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RESUMO

LUZ, Hermes Ribeiro. Dinamica do parasitismo e ciclo biolégico de Amblyomma
rotundatum Koch 1844 parasitando Rhinella schneideri (Werner 1894) no Brasil. 2014.
64p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Com o objetivo de acrescentar dados sobre a dinamica do parasitismo por Amblyomma
rotundatum em anuros no Brasil, trés estudos foram conduzidos. O primeiro abordou o
parasitismo por carrapatos em sapos Rhinella schneideri coletados em duas areas de carater
insular (Estacdo Ecologica de Pirapitinga e llha do Boi) situadas no reservatério de Trés
Marias, Minas Gerais. Esse estudo teve como objetivos identificar a fauna de carrapatos e as
relacBes abioticas envolvidas no parasitismo por esses ectoparasitas em R. schneideri. No
segundo experimento, dois espécimes de R. schneideri parasitados por quatro fémeas
ingurgitadas, identificadas posteriormente como A. rotundatum, foram trazidos para o
laboratério de ixodologia da UFRRJ e a partir desses procurou-se avaliar os parametros
biolégicos do ixodideo A. rotundatum, bem como, uma distribuicdo dos registros desse
ectoparasita no Brasil. No terceiro, foi feito um modelo preditivo de distribuicdo de A.
rotundatum no estado do Rio de Janeiro. No primeiro estudo todos os carrapatos foram
identificados como pertencentes a espécie A. rotundatum. Foram examinados 120 espécimes
de R. schneideri, onde destes, 63 individuos (52,5%) estavam parasitados por A. rotundatum
nos estagios de larva (n=96), ninfa (n=163) e adulto (n=134). As fémeas ingurgitadas, 62 de
134 (46,3%), foram coletadas no periodo de dezembro a abril que corresponde a estacéo
chuvosa. A ESEC apresentou os maiores indices de sapos parasitados (n=48) e de prevaléncia
(60%), diferenciando dos mesmos indices registrados para ilha do boi (37,5%) (p<0,0001).
Observamos uma possivel sincronizacdo dos estagios de larva, ninfa e adultos com as
estacdes de seca e chuva. Larvas e ninfas foram frequentes entre 0s meses de junho e agosto
(estacdo seca) e adultos nos meses de dezembro a abril (estacdo chuvosa). Durante os estudos
na Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga foram coletados dois espécimes de R. schneideri
parasitados por duas teledginas cada espécime. Esses hospedeiros foram trazidos para
laboratério de ixodologia da UFRRJ onde se iniciou o estudo dos parametros bioldgicos e
comportamentais de A. rotundatum. Periodos de desenvolvimento de estagios de vida livre
foram avaliados em uma incubadora a 27 £ 1 _°C, [80% UR e escotofase]. O ciclo de vida
total durou 126-228 dias. Carrapatos adultos apresentaram periodos mais longos de pré-
fixacdo, alimentacdo e muda. Oviposicdo durou cerca de 20 dias, com picos ocorrendo no
quarto e quinto dia. Lesdes causadas pela alimentacdo do carrapato sdo discutidas e uma lista
de hospedeiros, incluindo novos registros de hospedeiros para A. rotundatum, é oferecido.
Foram utilizadas ferramentas de modelagem preditiva para estimar areas com maior
adequabilidade ambiental para a ocorréncia de A. rotundatum no estado do Rio de Janeiro. O
modelo foi considerado valido, de acordo com as métricas de avaliacdo de desempenho: AUC
= 0,97; TSS = 0,7; especificidade = 0,9; acuracia = 0,9. Apesar de o modelo apresentar
TSS<0,75, o modelo foi considerado satisfatorio devido aos excelentes resultados das demais
métricas de validacdo. A sazonalidade de temperatura (45,7% de contribuicdo), a altitude
(22,4%) e a sazonalidade de precipitagdo (15,9%) foram as varidveis mais importantes na
determinacéo da distribuicdo potencial de A. rotundatum.

Palavras-chave: carrapatos, anuros, Amblyomma rotundatum, modelagem, temperatura.



ABSTRACT

LUZ, Hermes Ribeiro. Dynamics of parasitism and biological cycle of Amblyomma
rotundatum Koch 1844 parasitizing Rhinella schneideri (Werner 1894) in the Brazil.
2014. 64p. Thesis (Doctor in Veterinary Science, Veterinary Parasitology). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

With the aim to add data on the dynamics of parasitism by Amblyomma rotundatum in
anurans in the Brazil, three studies were conducted. The first approached the parasitism by
ticks in Rhinella schneideri toads collected in two areas of insular character (Ecological
Station Pirapitinga and Island Boi) located in the Trés Marias Reservoir, Minas Gerais. That
study aimed to identify the fauna of ticks and abiotic relations involved in the parasitism by
these ectoparasites in R. schneideri. In the second experiment, two specimens of R. schneideri
parasitized by four engorged females, identified as A. rotundatum, were brought to the
laboratory ixodologia UFRRJ and from these it was sought to evaluate the biological
parameters of ticks A. rotundatum as well, a distribution of records that ectoparasites in the
Brazil. In the third, he was made a predictive model for the distribution of A. rotundatum in
the state of Rio de Janeiro. In the first study, all ticks were identified as belonging to the
species A. rotundatum. Were examined 120 specimens of R. schneideri where of these, 63
individuals (52.5%) were parasitized by A. rotundatum in the stages of larvae (n = 96), nymph
(n =163) and adult (n = 134). The engorged females, 62 of 134 (46.3%) were collected in the
period from December to April which corresponds to the rainy season. The ESEC presented
the highest indices of parasitized toads (n = 48) and prevalence (60%), differentiating of the
same indices recorded for the Boi Island (37.5%) (p <0.0001). A possible synchronization of
stages of larva, nymph and adults with dry and rainy seasons was observed. Larvae and
nymphs were common between the months of June and August (dry season) and adults in the
months from December to April (rainy season). During studies in the Ecological Station
Pirapitinga two specimens of R. schneideri parasitized by two engorged females each
specimen were collected. These hosts were brought into the laboratory ixodologia UFRRJ
where was initiated the study of biological and behavioral parameters A. rotundatum. Periods
of development of free-living stages were evaluated in an incubator at 27 +1 ° C _, [80% RH
and scotophase]. The total life cycle it lasted 126-228 days. Adult ticks exhibited longest
periods of pre-fixation, feeding and moulting. Oviposition it lasted about 20 days, with peaks
occurring in the fourth and fifth day. Lesions caused by feeding of the tick are discussed and a
list of hosts, including new host records for A. rotundatum. Were used predictive modeling
tools for estimating areas with greater environmental suitability for the occurrence of A.
rotundatum in the state of Rio de Janeiro. Were used Predictive modeling tools for estimating
areas with greater environmental suitability for the occurrence of A. rotundatum in the state of
Rio de Janeiro. O model was considered valid, according to the evaluation metrics of
performance: AUC = 0.97; TSS = 0.7; specificity = 0.9; accuracy = 0.9. Although the present
model TSS <0.75, the model was considered satisfactory due to the excellent results of the
other metrics validation. The seasonality of temperature (45.7% contribution), elevation
(22.4%) and seasonality of precipitation (15.9%) were the variables most important in
determining the potential distribution of A. rotundatum.

Key words: ticks, anurans, Amblyomma rotundatum, modeling, temperature.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é privilegiado por sua biodiversidade, sendo a maior em todo mundo,
englobando grandes grupos de plantas e animais. Os diversos ecossistemas, variedade de
espécies e espécies endémicas sdo componentes importantes desta biodiversidade. Com uma
extensdo territorial de cerca de 8,5 milhdes de quilémetros quadrados, o Brasil apresenta
enorme variacdo geomorfologica e climética, abrigando sete biomas, 49 ecorregifes e um
numero significativo de ecossistemas (IBAMA 2007). A flora e a fauna brasileira € a mais
rica do mundo, com 56.000 espécies de plantas superiores, mais de 3.000 espécies de peixes
de agua doce, 946 espeécies de anfibios (SBH, 2012), 1.800 espécies de aves (CBRO, 2011) e
701 espécies de mamiferos (PAGLIA et al., 2012). Contudo, tanto a fauna quanto a flora,
desempenham papéis importantes dentro de um ecossistema, sendo primordial para o
equilibrio entre milhares de espécies existentes e 0 meio abidtico. E seguro mencionar que
cada um dos componentes existentes em um ecossistema possui um papel importante para
manté-lo estruturado e em harmonia. Desta forma, é sensato presumir que todas as espécies
sdo indispensaveis nesse complexo sistema, onde a extincdo de qualquer uma delas pode
alterar toda a dindmica, levando a perdas irreparaveis.

Nos ultimos anos, essa rica biodiversidade vem sofrendo perdas crescentes em sua
fauna e flora por causa das atividades antropicas. A producdo agropecudria e ocupacdo
imobiliéria sdo os principais responsaveis pela destruicdo de habitats, principalmente na Mata
Atlantica e Cerrado. Estes dois biomas brasileiros estdo, hoje, na lista dos “Hotspots” de
biodiversidade, que sdo conjuntos de ecorregiGes prioritarias para conservacao em nivel
mundial (MYERS et al., 2000).

Os processos degradatérios resultantes da acdo antrépica a natureza, pode resultar em
consequéncias desastrosas a vida humana e silvestre em todo mundo. E sabido, que as
mudancas citadas, principalmente na agropecudria, foram responsaveis na proximidade de
populacdes humanas as areas naturais, aumentando o contato entre trabalhadores e seus
animais domésticos com diversas espécies de animais silvestres. Este contato tornou-se o
principal fator na difusdo de agentes infecciosos e parasitarios para hospedeiros e ambientes
silvestres, expandindo novas relagdes ecoldgicas na complexa cadeia de transmissdo das
doencas (CORREA & PASSOS, 2001). Alteracbes no ambiente, resultante de eventos
naturais ou gerado pela acdo antropica, podem alterar a estabilidade ecoldgica e,
consequentemente, a ocorréncia de agentes patogénicos em seus hospedeiros silvestres e
vetores.

Nos ultimos anos, tem-se intensificado inimeros estudos sobre as relacbes do
parasitismo em animais silvestres. Estes animais podem albergar inimeras populaces de
ectoparasitas e endoparasitas que sdo responsaveis, muitas vezes, por causar paralisia através
de suas toxinas, lesbes no tecido, anemia através da ingestdo de grandes quantidades de
sangue e transmissdo de diversos agentes patogénicos, principalmente protozoarios, bactérias
e virus, acarretando infec¢des tanto para vida silvestre quanto para 0 homem. Pesquisas para o
entendimento das relacGes ecoldgicas entre os parasitas e seus hospedeiros sdo de suma
importancia para conservacdo destes animais, ja que, inUmeros estudos consignam que 0S
parasitos podem atuar no controle populacional dos hospedeiros e estruturando as
comunidades de vertebrados e invertebrados (WINDSOR, 1995). A transmissdo de agentes
patogénicos para animais silvestres e seus vetores, pode ser uma ameaca para 0s programas de
manejo e recuperacao de espécies ameacadas, com a ocorréncia de inimeros casos de Obitos
(HOLMES, 1996). Inumeros estudos destacam os efeitos do parasitismo na fisiologia e
comportamento dos seus hospedeiros, bem como, efeitos diretos no processo reprodutivo e na



sobrevivéncia dos mesmos. Esses processos podem afetar a biodiversidade, interferindo nos
diferentes processos da intricada rede ecoldgica. Cabe salientar que, para um parasito causar
morbidade ou mortalidade, varios fatores ambientais operam em conjunto com o estado
nutricional, a imunocompeténcia e as condigdes fisiologicas do hospedeiro (BUSH et al.,
2001).

Os parasitos sdo classificados em endoparasitas e ectoparasitas, em funcdo de sua
localizagd@o no interior ou na superficie do corpo dos hospedeiros, tendo como representantes
0s virus, bactérias, protozoarios, fungos, helmintos e artrépodes (GUIMARAES et al., 2001).
Dentre os grupos citados, os artropodes possuem grande apelo para salde puablica por sua
capacidade transmitir agentes infecciosos para 0 homem e para 0s animais. Os mosquitos e 0s
carrapatos sdo 0s principais vetores de agentes patogénicos dentro dos artrépodes, sendo 0s
carrapatos 0 grupo mais importante na transmissdo para animais domésticos, porém,
secundarios para humanos.

Os carrapatos sdo ectoparasitas classificados na sub-classe Acari que vivem em
ambientes variados, parasitando anfibios, répteis, aves e mamiferos. No Brasil, existe uma
ampla gama de estudos envolvendo a relagdo parasito-hospedeiro em aves e mamiferos, no
entanto, em animais de sangue frio (anfibios e répteis) os estudos ainda sdo muito escassos
com relatos esporadicos, ndo mencionando fatores que possam estar atuando no parasitismo.
Em répteis o parasitismo € mais comum na ordem Squamata com destaque para as familias
Boidae Gray, 1825 e Iguanidae Gray, 1827 (LABRUNA, 2002; BRUM et al., 2003;
FREITAS et al., 2004; DANTAS-TORRES et al., 2005; LABRUNA, 2005a; PONTES, 2009;
GUGLIELMONE; NAVA, 2010; LOPES et al., 2010; RODRIGUES et al., 2010; VIANA et
al.,, 2012). J& em anfibios, os registros sdo ainda mais limitados, sendo as familias
Leptodactylidae Werner, 1896 e Bufonidae Gray, 1825 as Unicas com relatos em associagdo
com carrapatos no Brasil. Os sapos (Bufonidae) sdo corriqueiramente parasitados por
carrapatos em todos seus estagios (larva, ninfa e adulto), porém, pouco se sabe sobre as
relagdes ecoldgicas e fisioldgicas atuantes nesta associa¢do. A maioria dos estudos existentes,
relatando o parasitismo por carrapatos em sapos no Brasil, ndo relaciona os diferentes
parametros parasitarios (nimero de hospedeiros examinados, nimero de hospedeiros
parasitados, total de carrapatos, prevaléncia, intensidade média do parasitismo etc.) e
variaveis ecoldgicas (comportamento do hospedeiro, época do parasitismo, espaco temporal
do parasitismo, tipo de habitat onde ocorreu o parasitismo).

Os poucos registros do parasitismo por carrapatos em sapos no Brasil se concentram
na regido sul, sudeste e nordeste do pais, principalmente em &reas de Mata Atlantica
(SANTOS et al., 2002; WOHEL, 2002; ANTONUCCI et al., 2011; LUZ & FACINNI, 2010).
No bioma cerrado, esta modalidade ainda é mais rara, destacando-se apenas o registro de
Szabé et al. (2007) durante levantamento de carrapatos em fase ndo parasitaria.

