UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PARASITOLOGIA

Amblyomma sculptum (Acari: Ixodidae): avaliacao
da capacidade de locomocao e desenvolvimento de
formulacbes vacinais para seu controle

Ulisses Antdnio Natividade

Belo Horizonte
2020



Ulisses Antbnio Natividade

Amblyomma sculptum (Acari: Ixodidae): avaliacao
da capacidade de locomocéao e desenvolvimento de
formulac0es vacinais para seu controle

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Minas Gerais como requisito parcial para
obtencéo do titulo de Doutor em Ciéncias.

Area de Concentragdo: Entomologia

Belo Horizonte

2020



043

Natividade, Ulisses Antonio.

Amblyomma sculptum (Acari: Ixodidae): avaliacdo da capacidade de
locomogdo e desenvolvimento de formulagdes vacinais para seu controle
[manuscrito] / Ulisses Antonio Natividade. - 2020.

71f.: il.; 29,5 cm.

Orientador: Ricardo Nascimento Araujo.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biologicas. Programa de P6s-Graduagdo em Parasitologia.

1. Parasitologia. 2. Ixodidae. 3. Locomocao. 4. Sobrevivéncia. 5.

Comportamento. 6. Vacinas. I. Araujo, Ricardo Nascimento. II. Universidade
Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Biol6gicas. III. Titulo.

CDU: 576.88/.89

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecaria Rosilene Moreira Coelho de Sa - CRB 6 - 2726




“Ciéncia deve respeitar a demanda humana por qualidade de vida”.

Prof. Luiz Felipe Silva (UNIFEI)



A minha mée e a minha esposa
ALPINA VALERIA NATIVIDADE e
ANGELITA DE PAULA PIMENTA



AGRADECIMENTOS

A minha mée que lutou sozinha por minha educacio e me preparou para os desafios da vida.
Ao professor Dr. Ricardo Nascimento Araujo pelo comprometimento, pela disciplina e
organizacdo na orientacdo deste trabalho, além da paciéncia e todos os conhecimentos
dispensados.

Ao professor Dr. Marcos Horacio pela atencdo, parceria e acolhimento no laboratério e em Belo
Horizonte.

Ao professor Dr. Nelder Gontijo por permitir a participacdo na confraria secreta além de estar
sempre por perto para prevenir minhas “alunisses”, contribuindo sempre para o meu
crescimento académico.

Ao professor Dr. Mauricio Sant’Anna pelos momentos agraddveis de convivio e pelas
contribuigdes.

Aos técnicos do LFIH, Marcia Campos e César Nonato, que fazem tudo fluir de forma discreta
tornando possivel conviver e trabalhar no dia-a-dia.

A Professora Hélida Monteiro, técnicos e alunos de seu laboratorio.

Aos professores Ricardo Fujiwara, Daniella Bartolhomeu e Lilian Lacerda Bueno, técnicos e
alunos de seu laboratério.

Aos coordenadores do programa de pds-graduacao.

A fundaco Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e INCT-
Entomologia Molecular que viabilizaram a execucdo desta pesquisa através do suporte
financeiro.

A todos os funcionarios e professores do ICB/UFMG que de maneira direta ou indireta
contribuiram para a minha realizagdo académica.

A minha sogra, Dona Expedita, pelo zelo, apoio e orages.

A todos os amigos do LFHI, que tornaram a realizacdo desse trabalho mais agradavel: Naylene,
Paulinha e Jessica; Gabriel; Luciana Ramos; Rafaela Paim; Rodolfo; Adalberto, Denise,
Natalia, Mércia, Monique, Lucas, Luiza Guerra, Luiza Lara, Daniel, Giovanna e Rafael.

As amigas especiais Sumara e Sibele que nos orientam, apoiam, cobram e sempre estdo
dispostas a ajudar.

