrocitos (azul-esverdeados)

parasitados por Babesia bovis (azul-escuro). Fonte: SCIELO (2018)
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Em 1943, nos Estados Unidos, foram implementadas medidas para erradicar o
carrapato R. annulatus, o que também levou ao controle da babesiose (FERREIRA,
2019). Ja em 1893, Starcovici verificou a semelhanga entre o microorganismo descrito
por Babés e os estudados por Smith e Kilborne, sugerindo a inclusdo de ambos em um
novo género. Em homenagem a Babés, o novo género foi chamado de Babesia, e as
espécies passaram a ser conhecidas como Babesia bovis € Babesia bigemina, substituindo
os antigos nomes H. bovis e P. bigemina (SANTOS, 2013).

Assim, o0s protozoarios foram classificados no sub-reino Protozoa, filo
Apicomplexa, classe Sporozoasida, ordem Eucocidiorida, subordem Piroplasmorina,
género Babesia, e pertencem a familia Babesiidae (Santos, 2013; Ferreira, 2019). Existem
mais de 100 espécies de Babesia (Santos, 2013), mas apenas as especies B. bovis ¢ B.
bigemina sdo encontradas no Brasil e em outros paises da América Latina (TRINDADE

etal.,2011).

3.6.3. Ciclo de vida do protozoario Babesia

Ap0s a inoculacdo pela picada do carrapato, que atua como vetor invertebrado, a
espécie Babesia spp. entra na corrente sanguinea na forma de esporozoitos, que sdo a
forma infectante no hospedeiro definitivo (bovinos). Os esporozoitos entdo penetram nas
membranas celulares dos eritrdcitos do bovino (SANTOS, 2013; FERREIRA, 2019).
Durante a fase de merogonia, esses esporozoitos se diferenciam em dois trofozoitos, e
cada trofozoito, através de fissdo bindria (assexuada), gera dois merozoitos inicialmente
em formato piriforme. Apdés amadurecimento, os merozoitos se separam e saem dos
eritrocitos, causando lise celular e liberando hemoglobina livre na corrente sanguinea
(SANTOS, 2013; FERREIRA, 2019).

Alguns desses merozoitos invadem novos eritrocitos para continuar o ciclo de
divisdo, enquanto outros permanecem na circulacdo até serem ingeridos por carrapatos
(FERREIRA, 2019). No intestino do carrapato, os merozoitos se diferenciam em
gametocitos, que sdo as formas sexuais do parasita. Esses gametocitos, masculinos e
femininos, fundem-se e formam um zigoto esférico, que se desenvolve em um cineto
movel. O cineto penetra as células epiteliais do intestino do carrapato, onde ocorre fissao

por esporogonia, originando corpos cinéticos moveis que destroem as células intestinais
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e migram para a hemolinfa, tecidos e ovarios de fémeas ingurgitadas (TRINDADE et al.,
2011; FERREIRA, 2019).

Nos ovarios, esses corpos cinéticos infectam células embriondrias, possibilitando
a transmissdo transovariana do parasita. Assim, quando as fémeas depositam seus ovos,
eles j& estdo infectados. Apds a muda para larva, os corpos cinéticos migram para as
glandulas salivares do carrapato, onde se diferenciam em esporoblastos ¢ dao origem a
milhares de esporozoitos. Quando as larvas do carrapato se alimentam do sangue do
hospedeiro, esses esporozoitos sdo liberados na corrente sanguinea dos bovinos
(SANTOS, 2013; FERREIRA, 2019).

Dentro dos eritrdcitos, o parasita se multiplica por fissdo bindria, originando
trofozoitos, que se transformam em dois ou quatro merozoitos. Esses merozoitos rompem
a célula hospedeira e invadem novos eritrocitos, continuando o ciclo de infeccdo
(TRINDADE et al., 2011; SANTOS, 2013).

A transmissdo de Babesia bovis ocorre apenas nas formas larvais do carrapato,
pois o ciclo do parasita nesse hospedeiro termina ao final da fase larval. J& Babesia
bigemina pode ser transmitida desde o estagio de ninfa até parte do estagio adulto
(TRINDADE et al., 2011; SANTOS, 2013). A transmissao transovariana no carrapato ¢
uma via crucial para a manuten¢do dos parasitas entre geragdes de carrapatos, sendo um

dos principais mecanismos de infec¢ao biologica causadora da TPB (FERREIRA, 2019).

3.6.4. Bactéria Anaplasma spp.

Em 1910, Sir Arnold Theiler, na Africa do Sul, conduziu uma pesquisa utilizando
esfregacos sanguineos de bovinos doentes e observou pequenos "pontos" na borda das
hemadcias. Esses pontos eram responsaveis por sinais clinicos semelhantes aos da "Febre
do Texas". Theiler nomeou o agente causador como pertencente ao género Anaplasma e
a espécie A. marginale, classificando-o inicialmente como um protozoario. Ele também
constatou que essa doenga era distinta da babesiose, pois conseguiu isolar o A. marginale

em infecgdes puras (SANTOS, 2013).
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Figura 10. Esfregaco de sangue periférico. Fonte: INFECTIUS

Atualmente, sabe-se que a espécie Anaplasma ¢ uma bactéria gram-negativa do
filo Proteobacteria, classe Alphaproteobacteria, e ordem Rickettsiales, pertencente ao
género Anaplasma. Sua classificacdo na familia Anaplasmataceae ou Rickettsiaceae ¢é
baseada em andlises genéticas de genes como o 16S rRNA e o groESL, que ajudam a
identificar proteinas de superficie. Existem quatro espécies principais desse género:
Anaplasma marginale, a mais comum e patogénica para bovinos no Brasil; Anaplasma
centrale, usada em vacinas e com menor relevancia veterinaria atualmente; Anaplasma
ovis ¢ Anaplasma phagocytophilum (SCARIOT et al., 2018; HERRERA, 2019). A
espécie A. marginale ¢ uma riquétsia obrigatoriamente intraeritrocitaria (ALVIM et al.,
2019; HERRERA, 2019), caracterizada por seu formato pequeno e arredondado ou oval,
com coloragdo purpura quando corada com Giemsa. Aproximadamente 80-90% das
vezes, essa bactéria ¢ encontrada na periferia ou na borda das hemacias (FERREIRA,

2019; HERRERA, 2019).

3.6.5. Ciclo de vida da bactéria Anaplasma marginalis

A inoculagdo do patdogeno A. marginalis no bovino ocorre através de vetores
invertebrados, como carrapatos e dipteros hematofagos. A espécie A. marginalis ¢ uma
riquétsia que se multiplica nas células endoteliais do intestino dos carrapatos. Os
corpusculos iniciais aderem a superficie dos eritrocitos do hospedeiro e, por meio de um
processo chamado invaginagdo (ou rofeocitose), penetram a membrana citoplasmatica,
formando um vacuolo parasitoforo. Nesse ambiente, ocorre a multiplicagdo do patdogeno
por fissdo binaria, gerando de quatro a oito corpusculos iniciais, que posteriormente

invadem novos eritrocitos (SANTOS, 2013; FERREIRA, 2019).
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Os corpusculos saem dos eritrocitos através de rofeocitose reversa, sem romper a
membrana celular, e invadem outras hemacias. Quando o carrapato se alimenta de sangue
de um bovino infectado, ele ingere esses eritrdcitos contaminados. A bactéria A.
marginale entdo migra para o limen intestinal do carrapato, onde se multiplica, e o ciclo
se repete quando o carrapato se alimenta novamente (SANTOS, 2013; FERREIRA,
2019).