Diante dessas consideracdes, a presente tese teve como objetivos acrescentar dados
novos sobre a relacdo Amblyomma rotundatum Koch, 1844 e algumas espécies de bufonideos
no Brasil.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Ordem Anura

A ordem Anura (sapos, ras e pererecas) € a Unica, dentre os anfibios, com registros da
associagao com carrapatos, sendo a familia Bufonidae Gray, 1825, representada no continente
sul americano pelo género Rhinella Fitzinger, 1826 (= Bufo Laurenti, 1768, Chaunus Wagler,
1828), a que possui maior numero de registros de associagdo com carrapatos. Informagdes
sobre a relacdo parasito-hospedeiro em anuros no Brasil sdo escassas, sendo a grande maioria
das publicaces restritas a notificacGes isoladas de ocorréncia com um namero reduzido de
hospedeiros e carrapatos. Muitos destes relatos se concentram nas regides sul e sudeste, com
raros registros para as demais regioes.

2.2 Hospedeiros

Os anfibios se definem como animais que, durante a fase larvéria, tem vida aquatica
(com branquias e nadadeiras) e uma vez adulto, passam a viver em terra, perdendo por
metamorfose as branquias e nadadeiras, e desenvolvendo pulmdes e pernas. Possuem
respiracdo cutanea para compensar a respiracdo pulmonar precaria. Reproduzem-se na agua
por fecundacdo externa, sendo oviparos. A classe Amphibia é composta pelas ordens Anura
(sapos, pererecas e ras), Caudata (salamandras) e Gymnophiona (cobras-cegas) (GOMES,
2006; AMPHIBIAWERB, 2012 ). Quase todas as espécies dependem de ambientes umidos e
habitats de agua doce para sobreviver e reproduzir. A maior diversidade de anfibios se
encontra nas florestas tropicais, enquanto nas regides temperadas e aridas as populacGes
desses animais sdo reduzidas. Nao existe anfibios em ambientes marinhos (AMPHIBIAWERB,
2012; SBH, 2012).

Os anfibios sdo sensiveis a perturbacbes do ambiente e, portanto, indicadores da
qualidade de um determinado habitat. Mais de 6.000 espécies sdo conhecidas pela ciéncia, das
quais 168 sdo consideradas extintas e pelo menos 2.469 (41%) espécies estdo em declinio da
populacdo (AMPHIBIAWERB, 2012; SBH, 2012). Quase um terco das espécies de anfibios do
mundo estdo ameacadas, representando 1.896 (32%) espécies. Em comparacao, apenas 12%
de todas as espécies de aves e 23% de todas as espécies de mamiferos estdo ameacadas.
(AMPHIBIAWERB, 2012; SBH, 2012).

Vaérias pesquisas foram iniciadas para explicar porque as popula¢fes mundiais de
anfibios estdo desaparecendo e constatou-se que flutuacBes naturais das populacdes,
mudancas climéaticas, aumento da incidéncia de raios ultravioletas, poluicdo das &guas,
contaminacdo por pesticidas, espécies invasoras, comércio ilegal de animais silvestres e
infeccbes por fungos quitridios sdo algumas das causas que podem estar levando a
exterminacdo da anurofauna (SILVANO, 2005). Embora a perda de habitat claramente
represente a maior ameaca para os anfibios, uma das causas mais ameacadoras € o fungo
Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore, Pessier, Nichols 1999), descrito em 1998 por
pesquisadores australianos como um fungo letal para anuros (SILVANO, 2005; FONSECA,
2008; GOMES, 2006).

Dentre os anfibios registrados em todo mundo, a familia Bufonidae Gray,1825 se
destaca em sua representatividade sendo constituida por 46 géneros e 528 espécies
(AMPHIBIAWEB, 2012; SBH, 2012). Este grupo distribui-se pelas regies tropicais e
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temperadas com excecdo de Madagascar e Oceania (AMPHIBIAWEDB, 2012; SBH, 2012). No
Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Herpetologia (2012) foram registradas 946 espécies
de anfibios com 913 pertencentes a ordem Anura, um a ordem Caudata e 32 a ordem
Gymnophiona. No Brasil, familia Bufonidae é composta por 69 espécies, sendo 35
pertencentes ao género Rhinella (SBH, 2012).

Nos ultimos anos houve uma intensa discussdo entre os estudiosos para compreender a
imensa diversidade, bem como os aspectos filogenéticos dos anfibios. No caso especifico do
género Bufo, utilizado até recentemente, para maioria das espécies da familia Bufonidae em
todo mundo, Frost et al. (2006), Pramuk (2006) e Chaparro et al. (2007) levantaram hipdteses
da existéncia de um monofiletismo dentro da familia Bufonidae da America do Sul. Assim,
para as espécies do género Bufo sul americanos, estavam disponiveis os géneros Chaunus
Wagler, 1828 e Rhinella Fitzinger, 1826. Frost et al. (2006) propuseram o género Chaunus,
porém com algumas ressalvas no entendimento das relacdes entre as espécies sul americanas.
Posteriormente, Chaparro et al. (2007) propuseram o género Rhinella, proposta aceita
atualmente para as espécies dos sapos sul americanos.

2.3 Parasitismo por carrapatos em sapos. Ocorréncia e distribuicéo

Os artrépodes representam uma grande ameaca a salde publica e dos animais, pois
além de causarem diversos efeitos deletérios no organismo do hospedeiro, que vao desde a
lesdo cutdnea, a anemia ocasionada por uma infestacdo macica, espoliacdo em seus
hospedeiros, transmitem inUmeros patdgenos de carater enzoético e zoonotico (BARROS-
BATTESTI et al., 2006). Dentre os variados grupos dos artropodes estdo os carrapatos, que se
alimentam de sangue, linfa e restos teciduais e representam um grupo de grande importancia
como vetores de doengas infecciosas por utilizarem diversos hospedeiros e possuirem ampla
distribuicdo geografica (LABRUNA et al., 2011).

Os carrapatos possuem especificidade variavel pelos hospedeiros. Algumas espécies
s0 se alimentam em determinados grupos de hospedeiros, enquanto outros sd8o menos
seletivos. Em geral, os estagios imaturos das espécies que realizam ciclos em dois ou mais
hospedeiros, alimentam-se em animais de pequeno porte, enquanto adultos tem preferéncia
por animais de médio e grande porte (FACCINI & BARROS-BATTESTT], 2006).

Em anuros ja foram registrados inimeros agentes patogénicos: bactérias, fungos,
protozoarios, helmintos e artropodes. Neste Gltimo grupo, encontram-se 0s carrapatos
pertencentes aos géneros Amblyomma e Ornithodoros, sendo o primeiro mais comum em
associacdo com estes vertebrados (SCHUMAKER & BARROS, 1994; BARROS-
BATTEST]I, 2006; LUZ & FACCINI, 2010).

No Brasil existe apenas um relato do parasitismo por argasideos, Ornithodoros sp., em
anuros da espécie Thoropa miliaris (Spix, 1824) (Leptodactylidae), que vivem préximo a
cachoeiras, ou seja, areas muito Umidas e com agua corrente, no Estado do Rio de Janeiro
(BARROS-BATTESTI, 2011), sendo este 0 primeiro registro em toda regido neotropical. O
segundo relato de uma espécie de Ornithodoros em anuros, foi publicado por Rivas et al.
(2012) em Rhinella arenarum (Hensel, 1867) da Argentina.

O género Amblyomma é representado no Brasil por 30 espécies validas parasitando
mamiferos, aves, répteis e anfibios (DANTAS-TORRES, 2009). Contudo, apesar do grande
numero de espécies de carrapatos descritos, apenas seis foram registradas parasitando anuros
do género Rhinella: Amblyomma dissimile Koch 1844 e Amblyomma rotundatum Koch 1844



as espécies mais comuns, e Amblyomma fuscum Neumann 1907, Amblyomma goeldii
Neumann 1899, Amblyomma humerale Koch 1844 e Amblyomma cajennense Fabricius 1787
(WELLS et al., 1981; PETIT et al., 1990; BARROS-BATTESTI et al., 2006; SZABO et al.,
2007; DANTAS-TORRES et al., 2009; GUGLIELMONE & NAVA, 2010). O registro de A.
cajennense pode ser considerado como totalmente acidental, ja que a espécie nunca mais foi
assinalada em sapos apos a citacdo de Robinson (1926). A. cajennense, apesar de sua baixa
especificidade, € um carrapato exclusivo de animais de sangue quente como mamiferos e
aves, incluindo o homem. Estudos mais amplos e detalhados s&o necessarios para se conhecer
com exatiddo a importancia de anuros como hospedeiros de A. fuscum, A. goeldii e A.
humerale.

O carrapato Amblyomma dissimile € uma espécie muito proxima a A. rotundatum,
tanto morfologicamente como na distribuicdo geogréfica. Segundo Jones et al. (1972) e
Barros-Battesti et al. (2006), A. dissimile possui registros parasitando uma gama de
hospedeiros heterotérmicos e homeotérmicos, no entanto, a maioria dos registros se concentra
em animais de sangue frio, principalmente répteis (LEVINE et al., 1980; BRUM & RICKES,
2003; FREITAS et al., 2004; BARROS-BATTESTI et al., 2006; DANTAS-TORRES et al.,
2008; CARRASCAL et al., 2009; GUGLIELMONE & NAVA, 2010). Segundo Guimardaes et
al. (2001), a espécie € comum em répteis do Panama, parasitando mais de 84% dos lagartos e
iguanas, 60% dos ofidios e 72% dos sapos. Em anuros esta espécie de carrapato possui 64
registros naquele pais, porém poucos s&o os registros no Brasil: em Rhinella sp. (ARAGAO,
1912) e Rhinella marina (Linnaeus 1758) (ROBINSON, 1926; SCHUMAKER & BARROS,
1994). Este carrapato possui ampla distribuicdo sendo encontrada em diversos paises das
Américas do Norte, Central e do Sul. No Brasil foi encontrado em inumeros estados como no
Acre, Amazonas, Para, Roraima, Pernambuco, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e S&o Paulo
(SCHUMAKER & BARROS, 1994; BARROS-BATTESTI et al., 2006; ONOFRIO, 2007).

O carrapato  Amblyomma rotundatum, como ja mencionado, € muito semelhante &
espécie anterior. Parasitam especificamente animais de exotérmico frio e foi descrito pela
primeira vez, por Koch em 1844, a partir de uma Unica fémea coletada no estado do Par3,
Brasil (ROBINSON, 1926). Este carrapato € comum em sapos do género Rhinella sp. e em
inimeras espécies de répteis em condic¢des naturais (GUGLIELMONE & NAVA, 2010), com
alguns relatos em mamiferos (LABRUNA et al., 2005a; GUGLIELMONE & NAVA, 2010).
Porém, Aragdo (1912) considerou estes eventos como ocasionais, sendo que nenhuma
tentativa em alimentar esta espécie de carrapato em laboratério, utilizando animais
homeotérmicos como hospedeiros teve sucesso. Reproduz-se por partenogénese, embora haja
trés relatos de adultos machos (KEIRANS & OLIVER, 1993; LABRUNA et al., 2005b;
MARTINS et al. 2014). Ha um registro de hiperparasitismo, onde uma fémea ndo ingurgitada
foi registrada fixa no ventre de uma fémea ingurgitada (LABRUNA et al., 2007).

A ocorréncia de A. rotundatum é bastante conhecida para varias espécies de
bufonideos (FACCINI et al., 1999; ONOFRIO et al., 2002; GUGLIELMONE & NAVA,
2010; LUZ & FACCINI , 2010). Guglielmone & Nava (2010) citam os seguintes hospedeiros:
Anaxyrus terrestris (Bonnaterre, 1789), Peltophryne peltocephala Tschudi, 1838, Rhinella
sp., R. arenarum, Rhinella granulosa (Wied-Neuwied, 1821), Rhinella icterica (Spix, 1824),
R. marina, Rhinella schneideri (Werner, 1894) e Rhinella crucifer (Wied-Neuwied, 1821). O
registro de A. rotundatum em Rhinella crucifer (Wied-Neuwied, 1821), citado por
Guglielmone & Nava (2010), néo sera discutido neste estudo por ser um registro duvidoso.
Em relacdo as espécies do género Rhinella, as ocorréncias registradas para o Brasil sdo as
seguintes: Rhinella sp. (JONES et al., 1972; LABRUNA et al., 1997; BARBIERI et al., 2000;
ONOFRIO et al., 2002; LABRUNA et al.,, 2004; LABRUNA et al., 2005); R. granulosa
(ONOFRIO et al., 2002; SANTOS et al., 2002); R. schneideri (SANTOS et al., 2002; SZABO
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et al., 2007; LUZ & FACCINI 2010, ANTONUCCI et al., 2012); R. icterica (ONOFRIO et
al., 2002; WOEHL, 2002; LUQUE et al., 2005); R. marina (ARAGAO, 1936; OBA &
SCHUMAKER, 1983; PETIT et al., 1990; FIGUEIREDO, 1999; LAMPO et al., 1997,
ONOFRIO et al., 2002; AHID et al., 2009) e R. jimi (DANTAS-TORRES et al., 2010). Essas
citacBes resumem-se a simples registros de ocorréncia com alguns autores incluindo dados
sobre prevaléncia e intensidade de infestacdo, porém em amostras reduzidas de hospedeiros.

O carrapato A. rotundatum distribui-se dos Estados Unidos a Argentina (KEIRANS &
OLIVER, 1993; BARBIERI et al., 2000; EVANS et al., 2000; GUIMARAES et al., 2001;
ONOFRIO et al., 2002; ARZUA et al., 2005; LABRUNA et al., 2005a; PAREDES-LEON et
al., 2008; AHID et al., 2009;). Nos EUA esta espécie foi introduzida acidentalmente no sul da
Flérida parasitando R. marina que foi transportada para esta regido no combate as populacdes
de moscas que se formavam nas plantaces de cana de aglUcar (OLIVER et al., 1993). No
Brasil, sua distribuicdo é bastante ampla indo do estado do Amazonas até o Rio Grande do
Sul (ARAGAO, 1912; ARAGAO, 1936; WELLS et al., 1981; PETIT et al., 1990;
LABRUNA et al., 1997; EVANS et al., 2000; GUERRA et al., 2000; GUIMARAES et al.,
2001; ARZUA et al., 2005; BARROS-BATTESTI et al., 2006).

2.4 Ciclo Bioldgico

As espécies A. rotundatum e A. dissimile apresentam trés estagios no desenvolvimento
de seu ciclo bioldgico, larva, ninfa e adulto, sendo que todos sdo ativos e dependem do
repasto sanguineo para desempenho pleno de suas funcBes bioldgicas. Nas espécies em
questdo, conhecidos como carrapatos de trés hospedeiros, cada estagio tem uma fase de vida
livre e uma parasitaria (FACCINI & BARROS-BATTESTTI, 2006). Entre os carrapatos,
citados na presente revisdo, apenas Ornithodoros sp. (BARROS-BATTESTI et al., 2011) e A.
fuscum (MARTINS et al., 2010) ndo possuem, até 0 momento, a descricdo de seu ciclo
biolégico. Para A. dissimile, o Unico artigo que apresenta maiores detalhes sobre o ciclo
bioldgico é o de Schumaker & Barros (1994), embora partes do ciclo tenham sido publicado
por Dunn (1918) em Boa imperator Daudin, 1803, Oxybelis fulgidus Daudin, 1803, e
Epicrates cenchria Linnaeus, 1758, Brodkin (1918) em Iguana iguana Linnaeus, 1758 e
Freitas et al. (2004) em Tropidurus torquatus (Wied, 1820).