A Angelita, pela dedicago e apoio incondicionais, fundamentais em tudo que realizo.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BSA - bovine serum albumin (albumina do soro bovino)
BOD - biochemistry oxigene demand (Demanda bioquimica de oxigénio)
BT - Basic Tail

CEBio - centro de bioterismo

cm - centimetro

cm/min - centimetros por minutos

CRT - coeficiente de reducéo de fémeas ingurgitadas
CRO - coeficiente de reducdo de oviposicdo

CRF - coeficiente de reducdo de fertilidade dos ovos
d - dias

DAB - dietil-amino-etil-benzidina

DE - dia experimental

DP - desvio padrao

DTT - ditiotreitol

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EP - erro padrao

FMB - febre maculosa brasileira

g - aceleracdo da gravidade

hr - hora

ICB - Intituto de Ciéncias Bioldgicas

IgG - imunoglobulina G

IPTG - isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside

kDa - kilodaltons

Kn - Kunitz

M - molar

m - metro(s)

m/DE - metros por dia de experimento

mg - miligramas

MIF - mediana da intensidade de fluorescéncia

min - minutos

mL - mililitro



mM - milimolar

MW - molar weight

n - numero amostral

nm - nanémetro

nM - nanomolar

°C - graus Celsius

oD - optical density (densidade dptica)

OPD - orto-fenilenodiamina ou 1,2-diaminobenzeno
PBS - “phosphate buffered saline” (tampao fosfato)
PCR - Polymerase Chain Reation (reacdo em cadeia da polimerase)
pH - potencial hidrogeniénico

Qui - Quimera

SDS-PAGE - “sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis”
(dodecilsulfato de sddio — gel de poliacrilamida para eletroforese)

seg - segundos

T1 - teste 1

T2 - teste 2

T3 - teste 3

T4 - teste 4

TS5 - teste 5

\ - volts

V/h - Volts/hora
Vmax - Velocidade maxima
VWF - von Willebrand
ug - micrograma
uL - microlitro

uM - micromolar



Figura 1:
Figura 2:
Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:
Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:
Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17

LISTA DE FIGURAS

Formas evolutivas de Amblyomma sculptum...........c.cccevviviiienecieseennne
Ciclo biologico de A. SCUIPIUM.........ccovviieiicieceee e
Distribuicdo geografica conhecida das espécies pertencentes ao
complexo A. cajennense sensu lato Nas AMEFICaS.........ccovvrerereresieaeaneas
Distribuicdo geografica das espécies de carrapatos pertencentes ao
complexo A. cajennense sensu lato No Brasil.............ccccceeveiieivice e,
Desenho esquematico do aparato experimental.............cccocoevviiciiicinenne
Histogramas da disténcia percorrida e mudanca de sentido de ninfas de
A. sculptum, por dia experimental, em condigdes de laboratorio................
Influéncia da idade sobre os pardmetros de locomocdo das ninfas de
A. sculptum em condicBes de 1aboratorio............ccovevveveeieiceceece e,
Efeito da locomogao na sobrevivéncia de ninfas de A. sculptum................
Influéncia do periodo experimental nos parametros de locomocdo de
ninfas de A. sculptum em diferentes estacfes do ano.............ccceeveevereennnnn
Influéncia da estacdo do ano nos parametros de locomocao de ninfas de
A. sculptum em condicdes de 1aboratlrio.............ccovevevereie i i,
Sobrevivéncia de ninfas de A. sculptum mantidas em diferentes
condicdes de locomocdo durante diferentes estaces do ano......................
Delineamento do ensaio vacinal realizado em camundongos utilizando
antigenos contra o carrapato A. SCUIPIUM.........cccccvvviieieieie e
Producdo e purificacdo das proteinas recombinantes utilizadas nas
formulagGes vacinais contra o carrapato A. SCUlpPtUM..........ccceevreeriennnene
Resposta antigeno-especifica produzida a partir da vacinagdo de
camundongos com antigenos salivares recombinantes............cccocevveeenee.
Resposta antigeno-especifica produzida a partir da vacinagdo de
camundongos com antigenos salivares recombinantes em testes
BSPECITICOS. ...ttt
Parametros alimentares de fémeas de A. sculptum alimentadas em
camundongos imunizados com as diferentes formulages vacinais...........
Parametros reprodutivos de fémeas de A. sculptum alimentadas em

camundongos imunizados com as diferentes formulagdes vacinais...........