Os principais vetores da espécie A. marginalis incluem carrapatos, moscas,
mosquitos e outros insetos hematdfagos, como a mutuca (7abanidae), a mosca-dos-
estabulos (Stomoxys calcitrans) e a mosca-do-chifre (Haematobia irritans). A
transmissdo mecanica ocorre pela transferéncia de hemacias infectadas de um animal para
outro através da proboscide do inseto, em questdo de minutos (KIKUGAWA, 2009;
SANTOS, 2013). No entanto, a transmissao bioldgica feita pelo carrapato ¢ considerada
duas vezes mais eficiente que a mecanica (SANTOS, 2013).

Além disso, A. marginalis pode ser transmitida de forma iatrogénica, por meio de
fomites contaminados com sangue, ou ainda via transplacentaria (SANTOS et al., 2017;
BRITO et al., 2019; FERREIRA, 2019; HERRERA, 2019; BAHIA et al., 2020). A
transmissao transplacentaria de babesiose ¢ geralmente subestimada e ndo considerada
epidemiologicamente relevante (BRITO et al., 2019; FERREIRA, 2019). Contudo, no
caso da anaplasmose, a transmissao transplacentaria ocorre com maior frequéncia e pode
ter importancia epidemioldgica em certas regides, especialmente no terco médio e final

da gestacdo, podendo até provocar abortos (BRITO et al., 2019; HERRERA, 2019).

3.7. Controle de carrapatos

A aplicagdo de acaricidas sintéticos ¢ um método tradicional para controle de
carrapatos (NICARETTA et al., 2021). No Brasil, formulagdes comerciais a base de
organofosforados, piretroides, lactonas macrociclicas, fenilpirazois, Deltametrina,
Cipermetrina, Amitraz, Fipronil, Clorpirifés e Benzoilfeniluréia sdo as mais utilizadas
(BORGES et al., 2020). Apesar disso, o controle quimico apresenta desvantagens e €
considerado apenas parcialmente eficaz, uma vez que varias populagdes de carrapatos
ndo sdo mais suscetiveis as principais classes acaricidas (BANUMATHI et al., 2017). O
uso indiscriminado desses produtos quimicos favorece a selecao de cepas resistentes e
esta relacionado a contaminacao do meio ambiente e a presenca de residuos na carne e no
leite, gerando riscos a saide humana (RODRIGUEZ-VIVAS, JONSSON, BHUSHAN,
2017, PEREIRA et al., 2022).
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Meétodos alternativos que visam maior controle e menor impacto ao meio ambiente,
como o uso de vacinas, 6leos essenciais, ecologia quimica e controle bioldgico sdo
investigados como forma de diminuir o uso de acaricidas (CALVANO et al., 2019;
NICARETTA et al., 2020). O controle biolégico ¢ uma estratégia eficaz que utiliza
inimigos naturais, como microrganismos, predadores e parasitos para o combate de
pragas. Em ambientes agricolas, o manejo ou a introdu¢ao desses inimigos naturais pode
suprimir populagdes em niveis prejudiciais, oferecendo uma alternativa ao uso dos
quimicos e contribuindo para a produ¢do pecudria de forma mais sustentavel, além de

favorecer a conservacao dos habitats naturais (FONTES, VALADARES-INGLIS, 2020).

3.8. Bactéria Wolbachia

A bactéria Wolbachia pipientis (FIGURA 4) ¢ uma endossimbionte intracelular
gram-negativa, com cerca 50% de prevaléncia em artropodes terrestres e nematoides
filariais (WEINERT et al., 2015; LEFOULON et al., 2016). Essa bactéria foi descoberta
pela primeira vez em 1924 por Hertig e Wolbach no tecido germinativo do mosquito
Culex pipiens (HERTIG, WOLBACH, 1924 apud WERREN, 1997). Contudo, essa
descoberta foi inicialmente desconsiderada por ndo envolver uma bactéria patogénica
para humanos (GUIMARAES, 2017).

O género Wolbachia s6 foi oficialmente nomeado em 1936 (HERTIG, 1936 apud
PIETRI, DEBRUHL, SULLIVAN, 2016), mas um dos mecanismos de manipulacdo
reprodutiva da bactéria Wolbachia s6 foi observado em 1952 por Ghelelovitch (1952) e
posteriormente denominado "incompatibilidade citoplasmatica" em 1967 (LAVEN,
1967). Entretanto, foi apenas no inicio dos anos 1970 que esse mecanismo foi ligado a
presenca dessa bactéria (YEN, BAR, 1971).

Mais tarde, uma cepa virulenta, conhecida como "wMelPop", que ataca células do
sistema nervoso central do hospedeiro ¢ causa morte prematura, foi identificada em
moscas Drosophila melanogaster (MIN, BENZER, 1997). Em 2004, o genoma dessa
cepa foi sequenciado, sendo o primeiro genoma completo da bacteria Wolbachia

disponibilizado (WU et al., 2004).
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Figura 11. Bactéria Wolbachia pipientis (em verde) destacada através da técnica de FISH

(Fluorescent In Situ Hybridization). Fonte:World Mosquito Program (WMP) (2011).

3.9. Classificacio e evolucao da bactéria Wolbachia

O género Wolbachia faz parte da classe Alphaproteobacteria, da ordem
Rickettsiales e da familia Anaplasmataceae. E bastante relacionada aos géneros
Rickettsia, Ehrlichia e Anaplasma, porém, ao contrario dessas, nao infecta vertebrados
(DRISCOLL et al., 2020). Inicialmente, a caracterizacdo do género Wolbachia era feita
usando os genes 16S rRNA e wsp (Wolbachia Surface Protein), mas devido a baixa taxa
evolutiva e alta recombinacdo desses marcadores, a investigacdo de sua filogenia era
desafiadora. Para resolver esse problema, foi adotado o método de genotipagem
Multilocus Sequencing Typing (MLST), que utiliza cinco genes housekeeping para
classificar as cepas do género Wolbachia (BALDO et al., 2006).

Devido a enorme diversidade dentro do género Wolbachia, ndo se sabe ao certo
se trata de uma tunica espécie. Assim, a forma mais adequada de categorizar essa
diversidade bacteriana ¢ através de supergrupos (RAMALHO et al., 2021). Esses
supergrupos sao clados monofiléticos que organizam as diversas linhagens evolutivas do
género Wolbachia, sendo estimado que existam pelo menos 17 supergrupos diferentes
(KAUR et al., 2021).

Os supergrupos A e B sdo encontrados em artropodes, onde muitas vezes

funcionam como parasitas reprodutivos, manipulando a reprodugdo de seus hospedeiros
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para garantir sua propria propagagao (LO et al., 2007). Em contrapartida, os supergrupos
C e D s3o mutualistas obrigatorios de nematoides filariais, auxiliando na fertilidade e no
desenvolvimento desses organismos (Figura 5) (BANDI et al., 1998).

O supergrupo E é encontrado em artropodes primitivos, como os colémbolos
(CZARNETZKI, TEBBE, 2004). Ja o supergrupo F pode ser encontrado tanto em
artropodes quanto em nematoides filariais (CASIRAGHI et al., 2005). Os supergrupos H,
I, J e K estdo presentes em cupins, pulgas, nematoides filariais e acaros, respectivamente
(GORHAM, FANG, DURDEN, 2003; CASIRAGHI et al., 2004; BORDENSTEIN,
ROSENGAUS, 2005; ROS et al., 2009).
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Figura 12. (A e B) Representacdo esquematica de (A) relagoes filogenéticas de Wolbachia e membros da
familia Anaplasmataceae, com Rickettsia mostrada como um grupo externo, e (B) uma arvore filogenética
de consenso baseada em 16S rRNA ndo enraizada dos principais e bem estabelecidos supergrupos de

Wolbachia. Fonte: KAUR et al. (2021).