No entanto, estudos sobre o ciclo bioldgico de A. rotundatum sdo escassos, quando
existentes, sdo incompletos.

2.5 Agentes Infecciosos
2.5.1 Agentes infecciosos em anuros

Nas Ultimas décadas, varios artigos foram publicados sobre agentes infecciosos com o
intuito de aprimorar o conhecimento das doencas e das causas de mortalidade em animais
silvestres e sua importancia para a conservagdo da fauna, transmissao de agentes patogénicos
para os animais de producéo e de companhia e as zoonoses.

Os anuros vivem em habitats terrestres e aquaticos, sendo estes expostos a diversos
vetores hematdfagos. Este comportamento leva esses anfibios a ocuparem uma posicéo ideal
para serem infectados/parasitados por virus, bactérias, protozoarios, leveduras e nematdides
(DESSER, 2001). Entre os hemoparasitas descritos em anuros, ja foram relatados
protozoarios do género Trypanosoma, e do grupo das hemogregarinas Hepatozoon
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(Hepatozoidae) e Haemogregarina (Haemogregarinidae) (SOUZA, 1974). Inimeros estudos
registram que o parasitismo por Hepatozoon é comum em rds (Ranidae) e sapos (Bufonidade)
no mundo todo (SMITH, 1996).

Existem diversos grupos de ectoparasitas de anfibios atuando como vetores de agentes
infecciosos: sanguessugas (Batracobdella picta Verrill) transmitindo tripanossomas, formas
observadas em Rana clamitans Latreille, 1801, Rana catesbeiana Shaw, 1802 e Rana
setentrionales (Baird, 1854), Hyla crucifer Wied-Neuwied, 1838, R. americanus LeConte,
1825, R. sylvatica LeConte, 1825 e Plethodon Cinereus Green, 1818 (BARTA & DESSER,
1984). Mosquitos do género Phlebotomus na transmissédo de tripanossomas em rds na china
(FENG & CHAO, 1943) e o carrapato A. rotundatum transmitindo Hemolivia e Hepatozoon
(PETIT etal., 1990, LAINSON et al., 2007).

2.5.2 Agentes infecciosos em carrapatos associados a anuros

Dentre as espécies de carrapatos, citadas anteriormente parasitando anuros brasileiros,
quatro tem registros na literatura como vetor de pelo menos um tipo de agente infeccioso, a
espécie A. rotundatum € comumente registrada sendo infectada por hemogregarinas. As
hemogregarinas sdo parasitas sangiiineos pertencentes as subordens Adeleina e Eimeriina do
filo Apicomplexa, sendo os principais géneros deste grupo, Hepatozoon (Hepatozoidae) e
Haemogregarina (Hemogregarinidae) (LEVINE et al., 1980). J& a espécie A. dissimile é
provavelmente o vetor de Hepatozoon fusifex (BALL et al., 1969) para Boa constrictor
Linnaeus, 1758. Além dos protozoarios, ha relatos também da infeccéo por Rickettsia belli em
ambos vetores A. rotundatum e A. humerale (LABRUNA et al., 2011).

2.6 Patologia

O aparelho bucal do carrapato penetra profundamente na pele do hospedeiro,
permanecendo fixado através do hipostdbmio e pela solidificacdo da secrecdo salivar. Ao
provocar a laceracdo dos tecidos e vasos sanguineos, o carrapato ingere sangue e outros
liquidos tissulares dos hospedeiros. No processo de alimentacdo, os carrapatos causam: acdo
traumatica, acdo mecanica, espoliacdo direta e acao toxica.

Os carrapatos parasitas de répteis e anuros sdo conhecidos por produzir lesdes na pele
(ARAGAO, 1936) e por afetar o sistema reticulo-endotelial de seus hospedeiros e inocular
toxinas (JAKOWSKA, 1972). Les0es causadas por carrapatos em sapos sao citadas em raros
trabalhos na literatura. No trabalho de Zug & Zug (1979), com R. marina, o autor menciona
lesBes no corpo dos sapos apds o0s carrapatos se desprenderem.

As lesdes observadas em sapos naturalmente infestados podem levar diretamente para
o0 estabelecimento de doencas infecciosas através dos hospedeiros debilitados ou permitindo o
crescimento de patdgenos na area dos ferimentos, podendo interferir na regulacdo das
populacdes de sapos (SMITH, 1996). Altas infestacbes por carrapatos em anuros podem
diminuir a resisténcia imune desses animais acometidos, podendo leva-los a &bito
(ARAGAO, 1936; OBA & SCHUMAKER, 1983; ANTONUCCI et al., 2012). Contudo,
estudos envolvendo a transmissdo de agentes patogénicos e os tipos de danos fisicos causados
pelos carrapatos em sapos sao raros no Brasil e precisam ser aprofundados para um melhor
conhecimento dessa etapa da relagéo parasito-hospedeiro.
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3. CAPITULO |

DINAMICA DO PARASITISMO POR Amblyomma rotundatum Koch, 1844
(ACARI:IXODIDAE) EM SAPOS Rhinella schneideri (Werner, 1894)
(ANURA: BUFONIDAE) EM UMA AREA DE CERRADO, MG, BRASIL.



3.1 RESUMO

Foram amostradas populac@es de Rhinella schneideri de duas areas diferentes situadas no Rio S&o
Francisco: Estagdo Ecoldgica de Pirapitinga and llha do Boi municipio de Trés Marias, Minas
Gerais, Brasil. Foram capturados 120 sapos, dos quais, 63 individuos (52,5%) estavam parasitados
por carrapatos identificados como Amblyomma rotundatum (n= 393) em todos os estégios: larva
(n=96), ninfa (n=163) e adulto (n=134). O maior nimero de sapos parasitados (n=48) e a maior
prevaléncia (60%) foi na Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga, diferenciando dos valores registrados
para Ilha do Boi (37,5%) (p<0,0001), no entanto, o maior valor de Intensidade Média do
Parasitsmo foi para Ilha do Boi (12,1). Os estagios de larva e ninfa apresentaram picos entre 0s
meses de junho e agosto (estacdo seca). InfestacBes por carrapatos adultos ocorreram
principalmente nos meses de dezembro a abril (estacdo chuvosa), apresentando uma possivel
sincronizacdo com precipitacdo pluvial. Foram também de dezembro a abril os maiores indices de
numero de sapos examinados, nimero de sapos parasitados e prevaléncia. Adicionalmente, foram
coletados 369 carrapatos nos estagios de larva (n=68), ninfa (n=46) e adulto (n=255) através da
metodologia de arrasto de flanela. As espécies capturadas foram Amblyomma cajennense,
Amblyomma parvum, Amblyomma dubitatum, Amblyomma ovale e Amblyomma coelebs. Duas
ninfas ingurgitadas de A. rotundatum foram observadas no mesmo micro ambiente onde dois
sapos mantinham repouso no periodo diurno. Esses dados sugerem um comportamento
semelhante ao observado para espécies nidicolas de argasideos.



3.2 ABSTRACT

We sampled populations Rhinella schneideri in two different areas located in the Sdo Francisco
River: Ecological Station and Pirapitinga (ESEC) and Boi Island municipality of Trés Marias,
Minas Gerais, Brazil. We caught 120 toads, of which 63 subjects (52.5%) were parasitized by
ticks identified as Amblyomma rotundatum (n = 393) in all stages: larva (n = 96), nymph (n = 163)
and adult (n = 134). The largest number of infested toads (n = 48) and the highest prevalence rate
(60%) was in the Pirapitinga Ecological Station, differing from the values recorded for Cattle
Island (37.5%) (p <0.0001), however, the greatest value of mean intensity of infestation was
recorded in the Cattle Island (12.1). The larval and nymphal stages showed peaks between June
and August (dry season). Adult ticks infestations occurred primarily in the months from
December to April (rainy season), showing a possible synchronization with rainfall. The highest
number of toads examined, number of parasitized toads and prevalence was also from december
to april. Additionally, we collected 369 free ticks as larvae (n = 68), nymphs (n = 46) and adults
(n = 255) by drag sampling . The collected species were Amblyomma cajennense, Ablyomma
parvum, Amblyomma dubitatum, Amblyomma ovale and Amblyomma coelebs. Two engorged
nymphs of A. rotundatum were observed in the same microenvironment of two toads resting
places. These data suggest a behavior similar to that observed for nidicoles argasids.
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3.3 REVISAO DA LITERATURA

Nos ultimos anos o Cerrado vem sofrendo perdas crescentes em sua fauna e flora,
devido, principalmente, as atividades antropicas (MYERS et al., 2000). Alteracdes no
ambiente, resultante de eventos naturais ou gerado pela agdo antropica, sdo responsaveis por
alterar a estabilidade ecoldgica e, consequentemente, a ocorréncia de parasitas e agentes
patogénicos em animais silvestres e domésticos (CORREA & PASSOS, 2001). Em sapos, 0s
carrapatos sdo ectoparasitas responsaveis por causar lesdes, hemorragias e, por transmitir
patogenos para estes hospedeiros (ARAGAO, 1936; JAKOWSKA, 1972; ZUG & ZUG,
1977; OBA, 1983-1984; SMITH, 1996).

O carrapato comumente registrado parasitando sapos brasileiros € Amblyomma
rotundatum Koch, 1844. No entanto, a grande maioria das publicacfes refere-se a citacdes de
ocorréncia com alguns autores incluindo dados sobre prevaléncia (Pl) e intensidade de
infestacdo (IMP), porém em amostras reduzidas de hospedeiros (LUQUE et al., 2005;
SZABO et al., 2007; DANTAS-TORRES, 2008; ANTONUCCI et al., 2012). Excetuam-se
desse contexto, os trabalhos de Woehl (2002) que registrou Pl de 19,2% e IMP de 7,4 ao
examinar 125 exemplares de Rhinella icterica (Spix, 1824) infestados por A. rotundatum em
Corup4, Santa Catarina e Ahid et al. (2009) que registraram PI de 4,95 % e IMP de 2,8 em
101 sapos da espécie Rhinella marina (Linnaeus, 1758), também parasitados por A.
rotundatum, no Rio Grande do Norte.

No caso especifico de Rhinella schneideri (Werner, 1894), Santos et al. (2002)
encontraram Pl de 61,64% ao estudar o parasitismo por A. rotundatum em 73 exemplares de
R. schneideri em Sdo Lourenco da Mata, PE. Além desse artigo, a literatura registra as
seguintes citacdes de ocorréncia sem informacdes adicionais sobre a dindmica do parasitismo:
Argentina (IVANCOVICH, 1973; SMITH et al., 2008) e Brasil (ANTONUCCI, 2011).

Ambas as espécies, R. schneideri e A. rotundatum, possuem ampla distribuicdo pelo
Brasil. A primeira possui uma distribuicdo desde o sul do Espirito Santo, Sdo Paulo e norte do
Estado do Parana (BALDISSERA Jr. et al., 2004) e a segunda distribui-se do Amazonas até o
Rio Grande do Sul (ONOFRIO et al., 2002; WOEHL, 2002; LUQUE et al., 2005; BARROS-
BATTESTI et al., 2006; LABRUNA et al., 2005a; GUGLIELMONE & NAVA, 2010; LUZ
& FACCINI, 2010; ANTONUCCI et al., 2012).

Embora, a literatura pertinente registre alguns agentes patogénicos transmitidos por A.
rotundatum, para sapos (LEVINE et al., 1980; PETIT, et al., 1990, LAINSON et al., 2007),
ndo encontramos nenhum registro sobre esse tdpico, envolvendo R. schneideri.

Este é o primeiro estudo detalhado sobre a dinamica do parasitismo e possivel
influéncia de fatores abioticos na relacdo parasito-hospedeiro entre estas duas espécies.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em duas &reas localizadas no Rio Sdo Franciso, dentro do
Reservatorio da Usina Hidrelétrica do municipio de Trés Marias, Minas Gerais, Brasil. Area 1
— conhecida como ESEC (Estagdo Ecoldgica de Pirapitinga) possui as seguintes coordenadas
geogréficas: 18° 20° 15” S e 45° 17° 34” W. Sua superficie é de aproximadamente de 4 a 5
km, dominada pela vegetagdo de Cerrado e Cerraddo. Area 2 — conhecida como Ilha do Boi,
possui as seguintes coordenadas geograficas: 18° 18°S e 45° 16°W. Sua superficie ¢ de
aproximadamente de 1 a 2 km, também coberta pela vegetacdo de cerrado, porém, com
intensa acdo antropica (Figura 1). As duas areas sdo totalmente isoladas pelo rio Séo
Francisco, que na regido possue largura de aproximadamente 2,5Km.
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-z

W—-- &= E

-

)
0 1000m

Figura 1: Mapa de localizagdo mostrando as duas areas de estudo no Rio S&o Francisco,
municipio de Trés Marias, Minas Gerais, Brasil. 1) Estacdo Meteorolégica CEMIG; 2)
municipio de Trés Marias; 3) Barragem da Represa; 4) llha do Boi; 5) ESEC, MG, Brasil.
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3.2.2 Coleta e identificacéo dos carrapatos

Todos os carrapatos encontrados em seus diferentes estagios (larvas, ninfas e fémeas)
foram removidos dos sapos. Em adicéo, utilizou-se a metodologia de arrasto de flanela na
tentativa de coletar as fases de vida livre dos trés estagios mencionado acima. Todos 0s
carrapatos coletados foram armazenados em frascos de vidro contendo alcool 70% para
posterior identificacdo. Os sapos capturados eram sempre devolvidos a natureza no intuito de
impedir qualquer tipo de impacto na populacdo de anuros. O hospedeiro foi identificado de
acordo com Lema; Martins (2011). Para a identifcacdo dos carrapatos adultos, utilizamos os
critérios morfoldgicos da chave dicotbmica em Barros-Battesti et al. (2006). Os estagios
imaturos (larvas e ninfas) foram identificados de acordo com Keirans & Durden (1998),
Amorim & Serra-Freire (1999) e Martins et al. (2010).

3.2.3 Captura dos hospedeiros

Para captura dos anuros foram utilizados dois métodos de amostragem listados a
seguir. 1- amostragem com armadilhas de queda com cerca guia (pitfall traps), utilizando-se
baldes de plastico de 40 litros enterrados no solo, para captura. O “pitfall” foi disposto
linearmente no interior das ilhas, conectados a cada 10m por uma cerca-guia de lona pléastica
preta (30cm de altura), com a extremidade inferior enterrada no solo. Os pitfalls foram
vistoriados das 09:00 e 12:00h, totalizando 48 visitas ao campo. 2- busca ativa e captura
manual. A procura dos anuros consistiu em caminhadas pela borda das ilhas e em todos os
microhabitats acessiveis. A captura manual e observac@es visuais dos anuros ocorreram entre
18:00 e 23:00 horas. As expedi¢bes ocorreram mensalmente, com quatro dias de coleta para
cada expedicdo, no periodo de janeiro a dezembro de 2009. O hospedeiro foi identificado de
acordo com Lema & Martins (2011). Para os deslocamentos entre as ilhas foram ulizados
barcos do IBAMA/ICMBIo. Projeto desenvolvido com a autorizacdo do IBAMA, processo
no. 21304-1/2010.