18

19
29

32

33
34

35

36

36

47

49

50

51

53



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:
Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

LISTA DE TABELAS

Capacidade de locomocéo e caracteristicas da caminhada de ninfas de
A. sculptum em condicdes e 1aboratorio..........ccccoeeveveevieie e
Distancia de locomocdo e mudanca de sentido por dia experimental
(DE) de ninfas de A. sculptum em condic@es de laboratorio.....................
Distancia de locomogdo em um unico sentido de ninfas de A. sculptum
em condi¢Bes de 1aboratOrio..........ccocvveieereeiee i
Grupos experimentais e formulagdes utilizadas nos ensaios vacinais.......
Mortalidade de fémeas de A. sculptum alimentadas em camundongos
imunizados com as diferentes formulagdes vacinais............c.ccocevvrvnnnnne.
Fertilidade de fémeas de A. sculptum apds alimentacdo em
camundongos imunizados com diferentes formulacGes vacinais..............
Coeficientes de reducdo de fémeas ingurgitadas (CRT), oviposi¢ao
(CRO) e fertilidade dos ovos (CRF) relativos a vacinacdo com 0s
antigenos salivares recombinantes e suas taxas de eficacia no controle

da infestacdo por fémeas de A. SCUIPtUM..........ccovviiiiiiie e,

31

31

31
44

52

54



Resumo

Amblyomma sculptum (Acari: Ixodidade) é considerado o principal carrapato em importancia
médica no Brasil, além de causar enormes prejuizos nas criacdes de animais. No presente
estudo, foram investigados dois importantes fatores relacionados ao A. sculptum que séo sua
capacidade de locomocé&o de forma ativa de ninfas e o efeito de diferentes formulacdes vacinais
no desenvolvimento de fémeas. Para isso, o estudo foi dividido em duas partes. Na primeira
parte, os objetivos foram de descrever a capacidade assim como as caracteristicas da locomocao
de ninfas de A. sculptum em condicGes de laboratorio e avaliar seu efeito na sobrevivéncia. Para
tanto, um aparato de locomocao foi construido e diferentes parametros de locomocdo, além da
sobrevivéncia das ninfas, foram mensurados. Observou-se que as ninfas de A. sculptum foram
capazes de caminhar, ao longo de sua vida, por distancias superiores a 100 metros. Porém, as
distancias diarias percorridas foram de aproximadamente 1,8 metros e houveram mudangas
constantes de sentido. Constatou-se também que a sobrevivéncia de ninfas que permaneceram
em repouso fora de mais de seis meses e trés vezes maior que de ninfas submetidas a locomocéo
diaria. A segunda parte do estudo avaliou a resposta imune e eficacia de diferentes formulacdes
vacinais contendo antigenos salivares e intestinais contra A. sculptum utilizando camundongos
como hospedeiros. Para isto, foram realizados ensaios vacinais com cinco formulagdes que
possuiam combinacdes de antigenos recombinantes (T1-KnQui; T2-BTQui; T3-8,9Qui; T4-
Kn8,9Qui e T5-Kn8,9BTQui) seguido pelo desafio com casais de A. sculptum. Foi observada
uma taxa de mortalidade de até 33% nas fémeas de carrapatos testadas assim como reducéo de
até 50% na fertilidade destas fémeas. Os ensaios realizados revelaram eficacias que variaram
de 69,1 a 81,8% denotando perspectivas promissoras. As formulacdes com os melhores
resultados foram aquelas que continham os antigenos rAsKunitz, rAs8,9KDa e rAsQuimera.
Os resultados adicionam a literatura informagdes importantes que visam o controle de

carrapatos A. sculptum e a prevencédo das doencas por ele transmitidas.

Palavras-chave: complexo Amblyomma cajennense; busca ativa; sobrevivéncia; antigenos

vacinais; vacina; comportamento.



