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RESUMO

O carrapato Amblyomma cajennense sensu stricto parasita frequentemente animais silvestres e
domésticos, incluindo humanos no bioma Amazonia. Esse ectoparasito ¢ o vetor de Rickettsia
amblyommatis. No presente estudo investigamos a dinamica populacional de A. cajennense s.s.
em uma area degradada do bioma Amazodnia, e a presenca de riquétsias nesta populagdo de
carrapatos. O estudo foi realizado em uma area rural do municipio de Santa Inés, Estado do
Maranhdo. Os carrapatos foram coletados no ambiente mensalmente durante 24 meses
consecutivos, de junho de 2021 a maio de 2023. A regido ¢ caracterizada por duas estagdes
quentes (~26 ° C anual): uma estagdo chuvosa, de novembro a maio, e uma estagdo seca, de
junho a outubro. Caracterizamos a atividade temporal de A.cajennense s.s. na vegetacao,
examinando a atividade de busca para cada fase da vida (larvas, ninfas, adultos [machos e
fémeas]), em relagdo a estagdo seca e chuvosa. Os carrapatos coletados neste estudo foram
selecionados aleatoriamente e testados individualmente por um ensaio de PCR em tempo real
que teve como alvo um fragmento de 147 pb do gene gltA de riquétsia. No geral, foram
coletados 1.843 (62,4%) adultos (52,6% fémeas e 47,4% machos), 1.110 (37,6%) ninfas ¢ 398
aglomerados larvais. Todas as fémeas adultas, ninfas e larvas foram identificadas
morfologicamente como A4.cajennense s.s. A atividade larval foi observada de abril a dezembro,
com pico de junho a setembro (estagdo seca). O pico de ninfas ocorre de setembro a novembro
(periodo de transi¢do entre as estagdes seca e chuvosa). Os carrapatos adultos foram abundantes
de outubro a maio (primavera/verao/inicio do outono). A taxa de infec¢do por R. amblyommatis
em carrapatos A. cajennense s.s. foram de pelo menos 7% (7/99). Nossos dados sugerem um
padrao de geragdo de 1 ano para 4. cajennense s.s., com sazonalidade bem definida de larvas,
ninfas e adultos no bioma Amazdnia. Larvas predominando na estacdo seca, ninfas na transi¢ao
seca/chuvosa e adultos na estagdo seca. A presenca de R. amblyommatis em adultos sugere que
animais ¢ humanos na regido de estudo correm risco de infec¢do por este agente riquetsial do

grupo da febre maculosa.

Palavras-chaves: Acari: Ixodidae, Brasil, Dinamica populacional, regido Amazodnica,

Rickettsia spp.



ABSTRACT

The Amblyomma cajennense sensu stricto tick frequently parasitizes wild and domestic
animals, including humans in the Amazon biome. This ectoparasite is the vector of Rickettsia
amblyommatis. In this study we evaluated the population dynamics of A. cajennense s.s. in a
degraded area of the Amazon biome, and the presence of rickettsiae in this tick population. The
study was carried out in a rural area in the municipality of Santa Inés (altitude: 24 meters), in
the state of Maranhdo. The ticks were collected from the environment over 24 consecutive
months, from June 2021 to May 2023. The region is characterized by two warm seasons (~26 °
C annually): a rainy season, from november to may, and a dry season, from june to october. We
characterized the temporal activity of 4. cajennense s.s. in the vegetation, examining the search
activity for each life stage (larvae, nymphs, adults [males and females]), in relation to the dry
and rainy seasons. The ticks collected in this study were randomly selected and individually
tested using a real-time PCR assay that targeted a 147 bp fragment of the rickettsia g/tA gene.
Overall, 1,843 (62.4%) adults (52.6% females and 47.4% males), 1,110 (37.6%) nymphs and
398 larvais clusters were collected. All adult females, nymphs and larvae were morphologically
identified as 4. cajennense s.s. Larval activity was observed from april to december, with a
peak from june to september (dry season). The peak of nymphs occurred from september to
november (transition period between the dry and rainy seasons). Adult ticks were abundant
from october to may (spring/summer/early fall). The R. amblyommatis infection rate in A.
cajennense s.s. ticks was at least 7% (7/99). Our data suggest a 1-year generation pattern for A.
cajennense s.s., with well-defined seasonality of larvae, nymphs and adults in the Amazon
biome. Larvae predominate in the dry season, nymphs in the dry/wet transition and adults in
the dry season. The presence of R. amblyommatis in adults suggests that animals and humans

in the study region are at risk of infection by this rickettsial agent from the spotted fever group.

Keywords: Acari: Ixodidae, Brazil, Population dynamics, Amazon region, Rickettsia spp.
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1 INTRODUCAO

No Estado do Maranhao a floresta Amazonica ocupa a regido oeste e 34% de seu territorio
(81.208,40 km?), abrigando 62 municipios, entre eles Santa Inés (PINHEIRO et al., 2013).
Neste bioma, muitos animais domésticos e silvestres sdo parasitados por carrapatos e atuam
como amplificadores e/ou reservatorios de potenciais patdogenos que podem ser transmitidos
por esses ectoparasitos (GIANIZELA et al., 2018; LUZ et al., 2020). Porém, sdo raros os
estudos sobre a diversidade, agentes patogénicos e bioecologia desses ectoparasitos no bioma
amazonico, principalmente no Estado do Maranhdo. No Brasil existem ~75 espécies de
carrapatos, ¢ destes, um total de 21 espécies jaforam registradas no bioma Amazonia. Dentre
essas destacam-se  Rhipicephalus  sanguineus, Amblyomma  ovale, Amblyomma
oblongoguttatum e Amblyomma cajennense sensu stricto parasitando tanto animais quanto o
homem no bioma Amazonia. Sendo 4. cajennense s.s. € considerada a espécie mais frequente

parasitando humanos no bioma Amazénia (LUZ et al. 2020).

A espécie A. cajennense s.s. faz parte do complexo “Amblyomma cajennense’ composto
por seis espécies, Amblyomma tonelliae n. sp., Amblyomma interandinum n. sp., Amblyomma
patinoi n. sp, Amblyomma mixtum, Amblyomma sculptum e A. cajennense s.s. O carrapato A.
cajennense s.s. € restrito ao bioma Amazdnia e pouco se conhece sobre sua bioecologia. Essa
espécie de carrapato parasita uma variedade de animais silvestres e domésticos, sendo seus
hospedeiros preferenciais os cavalos (Equus ferus caballus), capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris) e antas (Tapirus terrestris). Além disso, ¢ altamente antropofilico e todos os seus
estagios (larva, ninfa e adulto) parasitam humanos ao longo de sua distribuicdo (LUZ et al.

2020).

A relevancia de A. cajennense s. s. para a saude de animais e seres humanos constitui uma
area que requer uma investigacdo mais aprofundada. Devido a sua capacidade de parasitar uma
ampla variedade de hospedeiros, abrangendo tanto animais domésticos quanto seres humanos,
esse ectoparasito figura na lista de espécies de carrapatos que apresentam um potencial risco
para a satide de ambos os grupos no bioma Amazonia. E relevante notar que essa espécie de
carrapato ¢ reconhecida como o principal vetor da bactéria Rickettsia amblyommatis em
vertebrados nas Américas, pertencente ao Grupo Febre Maculosa, cuja patogenicidade
permanece desconhecida (PAROLA et al., 2013). No entanto, vale ressaltar que alguns casos
de Febre Maculosa nos Estados Unidos foram associados a esse agente, embora sem
consequéncias letais (PAROLA et al., 2013). Em pesquisas anteriores realizadas no bioma

Amazonia, a taxa de infec¢do de R. amblyommatis em A. cajennense s.s. variou de 10% a 100%
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(RICHARDSON et al., 2023). Em virtude disso, a compreensdo da bioecologia desse vetor
potencial no bioma Amazonia assume uma importancia crucial do ponto de vista da satude
unica, pois pode contribuir de maneira direta e/ou indireta para o estabelecimento de diretrizes
relativas ao controle desses ectoparasitos. Além disso, pode auxiliar na previsao de possiveis
focos de transmissdao de agentes patog€nicos para animais e seres humanos dentro desse

ecossistema.

As riquétsias transmitidas por carrapatos causam doengas em animais ¢ humanos em todo
o mundo (PAROLA et al.,2013). No Brasil, esses patdgenos causam a febre maculosa brasileira
(FMB) em humanos, uma doenca febril contagiosa com mortalidade variavel (LABRUNA et
al.,2011; PAROLA et al., 2013). Existem quatro cenarios epidemioldgicos distintos da FMB
no pais: Um primeiro cendrio, € mais importante, ¢ na regido Sudeste do Brasil, onde ocorrem
elevados indices de letalidade humana, causada pela bactéria Rickettsia rickettsii e transmitida
pelo carrapato Amblyomma sculptum em area rural (por exemplo, interior do Estado de Sao
Paulo). Um segundo cendrio na regido metropolitana de Sao Paulo, também por R. rickettsii e
transmitida pelo carrapato Amblyomma aureolatum. Ainda no Sudeste, um terceiro cenario de
uma FMB, nio letal, causada por Rickettsia parkeri, e transmitida pelo carrapato Amblyomma
ovale em regides de baixa altitude na Mata Atlantica. Um quarto cenario na Regido Sul do
Brasil, também por R. parkeri transmitida pelo carrapato Amblyomma tigrinum (FACCINI-

MARTINEZ et al. 2018; LUZ et al.2019).

Todos esses cenarios epidemiologicos da FMB estdo intrinsecamente ligados a presenca
e a dinamica populacional dos carrapatos vetores, as variaveis ecologicas e a abundancia de
hospedeiros reservatorios e amplificadores no ciclo natural das riquétsias. Devido a essas
variaveis, a FMB causada por R. rickettsii apresenta um padrdo sazonal, com o maior nimero
de casos ocorrendo entre setembro € novembro (LUZ et al. 2019). Esse perfil sazonal esta
diretamente associado ao comportamento sazonal dos diferentes estagios do vetor 4. sculptum,
sendo as ninfas o estagio mais relevante na transmissao da FMB. Nas areas endémicas da FMB,
as ninfas de 4. sculptum predominam principalmente entre setembro e novembro, os adultos
sd0 mais comuns entre janeiro e abril, e as larvas sdo mais abundantes de maio a julho
(LABRUNA et al., 2002; LUZ et al., 2019). Portanto, os resultados do estudo da bioecologia
desse vetor na regido sdo atualmente considerados como a principal ferramenta para o controle

desse ectoparasito e, por conseguinte, para a prevencao da FMB.