3.2.4 Dados climatoldgicos

Os dados climaticos utilizados, tais como densidade de agua no solo (DAS) e
precipitacdo sdo referentes ao posto Meteorolégico da Compania Energética de Minas Gerais
(CEMIG) localizada no Municipio de Trés Marias, Minas Gerais (Figura 2), distando 15Km
do local das coletas. A classificacdo das estagdes estacdo seca (maio a setembro) e chuvosa
(outubro a abril), foram baseadas na publicacdo da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (publicagdo: junho,2012. http://www.cpac.embrapa.br/unidade/ocerrado/).
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Figura 2: Alguns fatores abioticos avaliados no periodo de Janeiro a Dezembro de 2009, na
regido de Trés Marias, MG.

3.2.5 Estatistica

Para analisar as possiveis diferengas nos valores da prevaléncia de infestagdo (PI),
intensidade média no parasitismo (IMP) e abundancia (AB) entre os dois locais estudados,
utilizamos, respectivamente, o teste do Qui quadrado e o teste de Mann-Whitney. O teste de
Qui quadrado também foi utilizado para avaliar as diferencas entre as estacfes seca e chuvosa.
Para as analises foi utilizado o programa Biostat 5.0, desenvolvido por Ayres et al. (2003).
Todas as analises estatisticas foram realizadas em um nivel de significancia de 5%.

Projeto desenvolvido com a autorizagdo do IBAMA, processo no. 21304-1/2010.

A dispersdo dos carrapatos entre os hospedeiros foi avaliada pelo quociente variancia/
abundancia média do parasitismo, através do programa Quantitative Parasitology 3.0 (R6sza
et al., 2000).
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4 RESULTADOS

4.1 Parasitismo

No total, foram capturados e examinados 120 sapos, dos quais 63 ( 52,5%) estavam
parasitados por A. rotundatum. Foram coletados 393 carrapatos nos estagios de larva (n=96 /
24,4%), ninfa (=163 / 41,5%) e fémeas (n= 134 / 34,1%) nas duas estacdes. A abundancia
variou de um a 52 carrapatos por sapo parasitado (Figura 3).
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Figura 3: Variacdo de estadios capturados em Rhinella schneideri no cerrado, na regido de Trés
Marias Minas Gerais.
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Tabela 1. Numero de sapos examinados, nimero de sapos parasitados, prevaléncia de infestacdo
(P1%), Intensidade Média do Parasitismo (IMP), nimero de carrapatos (LL=larva, NN=ninfa e
AA=adulto) em Rhinella schneideri, na regido de Trés Marias Minas Gerais.

Area N° Sapos N° Sapos P1% IMP Carrapatos
examinados  Parasitados

N° de carrapatos  LL NN AA

ESEC 80 48 60° 4.4° 212 37 101 85
I. Boi 40 15 37,5° 12,1° 181 59 62 49
Totais 120 63 52,5 6,2 393 96 163 134

Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Qui-quadrado a 5% de significancia.

Comparagéo entre IMP (Teste de Mann-Whitney), 5% de significancia.

Lesdes no local das picadas dos carrapatos foram observadas na maioria dos
hospedeiros infestados (n= 84/120, 70%) durante o parasitismo por todos estagios (larva,
ninfa e fémeas ), porém, as lesdes eram mais severas no parasitismo por fémeas ingurgitadas.
Em um dos hospedeiros foi possivel registrar um quadro de hemorragia causada apos a
retirada de uma fémea totalmente ingurgitada (Figra 4 e 5).

Os carrapatos foram coletados em diversas regiées do corpo do hospedeiro, ocorrendo
em maior frequéncia nas regides cabega [n=60 (larva=23, ninfa=20 e fémea=17)] e membros
posteriores [n= 72 (larva=15, ninfa=9 e fémea= 48)]. As demais regides foram: membro
anterior [n= 40 (larva=10, ninfa=16 e fémea= 14)], dorso [n= 48 (larva=9, ninfa=36 e fémea=
3)], ventre [n= 51 (larva=10, ninfa=13 e fémea= 28)], regido anal [n= 40 (larva=6, ninfa=25 e
fémea= 9)], laterais do corpo [n=35 (larva=10, ninfa=17 e fémea= 8)], proximos as paratdides
[n= 25 (larva=8, ninfa=12 e fémea=5)] e axilas [n= 22 (larva=5, ninfa=15 e fémea= 2)].
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Figura 4: Lesdes causadas por uma fémea de Amblyomma rotundatum apés desprendimento.
(A)= lesdo apods desprendimento da fémea em fase final de ingurgitamento; (B)= detalhe da les&o
e sangramento apos desprendimento; (C)= fémea de Amblyomma rotundatum, ndo ingurgitada,
durante repasto sanguineo; (D)= lesdo apds desprendimento do carrapato e (E)= processo de
cicatrizacdo da lesdo.
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Figura 5: Infestacio por Amblyomma rotundatum em Rhinella schneideri: fémeas
alimentando na regido ventral (A) em infestacdo natural e lesdo causada apés alimentagédo de
uma fémea na regido lateral do corpo (B) em infestacdo experimental.

4.2 Carrapatos de vida livre

Foram capturados 369 carrapatos nos estagios de larva (n=68), ninfa (n=46) e adulto
(n=255). Dentre o total de adultos capturados, Amblyomma cajennense (n=132) foi a espécies
mais comum, seguida por Amblyomma parvum (n=97), Amblyomma dubitatum (n=14),
Amblyomma ovale (n=7) e Amblyomma coelebs (n=5) (Tabela 2). Do total de ninfas, 56 foram
identificadas como sendo da espécie A. cajennense, 12 A. parvum, trés A. dubitatum, duas A.
ovale e uma A. coelebs (Tabela 2). Todas as larvas foram identificadas como Amblyomma
spp. Nenhum exemplar de A. rotundatum foi capturado no arrasto, no entanto, duas ninfas
ingurgitadas (Figura 6) foram observadas no mesmo micro ambiente de repouso, no periodo
diurno, de dois sapos.

Figura 6: Ninfa ingurgitada de Amblyomma rotundatum encontrada no mesmo sitio ap6s
examinarmos individuos de Rhinella schneideri no mesmo micro ambiente. (A) = seta
indicando uma ninfa ingurgitada no solo e (B) = seta indicando espécimes de Rhinella
schneideri em repouso diurno sob as madeiras retiradas.

18



4.3 Possiveis influéncias de fatores climaticos

Todos os estagios foram coletados nas duas estagdes. Os estagios de larva e ninfa
apresentaram picos de infestacdo na estacdo seca. No entanto, as 62 fémeas totalmente
ingurgitas somente foram coletadas estacdo chuvosa (Tabele 3).

Importante destacar que foi durante a estacdo chuvosa (principalmente entre 0s meses
de dezembro a abril), que registramos o maior nimero de sapos examinados (81/120, 67,5%),
maior nimero de sapos parasitados (50/63, 79,3%) e prevaléncia mais alta (p < 0,0001)
(Tabela 3).

Tabela 2: Carrapatos capturados, pelo método de arrasto, na ESEC, Minas Gerais, Brasil.

Espécie LL NN AA Total
A. cajennense 0 56 132 (56M; 76F) 188
A. parvum 0 12 97 (37M; 60F) 109
A. dubitatum 0 3 14 (9M; 5F) 17

A. ovale 0 2 7 (4M; 3F)

A. coelebs 0 1 5 (2M; 3F)

Amblyomma sp. 40 - - 40

Total 40 74 255 (108M; 147F) 369

19



Tabela 3: Relacdo entre os valores totais do parasitismo por A. rotundatum em R. schneideri e as estacfes de seca e de chuvosa, Trés Marias,
Minas Gerais, Brasil, observados no periodo de maio a abril: LL=larva, NN=ninfa, AA=adulto, NCAP= nimero de carrapatos, PAR= nimero de
sapos parasitados, EXA= namero de sapos examinados, FemING= fémeas ingurgitadas. Numeros na linha meses referem-se aos meses de maio

(05) a abril (04).

Estacéo Estacdo seca Total Estacdo chuvosa Total
Meses 05 06 07 08 09 100 11 12 01 02 03 04

LL 20 29 15 2 3 69 1 1 1 2 3 9 10 27
NN 4 23 34 36 27 124 12 9 5 2 5 2 4 39
AA 6 4 3 2 3 18 4 5 15 13 19 32 28 116
NCAP 30 56 52 40 33 211 17 15 21 17 27 43 42 182
PAR 3 2 1 2 2 100 1 2 7 7 18 15 3 53
EXA 8 4 6 5 6 29 5 5 8 14 22 23 14 91
IMP 10 28 52 20 16,5 - 17 75 3 24 15 29 14 -
Pl 04 05 02 04 03 - 02 04 09 05 08 07 0,2 -
FemING O 0 0 o0 0 0 2 1 10 10 14 18 7 62
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5 DISCUSSAO

5.1 Parasitismo

O carrapato A. rotundatum foi a Unica espécie identificada parasitando sapos na
regido estudada, embora a literatura pertinente registre outras espécies parasitando sapos
(GUIMARAES et al., 2001; BARROS-BATTESTI et al., 2006; GUGLIELMONE &
NAVA, 2010). Segundo Guimardes et al. (2001), Amblyomma dissimile Koch, 1844 é
comum no Panama4, parasitando cerca de 72% dos sapos. Esta espécie de carrapato
possui 64 registros naquele pais, porém poucos séo os registros no Brasil: em Rhinella
sp. (ARAGAO, 1912) e em R. marina (ROBINSON, 1926; SHUMAKER & BARROS,
1994). Qutras espécies do género Amblyomma, como Amblyomma fuscum Neumann,
1907, Amblyomma goeldii Neumann, 1899, Amblyomma humerale Koch, 1844 e
Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) (ROBINSON, 1926; WELLS et al., 1981,
BARROS-BATTESTI et al.,, 2006; GUGLIELMONE & NAVA, 2010) também ja
foram registradas parasitando sapos no Brasil, porém estudos mais amplos e detalhados
sd0 necessarios para se conhecer com exatiddo a importancia de anuros como
hospedeiros destas espécies. O registro de A. cajennense pode ser considerado como
totalmente acidental, ja que a espécie nunca mais foi assinalada em sapos apds a citacéo
de Robinson (1926). Amblyomma cajennense, apesar de sua baixa especificidade, é um
carrapato exclusivo de animais de sangue quente como mamiferos e aves, incluindo o
homem (BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Quanto ao parasitismo nas duas areas estudadas, embora um viés na coleta ndo
possa ser descartado, a maior prevaléncia de A. rotundatum na ESEC pode ser atribuida
a extensdo desta area que possui 0 dobro de extensdo da Ilha do Boi e a total protecdo da
mesma, por forca da lei, contra qualquer atividade antrépica, resultando em uma maior
disponibilidade de micro ambientes especificos para a reproducdo de R. schneideri e
uma maior disponibilidade de hospedeiros para A. rotundatum. Essa hipétese é
reforcada quando se constata que a IMP foi maior na Ilha do Boi, que além de possuir
dimensdes menores do que a ESEC, também sofre forte acdo antropica com
desmatamentos em toda sua extensdo, reduzindo a disponibilidade de micro ambientes
favoréveis aos sapos (KNISPEL & BARROS, 2009). Para sobreviver nesses ambientes,
os anuros formariam pequenos grupos para adquirir seu alimento (IZECKSOHN &
CARVALHO-SILVA, 2001), favorecendo deste modo, a infestacdo e reinfestacéo pelos
carrapatos. No estudo de Woehl (2002) o autor relata que sapos em areas mais alteradas
tendem a utilizar frequentemente os mesmos abrigos, aumentando as chances de
infestacdo e re-infestacao.

Lesbes causadas por carrapatos em sapos sdo citados em raros estudos na
literatura (ARAGAO, 1936; ZUG; ZUG, 1979; SMITH, 1996). O alto nimero de sapos
lesionados e a severidade das lesdes observadas em sapos naturalmente infestados
podem levar diretamente para o estabelecimento de doencas infecciosas através dos
hospedeiros debilitados ou permitindo o crescimento de patdgenos na area dos
ferimentos, podendo interferir na regulacdo das populacfes de sapos, hipotese aventada
por Smith (1996). Neste sentido, € de suma importancia estudos adicionais que visem
esclarecer os danos que estas lesdes podem causar nos hospedeiros em condigdes
naturais e sua importancia na regulacdo das populacgdes de sapos, tanto pela acdo direta
como pelo favorecimento de patégenos oportunistas.

Fato inusitado, até certo ponto curioso, que deve ser considerado com cautela, é
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o registro de 130 carrapatos (machos, fémeas e ninfas) em apenas um individuo de R.
schneideri (ANTONUCCI et al., 2011). E notdria a escassez de machos no ciclo
bioldgico de A. rotundatum, registrada na totalidade dos artigos publicados (ARAGAO,
1912; AMORIM et al., 1996; RODRIGUES et al., 2010). Excetuam-se os de Keirans &
Oliver (1993), Labruna et al. (2005) e Martins et al. (2014), os quais observaram um
unico macho em condicdes experimental e natural. Ainda, segundo Aragédo (1912), um
sapo ndo suportaria mais de 10 carrapatos adultos e uma centena desses pode levar a
Obito uma jiboia de um metro e meio.

As areas mais infestadas dos hospedeiros foram cabeca e membro posterior. O
mesmo foi relatado por Santos et al. (2002) e Smith et al. (2008). Santos et al. (2002)
mencionam que informagdes sobre a distribuicdo dos carrapatos no hospedeiro sdo
escassas e que em Rhinella granulosa (Wied-Neuwied, 1821) e R. schneideri 0s
ectoparasitas foram registrados em &reas bastante vascularizadas como cabega e
membro posteriores. Estes autores mencionam, também, uma possivel hierarquia na
distribuicdo dos carrapatos, onde larvas e ninfas se concentraram na cabega e adultos
nos membros posteriores corroborando com nossos registros.

A auséncia de A. rotundatum nas capturas sobre vegetacdo neste estudo e na
publicacdo de Szabd et al. (2007), e o encontro de duas ninfas ingurgitadas no mesmo
micro ambiente dos hospedeiros, também neste estudo, somado a Pl e IMP, permite-nos
inferir que, provavelmente, A. rotundatum possui um comportamento semelhante as
espécies nidicolas de argasideos.

5.2 Possiveis influéncias de fatores climaticos

Os dados apresentados na (Tabela 3) permitem-nos inferir que ha uma
sincronizacdo entre o numero de fémeas totalmente ingurgitadas e o ndmero de
hospedeiros examinados, de sapos parasitados e prevaléncia, no periodo de dezembro a
margo.