Abstract

Amblyomma sculptum (Acari: Ixodidade) is considered the main tick of medical importance in
Brazil, in addition to causing enormous losses in animal husbandry. In the present study, two
important factors related to A. sculptum were investigated, which are nymphs ability to move
around actively and the effect of different vaccine formulations on the female development. For
this, the study was divided into two parts. At the first part, the ability and characteristics about
nymphs locomotion of A. sculptum under laboratory conditions and to evaluate its effect on
survival were described. For that, a locomotion apparatus was built and different locomotion
parameters, in addition to the survival of nymphs, were measured. It was observed that the
nymphs of A. sculptum were able to walk, over their lifetime, for distances greater than 100
meters. However, the daily distances covered approximately 1.8 meters and constant changes
in direction were observed. It was also found that the survival of nymphs that remained at
cloister was more than six months and three times greater than nymphs submitted to daily
locomotion. The second part of the study aimed to evaluate the immune response and
effectiveness of five different vaccine formulations containing salivary and intestinal antigens
against A. sculptum using mice as hosts. For this, vaccine trials were carried out with combined
formulations of recombinant antigens (T1-KnQui; T2-BTQui; T3-8,9Qui; T4-Kn8,9Qui and
T5-Kn8,9BTQui) and challenge against A. sculptum couples. A mortality rate of up to 33% was
observed in the tick females tested as well as a reduction of up to 50% in the fertility of these
females. The tests carried out revealed efficacy between 69,1 and 81,8%, showing promising
perspectives. The formulations with the best results were those that contained the rAsKunitz,
rAs8.9KDa and rAsQuimera antigens. The results add to the literature important information

about tick A. sculptum control and preventing diseases transmitted by it.

Keywords: Amblyomma cajennense complex; active search; survival; vaccine antigens;
vaccine; behavior.
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1. INTRODUCAO

1.1. Taxonomia dos carrapatos e de Amblyomma sculptum

Os carrapatos pertencem a classe Arachnida e estdo compreendidos em duas
principais familias: Ixodidae, representada por aproximadamente 703 espécies e Argasidae, que
é composta por aproximadamente 194 espécies (Dantas-Torres et al. 2012; Guglielmone et al.
2010). Existe ainda uma terceira familia: Nutalliellidae, representada por uma Unica espécie:
Nuttalliella namaqua (Keirans 2009).

A familia Ixodidae agrupa os “carrapatos de corpo duro” que possuem um escudo
rigido quitinoso na regido dorsal e é dividida em dois grupos: Prostriata e Metastriata. No grupo
Prostriata, que apresenta dobra anal anterior ao &nus e cuja cépula ocorre antes ou durante a
alimentacéo, estdo inseridos os carrapatos do género Ixodes. Enquanto no grupo Metastriata,
com dobra anal posterior, maturacdo sexual tardia e copula ocorrendo somente depois que 0s
adultos se alimentam, estdo incluidos os demais géneros (Nava, Guglielmone e Mangold 2009).
No grupo Metastriata encontra-se 0 género Amblyomma e a espécie A. sculptum.

A. sculptum era conhecido anteriormente como A. cajennense até a realizacdo de
uma mudanca taxondmica, verificada por meio de analises moleculares, morfolégicas e
reprodutivas, além de distribuicdo biogeogréafica. Essa espécie agora faz parte do chamado
complexo A. cajennense sensu lato, que agrupa outras cinco espécies distintas (A. cajennense
sensu stricto, A. interandinum, A. mixtum, A. patinoi e A. tonelliae), distribuidas do sul dos
Estados Unidos da América até o norte da Argentina e todo Uruguai (Beati et al. 2013; Estrada-
Pefia et al. 2014; Nava et al. 2014). No Brasil, sdo encontradas apenas as espécies A. cajennense
sensu stricto e A. sculptum, sendo esta Gltima a Unica descrita na regido Sudeste (Estrada-Pefia
et al. 2014).