No Estado do Maranhdo, t€ém sido comunicadas notificagdes da Febre Maculosa

Brasileira (FMB), embora sua confirmagdo ainda esteja cercada por incertezas, indicando
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possiveis lacunas na investigacdo. O Ministério da Satude identificou areas no Estado onde a
doenca nao foi oficialmente registrada, suscitando duvidas sobre a possivel ocorréncia de casos
falsos positivos pelo MS (OLIVEIRA et al., 2016), inclusive no municipio de Santa Inés.
Mesmo sem uma confirmagao definitiva, a presenca de evidéncias aponta para a necessidade
de monitoramento dos potenciais vetores, com destaque para 4. cajennense s. s. Dessa forma,
este estudo foi realizado com o propdsito de investigar a bioecologia de A. cajennense s.s. no

bioma Amazonia e detectar a presenca da bactéria Rickettsia sp. nesses ectoparasitos.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando a correlacdo entre o surgimento de novos patdogenos humanos com a
destruicao de habitats naturais ricos em biodiversidade, alguns estudos apontam o bioma
Amazonia como o provavel berco para a proxima pandemia ou surgimento de surtos de novas
doencas (VIEIRA et al., 2022). Contudo, avaliagdes de vetores e seus agentes sao escassos
neste bioma, particularmente no grupo dos carrapatos. Dentre as espécies de carrapatos
antropofilicos nesses biomas, 4. cajennense s.s. tem chamado atencdo pelos inimeros registros
parasitando humanos e animais de companhia. Além disso, ¢ frequente a infeccdo por R.
amblyommatis nesse ixodideo no bioma Amazonia. Embora seja um agente ainda de
patogenicidade desconhecida, o monitoramento do vetor desse agente ¢ necessario como

prevencao de possiveis surtos de rickettsiose humana naAmazonia.

No Estado do Maranhao existem notificagdes da FMB, porém ainda duvidosos ou sem
confirmagdo, o que pode indicar lacunas de investigacao tanto do agente quanto do vetor. Isso
levou o Ministério da Saude a identificar inimeras areas silenciosas no Estado do Maranhdo
(OLIVEIRA et al., 2016), incluindo o municipio de Santa Inés. Estudos prévios pela equipe do
presente estudo, mostraram que A. cajennense s.s. era abundante neste municipio e
frequentemente associado com capivaras, principal amplificador de Rickettsia rickettsii. O
municipio de Santa Inés, apresentam o mesmo cenario eco- epidemioldgico de uma area
endémica para FM, com populacdes de capivaras mantendo elevadas infestagcdes de carrapatos
no ambiente (QUEIROGAS et al., 2012; LUZ et al. 2019), porém, até o momento, nao existem
estudos sobre a ligagdo dos carrapatos, Rickettsia spp. e capivaras em todo Estado do Maranhao,

bem como a dinamica populacional destes vetores.

Uma vez que 4. cajennense s.s. possui baixa especificidade, elevada antropofilia e
possivel competéncia na transmissao de agentes rickettsiais, estudos que ajudem apreencher as
lacunas reportadas anteriormente, sdo necessarios. Com acelerado desmatamento do bioma
Amazonia, ¢ possivel que este carrapato se torne um sério problema de satide tnica no Estado
do Maranhdo, especialmente em areas modificadas pelo homem. Além disso, ndo existem
estudos sobre a dinamica populacional de carrapatos vetores no bioma Amazdnia. Os resultados
obtidos no atual projeto serdo tuteis para medidas controle deste ixodideo, auxiliando na

prevencao de possiveis doengas para animais domésticos € 0 homem, como as rickettsioses.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Carrapatos sdo artropodes de comportamento hematdfago e distribuicado cosmopolita.
Parasitam uma variedade de vertebrados como mamiferos, répteis, anfibios e aves (KWAK et
al.,2020; SONENSHINE & ROE, 2014). Atualmente, sdo conhecidas 75 espécies de carrapatos
no Brasil (MARTINS et al., 2019; 2021; MUNOZ-LEAL et al., 2020), e mais da metade possui
sua bioecologia (ciclo, ecologia, hospedeiros etc.) desconhecida. Deste total, 33 pertencem ao
género Amblyomma que parasitam anfibios, répteis, aves ¢ mamiferos (DANTAS-TORRES et
al. 2019). Dentre as espécies desse género, Amblyomma sculputm, Amblyomma aureolatum,
Amblyomma ovale e Amblyomma cajennse sensu stricto chamam a aten¢do por parasitarem
animais ¢ humanos no pais. As trés primeiras espécies sao vetores da Febre Maculosa Brasileira
(FMB), uma doenca de gravidade variavel. Portanto, a FMB tipica ¢ uma doenga infecciosa,
febril, aguda e letal quando ndo tratada (PAROLA et al., 2013). O agente ¢ a bactéria Rickettsia
rickettsii, e os carrapatos A. sculptum e A. aureolatum sao os vetores (NAVA et al. 2014). Uma
segunda FMB, nao letal, ¢ causada pela R. parkeri e o vetor ¢ o carrapato A. ovale.
Experimentalmente, A. cajennense s.s. mostrou competéncia na transmissao de R. rickettsii
(SAKALI et al., 2014; SOARES et al., 2012). A bactéria Rickettsia amblyommatis ¢ a mais
comum em associacdo com A. cajennense s.s., um agente de patogenicidade ainda
desconhecida. Contudo, nos Estados Unidos essa bactéria € responsavel por casos brandos de
FM, portanto ¢ um agente que precisa constantemente ser monitorado. Estudos mostram que
no bioma Amazonia de 10 a 100% dos carrapatos 4. cajennense s.s. estdo infectados com R.
amblyommatis, portanto existem uma alta exposicao de animais e humanos a estes agentes nesse
bioma (RICHARDSON et al. 2023). Adultos de 4. ovale e A. aureolatum parasitam carnivoros
silvestres e domésticos, enquanto que larvas e ninfas parasitam aves e pequenos mamiferos,
respectivamente. Todos estagios podem parasitam o homem, principalmente adultos (SOARES
et al.,2012; GUGLIELMONE et al. 2014). O carrapato 4. sculptum parasitam primariamente
equinos e capivaras, mas pode parasitar outros mamiferos e aves silvestres. Todos os estagios

parasitam o homem (GUGLIELMONE et al. 2014).

Os carrapatos possuem fases evolutivas (ovo, larva, ninfa e adulto). Durante as fases nao
parasitarias, todo este estagio pode sofrer agao de inimeras variaveis, incluindo temperatura e
umidade (GUGLIELMONE et al. 2014). O ciclo biolégico de 4. cajennense s.s. possui quatro
estagios de desenvolvimento em seu ciclo bioldgico, sendo eles: ovo, larva, ninfa e adulto

(macho e fémea) (Figura 1).
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Figura 1 - Estagios de larva, ninfa e adultos de Amblyomma cajennense sensu lato.

Ninfa Adulto (macho) Adulto (fémea)

Fonte: http://www.tickencounter.org/

Todos estes estagios podem sofrer agdo de intimeras variaveis, incluindo temperatura e
umidade, durante sua fase ndo parasitdria, alterando sua dindmica populacional
(GUGLIELMONE et al. 2014). Seu ciclo de vida ¢ trioxeno, necessitando de trés hospedeiros

para desenvolvimento completo na natureza (Figura 2).

Figura 2 - Ciclo de vida de Amblyomma cajennense sensu lato. (DE PAULA et al. 2022).
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http://www.tickencounter.org/
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O ciclo biologico se inicia quando a fémea se alimenta dos hospedeiros, ingurgita e se
desprende do animal e caindo no solo para realizar a postura dos ovos em aproximadamente 15
a 20 dias. Uma tnica fémea de 4. cajennense s.l. ovipde cerca de cinco a oito mil ovos ¢ a
incubagdo dos ovos dura aproximadamente 30 dias. Apds a eclosdo, as larvas se fixam a um
hospedeiro suscetivel para iniciarem o ingurgitamento que dura de 3 a 6 dias, caem ao solo e
realizam a muda para o estadio de ninfa. As ninfas se fixam a outro hospedeiro também para
ingurgitamento e, ap6s um periodo de 5 a 7 dias, se desprendem, caem ao solo realizando muda
para adultos, se diferenciando em macho e fémea. Estes (macho e a fémea) realizam a copula
e, apds completarem o repasto sanguineo (5 a 7 dias), as fémeas ingurgitadas caem ao solo,
ovipdem e iniciam um novo ciclo. O ciclo apresenta sazonalidade e necessita de um ano para o

desenvolvimento de uma geragao (DE PAULA et al. 2022).

O complexo Amblyomma cajennense esta distribuido na regido Neotropical, do sul dos
EUA (estados do Texas e Florida) ao norte da Argentina (BATTESTI et al. 2006). No Brasil,
Martins (2014) o complexo engloba duas espécies, A. cajennense s. s., encontrada no bioma
Amazonia (Norte, Nordeste e Centro-Oeste), e a espécie 4. sculptum, a inica do complexo
descrita no restante do pais (Figura 3).

Figura 3 - Mapa geopolitico do Brasil, mostrando as localidades de Amblyomma cajennense

(sensu stricto), 4. sculptum e A. cajennense (sensu lato) (MARTINS et al. 2014).
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No bioma Amazonia, A. cajennense s.s. ¢ encontrado em alta prevaléncia em area de mata
preservada ou/e antropizada, o que facilita o encontro dessa espécie com uma variedade de
hospedeiros € humanos. Essa alta prevaléncia se deve, principalmente, a disponibilidade de
hospedeiros susceptiveis, como mamiferos e aves (LUZ et al. 2020). Assim, como sua espécie
“irma” (4. sculptum), A. cajennense s.s. possui um comportamento agressivo na busca por
hospedeiro, que mistura procura ativa e acesso ao hospedeiro por “emboscada”, e a alta
capacidade de deslocamento (NATIVIDADE et al., 2021; RAMOS et al., 2017; LUZ et al.
2020).