Estudos relatam que anuros, entre estes meses, sdo mais ativos e procuram fazer
grandes aglomeracdes reprodutivas (DUELLMAN & TRUEB, 1994; WELLS, 1977;
DONNELLY & CRUMP, 1998; HADDAD et al., 2008), comportamento que poderia
explicar os altos indices de hospedeiros examinados, nimero de sapos parasitados e
prevaléncia de carrapatos. Em adicdo, € na estacdo chuvosa que ocorre uma maior
atividade de forrageamento dos hospedeiros (GIARETTA et al., 1999) que apresentam
maior vagilidade, favorecendo, possivelmente o encontro com os carrapatos.

A possivel sincronizacdo de fémeas ingurgitadas com a precipitacdo pluvial
observada, assemelha-se aos registros de Oliveira et al. (2000); Labruna et al. (2002) e
Souza et al. (2006) para a espécie A. cajennense. Estes autores relatam que picos de
fémeas ingurgitadas de A. cajennense também foram observadas entre os meses de
dezembro a abril, com altos valores de precipitacdo pluvial. Apesar de hospedeiros
fisiologicamente e ecologicamente diferentes, nossos registros somados aos relatos
citados, nos leva a inferir que fémeas do género Amblyomma, possivelmente, tende a
sincronizar as fases de ingurgitamento e oviposi¢cdo com altas precipitagdes pluviais.
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6 CAPITULO II

CICLO BIOLOGICO E COMPORTAMENTO DE Amblyomma
rotundatum Koch, 1844 (ACARI: IXODIDAE) EM CONDICOES DE
LABORATORIO
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6.1 RESUMO

O ciclo bioldgico e o comportamento de Amblyomma rotundatum foram avaliados em
condicdes de laboratorio. O experimento iniciou com quatro teledginas, coletadas em sapos
Rhinella schneideri naturalmente infestados na Estacdo Ecoldgica de Pirapitinga (ESEC), no
estado de Minas Gerais, Brasil. Periodos de desenvolvimento de estagios de vida livre foram
avaliados em uma incubadora a 27 £ 1 ° C e UR>80% e escotofase. O ciclo de vida completo,
incluindo periodo de pré-fixacdo para cada estagio parasitario, variou entre 126-228 dias. Os
periodos de pré-fixacdo, alimentacdo e muda aumentaram com o progresso do ciclo de vida a
partir da larva ao estagio de adulto. A oviposicdo durou cerca de 20 dias, com picos ocorrendo
no quarto e quinto dia. A longevidade de ninfas e fémeas foi bastante semelhante (cerca de
250 e 240 dias, respectivamente) e um pouco mais longa do que a de larvas. Lesfes causadas
pelo carrapato durante o repasto sdo discutidas e uma lista de hospedeiros conhecidos,
incluindo novos registros de hospedeiros e localidades para A. rotundatum, foi incluida. Foi
registrado pela primeira vez o parasitismo por A. rotundatum nas espécies Rhinella ornata e
Rhinella crucifer no Brasil.
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6.2 ABSTRACT

The life cycle and behavior of Amblyomma rotundatum were evaluated under laboratory conditions. The
experiment began with four engorged females collected from toads Rhinella schneideri in naturally infested
Pirapitinga Ecological Station (ESEC) in the state of Minas Gerais, Brazil. Periods of development of free-living
stages were evaluated in an incubator at 27 + 1 ° C and RH> 80% and scotophase. The complete life cycle,
including pre-fixation for each parasitic stage, ranged between 126-228 days. The pre-setting, nutrition and
changes increased with the progress of the life cycle from larva to adult stage. Oviposition lasted about 20 days,
with peaks occurring in the fourth and fifth day. The longevity of nymphs and adult females was similar (about
250 and 240 days, respectively) and somewhat longer than larvae. Injuries caused by the tick during the meal are
discussed and a list of known hosts, including new host records and localities for A. rotundatum, was included. It
was first recorded parasitism by A. rotundatum in the Rhinella ornata and Rhinella crucifer species in the Brazil.
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6.3 REVISAO DA LITERATURA

O carrapato Amblyomma rotundatum Koch, 1844 é um ectoparasita amplamente
distribuido de anfibios e répteis no Brasil (LIMA, 2003; SZABO et al., 2007; DANTAS-
TORRES et al., 2008), com alguns registros parasitando mamiferos (LABRUNA et al.,
2005a; DANTAS-TORRES et al., 2010). Esta espécie se reproduz por partenogénese, embora
haja relatos de dois machos adultos (KEIRANS & OLIVER 1993; LABRUNA et al., 2005b).

O envolvimento na transmissdo de agentes patogénicos, tais como Hemolivia stellata
Petit, Landau, Baccam, Lainson, 1990 (PETIT et al., 1990; BOULARD et al., 2001) e
Hepatozoon spp. (SMITH, 1996), tem sido relatada.

O ciclo de vida de A. rotundatum foi parcialmente estudado em sapos (ARAGAO
1912; OBA & SHUMAKER, 1983; PETIT et al., 1990; LABRUNA et al., 1997; LIMA,
2003). O ciclo de vida utilizando dois e trés hospedeiros tém sido descritos em sapos,
serpentes e tartarugas por Aragao (1912) e em cobras por Rodrigues et al. (2010), enquanto
gue Oba & Shumaker (1983) e LIMA (2003) descrevem o ciclo de vida de trés hospedeiros
em Rhinella marina Linnaeus, 1758 (= Bufo marinus) e Rhinella icterica (Spix, 1824) (=Bufo
ictericus). O objetivo do presente estudo foi acrescentar conhecimentos sobre o ciclo de vida,
comportamento, relacdo parasito hospedeiro e manutencédo de colonias de A. rotundatum em
condicdes laboratério.
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6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Area de estudo

Durante estudos sobre a dindmica do parasitismo de A. rotundatum na Estacéo
Ecoldgica de Pirapitinga (ESEC) no estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil (180 23’ 15” S
e 450 17° 35” W), dois sapos infestados por quatro fémeas ingurgitadas foram transportados
para 0 Laboratdrio de Ixodologia do Departamento de Parasitologia Animal da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). As trés fémeas mais ingurgitadas foram coletadas,
identificadas como A. rotundatum, limpas, pesadas e mantidas a 27 = 1 ° C e umidade relativa
(UR) superior a 80% e escotofase para oviposicao.

As massas de ovos foram pesadas e acondicionadas em seringas plasticas descartaveis
de 5ml, cortadas proximo ao canhdo, fechadas com algoddo, identificadas e mantidas nas
mesmas condi¢cdes descritas para as fémeas. Foram utilizados no experimento, 0s mesmos
dois sapos parasitados pelas fémeas de A. rotundatum na natureza. Cada sapo foi primeiro
infestado com 150 larvas, logo apo6s a queda das larvas, os sapos foram infestados com 50
ninfas, ap6s a queda das ninfas, os sapos foram infestados com trés fémeas. O numero
reduzido de fémeas deveu-se ao tamanho dos hospedeiros (6 € 8 cm de comprimento) e 0
conhecimento do efeito deletério que fémeas de A. rotundatum podem causar nos sapos sob
condicbes experimentais (ARAGAO, 1912; OBA & SCHUMAKER, 1983). Todos os
estagios imaturos tinham 10 dias de idade e fémeas tinham15 dias de idade no momento da
infestacéo.

Carrapatos ap0s repasto sanguineo foram observados diariamente no intuito de avaliar
0s seguintes parametros: periodo de pré-ecdise (= numero de dias decorridos desde o
desprendimento dos carrapatos sobre o hospedeiro até o inicio da primeira ecdise), periodo de
ecdise (dias decorridos desde a primeira muda até o aparecimento do estagio seguinte),
percentagem de ecdise, periodo de pré-oviposicdo (intervalo do desprendimento até o inicio
da oviposicdo), e o periodo de oviposicdo (intervalo entre o inicio e o final da oviposicao),
peso da fémea ingurgitada e peso da massa de ovos. O percentual médio de eclosdo das larvas
foi determinado por estimativa visual. O indice de producdo de ovos (Bennett, 1974) foi
determinado utilizando a seguinte formula: peso dos ovos / peso inicial da fémea ingurgitada
x 100.

Os sapos foram contidos em aquarios separados, forrados por uma tela de borracha

perfurada para que 0s carrapatos ingurgitados caissem em locais sem acesso para 0S
hospedeiros em estudo, evitando assim a predagéo (Figura 7).
A coleta e manuseio dos sapos foram realizados de acordo com permissdo do IBAMA,
processo no. 10689-1/2009. Utilizou-se apenas dois individuos com o intuito de reduzir o
sacrificio de sapos, pois ap6s o término do experimento um dos sapos foi eutanasiado por se
encontrar bastante fraco, provavelmente em decorréncia das infestagdes e manuseio no
laboratorio. Esse individuo foi tombado na Colecdo de Herpetologia do Instituto de Biologia
da UFRRJ (no. de acesso: RU 7830), enquanto que o outro foi solto em seu ambiente natural,
apos comprovacéo do seu estado de higidez.

Nesse estudo também foi feito um levantamento dos registros de A. rotundatum
parasitando sapos do género Rhinella no Brasil. Assim, para este estudo, foram considerados
somente registros publicados em periddicos. Adicionalmente, foram analisados sapos
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Rhinella ornata (Spix, 1824) (n=20) e Rhinella crucifer (Wied-Neuwied, 1821) (n=20), da
Colecdo Herpetoldgica do Instituto de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, no intuito de registrar alguma associa¢cdo com carrapatos, uma vez que, 0 parasitismo
por carrapatos nessas duas espécies contaria como um registro novo para este pais.

6.4.2 Analises estatistica

Os periodos de pré-fixacdo, pré-ecdise e de muda foram comparados pelo teste de Mann-
Whitney. Periodos de alimentacdo foram comparados usando o teste de Kruskal- Wallis. O
nivel de significancia foi de 5%. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando a verséo
BioEstat 5.0 (http://www.mamiraua.org.br/download/ - acessado em dezembro de 2011).

Aquanc de vidro:

1 20em compriments x S0em altura x 60cm larzura

Cascalhos em
ambiente timido

i
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& *.——P WVegetapio

A= 0000000
Local de queda e coleta dos QO0000000
carmapatos apos ImEurgitamento. QOO000000
Q00000000

Carrapatos apas
InFuratmarto Tala de horracha comn fimns

Figura 7: Esquema do método utilizado para contencéo de Rhinella schneideri durante o
estudo de ciclo biolégico de Amblyomma rotundatum.
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6.5 RESULTADOS

Os parametros do ciclo de vida A. rotundatum sd@o mostrados na Tabela 4 e nas Figuras
7,8 e 9. Os periodos de pré-fixagdo, alimentacdo e muda aumentaram significativamente (p <
0,05) com a evolucdo do ciclo de vida a partir de larva para fémea adulta. Oviposi¢do durou
cerca de 20 dias, com picos ocorrendo nos dias 4 e 5 (Figura 8). Houve uma correlagéo linear
altamente significativa (r = 0,90, p = 0,0038) entre o peso da fémea ingurgitada e o peso dos
ovos produzidos pelas mesmas (Figura 9). No entanto, a porcentagem da eficiéncia de
producdo de ovos foi bastante baixa. A longevidade de ninfas e fémeas foi bastante similar
(aproximadamente 250 e 240 dias, respectivamente) e ligeiramente mais longa do que a de
larvas (Figura 10). Tal como esperado, todas as ninfas mudaram para fémeas. O ciclo
bioldgico total, incluindo a pré-fixagdo prazos para cada fase parasitéria, durou entre 126-228
dias.

Ap6s 5-10 min. de procura para uma area adequada para se fixarem, larvas e ninfas
preferiram as regides da cabeca e em torno das glandulas paratdides, ao passo que as fémeas
tiveram preferéncia pela regido dorsal, perto da area pélvica depois de procurar por 15-20
min. Desprendimento e re-fixacdo de algumas ninfas e fémeas foi também observado em
ambos 0s sapos. Durante os movimentos de carrapatos, a predacdo de aproximadamente 20
ninfas por um sapo sobre o outro foi observado.

O repasto sanguineo dos carrapatos causou intensa irritacdo em ambos 0s sapos, Como
demonstrado por tentativas de remover os carrapatos com os dedos das patas dianteiras e
traseiras. A alimentagdo de todos os estagios resultou no aparecimento de lesGes ulcerativas e
hemorragias, especialmente durante a alimentacao das fémeas.

Foi observado o desprendimento, principalmente em carrapatos adultos. Estes, ao se
sentirem incomodados, forcam o corpo para tras com a ajuda do primeiro e segundo par de
patas. Ao de desprender, 0 carrapato rapidamente procura um novo sitio para fixacdo. Um
acompanhamento fotografico foi realizado durante um estudo paralelo com A. rotundatum em
R. curcifer (Figura 11).

Um total de 14 sapos, Rhinella ornata n= 9 e Rhinella crucifer n=5, apresentaram
parasitismo por 23 ninfas de carrapatos. Todas as ninfas foram identificadas como A.
rotundatum, caracterizando o primeiro registro dessas espécies de carrapatos nesses dois
hospedeiros no Brasil (Tabela 5).
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Tabela 4: Parametros do ciclo de vida de A. rotundatum mantidas a 27 + 1 °C e RH > 80 %
em escotofase apos infestacdo experimental em R. scheneideri.

Parametros Larva Ninfa Fémeas
N° de carrapatos infestados 300 100 6
N° de carrapatos recuperados (%) 271 (90.3) 87 (87) 6 (100)
Pré-fixacao (dias) 2.6 +0.7° 34+06° 1
(2-4) (3-5)
Ingurgitamento (dias) 17.745.42 21.4+3.9° 31.2+4.8°
(11-28) (13-30) (25-36)
Pré-muda (dias) 13.8+2.4° 14.1+2.1°
(10-19) (11-18)
Muda (dias) 2.8+1.8% 6.8+1.9
(1-6) (5-10)
Muda (%) 191(70.5) 65 (74.7)
Peso de fémeas ingurgitadas (mg) 639.5+91.8
(530-768)
Pré-oviposicdo(dias) 4,7+2.2
(3-9)
Oviposicdo (dias) 17.6+1.8
(15-20)
Incubacéo dos ovos (dias) 25.2+4.2
(18-29)
Peso dos ovos (mg) 309.7458.6
(231.7-383.7)
Eclosdo (days) 11.7£1.8
(9-14)
Eclosdo do ovos (%) 66.8+2.3
(65-71)
Eficiéncia de eclosdo dos ovos (%) 48

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskall-Wallis (periodo de

ingurgitamento) e Mann-Whitney (pré-fixacao, pré-muda e muda) nivel de significancia de 5%.
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Figura 8: Oviposicdo de fémeas de A. rotundatum mantidas a 27+1°C, RH > 80% e
escotofase.
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Figura 9: Peso de fémeas ingurgitadas X massa de ovos de A. rotundatum mantido a 27+£1°C,
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Tabela 5: Registros de Amblyomma rotundatum em Rhinella spp (Bufonidae) no Brasil;
estagio dos carrapatos: L = larva, N = ninfa, A = adulto, X = estagio desconhecido; estado:
GO = Goids; MG = Minas Gerais; PR = Parana; PA = Par4; PE = Pernambuco; RJ = Rio de
Janeiro; RO=Rondbnia; SC=Santa Catarina; SP=Séo Paulo.