1.2. Importancia do carrapato A. sculptum
1.2.1. Importancia médica
A. sculptum é considerado o principal carrapato em importancia médica no Brasil.

Ele é o principal vetor da bactéria Rickettsia rickettsii e a especie de carrapato mais associada as

infestacdes em humanos, estando presente em areas verdes de regides urbanizadas e populosas
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(Guglielmone et al. 2006; Labruna 2009; Queirogas et al. 2012). A Febre Maculosa Brasileira
(FMB) causada por R. rickettsii é a riquetsiose de maior ocorréncia e maior gravidade no pais
(Nava et al. 2014; Oliveira et al. 2016), com 2075 casos e 534 dbitos registrados no Brasil entre
2007 e 2017, sendo 528 6bitos na regido Sudeste onde se destacam o estado de Minas Gerais
com 71 e S&o Paulo com 393 6bitos. Além de cinco 6bitos na regido Sul, todos no Parana e uma
morte no Nordeste, no estado de Pernambuco (SINAN 2020). A. sculptum também pode estar
envolvido na transmissao de outras bactérias do género Rickettsia possivelmente patoldgicas,
tais como R. parkeri, R. bellii, R. felis e R. amblyommatis (Bitencourth et al. 2017; Sebastian et
al. 2017).

1.2.2. Importancia veterinaria

O carrapato A. sculptum também é de grande interesse na medicina veterinaria uma
vez que gera prejuizos econdmicos na cadeia pecudria parasitando rebanhos de animais no
Brasil. Durante o repasto sanguineo, as fémeas retiram grandes volumes de sangue, podendo
causar comprometimento da capacidade produtiva dos hospedeiros e predispor a infeccdes
secundarias, instalacdo de miiases, desvalorizacdo do couro dos hospedeiros, gastos na tentativa
de controle de carrapatos, entre outros (Borges et al. 2002; De Castro 1997; Ghosh,
Azhahianambi e Yadav 2007). Adicionalmente, carrapatos da espécie A. sculptum séao
incriminados como vetores para 0s animais de patégenos como bactérias do género Rickettsia,

diferentes arbovirus e algumas espécies de borrélias (Jongejan e Uilenberg 2004).

1.3. Biologia do carrapato A. sculptum

1.3.1. Principais hospedeiros e ciclo biolégico

A. sculptum apresenta quatro estagios de desenvolvimento em seu ciclo, sendo eles
0s ovos, larvas, ninfas e adultos macho e fémea (Figura 1). As larvas sdo hexapodes e
vulgarmente conhecidas por “micuins” enquanto as ninfas sdo octopodes e chamadas de
“vermelhinho”. Na fase adulta, ele é popularmente conhecido como “carrapato estrela”,
“carrapato do cavalo” e “rodoleiro ou radoleiro”, sendo o Gltimo termo mais comumente usado

para fémeas ingurgitadas e amplamente difundido pelo homem do campo.
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Figura 1: Formas evolutivas de Amblyomma sculptum : Ovos (a); Larva (b); Ninfa (c) e Adultos:
Macho (d) e Fémea (e) (Neves et al. 2016).

As formas adultas de A. sculptum apresentam alta especificidade parasitaria para
hospedeiros como equinos, capivaras e antas (Labruna et al. 2001; Lopes et al. 1998; Szabd, Pinter
e Labruna 2013). Larvas e ninfas realizam o repasto sanguineo em uma série de diferentes
hospedeiros vertebrados, tais como o homem, bovinos, suinos, cdes e aves alem de Varios
animais silvestres (Lopes et al. 1998; Rojas, Marini e Coutinho 1999; Szabo et al. 2018). A
espécie é considerada de facil manutencdo em laboratério e colénias de A. sculptum podem ser
mantidas se alimentando em animais como camundongos e coelhos (Franco et al. 2016; Lopes
et al. 2008).