No caso do nematoide parasita de plantas Pratylenchus penetrans, ele ¢ hospedeiro
do género Wolbachia do supergrupo L (HAEGEMAN et al., 2009), enquanto os
supergrupos M e N sdo encontrados em pulgdes (WANG et al., 2014). Acaros de pena
hospedam os supergrupos Q e P (GLOWSKA et al., 2015), e o supergrupo O esta presente
em mosca-branca (BING et al., 2014). O supergrupo S foi identificado em
pseudoescorpides, e acredita-se que um supergrupo T possa infectar percevejos da espécie

Cimex hemipterus (LAIDOUDI et al., 2020).
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Estudos gendmicos e filogenéticos mostram que as bactérias do supergrupo L
formam o grupo mais primitivo, dando origem a todas as outras cepas do género
Wolbachia. Essas bactérias ancestrais provavelmente estavam presentes em plantas,
sendo transmitidas por nematoides parasitas de plantas. Esses nematoides poderiam ter
passado a bactéria para pulgdes que se alimentavam de seiva de plantas infectadas,
originando o supergrupo M. A melada dos pulgdes, contaminada com o género
Wolbachia, pode ter atraido colémbolos e acaros oribatideos, o que originou o supergrupo
E. A relacdo dos colémbolos com insetos sociais, como cupins e pseudoescorpides, pode
ter dado origem ao supergrupo H (RODRIGUES et al., 2023).

Os supergrupos A e B divergiram hé cerca de 200 milhdes de anos, e fatores como
interacdes predador-presa, hospedeiro-parasitoide, proximidade fisica, acasalamento
entre espécies e compartilhamento de nichos alimentares podem ter influenciado as

mudancas de hospedeiros ao longo do tempo (GERTH, BLEIDORN, 2016).

3.10. Transmissao e tropismo da bacteria Wolbachia
A bactéria Wolbachia tem afinidade pelos tecidos reprodutivos de seus
hospedeiros (FRYDMAN et al., 2006; LANDMANN et al., 2012; TOOMEY et al.,
2013). Esses sdo os locais onde a bactéria se multiplica mais intensamente, ja que ¢
transmitida de mae para os descendentes por meio da linha germinativa feminina
(FIGURA 6). De fato, uma parte significativa do sucesso da bactéria Wolbachia se deve
a essa eficiente forma de transmissdao (SERBUS et al., 2008).

A transmissdo vertical da bactéria Wolbachia ocorre por duas vias: a direta, que
envolve a migragdo da bactéria das células-tronco da linhagem germinativa para o oocito
em desenvolvimento e, posteriormente, para o oocito maduro do hospedeiro; e a indireta,
onde, durante o desenvolvimento embrionario, a bactéria se acumula em células-tronco
somaticas, deixando a linha germinativa livre de infec¢do, mas eventualmente reinvade o
tecido germinativo (FIGURA 6), (OTE, YAMAMOTO, 2019; PORTER, SULLIVAN,
2023).
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Figura 13. Tecidos somaticos e reprodutivos com a bactéria Wolbachia marcados no hospedeiro artrépode

Drosophila e no hospedeiro nematoide Brugia malayi. Fonte: KAUR et al. (2021)

Além disso, a bactéria Wolbachia também pode estar presente em células
somaticas, como as do sistema nervoso, intestino, glandulas salivares, hemdcitos, tibulos
de Malpighi, tecido muscular, hipoderme e outros tecidos, seja por linhagens
embriondrias infectadas ou por migracdo de célula a célula (PIETRI, DEBRUHL,
SULLIVAN, 2016). Nesses tecidos, a bactéria pode influenciar fungdes como regulagao
da imunidade, bioenergia, sono, aprendizado, memoria, comportamento de acasalamento,
alimentagdo, locomogao e até agressividade do hospedeiro (BI, WANG, 2020).

A presenga da bactéria Wolbachia em células somaticas pode trazer vantagens para
os hospedeiros e aumentar sua taxa de transmissdo vertical, além de ser uma estratégia
evolutiva que favorece sua transmissao horizontal (PIETRI, DEBRUHL, SULLIVAN,
2016).

A bactéria Wolbachia pode ser adquirida por meio de transmissdo horizontal, seja
pelo contato direto ou indireto com um individuo infectado, por meio de canibalismo,
predagdo, parasitismo, introgressao hibrida ou interagdes ambientais (KAUR et al., 2021;
RAMALHO et al., 2021). Embora os fatores que afetam essa rota de transmissdo ainda
nao sejam completamente compreendidos, a transmissao horizontal explica a alta

prevaléncia da bactéria Wolbachia entre diferentes espécies de invertebrados, bem como
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aincongruéncia entre a filogenia dessa endossimbionte e a de seus hospedeiros (SANAEI,

CHARLAT, ENGELSTADTER, 2020).

3.11. Genoma da bactéria Wolbachia

Fatores ecoldgicos como a coevolugdo com os hospedeiros, a transi¢do para novos
hospedeiros, a extingdo de hospedeiros e a perda da simbiose parecem ter desempenhado
um papel importante na evolugdo da bactéria Wolbachia. Esses fatores influenciaram o
tamanho de seu genoma (podendo expandir ou reduzir), a diversidade de hospedeiros
(abrangendo nematoides e artropodes) e os fenotipos exibidos, que podem ser mutualistas
ou parasitarios (KAUR et al., 2021; RODRIGUES et al., 2023).

O genoma da bactéria Wolbachia em artropodes ¢ cerca de 30% maior do que o
das bactérias presentes em oncocercideos, variando de 1,2 a 1,6 Mb nos artropodes e de
0,9 a 1,1 Mb nos oncocercideos. Essa diferenca se deve a presenca de elementos moveis,
como regides repetitivas, transposons e profagos, que codificam proteinas associadas a
estratégias de infec¢do. Mesmo com um genoma reduzido, as simbiontes de nematoides
filariais preservam genes que codificam enzimas essenciais para a producdo de nutrientes
e metabolitos fundamentais para a sobrevivéncia dos seus hospedeiros, evidenciando uma

relacdo mutualista (LANDMANN, 2019; KAUR et al., 2021).

3.12. Fenotipos da bactéria Wolbachia e sua utiliza¢io no biocontrole

O sucesso da bactéria Wolbachia esta amplamente ligado a sua habilidade de
manipular a reprodu¢do dos hospedeiros, o que favorece sua transmissdo vertical e,
consequentemente, aumenta sua prevaléncia. O fenotipo mais conhecido da bactéria
Wolbachia ¢ a incompatibilidade citoplasmatica (IC). Nessa condi¢do, machos infectados
acasalam com fémeas ndo infectadas (IC unidirecional) ou machos e fémeas infectados
com diferentes cepas incompativeis se reproduzem (IC bidirecional), resultando em
esterilidade por morte embrionaria (FIGURA 7) (BAIAO et al., 2021).
Cytoplasmic incompatibility ,
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Figura 14. (A) A incompatibilidade citoplasmatica (IC) causa morte embrionaria em cruzamentos entre machos
infectados e fémeas ndo infectadas. Em machos de D. melanogaster, a expressdo de genes WO do profago da bactéria

Wolbachia (pontos vermelhos), fatores de incompatibilidade citoplasmatica. Fonte: KAUR et al. (2021).
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Além da IC, outras formas de manipulacdo reprodutiva incluem a feminilizacao,
na qual a bactéria Wolbachia interfere nos hormoénios masculinos do hospedeiro
(FIGURA 8), convertendo individuos geneticamente machos em fémeas funcionais; a
inducdo de partenogénese, em que algumas cepas da bactéria interrompem o ciclo celular
do hospedeiro no estdgio embrionario inicial, fazendo com que 6vulos haploides nao
fertilizados se transformem em gametas diploides, resultando em uma prole feminina; e
a morte seletiva de machos, onde os individuos masculinos morrem durante a

embriogénese, deixando apenas fémeas, que ndo competem com machos por recursos

(WERREN, BALDO, CLARK, 2008).
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Figura 15. Feminizacdo resulta em machos que fenotipicamente se desenvolvem como fémeas. Fonte:

KAUR et al. (2021).