Adultos de A. cajennense s.s. sdo frequentes parasitando capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris), equinos (Equus ferus caballus) e anta (Tapirus terretris). Também possui
registros em Sus scrofa (Javali), Caluromys philander (Saru€), Cerdocyon thous (Graxaim ou
Cachorro-do-mato), Didelphis marsupialis (Gambd), Dasyprocta azarae (Mao-pelada),
Mazama gouazoubira (Veado-catingueiro), Metachirus nudicaudatus (Cuica), Myrmecophaga
tridactyla (Tamandua-bandeira), Nasua nasua — (Quati), Panthera onca (Onga-pintada), Pecari
tajacu (Queixada ou Cateto), Tayassu pecari (Queixada ou Cateto), Bubalus bubalis (Bufalo),
Canis familiaris (cdo doméstico). Existe também o parasitismo no animal semiaquatico
Pteronura brasiliensis (Ariranha). E aves essa espécie ja foi registrada em Harpia harpyja
(Harpia), Cariama cristata ( Seriema) e Penelope superciliaris (Jacuagu). Além dos inumeros
registros parasitando humanos no bioma Amazonia (LUZ et al. 2020). Se considerarmos a
elevada diversidade de vertebrados do bioma Amazdnia, ainda existem inumeras outras
associacdes com outras espécies de hospedeiros para serem descobertas nesse bioma. O
carrapato A. cajennense s.s. € bastante inespecifico, portanto, a lista citada acima pode ser

subestimada.

E importante ressaltar que até estudo de Nava et al. (2014), os trabalhos publicados sobre
A. sculptum sdo referidos a Amblyomma cajennense sensu lato. Portanto, varios estudos foram
feitos sobre a sazonalidade de A. cajennense sensu lato na natureza, porem a grande maioria no
sudeste do Brasil (DE PAULA et al. 2022). Por outro lado, esse tipo de estudo ¢ escasso ou
inexistem nas regides do nordeste, centro-oeste e sul do Brasil. Mais de 30% desses estudos na
regido Sudeste foram proximos ou em dreas com casos notificados ou confirmados de
riquetsioses humanas, ou com circulagdo confirmada de Rickettsia spp. Essa regido concentra
~ 80% dos casos de FM no Brasil, principalmente Sao Paulo e Minas Gerais (DE PAULA et
al. 2022) (Figura 4).
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Figura 4 - Distribui¢do de estudos dindmicos sazonais de Amblyomma cajennense sensu lato

realizados entre 1990 ¢ 2022 (DE PAULA et al. 2022).
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Na regido sudeste A. cajennense s.l. apresenta a sua dindmica populacional de forma
sazonal ao longo do ano. Larvas foram observadas predominando em meados do outono e inicio
do inverno, ninfas durante o inverno e inicio da primavera; e adultos durante a primavera e

verao (Figura 5).



Figura 5 - Grafico demonstrando os meses em que ocorreram os niumeros de pico de cada estagio

de vida livre do A. cajennense s.l. no Sudeste do Brasil (LUZ et al. 2019; DE PAULA et al.

2022).
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Na regidao Nordeste existe um tnico estudo da dindmica sazonal de 4. cajennense s.l., e
foi totalmente distinta daqueles publicadas para as demais regides do Brasil. Nesse estudo,
larvas predominaram de janeiro e margo, ninfas de outubro a novembro e adulto de junho a
julho (DANTAS TORRES et al. 2019). Os autores concluem que os resultados podem ter sido
mascarados pela baixa quantidade de dados, portanto necessitando de mais estudos. Portanto
existe uma caréncia de estudos da dinamica populacional de A. cajennense s.l. nas regides

nordeste e norte, incluindo o bioma Amazonia.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

e Investigar a bioecologia de 4. cajennense s.s. no bioma Amazdnia e a detec¢do de

Rickettsia sp. nesses ectoparasitos.

4.2 Objetivo especifico

e Identificar o padrao de distribuicdo dos estagios (larva, ninfa e adultos) de 4. cajennense
s.s. no bioma Amazodnia.

e Detectar Rickettsia spp. em A. cajennense s.S.

e Correlacionar os fatores abioticos que influenciam a distribuicdo e abundancia de A.

cajennense s.s. no bioma Amazonia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CAPITULO 01 - Seasonal dynamics of Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) sensu
stricto in a degraded area of the Amazon biome, with notes on Rickettsia amblyommatis
infection
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Abstract

Background: The tick Amblyomma cajennense sensu stricto (s.s.) frequently parasitizes animals
and humans in the Amazon biome, in addition to being the vector of Rickettsia amblyommatis.
In the present study, we evaluated the population dynamics of A. cajennense s.s. in a degraded

area of the Amazon biome, and the presence of rickettsial organisms in this tick population.

Methods: The study was carried out in a rural area of the Santa Inés municipality (altitude: 24
meters), Maranhao state. Ticks were collected from the environment during 24 consecutive
months, from june 2021 to may 2023. The region is characterized by twowarm seasons: a rainy
season from november to may, and a dry season from june to october. We characterized the
temporal activity of 4. cajennense s.s. on the vegetation, by examining questing activity for
each life stage (larvae, nymphs, adults [males and females]), in relation to the dry and rainy
season. Ticks collected in this study, were randomly selected and individually tested by a

TagMan real- time PCR assay that targeted a 147-bp fragment of the rickettsial g/t4 gene.
Results: Overall, 1,843 (62.4%) adults (52.6% females and 47.4% males), 1,110 (37.6%)

nymphs and 398 larvais clusters were collected. All adult females and nymphs were
morphologically identified as A. cajennense s.s. Larval activity was observed fromapril to
december, with a peak from june to september (dry season). Nymphs peaked from september
to november (transition period between dry and rainy seasons). Adult ticks were abundant from
october to may (spring/summer/early autumn). The infection rate by R. amblyommatis in A.

cajennense s.s. ticks were at least 7% (7/99).

Conclusion: Our data suggest a 1-year generation pattern for A. cajennense s.s., with a well-
defined seasonality of larvae, nymphs and adults in the Amazon biome. Larvae predominating
during the dry season, nymphs in the dry/rainy transition and adults inthe dry season. The
presence of R. amblyommatis in adults suggest that animals and humans in the study region are

at risks of infection by this spotted fever group rickettsial agent.

Keywords: Acari: Ixodidae, Population dynamics, Rickettsia spp., Amazon region,Brazil
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5.1.1 Background

The transmission dynamics of tick-borne diseases, such as Lyme disease and spotted
fevers, involve complex eco-epidemiological interactions between their causative pathogens,
their tick vectors, the environment, and populations of susceptible hosts [1, 2, 3, 4]. The
abundance and seasonal distribution of ticks (larvae, nymphs and adults) play a major role in
the epidemiology of tick-borne diseases, especially in anthropized areas (e.g., under
deforestation) [1, 5, 6, 7]. Therefore, studies that evaluate these variables can contribute to
mitigate possible factors that could increase the risk of such diseases to animals and humans
[8]. For example, the incidence of Lyme disease isstrongly linked to the seasonal pattern of its
tick vectors [9, 10, 11]. Similarly, the incidence of Brazilian spotted fever (BSF) caused by
Rickettsia rickettsii depends mainly on the phenology of its vector Amblyomma sculptum

Berlese, 1888 [1, 2].

Abiotic factors such as temperature, precipitation and humidity are essential forthe
survival of ticks during their non-parasitic phase [12, 13, 14, 15]. Outside theoptimal
range of these factors, tick activities (e.g., host seeking behavior) can be inhibited and ticks can
even die [6, 16]. Therefore, these abiotic factors act directly on the spatial and temporal
distribution of ticks [6, 17, 18]. For example, A. sculptumadults are more abundant during
the spring and summer (rainfall and high temperatures), larvae during mid-autumn and early
winter (less rainfall and low temperatures), and nymphs during the winter and early spring (less
rainfall and moderate temperatures) [19]. Furthermore, it has been demonstrated that the one-
yr generation pattern of A. sculptum in southeastern Brazil is controlled by behavioral diapause
of larvae that hatch during spring-summer [20]. These larvae typically begin their host-seeking

activity in the subsequent autumn [20, 21].

While the population dynamics of Amblyomma ticks has been extensively investigated in
southeastern Brazil, only a few studies have been conducted in other regions. For instance, a
single study has evaluated the seasonality of Amblyomma ticksin the Amazon biome [22]. This
is a significant research gap, considering that some of the tick species found in this biome are
important from medico-veterinary perspective. This is the case of Amblyomma cajennense
sensu stricto (s.s.), which is restricted to the Amazon biome [23, 24]. Larvae, nymphs and adults
of A. cajennense s.s. preferentially feed on large mammals (e.g., Tapirus terrestris,
Hydrochoerus hydrochaeris, Tayassu pecari, Pecari tajacu), important hosts for the
maintenance and dispersion of these ixodids in nature. Larvae and nymphs are also commonly

reported on Carnivora species,medium-sized rodents and marsupials, and large ground-
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inhabiting birds. Opportunistically, A. cajennense s.s. can parasitize humans in the Amazon
biome [25, 26, 27]. Moreover, 4. cajennense s.s. ticks are often infected (20-26%) by Rickettsia
amblyommatis (formerly ‘Candidatus Rickettsia amblyommii’), which 1is successfully
maintained by transovarial and transstadial transmission [28]. While there is little
information on R. amblyommatis infections in animals and humans, and the role of this

bacterium as a causative agent of spotted fever in humans cannot be ruled out [29].

Thus, the knowledge of the population dynamics of 4. cajennense s.s. is fundamental for
future acarological and health surveillance measures in the Amazon biome. To fill this gap, we
evaluated the population dynamics of 4. cajennense s.s. in a degraded area of the Amazon

biome as well as the presence of rickettsial organisms in this tick population.

5.1.2 Methods
5.1.2.1 Study Area

The study was carried out in a rural area of the Santa Inés municipality (altitude: 24
meters), Maranhao state. Santa Inés is located in the Amazon biome and its climateis hot and
humid, with an average annual temperature of 27 °C and annual average precipitation of 1710
mm [30]. The region is characterized by two warm seasons: a rainy season from november to
may, and a dry season from june to october. The study was carried out in two sites located
within a forest fragment, totalizing ~10,000 m? (Fig.1). Site 1 (03°05'44"S, 45°32'50"W) was
characterized as a more closed vegetation area due to the agglomeration of trees, shrubs and
lianas. The shrubs and trees (~3 to 6 m high), presented many medium-sized plants represented
by species of Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, Solanum paludosum Moric., Eugenia biflora
(L.) DC., and youngindividuals from Inga sp., Pouteria sp., Tocoyena sp. and a large amount
of ipés (FamilyBignoniaceae) in the underwoods; in addition to the record of two species of the
“cip6 Moror0” (Schnella sp. and Bauhinia sp.). Regarding the undergrowth (~ 50 to 100 cm
high) species of Cyperus sp., [pomoea sp., Alternathera sp., and Borreria verticillata (L.) G.Mey
were observed. The babassu palm (Attalea speciosa Mart. ex Spreng.) was a dominant plant in
the area. Site 2 (03°52'48"S, 45°32'53"W) was composed of more open forest and dense
herbaceous and undergrowth vegetation, with the record of Chromolaena odorata (L.)
R.M King & H.Rob., Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, Mimosa pudica L., Sida
spinosa L. and Turnera ulmifolia L. An agglomeration of subshrubs and thin-stemmed shrubs

was also observed, such Lantana camara L., Cleome spinosa Jacq., Urena lobata L., along
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with isolated and spaced arboreal elements throughout the area, represented by Senna alata
(L.) Roxb., Sapium glandulosum (L.) Morong, Coccoloba sp., and the cultivated species
Acacia mangium Willd.; in addition to some young individuals of ipé€s scattered throughout the
area. Between the collection sites there was a lake of around 15,000 m?, where it was possible
to see groups of capybaras with up to 60 individuals (cubs, juveniles and adults) (Fig. 2).Other
mammals were also seen in the study area: paca (Cuniculus paca), opossum (Didelphis sp.),
coati (Nasua nasua) and agouti (Dasyprocta sp.). Human visits were frequent in tick-infested
areas, so parasitism by ticks was common.