Hospedeiro Estade Estagie Referencias
Rhinella crucifer PE'.RF, MN/A  Santos et al 2002, new locality
ES* BA’ record.
Rhinella ornata BT M/A  pew host record
Rhineiia granuloza PE A Santosetal 2002
Rhinelia schneideri PE'.GO', LMA Santos et al 2002', Szabé et al
PR MG 2007, new locality record”
Rhinella icterica sC!, BT X  Woehl 2002', Lugue et al 2005°
e 5P Antonucci et al 2012
Rhinella maring RI',SP', LMN/A Aragio 1912' | Oba &
PA* BN* Schumsker 1983%, Petit et al
1990°, | Boulard et al 2001°
Ahid et al 2000
Riunella jimi DE M/A  Dantas-Tomes et al. 2010b
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Figura 11: Acompanhamento fotografico do desprendimento de Amblyomma rotundatum em
Rhinella cucifer.
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6.6 DISCUSSAO

O presente estudo descreve o percentual de muda, periodo de incubacéo, percentual de
eclosdo e os parametros apresentados na figura 7-9 pela primeira vez para espécimes de A.
rotundatum em anuros, deste modo, sdo informacGes adicionais aquelas ja publicadas para R.
marina por Oba & Shumaker (1983) e Petit et al. (1990), Rhinella icterica por Lima (2003),
bem como uma espécie ndo identificada de Rhinella sp. por Aragédo (1912) e Labruna et al.
(1997).

Os parametros restantes diferem um pouco dos obtidos por outros autores, 0s quais
podem ser principalmente relacionados com as diferentes espécies de hospedeiros ou
diferentes metodologias utilizadas no experimento. O ciclo trioxeno foi observado ao longo
deste experimento, com as fases de larva, ninfa e adulto bem definidas assemelha-se com os
resultados descritos por Oba & Shumaker (1983) e Lima (2003) utilizando sapos do género
Rhinella, apoiando a hip6tese de um ciclo de trés hospedeiros quando sapos sdo 0s
hospedeiros. Por outro lado, o ciclo de vida de dois hospedeiros, descrito por Aragdo (1912),
provavelmente se deve ao fato de que o autor alternava sapos, serpentes e tartarugas marinhas
como hospedeiros experimentais ou quando somente serpentes sdo 0s hospedeiros
(RODRIGUES et al., 2010).

Os movimentos de pré-fixacdo e locais de fixacdo sobre os corpos dos sapos neste
experimento foram relatados por Aragdo (1912) para uma espécie ndo identificada de
Rhinella, Chilton et al. (1992) para Amblyomma limbatum Neumann, 1899 em Bothriocroton
hydrosauri (Deny, 1843) e Lima (2003) em Rhinella icterica. Segundo Chilton et al. (1992), a
movimentacdo pelo corpo do hospedeiro durante a fase de ingurgitamento seria resultado de
competicdo interespecifica para favorecer o acasalamento com machos da mesma espécie.
Certamente, esta hipotese ndo se aplica no caso do presente estudo, cuja reproducdo se
processa por partenogénese.

Percebemos, em alguns casos, a predacdo de algumas ninfas ingurgitadas pelos
hospedeiros, principalmente durante esse habito migratorio passando por areas de facil
visualizacdo e alcance de seu préprio hospedeiro ou de um hospedeiro que esteja proximo
deste, observacbes também relatadas por Lima (2003). A ingestdo dos carrapatos pelos
hospedeiros, pode aumentar a chance de infeccdo por hemogregarinas como H. stellata
(BOULARD et al.,, 2001) e hematozoarios como nas espécies do género Hepatozoon
(SMITH, 1996).

As lesdes observadas em sapos naturalmente infestados e descritas no capitulo | sdo
semelhantes aquelas observadas em infestagdes experimentais feitas por Lima (2003).
Segundo Lima (2003) o parasitismo por A. rotundatum em, R. icterica, causou uma intensa
espoliacdo que evoluiu para inimeras lesdes ulcerativas nos locais de fixacdo. Essa lesfes
podem levar diretamente ao estabelecimento de doencas infecciosas por debilitar os
hospedeiros ou permitindo o crescimento de patdgenos na area lesionada, assim regulando as
populacbes de sapo naturais como apresentadas por Smith et al. (2008). No entanto, essa
hipdtese deve ser apoiada por futuros estudos.

Até o presente estudo ndo existia qualquer registro do parasitismo por A. rotundatum
em R. ornata e R. crucifer. No estudo de Guglielmone & Nava (2010), os autores relatam o
parasitismo por A. rotundatum em R. crucifer, citando com referéncia o estudo de Santos et al.
(2002). No entanto, esses autores mencionam apenas o0 registro do parasitismo por A.
rotundatum em Rhinella granulosa (Spix, 1824) e R. schneideri.
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7 CAPITULO Il

UM MACROPARASITA EM MACROESCALA: ESTIMATIVAS DE
ADEQUABILIDADE AMBIENTAL PARA Amblyomma rotundatum Koch,
1844 (ACARI: IXODIDAE).
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7.1 RESUMO

A espécie Amblyomma rotudatum é comumente encontrada parasitando anuros do género
Rhinella, no entanto pouco se sabe sobre a real distribuicdo geografica desse carrapato no
estado do Rio de Janeiro. Diante disso, foram utilizadas ferramentas de modelagem preditiva
para estimar areas com maior adequabilidade ambiental para a ocorréncia de A. rotundatum
no estado do Rio de Janeiro. A partir dos mapas resultantes serd possivel identificar que
variaveis ambientais sdo potenciais descritores do nicho fundamental da espécie de carrapato
em escala regional, bem como sugerir areas prioritarias para futuras amostragens. Os pontos
de ocorréncia foram compilados de registros de campo, da cole¢do Herpetoldgica do Instituto
de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, e de literatura especializada.
Foram utilizados 11 diferentes pontos de ocorréncia de A. rotundatum parasitando os sapos
Rhinella crucifer e Rhinella icterica no estado do Rio de Janeiro. Para que 0 modelo fosse o
mais proximo do real possivel, utilizamos também os registros de literatura de A. rotundatum
parasitando répteis e anfibios em diferentes regides do Brasil, apds excluidos dados de
ocorréncias e identificacbes duvidosas. No total, foram consideradas 21 variaveis: 19
inseridas no pacote Bioclim (Worldclim), e duas topograficas, elevacdo e inclinacdo do
terreno (Hydro 1k). Para selecdo das variaveis, utilizamos os valores de cada variavel em cada
localidade de registro, e testamos possiveis correlacdes entre varidveis por analise de
componentes principais. O desempenho preditivo do modelo foi avaliado através dos valores
de AUC (“area under the curve”), sensibilidade, especificidade, acuracia e TSS. Os valores de
AUC variam entre 0 e 1, sendo um valor préximo de zero um modelo totalmente aleatorio (ao
acaso). O modelo foi considerado vélido, de acordo com as métricas de avaliacdo de
desempenho: AUC = 0,97; TSS = 0,7; especificidade = 0,9; acurécia = 0,9. Apesar de o
modelo apresentar TSS<0,75, o modelo foi considerado satisfatorio devido aos excelentes
resultados das demais métricas de validacdo. A sazonalidade de temperatura (45,7% de
contribuicdo), a altitude (22,4%) e a sazonalidade de precipitacdo (15,9%) foram as variaveis
mais importantes na determinacéo da distribuicdo potencial de A. rotundatum. A primeira foi
identificada como a variavel que contribuiu com maior informacdo para o0 modelo quando
utilizada em separado das demais, enquanto a altitude foi indicada como a variavel que detém
a maior parte da informacdo que ndo esta presente nas outras variaveis. Dessa forma, tais
variaveis foram as mais importantes na geracdo do modelo. Houve uma relagcdo negativa
dentre a altitude e a ocorréncia de A. rotundatum no estado do Rio de janeiro. O modelo
resultante apontou valores altos de adequabilidade em regides de baixas e médias altitudes,
com elevagdes variando entre dois e 800m. Ha uma influéncia da temperatura no modelo de
distribuicdo preditiva. A presenga de A. rotundatum foi prevista em ecorregides com
temperaturas minimas entre 13°C e 17,7°C.
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7.2 ABSTRACT

A espécie Amblyomma rotudatum é comumente encontrada parasitando anuros do género
Rhinella, no entanto pouco se sabe sobre a real distribuicdo geografica desse carrapato no
estado do Rio de Janeiro. Diante disso, foram utilizadas ferramentas de modelagem preditiva
para estimar areas com maior adequabilidade ambiental para a ocorréncia de A. rotundatum
no estado do Rio de Janeiro. A partir dos mapas resultantes serd possivel identificar que
variaveis ambientais sdo potenciais descritores do nicho fundamental da espécie de carrapato
em escala regional, bem como sugerir areas prioritarias para futuras amostragens. Os pontos
de ocorréncia foram compilados de registros de campo, da colecdo Herpetoldgica do Instituto
de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, e de literatura especializada.
Foram utilizados 11 diferentes pontos de ocorréncia de A. rotundatum parasitando os sapos
Rhinella crucifer e Rhinella icterica no estado do Rio de Janeiro. Para que 0 modelo fosse o
mais proximo do real possivel, utilizamos também os registros de literatura de A. rotundatum
parasitando répteis e anfibios em diferentes regides do Brasil, apds excluidos dados de
ocorréncias e identificacbes duvidosas. No total, foram consideradas 21 variaveis: 19
inseridas no pacote Bioclim (Worldclim), e duas topogréaficas, elevacdo e inclinacdo do
terreno (Hydro 1k). Para selecdo das variaveis, utilizamos os valores de cada variavel em cada
localidade de registro, e testamos possiveis correlacdes entre variaveis por analise de
componentes principais. O desempenho preditivo do modelo foi avaliado através dos valores
de AUC (“area under the curve”), sensibilidade, especificidade, acuracia e TSS. Os valores de
AUC variam entre 0 e 1, sendo um valor préximo de zero um modelo totalmente aleatorio (ao
acaso). O modelo foi considerado vélido, de acordo com as métricas de avaliacdo de
desempenho: AUC = 0,97; TSS = 0,7; especificidade = 0,9; acurécia = 0,9. Apesar de o
modelo apresentar TSS<0,75, o modelo foi considerado satisfatério devido aos excelentes
resultados das demais métricas de validacdo. A sazonalidade de temperatura (45,7% de
contribuicdo), a altitude (22,4%) e a sazonalidade de precipitacdo (15,9%) foram as variaveis
mais importantes na determinacéo da distribuicdo potencial de A. rotundatum. A primeira foi
identificada como a variavel que contribuiu com maior informacdo para o0 modelo quando
utilizada em separado das demais, enquanto a altitude foi indicada como a variavel que detém
a maior parte da informacdo que ndo esta presente nas outras variaveis. Dessa forma, tais
variaveis foram as mais importantes na geracdo do modelo. Houve uma relacdo negativa
dentre a altitude e a ocorréncia de A. rotundatum no estado do Rio de janeiro. O modelo
resultante apontou valores altos de adequabilidade em regides de baixas e médias altitudes,
com elevagdes variando entre dois e 800m. Ha uma influéncia da temperatura no modelo de
distribuicdo preditiva. A presenga de A. rotundatum foi prevista em ecorregides com
temperaturas minimas entre 13°C e 17,7°C.

37



7.3 REVISAO DE LITERATURA

Os avancos na agricultura e urbanizacdo tém contribuido fortemente para as alteracdes
ambientais, interferindo diretamente no funcionamento dos ecossistemas e, numa menor
escala, nas relacbes entre as espécies que compdem as comunidades locais (PIMM et al.,
1995; PIMM & RAVEN, 2000). Devido essas interferéncias, com resultantes tdo negativas, a
ponto de causar extingfes em diversas escalas (PIMM & RAVEN, 2000), tornou-se evidente a
necessidade do uso de modelos preditivos com intuito de estimar possiveis modifica¢es na
organizacao e estruturacdo dos inUmeros ecossistemas.

Os modelos preditivos de distribuicdo de espécies sdo importantes para inumeras
aplicacdes da ecologia e conservacdo, como em estudos para definir areas adequadas para
reintroducéo de espécies, na previsdo dos ambientes com maior probabilidade de invasao por
espeécies exoticas em habitats naturais, na estimativa do impacto de mudancas climéticas sobre
a distribuicdo das espécies, e na avaliacdo dos riscos de exposicdo a doencas de uma
determinada populacdo (BOURG et al., 2005; GUISAN et al., 2005; PETERSON et al., 2006;
ARAUJO & NEW, 2007; NELSON & BOOTS, 2008). Através dessa metodologia, s&o
reconhecidos locais que potencialmente preenchem os requisitos de nicho ecoldgico das
espécies nos limites das variaveis utilizadas, com base em atributos do ambiente
(PETERSON, 2001; GUISAN & THUILLER, 2005; GIOVANELLI et al., 2010). Diversos
estudos utilizando esses tipos de modelos foram realizados com parasitas e seus hospedeiros,
na tentativa de identificar os possiveis fatores que limitam essas interaces (PETERSON et
al., 2002; PETERSON & SHAW, 2003; DONALISIO & PETERSON, 2011)

Dentre os parasitos que interagem com anuros, 0s carrapatos podem ser considerados
como excelentes modelos para estudos de biogeografia, uma vez que seus hospedeiros
apresentam menores taxas de dispersdao quando comparados a outros vertebrados, e sdo
sensiveis a alteragbes ambientais, o que torna conveniente a modelagem preditiva de
distribuicdo para esses taxons. O carrapato Amblyomma rotundatum é especifico de animais
ectotérmicos terrestres (VIANA et al., 2012). E uma espécie considerada partenogenética,
embora a literatura registre trés relatos de machos (KEIRANS & OLIVER, 1993; LABRUNA
et al., 2005; MARTINS et al., 2013). E um macroparasita hemat6fago podendo passar dias se
alimentando em seu hospedeiro causando lesbes, anemia e até a morte do mesmo (ARAGAO
1936). Essa espécie também é reconhecida por transmitir patégenos para anuros dos géneros
Hemolivia e Hepatozoon (PETIT et al., 1990; LAINSON et al., 2007) e recentemente foi
registrado a associagdo com bactéria do género Rickettsia (LABRUNA et al., 2011).