Esses fenotipos ocorrem em linhagens parasitas de artrépodes € sdo mecanismos
adaptativos que beneficiam fémeas portadoras da bactéria Wolbachia, uma vez que elas
transmitem essa bactéria (LANDMANN, 2019). Esses mecanismos de manipulagdo t€ém
sido investigados como estratégias de controle bioldgico, tanto de pragas agricolas quanto
de vetores de doengas (GONG et al., 2023). Um exemplo ¢ o uso da incompatibilidade
citoplasmatica na reducdo das populagdes das espécies Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus por meio da Técnica do Inseto Incompativel (TII), onde machos
infectados sao liberados para acasalar com fémeas nao infectadas, resultando na redugao
populacional (CRAWFORD et al., 2020; McCLURE et al., 2020).

Certas cepas da bactéria Wolbachia também tém um papel mutualista com seus
hospedeiros, sendo capazes de sintetizar heme, vitaminas e cofatores, como CoA, NADH,
ubiquinona, folato, acido lipdico e vitaminas B2, B6 ¢ B7. Isso ¢ essencial para a
sobrevivéncia, fertilidade e longevidade de diversas espécies de nematoides filariais, que
dependem da bactéria para a produgdo de nutrientes essenciais (ZUG, HAMMERSTEIN,
2014; KAUR et al., 2021). Em artropodes, essa associagdo pode ser opcional, com
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beneficios nutricionais e protecdo contra o estresse oxidativo, sem que o hospedeiro
dependa diretamente da bactéria para manter seus processos bioldgicos.

Além disso, a bactéria Wolbachia pode modular a expressdo génica do sistema
imunolégico de artropodes, induzir microRNAs e interferir na replicagdo de virus de
RNA, competindo por recursos como colesterol com patégenos. A bactéria, por sua vez,
depende de seu hospedeiro para obter aminoacidos e lipidios, devido a auséncia de vias
metabolicas completas (ROSS, TURELLI, HOFFMANN, 2019; LANDMANN, 2019).

No controle de doengas, a presenca da bactéria Wolbachia em nematoides filariais
levou a mudanga de abordagem no tratamento de pacientes parasitados, substituindo
antiparasitarios, que podem ser toxicos, por bactericidas direcionados a eliminagdo da
bactéria simbionte (JOHNSTON et al., 2017). A bactéria também mostrou capacidade de
reduzir a infecg@o e transmissdo de virus como dengue, febre amarela, chikungunya, zika
e malaria (MOREIRA et al., 2009; KAMBRIS et al., 2009; CARAGATA, DUTRA,
MOREIRA, 2016; JOUBERT et al., 2016; ROCHA et al., 2019; HOFFMANN, 2020;
GONG et al., 2020; PEREIRA et al., 2021).

A habilidade da bactéria Wolbachia em bloquear patdgenos tem grande potencial
para o controle de arboviroses (PAN et al., 2018). Por exemplo, a substituicao de
populagdes da espécie Aedes aegypti por fémeas infectadas com a bactéria Wolbachia
reduziu os casos de dengue e hospitalizagdes nas areas estudadas (UTARINI e al., 2021).
Atualmente, o World Mosquito Program utiliza essa tecnologia em diversos paises,

incluindo o Brasil (CARAGATA et al., 2021; FIOCRUZ, 2023).

3.13 A bactéria Wolbachia em carrapatos

A presenga da bactéria Wolbachia ja foi registrada em diversas espécies de
carrapatos ao redor do mundo. Cepas do supergrupo A foram identificadas na espécie R.
microplus em pesquisas realizadas nos Estados Unidos e Tailandia (ANDREOTTI et al.,
2011; HIRUNKANOKPUN et al., 2018), e em Rhipicephalus annulatus no Ira
(POURALI et al., 2009). Além disso, Ixodes ricinus apresentou infec¢des na Italia,
Franga, Alemanha, Marrocos ¢ Eslovaquia (BENSON et al., 2004; HARTELT et al.,
2004; SARIH et al., 2005; van OVERBEEK et al., 2008; CARPI et al., 2011; REIS et al.,
2011; SUBRAMANIAN et al., 2012; PLANTARD et al., 2012; MOUTAILLER et al.,
2016). Ja na espécie R. sanguineus, foram detectados os supergrupos A e B no Japao, Ira
e China (INOKUMA, RAOULT, BROUQUI, 2000; POURALI et al., 2009; CHAO,
CASTILLO, SHIH, 2020), e o supergrupo F foi encontrado na espécie Amblyomma
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americanum nos EUA (ZHANG, NORRIS, RASGON, 2011; WILLIAMS-NEWKIRK
et al., 2014).

Outras amostras, como as das espécies R. microplus, Hyalomma anatolicum e
Ixodes scapularis dos EUA, assim como as espécies Haemaphysalis bispinosa,
Haemaphysalis hystricis € Haemaphysalis wellingtoni da Malésia, também testaram
positivo para bactéria Wolbachia, sem especificagdo do supergrupo (BENSON et al.,
2004; KHOO et al., 2016; BOBO, 2020). No Brasil, a bactéria Wolbachia foi identificada
em alguns exemplares de Amblyomma aureolatum e Ornithodoros rietcorreai (MUNOZ-
LEAL et al., 2019; DALL'AGNOL et al., 2021).

BOBO (2020) constatou que o microbioma de carrapatos infectados pela bactéria
Wolbachia ¢ menos rico e diversificado em comparagdo com aqueles que nao possuem a
bactéria. Além disso, células de ixodideos conseguem manter diferentes cepas da bactéria
Wolbachia in vitro por varias passagens (KHOO et al., 2020). No entanto, Andreotti et
al. (2011) ndo detectaram a bactéria no tecido germinativo de fémeas de R. microplus
infectadas, sugerindo que esses carrapatos nao seriam capazes de sustentar a transmissao
vertical da bactéria Wolbachia.

Em linhas gerais, a maioria das infeccdes da bactéria Wolbachia em carrapatos
¢ considerada secundaria ou temporaria (MADHAYV et al., 2020), principalmente devido
a alta taxa de infec¢do (99,2%) do endoparasitoide hemiptero Ixodiphagus hookeri por
essas bactérias simbiontes (PLANTARD et al., 2012). Além disso, os carrapatos também
podem abrigar nematoides filariais, que frequentemente sdao hospedeiros da bactéria
Wolbachia (ZHANG, NORRIS, RASGON, 2011; TAYLOR et al., 2012; NAMRATA et
al.,2014; LEFOULON et al.,2016; SANTOS et al.,2017; BINETRUY, DURON, 2023),
sendo outra possivel via de contaminagao.

Portanto, mais investigagdes sdo necessarias para entender melhor a capacidade
dos carrapatos em sustentar infecgdes da bactéria Wolbachia, bem como a possivel
relacdo simbiodtica entre eles. Além disso, ¢ importante esclarecer os efeitos dessa bactéria
na biologia dos carrapatos e suas interacdes com o microbioma desses ectoparasitas

(MADHAYV et al., 2020).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostragem

Foram realizadas andlises em 100 amostras de carrapatos da espécie R.
sanguineus, incluindo fémeas semi ingurgitadas e machos, coletadas de caes naturalmente
parasitados no centro de zoonoses, nos municipios de Salto/SP (23° 12' 10" S,47° 17" 11"
O) e Piracicaba/SP (22° 43" 30" S, 47° 38’ 51" O). Similarmente, foram examinadas 100
teledgenas da espécie R. microplus, apds a postura de ovos, coletadas de bovinos
naturalmente parasitados situados no Polo Regional Vale do Paraiba/APTA, em
Pindamonhangaba/SP (22° 55" 25" S, 45° 27" 35" O).