Figure 1 - Map showing the study area, municipality of Santa Inés, Maranhdo state, Brazil.
Transition area (Eastern Amazon-Cerrado transition area from ~40 to 250 km).
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Figure 2 - Group of capybaras (Hydrochoerus hydrochaeris) in the study area. Adults and
juveniles (A), adults, juveniles and cubs (B).
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5.1.2.2 Tick collection

Ticks were collected monthly from june 2021 to may 2023, totaling 24 collections,
comprising both the rainy (november to may) and dry seasons (june to october) (Fig. 3). Each
month, ticks were collected by visual search and by dragging, aspreviously described [31].
Collections were performed between 8:00 am and 12 pm and between 14:00 and 17:00 pm. The
dragging method consisted of passing a cottonflannel (2 m long x 1 m wide) over the leaf litter
and vegetation. Dragging wasperformed for ~ 30-40 minutes, in linear transects of ~ 70-100
meters, making stops every ~5 meters to collect ticks from the cotton flannel and on the
researchers' clothes. The visual search method consisted of visually inspecting the vegetation
for the presenceof ticks [31, 32, 33]. Two researchers were needed to carry out the collections

by dragging, and three researchers for the visual search method.

Ticks removed from the researchers’ clothes, cotton flannel and vegetation were stored
in tubes (15 or 50 mL) containing 70% ethanol and sent to the laboratory ParasiteControl
Laboratory from the Federal University of Maranhdo for identification. The ticks were
morphologically examined using a ZEISS binocular stereoscope (magnification between 6.3x
and 50x). Adults and nymphs were identified to species level using morphological keys and
species descriptions [23, 24, 34, 35]. Voucher specimens were deposited in the tick collection
“Colecao Nacional de Carrapatos Danilo Gongalves Saraiva” of the University of Sdo Paulo

(accession number CNC- 4656).
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Figure 3 - Temperature (A), Daylight (B) and Rainfall (C) data from the study region
(Agritempo/EMBRAPA) (june 2021 to may 2023).
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5.1.2.3 Molecular detection of rickettsiae

2022

2023

% Relative Humidity (RH)

Of the 3,351 ticks collected in this study, 99 adults (50 males and 49 females) were

randomly selected and individually processed for DNA extraction using the guanidine

isothiocyanate and phenol/chloroform technique [36].

DNA from ticks were tested by a TagMan real-time PCR assay that targeted a 147-bp

fragment of the rickettsial g/t4 gene [37]. The real-time PCR-positive samples were tested by

a conventional PCR assay using primers Rr190.70p and Rr190.602n targeting the 190 kDa outer

membrane protein gene (ompA) of spotted fever group (SFG) Rickettsia spp. [38]. The ompA

PCR products were purified using Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,

Madison, WI, USA) and sequenced using BigDye terminator v3.1 matrix standard kit (Applied
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Biosystems, Foster City, CA). Sequencing reactions were carried in both directions in a 3500xL
genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA), using the same primers as for PCR.
The obtained sequences were assembled and analyzed using the Sequencher® v. 5.4.6,
considering a Phred quality score of >30. Consensus sequences were subjected toBLAST

analyses (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) to infer the closest similarities availablein GenBank.

All tick DNA samples that were shown to contain no rickettsial DNA by the real- time
PCR described above were tested by the conventional PCR targeting the tick mitochondrial 16S
rDNA gene [39], in order to validate the DNA extraction protocol. If the tick sample yielded
no product by this PCR, it was considered that DNA extraction was not successful, and the

individual tick was discarded from the study.

5.1.2.4 Statistical analyzes

We characterized the temporal activity of A. cajennense s.s. on the vegetation, by
examining questing activity for each life stage (larvae, nymphs, adults [males and females]),
in relation to the dry and rainy season. Meteorological data were obtained from the Agritempo
(Brazilian Agricultural Research Corporation - Embrapa), using information recorded from the
meteorological station number 82900 (68 km far from thestudy area). Data on temperature (°C)
and rainfall total (mm) are presented as monthly averages. Pearson's correlation coefficient was
used to compare the number of ticks at each stage (larvae, nymphs and adults) with the average
monthly temperature, relative humidity (RH%) and precipitation (mm), from june to september
(dry season) and november to april (rainy season). Means of ticks according to the most
significant months of drought and rainfall were compared using Kruskal-Wallis H-test.
Daylight was calculated by subtracting the hours between sunrise and sunset, obeying the
latitudeand altitude of the study area. Normality of data was assessed using the Lilliefors test.
The level of significance was set at P < 0.05. Statistical analyses were performed using BioEstat

software, v5.3 (Mamiraud Institute of Sustainable Development, Tefé, AM, Brazil).

5.1.3 Results

Overall, 1,843 (62.4%) adults (52.6% females and 47.4% males), 1,110 (37.6%) nymphs
and 398 larvais clusters were collected. All adult females and nymphs were morphologically
identified as A. cajennense s.s. Since no other species of tick wasfound in our study, all

adult males and larvae (morphologically compatible with 4. cajennense sensu lato) were


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)

32

conveniently designated as A. cajennense s.s. Furthermore, 4. sculptum specimens have not
been found in the study area [24]. Ticks were collected in both sites mostly in S1 (93.6% of the
individuals and 82.2% of the larvais clusters) as compared to S2 (32 = 6.68, df = 1, P <
0.002). In S1, all tick stages (larvae, nymphs and adults) were highly abundance, regardless
the season. In S2, larvae, nymphs and adults were also collected, mainly larvae (47 clusters)
and, in lower abundance, adults (#=23) and nymphs (n=89). In S2, larvais clusters were found
exclusively in the dry season. Adult ticks were collected in all 24 sampled months, whereas
nymphs were collected in 22 months (no nymphs during february-march 2023) and larvae were
collected in17 months (no larvae during january-april 2022 and january-march 2023) (Fig. 4).
In both years, larval activity was observed from april to december, with a peak from june to
september (dry season) (Fig. 4). August was the month with the highest abundance of larvae in
the environment (65 and 50 larvais clusters in 2021 and 2022, respectively). Nymphs peaked
from september to november (transition period between dry and rainy seasons), with the highest
abundance in october; 180 individuals in october 2021 and 243 in october 2023 (Fig. 4). Adult
ticks were abundant from october to may (spring/summer/early autumn), with high highest
peaks in march and april of both 2022 (156-143 individuals per month) and 2023 (163-195
individuals per month) (Fig. 4).

Comparisons of the mean number of larvais clusters, nymphs and adults in the dry and
rainy seasons showed that the larvais clusters were significantly more abundant in thedry season
than in the rainy season (Kruskal-Wallis H-test: H=36.90, df =1, P =0.0003) (Fig. 5 and 6).
On the other hand, adults were significantly more abundant inthe rainy season (Kruskal-
Wallis H-test: H=136.90, df=1, P=0.002) (Fig. 5C). Finally, nymphs were more frequent in
the transition from the dry and rainy season, so their abundance was similar in both seasons
(Kruskal- Wallis H-test: H=36.90, df =1, P=0.2426) (Fig. 5 and 6).

Larvais clusters (n=355) were more frequent when daylight hours were shorter(<12
h) (dry season) (P < 0.0002). Although present in all months of the experiment, adults were
more frequent on long daylight hours (> 12 h) (n=1308) (P <0.001). Nymphal abundance was
statistically similar among different daylight hour-periods (P= 0.003). In addition, larvae
showed a significant negative linear correlation with rainfall (» = — 0.7462; P < 0.001; R2 =
0.6417), while adults showed a positive correlation (» = 0.8476; P <0.001; R2=0.7941). There
was no correlation between tick stage and average temperature (°C) and relative humidity

(RH%).
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Figure 4 - Seasonal activity of larvae, nymphs and adults of Amblyomma cajennense
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A total 0f 38.4% (38/99) adults of A. cajennense s.s. were positive by real-time PCR assay
targeting the rickettsial g/t4 gene. Of these, 33 (14 males and 19 females) were positive for the
conventional PCR targeting the ompA gene of SFG-rickettsiae. PCR products of ompA gene
generated reliable DNA sequences from seven ticks (four females and three males), which were
100% identical to sequences of R. amblyommatis available in GenBank (accession numbers:
MN313363.1, MH818422.1). Based on rickettsial confirmation by DNA sequences, the
infection rate by R. amblyommatis in A. cajennense s.s. ticks were at least 7% (7/99). Sequences
obtained from the aboveanalyzes were deposited in GenBank under accession numbers
OR289675 to OR289681.

Although ticks on humans were not quantified, all three active stages (larvae nymphs and

adults) were frequent on clothing and/or attached to humans in the study area, both on



researchers and on farmworkers.