Apesar de serem comumente encontrados parasitando anuros do género Rhinella, pouco
se sabe sobre a real distribuicdo geografica de A. rotundatum no estado do Rio de Janeiro,
pois existe somente um relato simples de ocorréncia para este estado por Luke et al. (2005).
Nesse contexto, utilizamos ferramentas de modelagem preditiva para estimar areas com maior
adequabilidade ambiental para a ocorréncia de A. rotundatum no estado do Rio de Janeiro. A
partir dos mapas resultantes sera possivel identificar que variaveis ambientais sdo potenciais
descritores do nicho fundamental da espécie de carrapato em escala regional, bem como
sugerir areas prioritarias para futuras amostragens.
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7.4 MATERIAIS E METODOS

Os pontos de ocorréncia foram compilados de registros de campo, da colegédo
Herpetologica do Instituto de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, e de
literatura especializada. Foram utilizados 11 diferentes pontos de ocorréncia de A. rotundatum
parasitando os sapos Rhinella crucifer e Rhinella icterica no estado do Rio de Janeiro (Figura
12). Para que o modelo fosse 0 mais proximo do real possivel, utilizamos também os registros
de literatura de A. rotundatum parasitando répteis e anfibios em diferentes regides do Brasil,
apos excluidos dados de ocorréncias e identificacdes duvidosas (Figura 13 e Tabela 6). Assim,
0 modelo foi realizado englobando a distribuicdo total conhecida para A. rotundatum, para
incluir todas as variacdes climaticas toleradas pela espécie.

As varidveis utilizadas sdo de acesso livre nos bancos de dados Worldclim
(www.worldclim.org) e Hydro 1k Elevation Derivative Database (eros.usgs.gov). No total,
foram consideradas 21 varidveis: 19 inseridas no pacote Bioclim (Worldclim), e duas
topograficas, elevacdo e inclinacdo do terreno (Hydro 1k). Para selecdo das variaveis,
utilizamos os valores de cada varidvel em cada localidade de registro, e testamos possiveis
correlagdes entre variaveis por analise de componentes principais. Posteriormente, testamos
se havia correlagdo espacial entre as varidveis previamente selecionadas atraves do teste de
Mantel, utilizando uma matriz com as distancias geograficas entre os pontos de ocorréncia.
Para a criacdo do modelo, foram gerados 10 réplicas, com 30% das amostras retidas para
avaliacdo final, e método de Bootstrap para replicacdo dos dados na geracdo dos modelos.
Como limiar de corte (“threshold”), utilizamos o valor correspondente a sensibilidade e
especificidade equivalentes, fornecidos com os resultados do programa de geracdo do modelo
(PHILLIPS et al., 2006). Consideramos como modelo final o modelo médio gerado a partir das
réplicas, e aplicado o limiar de corte.
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Figura 12: Pontos de Amblyomma rotundatum parasitando os sapos Rhinella crucifer,
Rhinella icterica e Rhinella ornata no estado do RJ, utilizados na modelagem preditiva.
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Figura 13: Pontos de Amblyomma rotundatum parasitando Anfibios e Répteis, utilizados na

modelagem preditiva.

O desempenho preditivo do modelo foi avaliado através dos valores de AUC (‘““area
under the curve”), sensibilidade, especificidade, acuracia e¢ TSS (“true skill statistics”;
ALLOUCHE et al., 2006), referentes as 10 réplicas geradas. Os valores de AUC variam entre
0 e 1, sendo um valor proximo de zero um modelo totalmente aleatério (ao acaso). O modelo
médio foi considerado valido com o valor médio de AUC igual ou maior a 0,70 (PEARSON
et al., 2003), e valor médio de TSS maior ou igual a 0,75 (ALLOUCHE et al., 2006). Para
tanto, calculamos a matriz de confusdo para todas as réplicas, e gerando ao final os valores
médios para 0 modelo medio. A matriz de confusdo € bidimensional, e contém o nimero de
exemplos classificados corretamente e o numero de classificacdes preditivas para cada classe.
Desse modo, é possivel calcular os erros e acertos do modelo (ALLOUCHE et al., 2006): a
sensibilidade, que corresponde a proporcdo de verdadeiros positivos (A/A+C); a
especificidade, que refere-se a proporc¢édo de verdadeiros negativos (ou auséncias) (D/B+D); e
a acuracia, que corresponde ao grau de acerto do modelo, gerando uma medida de
verossimilhanga (A+D/A+B+C+D).

O mapa resultante da analise sugere a distribuicdo potencial de A. rotundatum sob as
condigdes climaticas atuais, identificando as regibes com maior adequabilidade ambiental
para a ocorréncia da espécie. Assim, estas areas apresentam caracteristicas climaticas
ambientais que se assemelham as das localidades com registros reais utilizados neste estudo,
de acordo com as variaveis selecionadas para a geragdo do modelo (GIANNINI et al., 2012).
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Todas as estatisticas multivariadas tiveram suas respectivas probabilidades estimadas
através de modelos nulos (10.000 iteracfes dos dados), sendo considerados significativos
quando p<0,05. Todos os testes foram realizados no programa R 3.0.2 (disponivel em:
www.r-project.org). Para geragdo do modelo de distribuigéo preditiva, utilizamos o algoritmo
de entropia maxima, através do programa MaxEnt 3.3.0 (PHILLIPS et al., 2006). Apesar de
diferentes algoritmos estarem disponiveis para a realizacdo desse tipo de modelo, diversos
estudos apontam o algoritmo de entropia maxima como um de melhor desempenho, dentre
aqueles que utilizam apenas dados de presenga (GIOVANELLI et al., 2010).

Para uma melhor visualizacéo dos resultados obtidos, foram gerados mapas
confrontando as areas de maior adequabilidade ambiental e as principais variaveis ambientais
do modelo. Para visualizacdo do modelo resultante, bem como a confeccéo de mapas,
utilizamos o programa ArcGIS 10.2.
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7.5 RESULTADOS

Para geracdo do modelo foram utilizados 29 registros de ocorréncia. O modelo final
(Figura 14) baseou-se em oito varidveis bioclimaticas e uma topografica: amplitude média diurna
de temperatura (B102), sazonalidade de temperatura (BIO4), temperatura maxima do més mais
quente (B105), amplitude anual de temperatura (B1O7), temperatura média dos meses mais frios
(B1O11), precipitagdo anual (BlO12), sazonalidade de precipitagdo (BIO15), e elevacdo do
terreno (h-dem). O modelo foi considerado vélido, de acordo com as métricas de avaliacdo de
desempenho: AUC = 0,97; TSS = 0,7; especificidade = 0,9; acuracia = 0,9. Apesar de o modelo
apresentar TSS<0,75, o modelo foi considerado satisfatorio devido aos excelentes resultados das
demais métricas de validacdo. A sazonalidade de temperatura (45,7% de contribuicdo), a altitude
(22,4%) e a sazonalidade de precipitacdo (15,9%) foram as varidveis mais importantes na
determinacdo da distribuicdo potencial de A. rotundatum. A primeira foi identificada como a
variavel que contribuiu com maior informacdo para o modelo quando utilizada em separado das
demais (Figura 14), enquanto a altitude foi indicada como a variavel que detém a maior parte da
informacdo que ndo estd presente nas outras variaveis. Dessa forma, tais variaveis foram as mais
importantes na geragdo do modelo.
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Figura 14: Mapa preditivo da distribuicdo de Amblyomma rotundatum no estado do Rio de
Janeiro, Brasil.
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O modelo preditivo de A. rotundatum indicou ampla distribuicdo ecoldgica e
geogréfica dessa espécie de carrapato no estado, principalmente nas microrregides Norte
Fluminense, Baixadas Litoraneas, Metropolitana, Medio Paraiba e Costa Verde (Figura 14).
Os menores valores de adequabilidade ambiental foram registrados principalmente para a
Regido Serrana e em areas isoladas do extremo norte do estado (Figura 14).Também foi
observada uma adequabilidade favoravel para a presenca de A. rotundatum em regiGes
insulares como nas llhas de Itacuruca, Ilha da Marambaia e Ilha Grande, localizadas no sul do
estado do Rio de Janeiro (Figura 14).
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Figura 15: Mapa de temperatura minima e distribuicéo preditiva de Amblyomma rotundatum
para o estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Houve uma relacdo negativa dentre a altitude e a ocorréncia de A. rotundatum no
estado do Rio de janeiro. O modelo resultante apontou valores altos de adequabilidade em
regides de baixas e médias altitudes, com elevacbes variando entre dois e 800m. A figura 4
indica uma influéncia da temperatura no modelo de distribuicdo preditiva. A presenca de A.
rotundatum foi prevista em ecorregides com temperaturas minimas entre 13°C e 17,7°C.
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Tabela 6. Pontos reais da presenca de Amblyomma rotundatum parasitando anfibios e répteis
em diferentes localidades do Brasil utilizados na elaboragdo do mapa preditivo do presente

estudo.
“Feferenan Coordenadas Hospedeire:

Luz et al 2012 IFFs/4° 1T W Rhimaila sclmeider

Wizehd 2002 WIFs/ 4013 W Rhimaila ichrica

Comms Toemes etal 2000 OB 3F5/ 3457 W Rhimaila jimi

Figaeirado ot al 1990 1547 5/ 4T 20 W Rhimaila maring

Szabo ot al 2007 34X 57 507 460 W Rhimgila sclmeidert

Santos o al 2002 I OT 5/ 340 60 W Rhimgila maring ¢ B gromulosa

Lacpoe ot al 200G IFITS/437 18 W Rhimaila ichrica

Lalbnma et al 2004 WPL1y 576318 W Wao identificado

Camms_Toees etal 2008 OF50r s/ 39 W Boa consrictar, Coraiius horlas

Comims Tomes etal 2008 Q3" 5/ 35 W Epicraie conclria

Camms_Toees etal 2008 OF 0° 5/ 35°01°'W Crocaius durinsus cancanvedla

Labnma et al 2007 o1l s/ 3TN W Bog consrictar

Tiama of al 2002 45417110 W Tropiderys rorgquaars, Ameha ameive,
Philodries offersi

Damias_Toemes et al 2005 OF4rs /M3 W Crotmius (duriomus) casmeila

Ponfes ot al 2008 IF4AFs /P 5ITW Wao identificado

Moforads et al 2010 IPSIS/ 53T W LPalecsuchus paipedrasis

Exans et al 300 WFIFESEIIW Bog consrictar

Arzoa etal IS 45 30 50390 10w Borirapis Jeucims
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7.6 DISCUSSAO

O modelo preditivo de A. rotundatum apresentou distribuicdo esperada da espécie,
abrangendo grande parte do estado do Rio de Janeiro e algumas regides insulares. Essas areas
previstas pelo modelo para ocorréncia de A. rotundatum, mesmo sem registros conhecidos,
apresentam condicdes ambientais favoraveis para desenvolvimento e manutencdo de suas
populacbes, considerando as variaveis utilizadas para a geracdo do modelo. Outro fator
importante seria a presenca dos hospedeiros ectotérmicos, principalmente anuros do género
Rhinella nessas regides (LUKE et al., 2005; SILVA et al., 2008; SILVEIRA et al., 2009;
SILVA-SOARES et al., 2010; MONTESINOS et al.,, 2012; VIANA et al., 2012).
Considerando que tanto o grupo dos répteis quanto dos anfibios apresentam ampla
distribuicdo nos continentes a geracdo do modelo apenas para o parasita, sem incluir os
hospedeiros, parece ser satisfatorio para o propoésito de identificar outros locais para sua
provavel ocorréncia.

A sazonalidade da temperatura foi o fator mais importante para a distribuicéo preditiva de
A. rotundatum, o que indica que esse ixodideo pode estar amplamente distribuido,
principalmente em regides com amplitude anual térmica menor. E possivel que nessas
condicbes esses carrapatos encontrem ambientes adequados para manutencdo e
desenvolvimento do seu ciclo de vida tanto na fase parasitaria quanto na fase ndo parasitaria.
Os baixos valores de adequabilidade para a presenca de A. rotundatum em regifes com
temperaturas minimas muito baixas (-9 a 8°C) nos leva a inferir que este pode ser um fator
limitante para a colonizacao nas regides montanhosas do estado, onde também se concentram
as maiores altitudes (préximo dos 3000m) e as maiores sazonalidades na temperatura.
Segundo Carneiro & Daemon (2001) as fases ndo parasitarias desses Ixodideos sao
fortemente influenciadas pelas condi¢des de temperatura, havendo uma associagdo com as
condicdes fisioldgicas e metabdlicas dos carrapatos. Temperaturas abaixo de 15°C
influenciam negativamente na oviposicdo das fémeas e na taxa de eclosdo das larvas
(FARIAS et al., 1995). A temperatura também foi o principal fator no estudo feito por
Estrada-Pefia et al. (2012), esses autores desenvolveram um modelo de distribuicdo para
Hyalomma marginatum no Western Palearctic e chegaram a conclusdo que a temperatura
minima anual foi a principal barreira para distribuicdo dessa espécie de carrapato. Assim,
acreditamos que uma temperatura minima de 13°C, registradas para areas de maior
adequabilidade de A. rotundatum, talvez seja 0 minimo de tolerancia para uma populacéo
estdvel desse carrapato. Adicionalmente, sabe-se hoje que a temperatura € o principal
regulador da fenologia dos carrapatos Estrada-Pefia et al. (2013).

Apesar de Estrada-Pefia et al. (2013) apontarem que variaveis topologicas e climaticas nao
devem ser inseridas para a modelagem de nicho ecol6gico em carrapatos,pois a associacao
das mesmas pode inflacionar os modelos, os testes de selecdo de modelos assinalaram uma
ndo correlacdo entre as varidveis climaticas e topoldgicas utilizadas em nosso modelo. Desta
forma, ndo podemos ignorar a participacdo dessa variavel no presente modelo, expressando
valores minimos de adequabilidade a A. rotundatum. Pires et al. (2013), durante estudo do
parasitismo de A. cajennense em equinos no Rio de Janeiro, sugerem que a infestacdo de
carrapatos esta intimamente relacionada com as condicOes abioticas, e que regides de baixa
altitude é mais favoravel para o estabelecimento da populacdo do carrapato.. Dessa forma,
podemos inferir que 800m seja uma faixa aproximada de tolerancia para a presenca de A.
rotundatum em areas de altitude. Em grandes altitudes, as baixas temperaturas nos topos de
montanhas sdo constantes e a flutuacdo térmica diaria ultrapassa a variacdo térmica anual,
especialmente em regides tropicais (ARAUJO & RAHBEK, 2006; CASSEMIRO et al.,
2012). Essas caracteristicas podem tornar o ambiente inadequado para uma possivel
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adaptacdo populacional de A. rotundatum, principalmente durante sua fase ndo parasitaria.
Além disso, a possivel baixa densidade de seus hospedeiros ectotérmicos também poderia ser
um dos fatores limitantes para a presenca de A. rotundatum em altas elevacgdes, visto que
alguns estudos mencionam uma diminui¢do na abundancia/densidade de anuros em altitudes
elevadas (FAUTH et al., 1989, LEMCKERT & MAHONY, 2010).