No laboratdério, as amostras passaram por um processo de identificagdao
morfoldgica, que € realizada principalmente através da andlise do escudo dorsal que nos
machos, o escudo ¢ completo e cobre todo o dorso. Nas fémeas, ninfas e larvas, o escudo
¢ incompleto, cobrindo apenas uma parte da regido anterior do corpo, e pelo aparelho
bucal O aparelho bucal (que inclui palpos, queliceras e hipostdmio) ¢ projetado para
frente e visivel dorsalmente. Apos a identificagdo morfologica, os carrapatos passaram
por um processo de higienizagdo, sendo submetidas a um banho de 1 min em etanol 70%,
seguido de um banho de 30s em solucdo de hipoclorito de sddio comercial e duas lavagens
em agua destilada. Apds a secagem, as amostras foram seccionadas em quatro com
laminas estéreis, para aumentar a superficie de contato das amostras com os reagentes de

lise celular.

4.2. Extracio de DNA

O processo de extragdo de DNA foi iniciado utilizando o reagente DNAzol
(Invitrogen® Thermo Fisher Scientific®), de acordo com Romano et al., 2023. De forma
resumida, 995ul do reagente e Sul de Proteinase K foram adicionados a cada amostra, que
entdo foram incubadas a 56°C por 18h. Apds esse periodo, 0 DNA dessas amostras foi
precipitado com 500ul de etanol absoluto e os pellets produzidos foram lavados duas
vezes com etanol 75%. Por fim, os pellets foram eluidos em 43,1l de NaOH 8mm e 6,9ul

de HEPES 0,1M para atingir um volume final de 50pul.
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4.3. Amplifica¢do de DNA

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a técnica da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) para amplificagdo do gene 16S rRNA de Rhipicephalus spp e R.
microplus. Essa reagdo teve como objetivo confirmar a eficiéncia da extracao do material
genético das amostras, utilizando este gene alvo como marcador de DNA endogeno. As
amostras positivas para o DNA dos carrapatos foram submetidas a amplificacdo dos genes
16S rRNA das bactérias Wolbachia sp., dsb de Ehrlichia spp., oamB de Rickettsia spp.,
nuoG de Bartonella spp. e flaB de Borrelia spp. (Tabela 1). E amplificacdo dos genes
16S rRNA de Babesia spp. e Anaplasma spp. Apenas para R. microplus (Tabela 2).

Para evitar falsos positivos em relagdo a bactéria Wolbachia, foi realizada a
amplificacdo de DNA para nematoide filarial Onchocercidae ¢ a vespa I. hookeri
simbiontes dessa bactéria, que sdo individuos parasitas naturais desses carrapatos,
podendo gerar uma contaminagao secundaria e assim falsos positivos (Tabela 3).

A PCR foi realizada em um volume final de 10pL contendo 2,5uL de DNA molde
e 0,3uM de cada oligonucleotideo. Em seguida, Sul. do reagente KOD One™ PCR
Master Mix (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e 1,9uL de 4gua ultrapura foram
adicionados a reacdo. As configuragdes de ciclagem utilizadas foram: 40 ciclos de
desnaturagdo a 98°C por 10s, anelamento (Tabela 1) por 5s e extensdo a 68°C por 1s.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,8% para
andlise do padrao de migracdo de bandas dos fragmentos amplificados, de acordo com o
esperado (Tabela 1 e 2), junto com o marcador molecular Mid Range DNA Ladder
(Cellco Biotech, Sdo Carlos, Sao Paulo). As amostras que geraram amplicons foram para

os patogenos testados foram submetidas ao sequenciamento de Sanger

4.4 Sequenciamento de Sanger

Os DNA dos amplicons foram purificados e submetidos a técnica de
sequenciamento de Sanger, utilizando os primers que foram usados no PCR apresentados
na tabela 1. No mesmo tubo, foram misturados o DNA molde, o primer, a DNA
polimerase, os ANTPs em grande quantidade e uma pequena quantidade de cada um dos
quatro ddNTPs fluorescentes. Apds a reacao, os fragmentos de DNA foram separados por
tamanho usando eletroforese capilar. Um laser na parte inferior do capilar detecta a
fluorescéncia de cada fragmento a medida que ele passa. Os fragmentos menores migram
mais rapidamente através do capilar. Apds isso a leitura da sequéncia foi realizada através

de um detector que registra a cor do corante fluorescente para cada fragmento a medida
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que eles passam. Essa informagdo é entdo convertida em um eletroferograma, um
grafico que mostra picos de cores diferentes correspondendo a ordem dos nucleotideos.

A sequéncia ¢ lida do fragmento menor para o maior, revelando a sequéncia de

nucleotideos do DNA molde.

Tabela 1. Primers utilizados para amplificacio de DNA das bactérias

. . Temperatura de Fragmento .
l\ N '-3 Refi
Organismo Gene alvo ome Sequencia (5'-3") anelamento (°C) _ esperado (pb) eferéncia
16S IRNA RhipF ATTAAAGACAAGAAGACCCTAWG
Rhipicephalus spp. mitocondrial 58 226 Nao publicado
RhipR GTATCCTAATCCAACATCGAG
wspecF YATACCTATTCGAAGGGATAG Doudounis ef al.
Wolbachia 16S rRNA 54 438 2012) '
wspecR AGCTTCGAGTGAAACCAATTC
‘ ' RicF CAGCAAGGTAATAAGTTTAATAC Hirunkanokpun et
Rickettsia spp. oam B 62 800 . (2022)
RicR GCTATACCGCCTGTAGTAACAG “
EHL dsb-330 GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT Labruna ef al
Ehrlichia spp. dsb 57 409 (2007) '
EHL dsb-728 CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT
FlaLL ACATATTCAGATGCAGACAGAGGT Barbour ef al
Borrelia spp. flaB 60 664 (1996) '
FlaLR GCAATCATAGCCATTGCAGATTGT
NuoGL GGCGTGATTGTTCTCGTTA Colborn et al
Bartonella spp. nuo G 60 346 '

NuoGR CACGACCACGGCTATCAAT (2010)
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Tabela 2. Primers utilizados para amplificacido de DNA da bactéria e protozoario

Organismo gene alvo nome Sequéncia Temperatura de Fragmento Referécia
anelamento esperado (pb)
Anaplasma spp 16S rRNA ECA9 TACCTTGTTACGACTT 52 800 Kawahara et al (2006)
ECI12A TGATCCTGGCTCAGAACGAACG
Babesia spp 16S rRNA BabF GTCTTGTAATTGGAATGATGG 55 452 Faraj et al (2019)
BabR TAGTTTATGGTTAGGACTACG

Tabela 3. Primers utilizados para amplificacdo de DNA de Onchocercidae e 1. hookeri

Organismo gene alvo nome Sequéncia Temperatura de Fragmento Referécia
anelamento esperado (pb)
Onchocercidae 28S rDNA COlintF TGATTGGTGGTTTTGGTAA 55 650 Binkiene et al 2021
COlintR ATAAGTACGAGTATCAATATC
L hookeri 16S rRNA 16S-F1 CACCTGTTTATCAAAAACAT 65 824 Klasen et al (2011)
16S-R1 CTTAATTCAACATCGAGGTCGC
5. RESULTADOS

5.1 Carrapato Rhipicephalus sanguineus:

Este estudo investigou a presenga de patdgenos em carrapatos coletados em
duas localidades distintas. Das 100 amostras de carrapatos analisadas, todas foram
positivas para o gene mitocondrial 16S rRNA de Rhipicephalus spp (fig. 14).