Figure 5 - Average number of individuals collected (dry and rainy seasons) of Amblyomma
cajennense sensu stricto in Amazon biome, municipality of Santa Inés, Maranhdo state,

Brazil.
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Figura 6 - Pearson’s correlation coefficient (r) between number of ticks and precipitation (mm),
municipality of Santa In€s, Maranhao state, Brazil.
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The A. cajennense species complex has a distribution from southern United States to

northern Argentina [40, 41], and is represented by six species, two of which occur in Brazil: 4.

sculptum (Atlantic Forest, Pantanal, and Cerrado, being rare in the Caatinga) and A. cajennense

s.s. (restricted to the Amazon biome) [23, 24]. Previous studies showed that A. sculptum is

typically found in the Cerrado biome, where the relative humidity is moderate (~65-78%
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RH) [42]. On the other hand, the Amazonian tick 4. cajennense s.s. prefers high relative
humidity (~90% RH) [42]. Both species occur in Maranhdo state, 4. cajennense s.s. in the
Amazon biome and A. sculptum in the Cerrado,with their sympatric occurrence being observed
in the Amazon- Cerrado transition zone [24, 43]. Although the study area is on the limits of the
Amazon-Cerrado transition zone(Fig. 1), A. cajennense s.s. was the only species found,
confirming the previous observations of Martins et al. [24]. The absence of A. sculptum can be
explained by the high relative humidity in the area throughout the year, even in dry periods (~3
months) (Fig. 3). In addition, during the rainy season, the soil become predominately wet, with
some areas flooded for hours or days. These characteristics are unfavorable for A. sculptum,
which prefers areas where the soil is never wet or flooded [44, 45]. Labruna [42] showed
experimentally that 4. sculptum succumbed after being immersed in water, especially for 48—
72 h. Therefore, even being transitional and degraded, our study areais still not sustainable for

A. sculptum.

Numerous studies showed the effect of climate on the bioecology of ticks during the non-
parasitic phase, by affecting their survival, inhibiting their host-seeking activityor influencing
their population density over in time and space [6, 14, 16, 46, 47, 48, 49, 50]. In this context,
climatic factors (rainfall, temperature and RH%) are essential forthe survival of A. cajennense
s.s. in the Amazon region. While A. cajennense s.s. ticks were collected year-round in the
present study, the monthly number of larvae, nymphs and adults varied. In particular, larval
activity was observed from april to december, peaking in the dry season. Nymphs predominated
from september to november, peaking in the transition period between dry and rainy seasons.
Adult peaked in therainy season. This seasonal pattern is similar to that recorded for the only
previous studyin the Amazon biome, which was related to Amblyomma spp. (including A.
cajennense s.s.) in the state of Rondonia, western Brazilian Amazon [22]. These results are also
similar to those reported for A. sculptum in the southeastern and midwestern regions of Brazil
(Cerrado and Atlantic Forest biomes), where larvae predominated in dry season (autumn and
winter), nymphs in dry-rainy transition period (winter-spring), and adultsin the rainy season
(spring and summer) [51]. Indeed, results of the present study suggest that A. cajennense s.s.
completes one generation per year in the eastern Amazonian at Maranhdo state, similarly to
what has been established for 4. sculptum in other Brazilian biomes [19]. Larvae of 4.
cajennense s.s. were more abundant during thedry season, when the relative humidity was ~
70%, being absent in the highest rainfall periods. In southeastern Brazil, Labruna et al. [20]
reported that the one-year generation pattern of 4. sculptum is controlled by larval behavioral

diapause during spring and summer months (i.e., the rainy season). These authors showed that
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larvae hatching during the warm and rainy seasons remained inactive and confined under the
leaf litter until early autumn (april or may, end of the rainy season), when they were observed
questing on the vegetation. Interestingly, larval activity in our study also started at the end of
the rainy season, in may 2022 and april 2023 (i.e., there was no active larvae during the rainy

season).

Cabrera and Labruna [21] demonstrated that larval behavioral diapause of 4. sculptum is
primarily controlled by photoperiod. They showed that larvae hatching during in spring and
summer (daylight length >12 h) remain inactive until the next autumn. When either daylight
lengths decrease <12 h or the mean temperature drops to <20 [IC, larvae terminate the
dormancy state and begin their host-seeking activity. In the present study, host-seeking larvae
were absent from the vegetation during january to march (rainy season) and was first captured
during april or may of 2022 and 2023. Thisinitial larval activity coincided with daylight lengths
dropping to <12h, suggesting that, similarly to A. sculptum, the larval behavioral diapause could
also be controlling the one-year generation pattern of 4. cajennense s.s. Indeed, further studies

are needed to confirm such hypothesis.

At least 7% (7/99) of the A. cajennense s.s. adults tested by PCR were infected with R.
amblyommatis. This % infection is likely higher, since 33 (33%) of the 99 testedticks yielded
amplicons by a PCR assay targeting the rickettsial ompA gene, which is present only in SFG
Rickettsia species (i.e., reliable DNA sequences were obtained fromonly 7 out of 33 ompA-PCR
positive ticks). Rickettsia amblyommatis has a wide distribution, having been detected in 34
species of ticks in 17 American countries [29]. The infection rate in ticks can exceed 90% in
the USA, Panama and Brazil, with ~70% infection for the Amazon biome [52]. In Maranhao,
R. amblyommatis is frequent in 4. cajennense s.s. populations, with infection rates ranging from
1 to 16.7%, corroborating our results [53]. It is important to mention that R. amblyommatis is
potentially pathogenic to humans [29], but its association with clinical cases of spotted fever
rickettsiosis in humans and animals is unclear. Interestingly, it has been shown that R
amblyommatis infection may prevent ticks from acquiring other species of Rickettsia, may alter
tick host-seeking behavior and also influence the progression of diseasesymptoms when
infecting humans [29]. Altogether, these data emphasize the importanceof further studies on this

rickettsial organism.

Finally, our study reports for the first time a seasonal behavior of the Amazonian tick A.
cajennense s.s. The observed pattern of one-yr generation, confirms the suggestion for

Amblyomma spp. in the Amazon biome [22]. The finding of A. cajennense s.s. adults infected
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with R. amblyommatis suggests that animals and humans are constantly exposed to the risk of
infection by this agent, since humans and wild animals are frequent in the study sites. Although
the natural hosts of R. amblyommatis remain unknown, the presence of infected ticks and
capybaras in the present study suggest the possibility that these rodents may be acting as
amplifying hosts of this agent. It is necessary to better understand the relationship between A.
cajennense s.s., R. amblyommatis, capybaras and humans in the Amazon biome, considering
that this ixodidis the primary vector of R. amblyommatis and one of the most common ticks

parasitizing animals and humans in this region [24, 26, 27].

5.1.5 Conclusion

Our data suggest a 1-year generation pattern for A. cajennense s.s., with a well- defined
seasonality of larvae, nymphs and adults in the Amazon biome. Larvae predominating during
the dry season, nymphs in the dry/rainy transition and adults inthe dry season. The presence
of R. amblyommatis in adults suggest that animals and humans in the study region are at risks
of infection by this spotted fever group rickettsial agent. Future studies investigating the
relationship between R. amblyommatis, A. cajennense s.s., reservoirs (e.g., capybara) and

humans are needed in the Amazon biome.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O artigo, por sua vez, concentrou-se na dinamica sazonal do 4. cajennense s.s. em areas
degradadas do bioma Amazonia e sua possivel associagdo com a infeccdo por Rickettsia
amblyommatis. Os resultados obtidos sugerem que areas impactadas pelo desmatamento e
atividades humanas podem criar condigdes propicias para o aumento da densidade populacional
desse carrapato. A dinamica sazonal de A. cajennense s.s. mostrou que larva predominam no

outono-inverno, ninfas na primavera e adultos no verao.

Além disso, a pesquisa evidenciou a presenca da R. amblyommatis em uma propor¢ao
significativa dos carrapatos analisados, destacando a importancia de considerar essa associacao
na saude publica e na ecologia da regido. Isso ressalta a necessidade de aprofundar os estudos

sobre a ecologia da Rickettsia e seu ciclo de transmissdo em ambientes amazonicos.
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Resumo

Histérico O carapato Ambfyormma cajennense sensu stricto (A. cajennense s.s.) frequentemente parasita animais

A. cajennense s.s. e humanos no bioma amazénico, além de ser um vetor de Rickeftsia ambfyommatis. No presente
estudo, avaliamos a dindmica populacional do A. cafennense s.5. em uma area degradada do bioma amazdnico e a
presenca de organismos rickettsiais nessa populagao de carrapatos.

Métodos O estudo foi realizado em uma érea rural do municipio de Santa Inés (altitude: 24 m asl), estado do
Maranhao, Brasil. Os carrapatos foram coletados do ambiente por 24 meses consecutivos, de junho de 2021 a maio
de 2023. Aregido & caracterizada por duas estagdes guentes: uma estacdo chuvosa (hovembro-maio) e uma estagio
seca (junho-outubro). Caracterizamos a atividade temporal do A. cajennense ss. na vegetagdo examinando a
atividade de busca para cada estagio de vida (larvas, ninfas, adultos [nachos e fémeas]) em relagdo a estagio seca e
chuvosa. Os carrapatos coletados neste estudo foram selecionados aleatoriamente e testados individualmente por
um ensaio de PCR em tempo real TagMan que teve como alvo um fragmento de 147 pb
do gene gftA de rickettsias.
Resultados No total, foram coletados 1.843 (62,4%) adultos (52,6% fémeas, 47,4% machos), 1.110 (37,6%) ninfas e
388 grupos de larvas. Tadas as fémeas adultas e ninfas foram morfologicamente Identificadas comao A. cajennense
s.5. Atividade larval
A abundéncia de carrapatos adultos foi observada de abril a dezembro, com um pico de junho a setembro (estacéo
seca); a abundancia de ninfas atingiu o pico de setembro a novembro (perfodo de transi¢do entre as estacoes seca e
chuvosa); e os carrapatos adultos foram abundantes de cutubro a maio {primavera/verac/inicic do outono). Ataxa
de infecgdo por R. ambivommatis em carrapatos A. cgiennense s.5. foi de pelo menaos 7% (7/99).
Conclusédo Nossos dados sugerem um padréo de geracdo de um ano para o A, cajennense 5.5, com uma sazonalidade
bemn definida

_de larvas, ninfas e adultos no bhioma amazdnico. As lanvas predominam durante a estagdo seca, as ninfas sdo mais

abundantes na transicdo entre a estagio seca e a chuvosa e os adultos sdo mais abundantes na estagao chuvosa. A
presenca de R
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amblyommatis em carrapatos adultos sugere que 0s animais e 0s seres humanos na regiao do estudo estdo sob risco
de infeccao por essa espécie pertencente ao grupo de Rickettsia da febre maculosa.