A presenca de A. rotundatum em areas insulares é curiosa uma vez que sua locomogao
é bastante restrita e seus hospedeiros teriam como barreira geografica o mar. Isso impediria 0
transito desse macroparasita na direcdo continente — ilha e/ou ilha-continente. A explicagéo
I6gica é que tanto o carrapato quanto seus hospedeiros sempre estiveram presentes nessas
areas, sendo isolados por alteracbes geologicas. Acredita-se que durante o periodo-interglacial
toda essa regido passou por flutuacdes do nivel do mar ficando, em alguns momentos, 100m
acima ou 100m abaixo do nivel do mar atual (MARTIM, 1997). Essas flutuacdes foram
utilizadas para explicar a presenca de R. ornata na Ilha da Marambaia (SILVA et al., 2008),
um potencial hospedeiro para o carrapato em estudo. O mesmo pode ser explicado para as
ilhas proximas ao continente, como Ilha Grande. Essa area era parte do continente até pouco
tempo, sendo isolada hé apenas 5.100 anos (GAMA et al., 2009).

A precipitacdo também foi importante para a distribuicdo preditiva de A. rotundatum.
Contudo, nas &reas de maior adequabilidade para a presenca de A. rotundatum, as
precipitacbes apresentaram indices pluviométricos bastante varidveis: de 700 a 1500 mm na
regido norte, e de 700 a 2500 mm na regido sul do estado. Observamos também a existéncia
de sete regiBes hidrogréaficas dentro da area preditiva gerada pelo modelo (INEA, 2013), o que
pode ser importante para manutencdo da umidade local, favorecendo o surgimento de
microambientes para o estabelecimento de A. rotundatum. Estudos experimentais demonstram
que este ixodideo se estabelece melhor em umidades maiores ou iguais a 80%, e temperatura
entre 26 e 27°C . E notorio que carrapatos, durante a fase de vida livre, sofrem acdes diretas
de fatores abidticos como temperatura e déficit de saturacdo do vapor de agua do ar, sendo
esses fatores importantes para a realizagdo da ecdise entre 0s estagios (larva, ninfa e adulto) e
durante a procura por hospedeiros (RANDOLPH, 2004). Ademais, regifes com maiores
precipitacdes e, consequentemente a umidade, favorecem a presenca dos anfibios hospedeiros
e, logicamente, o aumento da populacéo de A. rotundatum Koprivnikar et al. (2012).

De forma geral, o processo de montagem de comunidades prevé trés filtros principais
para o estabelecimento de uma espécie: histdrico (barreiras geograficas), abiotico (condigdes
ambientais para a espécie sobreviver e reproduzir), e biético (interagdes com as outras
especies) (CORNWELL et al., 2006). A modelagem auxilia a previsdo de locais adequados,
levando em consideracdo as varidveis relacionadas ao segundo filtro. Entretanto, os parasitos
ainda dependem do encontro de hospedeiros vidveis para sua manutencdo e crescimento da
populacdo no local, o que dificultaria a possibilidade de uso de modelos mais simples que
tenham uma quantidade de informacéo suficiente para observacdes de padrdes ou tendéncias
da sua distribuicdo geografica. Apesar disso, para espécies mais generalistas em termos de
hospedeiros, como A. rotundatum, os modelos que consideram apenas varidveis bioticas
parecem ser uma boa aproximacgdo da adequabilidade ambiental. Ao final, os estudos
realizados em laboratério, apontando uma limitacdo da ocorréncia da espécie dependente da
temperatura ambiental, auxiliam na validagdo do modelo gerado.
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8 CONCLUSOES

Com base nos resultados observados, pode se concluir que:

- Sapos em areas mais antropizadas tendem a apresentar uma maior Intensidade Média de
Carrapatos.

- O carrapato Amblyomma rotundatum pode apresentar um comportamento nidicola.

- Altas infestacbes de Amblyomma rotundatum podem causar impactos negativos nas
populacdes de Rhinella em uma determinada area.

- Larva e ninfas de Amblyomma rotundatum parasitam sapos nos meses mais frios e secos,
enquanto fémeas nos meses mais quentes e chuvosos.

- O ciclo biolégico de Amblyomma rotundatum possui um comportamento de trés
hospedeiros.

- O anuro Rhinella schneideri é um oOtimo hospedeiro para o carrapato Amblyomma
rotundatum.

- O ciclo de Amblyomma rotundatum em sapos tem uma duracdo de 126 a 220 dias.
- Ninfas e fémeas tem maior longevidade do que larvas, quando em jejum.

- Este estudo apresenta o primeiro registro de A. rotundatum parasitando espécies R. ornata e
R. crucifer no Brasil.

- A temperatura foi o parametro mais determinante na presenca de A. rotundatum, que
apresentou potencial de ocorréncia em grande parte do estado do Rio de Janeiro, inclusive em
regides insulares.

- As microrregides Norte Fluminense, Baixadas Litoraneas, Metropolitana, Médio Paraiba e
Costa Verde apresentaram maior adequabilidade para a presenca de A. rotundatum.
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9.1 ANEXO 1

Exp Appl Scarol (2007} H1:555T
(I IR B TR TSR (] ke B B

Life eycle and behavior of Ambdvoemima rotundarim
(Acari: Ixodidae) under laboratory conditions
and remarks on parasitism of toads in Brazil

Hermes Hibsiro Loy - Jigio Loiz Horsci Faocim - Marcns Samles Pires -
Helin Micardo da Silva - Dard Morae Barmos-Bat besti

Feceived: 28 July 20137 Accepiad: 1 Cohar M2 Published anline 26 Ooioter 2012
0 Spnnper Scieness Husiness Media Dondesokd 2002

Abstroct  The life cyde and hauevior of Ambleomena romodarsn were evaluyied under
laboraory conditons. The eaperiment stamal with four engorged femakes callecied fiom
imack (Ekmels rofmeiden) nammally anfesied at the Fimpitinga Boological Station: m the
sibe of Binas Gerais, Brazil. Developmentl periods of free-living stages were assessal in
an incubawr a 37 £ | *C, =80 % HH and darkness. The complete Efe cecle. includisg
pre-amschmest periods X gach parasitic ssage. mnged from 126 w0 228 days. The
pre-aitachment, feedmng amd modting periods increseed as the life cycle progressed from
arva w aduli female. Chiposition lasied aboas 20 days, with the peak oocuming on days 4
and 3. Longewity of mymphe and sdub femalkes was quite smilar approcimately 234
aml 24 days, mapoctivelyl and alightly oeger than that of laree. Lesions caused by
tick feeding are diequssed and a list of knswarn hosis, imduding new hosi reconds for
A. rotundoine, B offaed

Keymords  Ambiwomma modiedatme - Bfwaia soboeiden - Life cyele - Hosl-pamside
relation - Lesioms - Braxil
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9.2 ANEXO 3

ISEN Improsss $402-5746  BEN Clorénco HTEITH Verorinavia » Zocwwenia 100
PARASITISMO POR CARRAPATOS EM ANUROS NO BRASIE, REVISAOD
oo L s P
RESUMO

Varios ondo ¢ cctoparastas & foram repsdnados om anuros: backérim, funges, prosonodnos,
holmeecs ¢ artrepodes. Comuda, spesar do gmande aumero do espécls do camapatos
crigenkes, spenas ots foram rogistradas. parasitmdo anems do pfoero Relally oo Brasil,
i Ambivemme diviwie ¢ Amblrommg ranmdatum 85 Daals COmMuEs. Ambas Gspdoies
apreseziam trés ostigios no desenvalvimento de sou ko viml ( larva ninfa ¢ adulto), sezdo
g lodes s30 atves @ dependem do repastn smguineo pan desempenbo pleno de seas
fungtes Dicddgicas. Exivem divonsos grupos de sowparasitio de anfihios atuando oo
votors do ageass infocciosos: Sangeessugms (Batracnbdello pécto) transmeindo tripanssomas
pan R cawiams K cotesheionn ¢ B ratevnomales, s cicier, K awencasas. £
nhatica @ Plehodon  Cixeronz. Mosquies do ghacsy  Phichotonns  ranssatisdo
tnpanossomes om ris Ta china @ o campato A redandadiox RANSMRIDGS Hewolivis ©
Hepatooom. A derminnle & velor Meporomoos ferdfex. ARmM e protovedios. T relatos
wmbhém da infecglo poe Rickewsio belli cm genhas cipéciss A roavdatarm € A, hwwwerale. Os
Camipaios podens Causar Wedes s Sap0s QUM O FORRI0  sanguieo esyltando no
aparecimento & kstes woeralivas ¢ hemomagias,

Palay ras-clizave: anurcs, parasitison, curspaios,
TICKS PARASITIZING ANURANS IN BRAZIL. REVIEW
ABSTRALT

In the wak there have beea reomded severd endo and ectoparasies: beckeris, hmgi.
oo, Welminds amd antopeds. Howover, despile e hendsals of pocies of ticks
dearribed, only s were reocsiad frome teods of e gomus Rhwmell in Bewil Amblromema
cierimnle a0d Ambromea romnckitios 45¢ the most compn. Both species luve thiree sages
in Selr ife coycde larva oymph and adulty Al of whick @ xtive sad depend oa 2 Bood meal
o perfome i Tecdogical Tumctoos, Them ane soveral groups of aotofarasines in amphitNans
AENg a5 vecors of wfecsous agents Karacobdella prcte WaNsmMining wvpasosonmes o &
clasirans, B caresbefons and & sevenriomiles, Hyle cowifer, R americames, R rptvarkon
and Plattodon cimereus. MOSQUtOes of the ponss Miloboroosus IRNSMRING 1Y Panosoaies 1
frogs in chim, A revadone transnitting Hesolivk aad Heparogon and A, dissiwle vecionng
Hepeaxozon fusfer., Besides the protozsa, there e abso reports of infoction by Rickensin
belli in boty A rovasmdatons @] A, ranerale, Tichs can whos cane? lesions in 1oak dering e
bivod meal madtng in the devekopment of nkeratne Jesioes and biceding.

Keywords: seurars. parasitism, ticks.

" DMpeRarun 00 P bogs AROnd. B 40 Varaion Usevensdade Fedone Km0 B0 de . Seopadion
RE 23000081 B | Coropesdeg mihor emmt hemnesi® s be

Tow F8 Facomh TLH Parantism) (o CHmuinim em amine no Hras) Revhao Vel & Zoomcain 5, 20 (Fagio
Comomormivar W61,
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9.3 ANEXO 5

Patterns of parasitism by Amblyomsma rotundatum Koch 1844
(Ixodidae) on Rhinella schneideri (Werner, 1894) (Bufonidae)
in natural and human-altered environments,

Hermes Ribeiro Luz' » Joio Luiz Horacio Faccini' » Heélio Ricardo da Silva®

Pt pracduate Vetermary Seience, Veterinary Instinate - TV, Faderal Fural Uiversity of Rie de
Janemn - UFRRT

‘Department of Animal Passsitodogy, Veterimary [nstitte - 1V, Faderal Rural University of Fio
de Jaaiearo — UIFRET

Herpetology Labomiory, Depariment of Ammal Buology, Institube of Buologry, Federal Raral
Ungversiry of Fio de Jagero, Seropddica, BT, Brazud, e-nmal: helaod@ufie) b

Abstract

Iy thee passent study, ticks wers sampled froun specimens of s rococe wad. BEhinella
schoeider, and by flamel dragging en Pirapitinga and Boi lslands. respectively with
and withowt anthropogenic inflnences. The study sstes were located in the Sio Franciseo
river near the Trés Mamas hydvoslestrie dam o the savanna of southeastern Brazil A
total of 120 foads were exammed, 63 (52.2%) of which were only parasipized by
specimens of Amblvomma renmdater todaling 96 larvae, 153 oymphs and 134 females
A larger number of mfested toads (n= 4880, 0% were found in the Prapitemgs Tslind
in compariscn 1o Boi Ialand (o= 1240, 37 3%). However. grearer mean miensiy of
infestation was fooad oo Bei [sland (12,1 tieks'voad) in eomparison te e Prapitmga
Liland (n = 4.4 tckstond). 4. romrdatr exdubited l.'l.'i!]'ll.:.l' nﬂmgnmd. dhstribution at
both sites surveyed, bt was much more agaregated on Bol Island, The diffsrences
preévalines, medan bntersity of mfestaticns and aggaegarion between the two study sites
are posstbly relafed to anthropogenic mifhiences. Ohverall, peak abundance of larvae and
nymiphs ocoumed i the dry season (May to Seprember), whersas peak abundance of
females ocevared in the wer season (Oerober to April), Additwonally, 380 1icks were
collected by flannel dragging totalmyg 68 larvae, 48 mwrphs and 222 adubs. Among
these ticks. Amblvomma cajermense was the most common, followed by A, parvir, A,
dubitmrum, A ovale and 4. epelebz, The findung of two engorged 4, rofisdatum wympls
m the same resting places of two tosds and the absence of this species m the dragged
areas suggest a bebavior similar to that cbserved for the brown dog tick Rhipicephalus

EARZRINSTS.

Key words: dmbivemma rotumdoiim,. Bhinella schneider, aggregation. parasmeshost

relations., Brazil
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9.4 ANEXO 6

Parasitism of Amblyomma  rotndarum  (Koch)  (Acari,
Ixodidae) in tvoads Rhbinella ornara  (Spix) (Amphibia,
Bufonidae): new host recoril.

Hermes Ribeiro Luz' . Joio Luiz Horacio Faccini® . Hélio Ricardo da Silva’

! Postprachmte Veterinary Science, Veterinary Institute - TV, Federal Rural University of Rio de
Janemn - TFRET

? Department of Animal Parasitology, Vetermary Institute - IV, Federal Fural University of Rio
de Janeiro - UFRE]

: Herpetology Laboratory, Department of Aninel Biology, Institute of Biolegy, Fedesal Rural
Ulniversity of Rio de Janemn, Seropédica, BT, Brazl, e-mail: helio@hafm) be

Abstract

Amblyowmma  rotundatmm was firet soopled  individuals Rhinells senara {Aoura:
Bufonidae) froan four populations asd three continental island i the state of B de
Japeirs . We analyzed 170 fogs and of these, 04 {33.7%) wera parpsitized by tieks
sdentified as A, romndaime (o= 240) at all stages: larva (o= 24}, oymph (o= 104) and
adult (= 112y, When conmparing the proportion of parasitiam berween samples. it 1a
sipnalar only betwesn 1 Marmobaia and 10 Lacge (p>= 0.05). Among the continenial
samples. the nwnober of parasmized frogs did sot doffer stanstseally {p= 051 The
average intensity of 4. rovusdamn was lugher 1a Madesa (IMP = 2.29) and 1. acumga
(IMP = 2.06). Berween bocarons, Seropédiea (IMP = & 36) showed a ngher value IMP.
followed by Angra dos Bes (IMP = 4.500. ncks were found m different regions of the
body of the bost. The haghest frequency was found to be 1-6 ticks on a single bost. We
found that specimens of . rofumdatum ocowred mone frequently m ventral regions (n =
26), lund tmb (n = 25) and back (n = 21). however. the frequency of parasitism m these
areas did not differ significantdy (p == .0%).

Kevwords: ectoparasite, degree of mfestation, i1sland, continent. frogs, abiotic
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