O ciclo biologico de A. sculptum é do tipo trioxeno e apresenta sazonalidade ao
longo do ano com picos populacionais bem definidos (Labruna et al. 2002; Lopes et al. 1998;
Oliveira et al. 2000). Haja vista que maiores taxas populacionais de larvas podem ser observadas
durante os meses de abril a julho, de ninfas entre julho e outubro, enquanto os adultos sdo mais
frequentes durante os meses que vao de outubro a marco (Oliveira et al. 2003; Szabd et al. 2018). Labruna
(2003) e seus colaboradores perceberam que larvas em jejum de A. sculptum passaram um
periodo de confinamento sob o solo abaixo de vegetacdo. Estas larvas ndo estava totalmente
imdveis, mas ndo apresentavam, aparentemente, interesse por busca ativa de hospedeiros, o que
foi caracterizado como comportamento de diapausa larval. O fotoperiodo parece ter maior
influéncia sobre a regulacéo da diapausa em carrapatos. Assim, aquelas larvas que eclodiram
mais cedo, tornar-se-do ativas somente em abril junto da maior parte. De modo que foram
observadas maior quantidade de larvas em arbustos e estas encontraram seus hospedeiros, se
alimentando e sofrendo ecdise para ninfas até o més de julho e assim por diante.

Apbs o desprendimento da fémea ingurgitada, que cai do seu hospedeiro no solo. A
oviposicdo se inicia apds, aproximadamente, 20 dias em condi¢Oes ideais de temperatura e
umidade, cerca de 28°C e 80% respectivamente, e pode variar de cinco a vinte mil ovos. A
incubacdo dos ovos dura aproximadamente 30 dias, quando as larvas eclodem e se dirigem as
extremidades de arbustos a fim de esperar a passagem de um hospedeiro susceptivel (Costa e
Botelhos 2011). Ao encontrar um hospedeiro, elas se fixam e iniciam o ingurgitamento durante

um periodo de 3 a 6 dias e, quando ingurgitadas, desprendem-se e caem ao solo realizando a
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ecdise para o estadio de ninfa apds um periodo de 18 a 26 dias. As ninfas apresentam 0 mesmo
comportamento das larvas e, apds um periodo de 5 a 7 dias em contato com o hospedeiro,
completam seu repasto e se desprendem para realizar uma nova ecdise no solo, agora para
adulto macho ou fémea. Esse periodo leva entre 23 e 25 dias. No hospedeiro, 0 macho e a fémea
realizam a copula e apds o repasto sanguineo, as fémeas ingurgitadas se desprendem e cerca de
7 a 10 dias depois, ovipdem e iniciam um novo ciclo (Pereira e Labruna 1998) (Figura 2).
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Figura 2: Ciclo biologico de A. sculptum (Abreu, 2018).

1.3.2. Distribuic&o e epidemiologia

Espécimes coletados na cidade de Cayena, na Guiana Francesa, foram inicialmente
descritas como Amblyomma cajennense (Fabricius 1787) e pertencentes a familia Ixodidae.
Inicialmente, essa espécie foi descrita como distribuida por toda a América desde o sul dos
Estados Unidos, passando pela América Central e chegando ao norte da Argentina (Barros-
Battesti, Arzua e Bechara 2006; Estrada-Pefia, Guglielmone e Mangold 2004) (Figura 3).
Recentemente, analises morfoldgicas e moleculares propuseram o agrupamento de seis espécies

distintas, sendo cada espécie relacionada a uma &rea biogeografica, no que seria chamado
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complexo A. cajennense, conhecido por A. cajennense sensu lato (Beati et al. 2013; Estrada-
Pefia et al. 2014; Nava et al. 2014).
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Figura 3: Distribuicao geogréafica conhecida das espécies pertencentes ao complexo A. cajennense sensu lato
nas Américas. O mapa mostra a localizagdo geografica conhecida de todas as espécies incluidas até entdo no

complexo A. cajennense sensu lato. Os pontos representam os registros de espécimes consideradas no estudo de
Estrada-Pefia et al. (2004).
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A ocorréncia de pelo menos duas espécies de carrapatos pertencentes ao
complexo A. cajennense foi mostrada no Brasil por Martins (2016), sendo elas A. cajennense
sensu stricto e A. sculptum (Figura 4). A. cajennense s. s. foi encontrada sobretudo nas regides
Norte, Nordeste e Centro-Oeste, enquanto A. sculptum foi descrita em todas as regides do pais,
além de ser a Unica espécie do complexo presente no Sudeste. Altamente associada ao clima
tropical, A. sculptum se dissemina por &reas do Pantanal, Mata Atlantica e, sobretudo, no bioma do