Palavras-chave Amblyomma cajennense, Ixodidae, Dinamica populacional, Rickettsia, Regido amazénica, Brasil

Histérico

A dinadmica de transmissdo de doencas transmitidas por
carrapatos, como a doencga de Lyme e a febre maculosa,
envolve interacoes ecoepidemioldgicas complexas entre
seus patégenos causadores, vetores de carrapatos, o
ambiente e populacoes de hospedeiros suscetiveis [1-4].
A abundincia e a distribuicio sazonal dos carrapatos
(larvas, ninfas e adultes) desempenham um papel
importante na epidemiologia das doencas transmitidas
por carrapatos [1, 5-7]. Portanto, os estudos que avaliam
essas varidveis contribuem para a mitigacdo de possiveis
fatores que poderiam aumentar o risco de tais doengas
para animais e seres humanos [8]. Por exemplo, a
incidéncia da doenca de Lyme esté fortemente ligada ao
padrdo sazonal de seus vetores de carrapatos [9-11]. Da
mesma forma, a incidéncia da febre maculosa brasileira
(BSF) causada por Rickettsia rickettsii depende
principalmente da fenologia de seu vetor Amblyomma
sculptum [1, 2].

Fatores abidticos, como temperatura, precipitacio e
umidade, sdo essenciais para a sobrevivéncia dos
carrapatos durante sua fase néo parasitdria [12-15]. Fora
da faixa ideal desses fatores, as atividades do carrapato
(por exemplo, o comportamento de busca do
hospedeire) podem ser inibidas e, em alguns casos, levar
4 mortalidade do carrapato [6, 16]. Consequentemente,
os fatores abidticos governam diretamente os padrdes
de distribuicdo espacial e temporal dos carrapatos [6, 17,
18], como foi demonstrado para o A. sculptum, por
exemplo, cujos estigios de desenvolvimento apresentam
uma correlagio pronunciada com as flutuacoes
sazonais. Os adultos sdo mais abundantes durante a
primavera e o verdo (chuvas e altas temperaturas), as
larvas durante o meio do outono e o inicio do inverno
{menos chuvas e baixas temperaturas) e as ninfas sdo
mais abundantes durante o inverno e o infcio da
primavera (menos chuvas e temperaturas moderadas)
[19]. Foi demonstrado que o padréo de geracio de um
ano de A. sculptum no sudeste do Brasil é controlado
pela diapausa comportamental das larvas que eclodem
durante a primavera e o verio [20]. Essas larvas
normalmente iniciam sua atividade de busca de
hospedeiros no outono seguinte [20, 21].

Embora a dindmica populacional dos carrapatos
Amblyomma tenha sido amplamente investigada no
sudeste do Brasil, apenas alguns estudos desse tipo
foram realizados em outras regices, como no bioma
amazénico, onde apenas um unico estude avaliou a
sazonalidade dos carrapatos Arblyornma [22]. Essa é
uma lacuna de pesquisa significativa, considerando que
algumas das espécies de carrapatos encontradas nesse

bioma sdc importantes do ponto de vista médico-
veterindrio. Esse é o caso do Amblyomma cajennense
sensu stricto (A.
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cajennense s.s.), cwja distribuigdo é restrita ac bioma

amazoénico [23, 24]. Larvas, ninfas e adultos de

A. cajennense s.s. alimenta-se preferencialmente de
mamiferos de grande porte (por exemplo, Tapirus
terrestris  |anta  sul-americanal, Hydro choerus
hydrochaeris [capivara], Tayassu pecari [queixada],
Pecari tajacu [queixada]), que sio hospedeiros
importantes para a manutencio e a dispersio desses
ixodideos na natureza. Larvas e ninfas também sdo
comumente relatadas em espécies da ordem Carnivora,
roedores de tamanho médic e marsupiais, bem como
em grandes aves que habitam o solo. O Amblyonma
cajennense s.s. é um micrébio oportunista transmitido
por carrapatos que pode parasitar seres humanos no
bioma amazdnico [25-27]. Além disso, os carrapatos A.
cajennense s.s. sdo frequentemente infectados (20-26%)
pela Rick- ettsia amblyommatis (anteriormente
denominada "Candidatus Rickettsia amblyormmii®),
que é mantida com sucesso pela transmissdo trans-
ovariana e transestadial [28]. Embora existam poucas
informacgoes sobre infecgoes por R. amblyommatis em
animais e humanos, ndo se pode descartar sua funcéo
como agente causador da febre maculosa em humanos
[29].

Assim, o conhecimento da dinamica populacional do
A. cajennense s.s. é fundamental para futuras medidas
de vigilincia acarolégica e sanitdria no bioma
amazénico. Para preencher essa lacuna, avaliamos a
dinamica populacional do A. cajennense s.s. em uma
drea degradada do bioma amazénico, bem como a
presenca de organismos rickettsiais nessa populagio de
carrapatos.

Métodos

Area de estudo

QO estudo foi realizado em uma drea rural do municipio
de Santa Inés (altitude: 24 m acima do nivel do mar),
no estado do Maranhdo. Santa Inés estd localizada no
bioma amazénico, e seu clima é quente e tmido, com
temperatura média anual de 27 °C e precipitagio média
anual de 1710 mm [30]. A regido é caracterizada por
duas estagoes quentes: uma estagio chuvosa, de
novembro a maio, e uma estacdo seca, de junho a
outubro. O estudo foi realizado em dois locais
localizados em um fragmento de floresta, totalizando
aproximadamente 10.000 ™ (Fig. 1). O local de estudo
1 (S1; 03°05'44"3, 45°32'50™"W) foi caracterizado como
uma drea de vegetagdo mais fechada devido a
aglomeracio de drvores, arbustos e lianas. Os arbustos
e drvores (aprox. 3-6 m de altura) inclufam muitas
plantas de tamanho médio, como a arvore da febre
(Vismia guianensis), jurubeba roxa (Solanum paludo-
sum), pau-preto (Eugenia biflora) e individuos jovens
de lngasp.
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Fig. 1 Mapa maestrarco a drea de estuco, mun'clplo de Santa Inés, estado do Maranhao, Brasil. A drea ce transicio fol cefinida de acorde com
Marcues et al, [54] A drea de transicdo Amazdnia Oriental-Ceraco varfou de aproximadamente 40 a 250 km. 51, 52, Locals de estudo 1 e 2,

respeclivamente

como uma grande quantidade de ipés (familia
Bignoniaceae} no sub-bosque; além disso, foram
registradas duas espécies da grande familia Fabaceae
(Schnella sp. e Bauhinia sp.). Em termos de vegetagao
rasteira (vegetagio com aproximadamente 50-100 cm
de altura), foram observadas Cyperus sp., Ipomoea sp.,
Alternathera sp. e vassoura-de-cabega-branca (Borreria
verticillata). A palmeira de babagu (Attalea speciosa) era
uma planta dominante na drea. O local de estudo 2 (82;
03°52'48"S, 45°32'53"W) era composto por uma floresta
mais aberta e vegetagao herbacea e rasteira densa, com a
presenca de erva-de-sio-jodo (Chromolaena odorata),
erva-cobra-azul (Stachytarpheta cayennensis), erva-de-
sdo-jodo (Mimosa pudica), malva-preta (Sida spi- nosa)
¢ amiciro-amarelo (Turnera ulmifolia). Também foi
observada uma aglomeragao de subarbustos e arbustos
de caule fino, como a lantana comum (Lantana
camara), a flor-de-aranha (Cleome spinosa), a exrva-de-
sdo-jodo (Urena lobata), além de elementos arbéreos
isolados e espagados em toda a drea, representados por
candle bush (Senna alata), gumtree (Sapium
glandulosum), Coccoloba sp. e a espécie cultivada brown
salwood (Acacia man- gium); além disso, foram
registrados alguns individuos jovens de ipés espalhados
pela area. Entre os locais de coleta havia wm lago de
cerca de 15.000 ™ | onde era possivel ver grupos de
capivaras em grupos de até

60 individuos (filhotes, jovens e adultos) (Fig. 2). Qutros
mamiferos também foram vistos na drea de estudo: paca
(Cunicu- lus paca), gambd (Didelphis sp.), quati {(Nasua
nasua) e cutia (Dasyprocta sp.). Os seres humanos
visitavam com frequéncia areas infestadas de carrapatos,
de modo que o parasitismo por earrapatos era comum,

Sabe-se que 0 Amblyomma cajennense s.s. estd presente
na drea de estudo, enquanto o A. sculptum ainda nao foi
registrado [24].

Coleta de carrapatos

Os carrapatos foram coletados mensalmente de junho
de 2021 a maio de 2023, com um total de 24 coletas nas
estagoes chuvosa (novembro-maio) e seca (junho-
outubro) (Fig. 3). A cada més, os carrapatos foram
coletados por busca visual e por arrasto, conforme
descrito anteriormente [31]. As coletas foram realizadas
entre 8:00 e 12:00 horas e entre 14:00 e 17:00 horas. O
método de arrasto consistiu em passar uma flanela de
algodao (2 m de comprimento *x 1 m de largura) sobre a
folhagem e a vegetacdao, O arrasto foi realizado por
aproximadamente 30 a 40 minutos ao longo de
transectos lineares de aproximadamente 70 a 100 m, com
paradas a cada 5 m para coletar carrapatos da flanela de
algoddo e os que estavam nas roupas dos pesquisadores,
O método de busca visual consistia em inspecionar
visualmente a vegetagdo para verificar a presenca de
carrapatos [31-33]. Foram necessérios dois pesquisadores
para realizar as coletas arrastando, e trés pesquisadores
para o método de busca visual.

Qs carrapatos retirados das roupas dos pesquisadores,
da flanela de algodio (método de arrasto) e da vegetago
foram armazenados em tubos de ensaio de 15 ou 50 ml
contendo etanol 70% e enviados ao Laboratério de
Controle de Parasitas da Universidade Federal do
Maranhdo para identificacio. Os carrapatos foram
examinados morfologicamente em um estereoscopio
binocular (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemanha) com
uma ampliagao entre 6,3 % e 50x. Os adultos e as ninfas
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Fig. 2 Grupo ce capivaras (Hydrochoers hydrochaeris) na drea de estudo,

identificados até o nivel de espécie usando chaves
morfolégicas e descrigdes de espécies [23, 24, 34, 35]. Os
espécimes foram depositados na cole¢do de carrapatos
"Cole¢ao Nacional de Carrapatos Danilo Gongalves
Saraiva” da Universidade de Sao Paulo {(ndmero de
acesso CNC-1656).

Detec¢ao molecular de rickettsias

Dos 3.351 carrapatos coletados neste estudo, 99 adultos
(50 machos ¢ 49 fémeas) foram selecionados
aleatoriamente e processados individualmente para
extragio de DNA usando a técnica de isotiocianato de
guanidina ¢ fenol/cloroférmio [36].