As amostras de DNA submetidas a PCR para a deteccdo do gene 16S rRNA dos
patoégenos Wolbachia spp., Ehrlichia spp., Rickettsia spp., Bartonella spp. e Borrelia spp.
ndo apresentaram amplificacao dos fragmentos dos genes-alvo correspondentes a essas
bactérias (fig. 15).

Entretanto, uma Unica amostra (identificada como M16S) de R. sanguineus
amplificou um fragmento durante a PCR com primer para o gene 16S rRNA de
Wolbachia sp, porém com um fragmento com tamanho diferente do esperado, isto &,

menor que 438pb (fig 16).
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226 pb

Figura 16. Gel com Amostras amplificada de um fragmento de 226 pares de bases (pb) na reagdo para

o gene 16S rRNA de Rhipicephalus spp. Fonte: Autor.
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Figura 17. Resultados das amostras de DNA do carrapato R. sanguineus submetidas a PCR para a detecgdo
do gene 16S rRNA de Ehrlichia canis, Rickettsia rickettsii, Bartonella henselae ¢ Borrelia burgdorfer

respectivamente que nio apresentaram amplificacdo dos fragmentos dos genes-alvo correspondentes a essas
bactérias. Fonte: Autor.
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Figura 18. Amostra amplificada de um fragmento de 296 pares de bases (pb) na reagdo para o gene 16S

rRNA de Wolbachia sp em Rhipicephalus sanguineus. Fonte: Autor.

5.2 Carrapato Rhipicephalus microplus

Das 100 amostras de R. microplus todas foram positivas para o gene mitocondrial

16S rRNA de teledginas pds-postura (Fig. 18).

Os resultados das amostras de DNA do carrapato R. microplus submetidas a PCR
(Fig. 18) para a detec¢ao do gene 16S rRNA de Wolbachia spp., Ehrlichia canis,
Rickettsia rickettsii, Bartonella henselae e Borrelia burgdorferi ndo apresentaram
amplificacao dos fragmentos dos genes-alvo correspondentes a essas bactérias (Fig. 17).
Entretanto, 14 amostras amplificaram um fragmento de 800 pares de base (pb) para o
gene 16S rRNA de Anaplasma spp (Fig. 19) e 5 amostras amplificaram um fragmento de
452 pares de base (pb) para o gene 16S rRNA de Babesia spp (Fig. 20).

Assim como em R. sanguineus nenhuma das amostras do carrapato R. microplus
geraram amplicons para Onchocercidae (nematoides filariais) e nem para vespa

parasitoide 1. hookeri, comprovando que ndo houve contaminagao cruzada (Fig. 21).
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Figura 19. Resultados das amostras de DNA do carrapato R. microplus submetidas a PCR para a detecgdo
do gene 16S rRNA de Wolbachia spp., Ehrlichia canis, Rickettsia rickettsii, Bartonella henselae e Borrelia
burgdorfer respectivamente que nao apresentaram amplificacdo dos fragmentos dos genes-alvo

correspondentes a essas bactérias. Fonte: Autor.



226 pb

Figura 20. Gel de agarose das reacdes de PCR para o gene 16S rRNA em teledgenas pos-

postura de Rhipicephalus microplus. Fonte: Autor.

800 pb

Figura 21. Amostras amplificada de um fragmento de 800 pares de bases (pb) na reagdo para o gene 16S

rRNA de Anaplasma spp. em Rhipicephalus microplus. Fonte: Autor.
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Figura 22. Cinco Amostras amplificada de um fragmento de 452 pares de bases (pb) na reagdo

para o gene 16S rRNA de Babesia spp. em Rhipicephalus microplus. Fonte: Autor

Onchocercidae Ixodiphagus hookeri

- RS A\
B M

Figura 23. Gel de agarose das rea¢des de PCR para Onchocercidae e 1. hookeri em Rhipicephalus spp. As setas azuis
tracejadas mostram bandas inespecificas e a seta cinza tracejada indica a formagao de dimeros de primers. Fonte:

Autor.
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6. DISCUSSAO

Este estudo fornece insights valiosos sobre a presenca de bactérias
patogénicas e da endossimbionte Wolbachia em popula¢des de Rhipicephalus
sanguineus ¢ Rhipicephalus microplus no Brasil. Os resultados, embora
desafiadores em alguns aspectos quando comparados com a literatura, destacam
a complexidade das interacdes entre carrapatos, hospedeiros e microrganismos.
metodologia de amostragem diferenciada entre as duas espécies de carrapatos,
fémeas semi-ingurgitadas de R. sanguineus ¢ teleéginas pés-postura de R.
microplus, para a deteccdo dos agentes patogénicos e da Wolbachia, ¢ um ponto
crucial a ser explorado.

Para fémeas semi-ingurgitadas de R. sanguineus, este estagio de vida ¢é
significativo porque as fémeas estdo ativamente se alimentando no hospedeiro e,
teoricamente, teriam uma maior probabilidade de adquirir patégenos durante o
repasto sanguineo. No entanto, a semi-ingurgitacao pode significar que a infec¢ao
ainda estd em um estagio inicial ou que a carga bacteriana ainda ndo atingiu niveis
detectaveis. Além disso, a deteccao do gene mitocondrial nesse contexto visa mais
a identificacdo da espécie do carrapato do que a amplificacdo de patogenos,
embora a presenca do patdgeno no carrapato seja o foco principal.

Para teledginas pos-postura de R. microplus, a analise de teledginas
(fémeas repletas apos o desprendimento do hospedeiro e que ja realizaram a
postura de ovos) € particularmente interessante para investigar a transmissao
transovariana dos patogenos (ou seja, a passagem do patéogeno da fémea para
seus ovos). No entanto, a auséncia de deteccdo para alguns patdogenos nesse
estagio pode sugerir que, apds a oviposicao, a carga bacteriana na fémea diminui
significativamente. Isso ocorre porque o organismo do carrapato direciona uma
grande quantidade de energia e recursos para a reprodugdo, o que pode impactar
a manutencao e a detectabilidade das bactérias, como R. rickettsii, B. henselae, B.
burgdorferi, Anaplasma spp. e Babesia spp., nesse estagio especifico. Se a
infecgdo estiver concentrada em outros tecidos ou se a bactéria for eliminada ap6s
a postura, a analise de teledginas pode subestimar a prevaléncia real na populagado
de carrapatos em outros estagios.

A Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) foi a técnica empregada para

a deteccado do DNA bacteriano. A escolha da PCR para este tipo de trabalho ¢
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justificada por diversas vantagens: Sensibilidade e Especificidade: A PCR ¢
altamente sensivel, capaz de detectar pequenas quantidades de DNA patogénico,
e especifica, amplificando sequéncias de DNA-alvo mesmo em amostras
complexas. Rapidez e Praticidade: Comparada a outros métodos de diagndstico,
a PCR ¢ relativamente rapida e facil de executar, permitindo a analise de um
grande nimero de amostras em um curto periodo. Custo-beneficio: Embora o
investimento inicial em equipamentos possa ser relevante, o custo por amostra
analisada ¢ relativamente baixo, tornando-a acessivel para estudos em larga
escala. Versatilidade: Permite a detecgao de multiplos patégenos em uma tnica
amostra (PCR multiplex) e ¢ adaptavel a diferentes tipos de amostras biologicas.