O DNA dos carrapatos foi testado por um ensaio de
PCR em tempo real TagMan (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) que teve como alvo um fragmento
de 147 pb da bactéria rickettsial
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. A Adultos e juvenis, B adultos, juvenis ¢ filnotes

gltA, seguindo o protocolo descrito anteriormente por
Soares et al. [37]. As amostras positivas para PCR em
tempo real foram subsequentemente testadas com um
ensaio de PCR convencional usando os primers
Rr190.70p e Rr190.602n visando o gene da proteina da
membrana externa de 190 kDa (omipA) do grupo da
febre maculosa (SFG) Rickettsia spp. conforme descrito
anteriormente [38]. Os produtos de PCR do ompA
foram purificados usando o “#™® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA) e
sequenciados usando o PE¥™ Terminator v3.1 Matrix
Standards Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific). As rea¢gdes de sequenciamento foram
realizadas em ambas as diregées em um analisador
genético 3500xL. (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scien- tific) usando os mesmos primers das andlises de
PCR.
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Fig. 3 Os dados meteorolégicos da regido de estudo durante o periodo de estude (junho de 2021 a maio de 2023) foram fornecidos pela

Agritempo/EMBRAPA

As sequéncias obtidas foram montadas e analisadas com
o software Seauencher® 5 46 (Gene Codes Corp,, Ann
Arbor, WI, EUA), considerando um escore de qualidade
Phred = 30. As sequéncias
submetidas a

de consenso foram
analises BLASTn
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para inferir as semelhangas
mais proximas disponiveis no GenBank.

As amostras de DNA de carrapato que apresentaram
resultado negativo para DNA de rickettsia pela PCR em
tempo real também foram testadas pela PCR
convencional que tem como alvo o gene 168 ribossomal
DNA (rDNA) mitocondrial do carrapato [39], com o
objetivo de validar o protocolo de extracdo de DNA. Se
a amostra do carrapato ndo produzisse nenhum produto
por essa PCR, considerava-se que o DNA

A extrag@o nao foi bem-sucedida, e o carrapato individual
foi descartado do estudo.

Anilises estatisticas
Caracterizamos a atividade temporal do A, cajennense

s.s, na vegetacdo, examinando a atividade de busca para
cada estigio de vida (larvas, ninfas, adultos [machos e
fémeas]) em relacdo a estacdo seca e chuvosa. Os dados
meteorolégicos foram obtidos do Agritempo,

um
sistema de  monitoramento  agrometeorolégico
fornecido pela Empresa DBrasileira de Pesquisa
Agropecudria (Embrapa}, usando  informacoées

registradas na estacio meteorolégica nimero
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82900 (68 km distante da drea de estudo). Os dados de
temperatura (°C) e precipitacio total (mm) sdo
apresentados como médias mensais. O coeficiente de
correlacio de Pearson foi usado para comparar o
namero de carrapatos em cada estdgio (larvas, ninfas e
adultos) com a temperatura média mensal, a umidade
relativa (UR) e a precipitagio (mm), de junho a
setembro (estacio seca) e de novembro a abril (estacio
chuvosa). As médias de carrapatos de acordo com os
meses mais significativos de seca e precipitacio foram
comparadas usando o teste H de Kruskal-Wallis. A luz
do dia foi calculada subtraindo-se as horas entre o
nascer € o por do sol, de acordo com a latitude e a
altitude da drea de estudo. A normalidade dos dados foi
avaliada usando o teste de Lilliefors. O nivel de
significancia foi definide como P < 0,05. As andlises
estatisticas foram realizadas com o software BioEstat,
v5.3 (Instituto Mamiraud de
Sustentdvel, Tefé, AM, Brasil).

Desenvolvimento

Resultados
No geral, 1.843 (62,4%) adultos (52,6% mulheres, 47,4%
machos), 1110 (37,6%) ninfas e 398 grupos de larvas
foram coletados. Todas as fémeas adultas e ninfas foram
morfologicamente identificadas como A. cajennense s.s.
Como nenhuma outra espécie de carrapato foi
encontrada em nosso estudo, todos os machos e larvas
(morfologicamente compativeis com A. cajennense
sensu lato) foram convenientemente designados como
A. cajennense s.s. Embora os carrapatos tenham sido
coletados em ambos os locals, um nudmero
significativamente maior foi coletado em S1 (93,6% dos
carrapatos individuais e 82,2% dos grupos de larvas) em
comparacéio com S2 (teste do qui-quadrado, ¥ = 6,68, df
=1, P < 0,002). Em S1, todos os estdgios do carrapato
(larvas, ninfas e adultos) foram altamente abundantes,
independentemente da estacio. Larvas, ninfas e adultos
também foram coletados em S2, mas os carrapatos
coletados eram principalmente larvas (47 grupos) e, em
menor abundancia, adultos (n = 23) e ninfas (n = 89).
Em 82, os grupos de larvas foram encontrados
exclusivamente na estacéo seca.

Carrapatos adultos foram coletados em todos os 24

meses de amostragem,
enquanto as ninfas foram coletadas em 22 meses
{nenhuma ninfa foi coletada em fevereiro e margo de
2023) e as larvas foram coletadas em 17 meses
(nenhuma larva foi coletada durante os periodos de
janeiro a abril de 2022 e janeiro a marco de 2023) (Fig.
4). Em ambos os anos de coleta, a atividade larval foi
observada de abril a dezembro, com um pico de junho a
setembro (estacio seca) (Fig. 4). A maior abundancia de
larvas no ambiente foi registrada em agosto em ambos
os anos de estudo (65 e 50 grupos de larvas em 2021 e
2022, respectivamente). A abundéncia de ninfas atingiu
o pico de setembro a novembro (periodo de transicio
entre as estacbes seca e chuvosa), com a maior
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abundéancia registrada em outubro de ambos os anos (180
e 243 individuos em outubro de 2021 e cutubro de 2022,
respectivamente) (Fig. 4). Os carrapatos adultos foram
abundantes de outubro a maio (primavera/verdo/inicio
do outono), com os maiores picos
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em abundincia ocorrendo em marco e abril de 2022

(156 e 143 individuos, respectivamente) e 2023 (163 e
195 individuos, respectivamente (Fig. 4).

As comparacgdes do numero médio de aglomerados
de larvas, ninfas e adultos nas estacdes seca e chuvosa
mostraram que os aglomerados de larvas foram
significativamente mais abundantes na estagio seca do
que na estagio chuvosa (teste H de Kruskal-Wal- lis, H
=36,90, df= 1, P=0,0003) (Figs. 5, 6). Em
Em contraste, os adultos foram significativamente mais
abundantes na estacdo chuvosa (teste H de Kruskal-
Wallis, H = 36,90, df =1, P = 0,002) (Fig. 5¢). As ninfas
foram mais frequentes nos periodos de transigéo entre
as estagoes seca e chuvosa, de modo que sua
abundincia foi semelhante em ambas as estagoes (teste
H de Kruskal-Wallis, H = 36,90, df = 1, P = 0,2426)
(Figs. 5, 6).

Os grupos de larvas (# = 355) foram mais frequentes
quando o nimero de horas de luz do dia foi menor (<
12 h) (estagio seca) (P < 0,0002). Embora presentes em
todos os meses do experimento, os adultos foram mais
frequentes em condi¢oes de longa luz do dia (> 12 h) (n
= 1308) (P < 0,001). A abundincia de ninfas foi
estatisticamente semelhante entre os periodos de
diferentes horas de luz do dia (P = 0,003). Além disso,
as larvas apresentaram uma correlacdo linear negativa
significativa com a precipitagio (v = - 0,7462; P < 0,001;
R2 = 0,6417), enquanto os adultos apresentaram uma
correlacdo positiva (r = 0,8476; P < 0,001; R2 = 0,7941).
Nio houve correlagio entre os estagios do carrapato e
a temperatura média (°C) e a UR (%).

Um total de 384% (38/99) dos adultos de A.
cajennense s.8. apresentou resultado positivo no ensaio
de PCR em tempo real visando o gene glitA da
rickettsia. Desses, 33 (14 machos, 19 fémeas) também
foram positivos para a PCR convencional visando o
gene ompA da SFG-rickettsiae. Os produtos de PCR do
gene ompA geraram sequéncias de DNA confidveis de
sete carrapatos (4 fémeas, 3 machos), todas 100%
idénticas s sequéncias de R amblyommatis
disponiveis no GenBank (nameros de acesso:
MN313363.1, MH818422.1). Com base na confirmacéo
de rickettsias por sequéncias de DNA, a taxa de
infecgio por R. amblyonmumatis em carrapatos A.
cajennense s.s. foi de 7,1% (7/99).

Embora os carrapatos coletados em humanos néo
tenham sido quantificados, todos os trés estdgios ativos
(larvas, ninfas e adultos) foram encontrados com
frequéncia nas roupas e/ou presos a humanos na drea
de estudo, tanto em pesquisadores quantoc em
trabalhadores rurais.

Discussao

O complexo de espécies A. cajennense tem uma
distribuicio que vai do sul dos EUA ao norte da
Argentina [40, 41] e é representado por seis espécies
nominais, duas das quais ocorrem no Brasil: A.
seulptum (biomas Mata Atlantica, Pantanal e Cerrado,
sendo rara na Caatinga) e A. cajennense s.s. (restrita ao
bioma amazdnico) [23, 24]. Estudos anteriores
mostraram que o A. sculptumm é normalmente

encontrado no bioma Cerrado, onde

Pigina % de
19



de Aradjo et al. Parasitas e vetores (2023) 16:391 Pagina 10 de
19

70

1

1

50+
40
30

||‘|I I||||I|- .-

No. of larval cluster

20
10

300

250 H

200

ph

150

100
) | I I I
o |lm W I I H 5 - - - - l - -

180 4

No. of nym

160
140 4

120 4

100

80

60 —

40

20 I
| 1l

Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec Jan Feb Mar Apr May

Fig. 4 Atividade sazonal de larvas, ninfas e adultos de Ambiyomma cajennense sensu stricto ne bioma amazénico, municipio de Santa Inés,
estado do Maranhao, Bras

1

No. of adults

I




de Araujo et al. Parasitas e vetores (2023) 16:391 Pagina 11 de
19

100
»
-
= Dry season
= A
- 80 Y’
z o
= P £
-
=
g o T
=
@
=)
E 40
s P <0.0003
%ﬂ Rainy season
@
2 2
! _—
250
»
B 200
E Dry season P>0.2426
= i
vy
s . o
y 150 Py < S
2 v Rainy season
£
z
100
: &
=
-
2
< 50 -|-
o 1 —r—
250 Rainy season
200 “ .
2
s
=
-
S
S 150
s
2
§ Dry season P <0.002
= A
100 Yy
% ‘o
bl YA
4
< ]
50