No entanto, a PCR também possui limita¢ées, como a necessidade de
DNA de boa qualidade e a possibilidade de resultados falso-negativos devido a
inibidores da reacdo ou falso-positivos por contaminacdao. Além disso, a PCR
detecta a presenca do DNA do patégeno, ndo necessariamente a sua viabilidade
ou capacidade de causar doenca. Ehrlichia canis em R. microplus: Um Achado
Relevante

Um dos pontos mais interessantes deste estudo ¢ a deteccao de
fragmentos de DNA de E. canis em teledginas pos-postura de R. microplus
através do sequenciamento de amostras inicialmente positivas para Anaplasma
spp. € Babesia spp. Este achado ¢ um ponto forte do trabalho, pois adiciona uma
nova camada de complexidade a epidemiologia da erliquiose, tradicionalmente
associada a R. sanguineus. A corrobora¢do com o estudo de Bohai Wen ef al.
(2002) no Tibete, que também identificou DNA de Ehrlichia em R. microplus, e
com o trabalho de Cruz et al. (2012), que descreveu uma espécie de Ehrlichia
distinta, sugere que R. microplus pode ser um hospedeiro ou vetor de Ehrlichia
spp. com maior frequéncia do que se pensava. Isso abre novas linhas de
investigacao sobre a transmissdo e o papel desse carrapato na manuteng¢ao do ciclo
de Ehrlichia no ambiente.

Auséncia de Patégenos em R. sanguineus: Discrepancias e Limitacoes

A auséncia de E. canis, R. rickettsii, B. henselae e B. burgdorferi nas
amostras de R. sanguineus analisadas contrasta com a prevaléncia relatada em
outros estudos, como os de Oliveira et al. (2019) e Pad-Nah et al. (2015) para E.
canis. Essa discrepancia pode ser atribuida a varias limitagdes e variaveis:

Diferencas na Amostragem: A coleta de fémeas semi-ingurgitadas pode nao
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ser o estagio ideal para a detec¢do de todos os patogenos, caso a infecgdo se
concentre em outros estagios de vida (larvas, ninfas, machos) ou em o6rgaos
especificos. Além disso, a carga bacteriana em fémeas semi-ingurgitadas pode ser
mais baixa do que em carrapatos repletos ou em outros tecidos. Localizacao
Geografica: A prevaléncia de patdgenos pode variar significativamente entre
regides devido a fatores climaticos, tipo de hospedeiro disponivel e densidade
populacional dos carrapatos. Os estudos citados foram realizados em diferentes
localidades (Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Tibete, México, Africa etc.), o que
pode justificar as diferencas nos resultados. Sensibilidade da Técnica de PCR:
Embora a PCR seja sensivel, sua capacidade de detec¢do estd ligada a carga
bacteriana minima na amostra. Se a infec¢ao for muito baixa, a PCR pode resultar
em falso-negativos. Variacdes de Primers e Alvos Génicos: Diferencas nos
primers utilizados para a amplificacdo dos genes-alvo podem influenciar a
sensibilidade e especificidade da detecc¢do. Se os primers nao forem ideais para as
linhagens especificas dos patdgenos presentes na regido de estudo, a deteccao
pode ser comprometida. Numero de Amostras: Embora 100 amostras por
espécie seja um numero razoavel, em populacdes onde a prevaléncia de um
patdogeno ¢ muito baixa (como R. rickettsii, B. henselae e B. burgdorferi), um
nimero maior de amostras pode ser necessario para detecta-lo.

Anaplasma spp. e Babesia spp. em R. microplus: Endemicidade
Confirmada

A deteccdo de Anaplasma spp. e Babesia spp. em teledginas pos-postura
de R. microplus reforca a endemicidade dessas doencgas no Brasil, como esperado.
A concordancia com o estudo de Marluce ef al. (2015) para bovinos em Minas
Gerais, onde R. microplus também estava presente, ¢ um ponto positivo que
mostra a presenca desses patdgenos nas populagdes de carrapatos estudadas. A
presenga desses patdgenos nas teledginas sugere a potencial transmissao
transovariana, crucial para a manutengdo do ciclo de vida das doengas na
natureza. A diferenca na prevaléncia percentual pode ser, novamente, atribuida a
amostragem e a localizagdo geografica. O Resultado para Wolbachia e o
Controle Bioldgico

A auséncia da bactéria Wolbachia na maioria das amostras de R.
sanguineus € R. microplus ¢ um resultado significativo e promissor para o

controle biolégico. A deteccao de Wolbachia em apenas uma amostra de R.
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sanguineus macho, com uma delecdo de 142 pares de bases e a confirmagao de
que nao foi por contaminagdo secundaria (nematoides filariais ou vespa
parasitdide Ixodiphagus hookeri), levanta a possibilidade de uma transferéncia
horizontal de gene, como descrito por Doudoumis et al. (2012). Isso sugere que
o carrapato pode ter incorporado material genético de Wolbachia em seu proprio
genoma em algum momento.

A principal premissa para o uso de Wolbachia como agente de controle
bioldgico ¢ que ela nao faz parte do microbioma natural de certas populagdes
de carrapatos. Se um vetor (como o carrapato) nao esta naturalmente infectado
com Wolbachia, é possivel introduzir cepas especificas dessa bactéria que podem:
Induzir incompatibilidade citoplasmatica (IC): Um dos mecanismos mais
estudados, onde fémeas ndo infectadas ou infectadas com uma cepa diferente de
Wolbachia que se acasalam com machos infectados nao produzem prole viavel.
Isso pode levar a supressao da populagdo do vetor ao longo do tempo. Reduzir a
competéncia vetorial: Algumas cepas de Wolbachia podem interferir na
replicacdo de patdgenos no vetor, tornando-o menos capaz de transmitir doengas.
Diminuir a longevidade do vetor: Certas infeccoes por Wolbachia podem
encurtar a vida util do carrapato, reduzindo a janela de tempo para a transmissao
de patogenos.

A auséncia generalizada de Wolbachia neste estudo sugere que as
populagdes de R. sanguineus € R. microplus analisadas nao possuem infec¢ao
natural por essa endossimbionte. Isso indica que a introdu¢do de cepas de
Wolbachia nesses carrapatos poderia ser uma estratégia viavel e eficaz para o
controle bioldgico, pois ndo haveria uma infec¢do preexistente para competir ou
para a qual o carrapato j& estaria adaptado. A variabilidade na prevaléncia de
Wolbachia observada em diferentes estudos ressalta a importancia de se realizar
mapeamentos da presenca dessa bactéria em diversas populacdes de carrapatos
antes de planejar estratégias de controle.