Fig. 5 Boxplot do nimero médio de carrapatos Amblyomma cajennense sensu stricto (Qrupeos de larvas, ninfas e adultos) coletados nas
estacoes seca e chuvosa no bioma amazdnico, municipio de Santa Inés, estado do Maranhao, Brasil



ce Araujo et al. Parasitas e vetores (2023) 16:391

Rainy season
500 é
| &

400 ¥=-99,171x + 283,32
R =05313

Precipitation (mm)

Pagina 12 de
19

Dry season

s e
&
& 006455+ 17,573
= R = 0,004
30
2 .
20 [

No. of larval cluster

0 05 1 15 2 25
Rainy season
500 ‘
a0 | o “‘“
400 ¥=-3,065x + 295,03

R

513

Precipitation (mm)
2
2

Dry season

y=-0,083x+18,52
R*=0,0958

100
50
.
0 ) .
0 10 2 30 40 50 60 70 80 0 20 40 60 $0 100 120 140
No.of nymphs
Rainy season Dry season
45 ¥
500
<
el ““‘ Y= 081235+ 1544 " 0 e
1 e 012
w ¢ RF=0,1288 1
g 350 30
i 25 .
g 220
2 20| e
S 200
3 15
B 150 -
10
100 .
& .
50 3
.
) o®
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 10 0 30 £ 50 60 70 80
No. of adults

Fig. 6 Coeficiente de correlagac de Pearson (7) entre o numerc de carrapatos Amblyomma cajgnnense sensu stricte (grupos de larvas, ninfas e
adultos) e a precipitagdo (mmy), municipio de Santa Inés, estado do Maranhao, Brasil

a umidade relativa é moderada (aprox. 65-78% RH) [42].
Em contraste, o carrapato amazénico A. cajennernse s.s.
prefere umidade relativa mais alta (aproximadamente
90% UR) [42]. Ambas as espécies ocorrem no estado do
Maranhdo - A. cajennense s.s. no bioma amazénico e A.
seulptum no Cerrado - com sua ocorréncia simpdtrica
sendo observada no

zona de transicdo Amazdnia-Cerrado [24, 43]. Embora a
drea de estudo esteja nos limites da zona de transicio
Amazédnia-Cerrado (Fig. 1), A. cajennense s.s. foi a Gnica
espécie encontrada durante o presente estudo,
confirmando as observacdes anteriores de Martins et al.
[24]. A auséncia de A. sculptum pode ser explicada pela
alta umidade relativa
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na drea durante todo o ano, mesmo em perfodos secos
(aprox. 3 meses) (Fig. 3). Além disso, durante a estaciio
chuvosa, o solo fica predominantemente umido, com
algumas dreas inundadas por horas ou dias. Essas
caracteristicas sdo desfavordveis para o A. sculptum, que
prefere dreas onde o solo nunca estd amido ou inundado
[44, 45]. Labruna

[42] mostraram experimentalmente que o A. sculptum
sucumbe apds ser imerso em 4dgua, especialmente por
48-72 h. Portanto, embora nossa drea de estudo seja
transitéria e degradada, ela ainda nio é sustentdvel para
o A. sculptumm.

Diversos estudos demonstraram o efeito do clima na
bioecologia dos carrapatos durante a fase ndo
parasitéria, afetando sua sobrevivéncia, inibindo sua
atividade de busca de hospedeiros e/ou influenciando
sua densidade populacional ao longo do tempo e do
espago [6, 14, 16, 46-50]. Nesse contexto, os fatores
climdticos (por exemplo, precipitagio, temperatura e
umidade relativa) sio essenciais para a sobrevivéncia
do A. cajennense s.s. na regido amazénica. Os carrapatos
Amblyomma cajennense s.s. foram coletados durante
todo o ano no presente estudo; em contrapartida, o
numero mensal de larvas, ninfas e adultos coletados
variou. A atividade das larvas foi observada de abril a
dezembro, com pico na estagio seca; as ninfas
predominaram de setembro a novembro, com pico no
periodo de transicio entre as estacdes seca e chuvosa; e
os adultos tiveramn pico na estacio chuvosa. Esse padrio
sazonal é semelhante ao registrado no tdnico estudo
anterior realizado no bioma amazdnico, que foi
relacionado a Ambly- omma spp. (incluindo A.
cajennense s.s.) no estado de Rondénia, oeste da
Amazénia brasileira [22]. Esses resultados também sdo
semelhantes aos relatados para A. sculptiusm nas regides
sudeste e centro-oeste do Brasil (biomas Cerrado e Mata
Atléntica), onde as larvas predominaram na estacio seca
{outono e inverno), as ninfas no perfodo de transigio
seca-seca (inverno-primavera) e os adultos na estagio
chuvosa (primavera e verdo) [51]. De fato, os resultados
do presente estudo sugerem que A. cajennense s.s.
completa uma geragédo por ano na Amazdnia Oriental do
estado do Maranhiio, o que é semelhante ao ciclo de
vida registrado para A. sculptum em outros biomas
brasileiros [19].

As larvas de A. cajennense s.s. eram mais abundantes
durante a estagio seca, quando a umidade relativa era de
aproximadamente 70%, e estavam ausentes nos perfodos
de maior precipitacio. No sudeste do Brasil, Labruna et
al. [20] relataram que o padrdo de geragéo de um ano de
A. sculptum é controlado pela diapausa comportamental
das larvas durante os meses de primavera e verao (ou seja,
a estacio chuvosa). Esses autores mostraram que as larvas
que eclodiam durante as estagdes quentes e chuvosas
permaneciam inativas e confinadas sob a folhagem até o
infcio do outono (abril ou maio, final da estacio
chuvosa), quando

eram observadas buscando a
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vegetacdo. Curiosamente, a atividade larval em nosso
estudo também comecou no final da estagdo chuvosa, em
maio de 2022 e abril de 2023 (ou seja, ndo havia larvas
ativas durante a estacio chuvosa).
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Cabrera e Labruna [21] demonstraram que a

diapausa comportamental das larvas de A. sculptusn é
controlada principalmente pelo fotoperiodo. Eles
mostraram que as larvas que eclodem durante a
primavera e o verdo (duragdo da luz do dia > 12 h)
permanecem inativas até o outono seguinte. Quando as
horas de luz do dia diminuem para menos de 12 h cu a
temperatura média cai para menos de 20 °C, as larvas
terminam o estado de dorméncia e iniciam sua atividade
de busca de hospedeiros. No presente estudo, as larvas
em busca de hospedeiros estiveram ausentes da
vegetacio durante o periodo de janeiro a marco
(estagiio chuvosa) e foram capturadas pela primeira vez
em abril ou maio de 2022 e 2023. Essa atividade larval
inicial coincidiu com a diminuigéo das horas de luz do
dia para < 12 h, sugerindo que, de forma semelhante &
A. sculptum, a diapausa comportamental larval
também pode estar controlando o padrao de geragio de
um ano do A. cajennense

s.s. De fato, sdo necessirios mais estudos para
confirmar essa hipétese.

Embora nosso objetivo principal fosse entender a
dindmica sazonal do A. cajennense s.s. no bioma do
Amazonas, 99 carrapatos adultos também foram
testados para agentes rickettsiais. No total, 33 (33,3%)
carrapatos apresentaram resultados positivos em
ensaios de PCR visando o gene rickettsial ompA, que é
enviado apenas em espécies de Rickettsia SFG. As
sequéncias de DNA foram geradas com sucesso para
sete dos 33 carrapatos positivos para ompA-PCR, todos
atribuidos a R amblyommatis. Essa bactéria foi
detectada em 34 espécies de carrapatos em 17 pafses
americanos [29]. A taxa de infecgio em carrapatos
pode exceder 90% nos EUA, Panamd e Brasil, com
aproximadamente 70% de infeccdo natural no bioma
amazénico  [52]. Sabe-se que a  Rickettsia
amblyommatis é menos prevalente nas populagtes de
A. cajennense s.s. no Maranhio [53], conforme
corroborado por nossos resultados. E importante
mencionar que a R. amblyommatis é potencialmente
patogénica para humanos [29], mas sua associacéo com
casos clinicos de rickettsiose da febre maculosa em
humanos e animais ainda néo estd clara. E interessante
notar que foi demonstrado que a infecgio por R.
amblyommatis pode impedir que os carrapatos
adquiram outras espécies de Rickettsia, pode alterar o
comportamento de busca do hospedeiro pelo carrapato
e pode influenciar a progressio dos sintomas da
doenca a0 infectar humanos [29]. Em conjunto, esses
dados enfatizam a importancia de mais estudos sobre
esse organismo rickettsial.

Por fim, nosso estudo relata pela primeira vez um
comportamento sazonal do carrapato amazodnico A.
cajenriense s.s. O padrio observado de geracdo de 1 ano
confirma esse tempo de geracio para Amblyomma spp.
no bioma amazénico [22]. A descoberta de adultos de
A. cajennense ss. infectados com
A presenca de R. amblyommatis sugere que os animais
e os seres humanos estdo expostos ao risco de infecgio
por esse agente, wma vez que os seres humanos e os
animais selvagens sdo frequentes nos locais de estudo.

Embora os hospedeiros naturais da R amifiemniits
permanecam desconhecidos, a presenca de cdrrapatos e
capivaras infectados no presente estudo sugere a
possibilidade de que esses
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Os roedores podem estar atuando como hospedeiros
amplificadores dessa bactéria. Estudos adicionais sdo
recomendados para entender melhor a relagdo entre A.
cajenriense s.s., R. ambly- ommatis, capivaras e humanos
no bioma amazdnico, considerando que esse ixodideo é
o vetor primdrio de R. amblyommatis e um dos
carrapatos mais comuns que parasitam animais e
humanos nessa regido [24, 26, 27].

Conclusédo

Nossos dados sugerem um padréo de geracéo de um ano
para A. cdajfennense s.s., com uma sazonalidade bem
definida de larvas, ninfas e adultos no bioma amazénico.
As larvas predominam durante a estagio seca, as ninfas
na transicdo seca/chuvosa e os adultos na estacio seca.
A presenca de R. amblyommiatis em adultos sugere que
os animais e os seres humanos da regiio de estudo
correm o risco de serem infectados por esse agente de
SFG-rickettsial. Estudos futuros que investiguem a
relagio entre R. amblyommatis, A. cajennense s.s.,
reservatorios (por exemplo, capivara) e seres humanos
sdo necessirios no bioma amazénico.
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