Em resumo, este trabalho, apesar das limita¢des inerentes a amostragem e
a técnica de PCR, fornece dados importantes sobre a microbiota de carrapatos de
importancia médico-veterindria no Brasil e, crucialmente, abre portas para a
utilizagao de Wolbachia como uma ferramenta promissora no manejo sustentavel

das populacdes desses parasitas.
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7. CONCLUSAO
Os achados desta pesquisa oferecem diversas contribui¢des significativas:

e Melhora no controle de doencas transmitidas por carrapatos: A detec¢ao de
Babesia spp € Anaplasma marginale em R. microplus, e a presenca de Ehrlichia
canis N0 mesmo carrapato, sao cruciais para a saude animal e humana. Essas
bactérias e protozodarios sdo agentes causadores de doengas graves em animais de
producao (como a Tristeza Parasitaria Bovina) e em caes, podendo ser zoonoses.
Ao identificar a presenga desses patdgenos, a pesquisa contribui para:

e Diagnéstico mais preciso: Ajuda a direcionar os esforcos de diagnostico em
areas onde R. microplus é prevalente.

e Desenvolvimento de estratégias de controle: Permite o planejamento de
medidas mais eficazes para o controle de carrapatos e a prevencao das doencas
que eles transmitem, como o uso de acaricidas especificos ou o desenvolvimento
de vacinas.

e Vigilincia epidemioldgica: Fornece dados importantes para mapear a
distribui¢ao desses patdgenos € monitorar surtos.

e Novas perspectivas sobre a ecologia de Wolbachia: A detec¢io de um
fragmento menor do gene 16S rRNA de Wolbachia em R. sanguineus € a auséncia
em R. microplus sdo intrigantes. Essa informacdo ¢ vital para entender a
distribuicdo e as interagdes dessa bactéria em diferentes espécies de carrapatos, o
que pode abrir caminho para:

e Estudos mais aprofundados sobre a relacio parasita-hospedeiro: Investigar o
porqué da diferenca no tamanho do fragmento e a auséncia em R. microplus pode
revelar aspectos da coevolucao entre Wolbachia e seus hospedeiros.

e Potencial para novas ferramentas de controle: Como veremos a seguir, a
Wolbachia ¢ uma candidata promissora para controle bioldgico de vetores, ¢
compreender sua presenca (ou auséncia) em carrapatos € um primeiro passo

crucial.
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Exclusiao de patégenos importantes: A auséncia das bactérias patogénicas E.
canis, B. henselae, B. burgdorferi, € R. rickettsii em R. sanguineus, ¢ de B.
henselae, B. burgdorferi, e R. rickettsii em R. microplus, ¢ um resultado positivo.
Isso ajuda a:

Direcionar a pesquisa e o controle: Ao descartar a presencga desses patogenos
em amostras especificas, os esfor¢cos podem ser concentrados naqueles que foram
detectados, otimizando recursos.

Avaliar o risco de transmissiao: A auséncia desses patdgenos em determinadas
populagdes de carrapatos pode indicar um menor risco de transmissdo dessas
doencas especificas em certas regioes.

Descarte de outros vetores/patégenos: A negatividade para nematoides filariais
e a vespa parasitoide /. hookeri também ¢ importante, pois ajuda a refinar o foco
da pesquisa e do controle de vetores, indicando que esses ndo sdao os principais

agentes envolvidos nas amostras analisadas.

Limitacoes da pesquisa e recomendacoes para trabalhos futuros:

Tamanho da amostra e representatividade: Nao ¢ especificado o nlimero de
carrapatos analisados, nem se as amostras sao representativas de uma populagao
maior. Um nimero limitado de amostras pode ndo refletir a diversidade de
patogenos em uma regiao.

Sensibilidade da técnica: A auséncia de detec¢do de um patdgeno ndo garante
sua completa auséncia, apenas que nao foi detectado pelas técnicas utilizadas. A
sensibilidade dos métodos de PCR pode variar.

Fragmento menor de Wolbachia: A deteccao de um fragmento menor do gene
16S rRNA de Wolbachia em R. sanguineus necessita de maior investigacdo para
entender o motivo (mutagao, delecdo, sensibilidade da técnica).

Local de coleta: Nao ¢ mencionado se os carrapatos foram coletados em
diferentes locais geograficos, o que poderia influenciar a diversidade de
patogenos.

Viabilidade dos patégenos: A detec¢do de DNA nao significa necessariamente

que os patdgenos estdo viaveis e aptos a serem transmitidos.
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Recomendacdes para trabalhos futuros:

Aumento da amostragem: Expandir o numero de amostras e a diversidade
geografica da coleta para obter uma visdo mais abrangente da distribuicao dos
patogenos.

Sequenciamento completo do 16S rRNA de Wolbachia: Investigar o fragmento
menor de Wolbachia em R. sanguineus através do sequenciamento completo do
gene 16S rRNA (ou até mesmo genOmico) para caracterizar essa cepa e entender
a variagao detectada.

Estudos de viabilidade: Realizar ensaios para verificar a viabilidade dos
patoégenos detectados (por exemplo, cultura celular ou infec¢do experimental)
para confirmar o potencial de transmissao.

Analise de miultiplos genes: Utilizar multiplos marcadores genéticos para a
deteccao de patdgenos para aumentar a sensibilidade e especificidade.

Estudos de infeccio natural e experimental: Investigar a taxa de infecgdo
natural dos carrapatos e realizar estudos experimentais para determinar a
competéncia vetorial dos carrapatos para os patogenos detectados.
Caracterizacdo molecular dos patégenos: O sequenciamento das regides
variaveis dos genes dos patdogenos detectados (por exemplo, 16S rRNA para
bactérias) pode ajudar a identificar as espécies e cepas presentes, o que €
importante para estudos epidemiologicos e filogenéticos.

Com base nos seus resultados, podemos comentar sobre a possibilidade da
Wolbachia ser utilizada como controle bioldgico:

Potencial para o controle de R. microplus: A auséncia de Wolbachia em R.
microplus (ou a incapacidade de detecta-la) ¢ um ponto crucial. Se R. microplus
ndo possui uma infec¢ao natural por Wolbachia, isso significa que ele ¢ um alvo
potencial para a introducao da bactéria. A introdugdo de cepas de Wolbachia que
induzam incompatibilidade citoplasmatica em R. microplus poderia levar a
supressdo da populagdo desse carrapato, que ¢ um vetor de doencas de grande
importancia econdmica e sanitaria.

Estratégia: Seria necessario desenvolver métodos para infectar laboratorialmente
R. microplus com cepas de Wolbachia que induzam IC. Uma vez estabelecida a
infecgdo em laboratorio, poderiam ser feitos testes de liberagdo para avaliar o

impacto na populagao natural.
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Possibilidade da Wolbachia ser utilizada como controle biologico:

Os resultados desta pesquisa trazem uma perspectiva interessante sobre a
possibilidade de usar Wolbachia como controle biologico, especialmente ao
contrastar a sua presenca em R. sanguineus com sua auséncia em R. microplus.
A Wolbachia é uma bactéria intracelular que infecta uma vasta gama de
artropodes, incluindo insetos e d&caros. Ela ¢ conhecida por manipular a
reprodugdo de seus hospedeiros de varias maneiras, como:

Incompatibilidade citoplasmatica (IC): E o mecanismo mais comum, onde o
cruzamento entre individuos infectados e ndo infectados (ou infectados por cepas
diferentes de Wolbachia) resulta em prole invidvel ou reduzida.

Feminilizacio: Transformacao de machos genéticos em fémeas funcionais.
Partenogénese: Inducao da reproducdo assexuada.

Supressao de patégenos: Em alguns casos, a Wolbachia pode conferir resisténcia

ao seu hospedeiro contra certos virus e parasitas.

Com base nos seus resultados, podemos comentar sobre a possibilidade da Wolbachia

ser utilizada como controle biologico:

Desafios em R. sanguineus: A deteccao de um fragmento menor do gene 16S
rRNA de Wolbachia em R. sanguineus sugere que esta espécie ja pode ter uma
infec¢ao natural.

Implicacdes: Isso pode complicar o uso de Wolbachia para controle de R.
sanguineus através da incompatibilidade citoplasmatica, pois a populacdo ja
estaria "protegida" pela infec¢do existente. Provavelmente pelo sistema
imunologico do parasito, onde, técnicas como nocaute de genes do sistema
imunologico do carrapato serdo necessarias para conseguir desenvolver a infec¢ao
por Wolbachia, e assim permitir a sua utilizacdo como controle bioldgico ou se a
Wolbachia em R. sanguineus nao confere protecao contra patégenos ou nao induz
IC, poderia ser estudada a introdug¢do de uma cepa diferente de Wolbachia que

induza um efeito de controle mais pronunciado.
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