Cerrado onde é amplamente distribuida.
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Figura 4: Distribuicdo geografica das espécies de carrapatos pertencentes ao complexo A. cajennense sensu
lato no Brasil. O mapa mostra a localizacdo dos carrapatos A. cajennense (sensu stricto) e A. sculptum além da
localizagdo de A. cajennense (sensu lato) identificados nas quatro regifes climaticas brasileiras. Adaptado de
Martins et al. (2016).
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Acredita-se que a dispersdo por pequenos hospedeiros esta relacionada com a larga
distribuicdo horizontal de A. sculptum em areas de cerrado (Pajuaba Neto et al. 2018). Também
se observa uma alta prevaléncia da espécie em regides urbanas e periurbanas, em areas verdes e
sombreadas, devido principalmente a disponibilidade de hospedeiros, como as capivaras, ja que
esses hospedeiros preferenciais sdo eficazes na manutencao do ciclo do carrapato (Queirogas et
al. 2012).

Os relatos de identificacdo de A. sculptum tém se tornado mais abundante em areas
urbanas e periurbanas apesar de ainda ser mais comum em &reas rurais. Esta expansdo para
areas mais proximas do homem é favorecida pela presenca de animais hospedeiros em parques
muito frequentados e pela proximidade do homem com animais como cées e cavalos que
transitam entre as areas urbanas e silvestres infestadas, o que se agrava pela ocupacéo
desordenada do espaco urbano (Szabd, Pinter e Labruna 2013). O alto indice de parasitismo
observado em pessoas também se relaciona ao fato de A. sculptum, que mistura busca ativa e
acesso ao hospedeiro por “emboscada”, ser mais agressivo e menos exigente nas fases de larva
e ninfa que outras espécies de carrapatos. Esse numero é consideravelmente maior que para
outras espécies da mesma regido, como A. dubitatum, por exemplo, que é uma espécie de
carrapato adaptada a capivaras (Pajuaba Neto et al. 2018; Ramos et al. 2017). Assim todos estes
fatores contribuem para o aumento do risco para Febre Maculosa Brasileira (Araujo, Navarro e
Cardoso 2016).

1.3.3. Dispersao, locomocéo e sobrevivéncia de carrapatos

A capacidade de dispersdo e tempo de sobrevivéncia sdo importantes fatores que
moldam comportamento e dindmica populacional dos carrapatos. Esses fatores sofreram
enormes pressoes evolutivas, uma vez que constituem elementos importantes para conseguir se
alimentar em um hospedeiro e sobreviver em condi¢Oes naturais (Buczek et al. 2017).
Carrapatos que se dispersam mais e sobrevivem por mais tempo tém mais chances de encontrar
hospedeiros para se alimentar, transmitir agentes patogénicos e, consequentemente, de manter
o ambiente infestado. Estes fatores também influenciam a dindmica populacional dos
carrapatos, uma vez que eles passam mais de 90% de sua vida no ambiente e a maior
mortalidade de espécimes ocorre durante o periodo ndo parasitario devido a fatores abidticos

(Randolph 2014). Além disso, sdo eles que vao determinar a extensdo da area infestada e,
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consequentemente, a area de ocorréncia de doencas causadas por patdgenos veiculados por
carrapatos (Qviller et al. 2016).

A dispersdo dos carrapatos envolve principalmente a locomocao passiva pelos
hospedeiros e a locomocdo ativa realizado através de caminhadas (Qviller et al. 2016). A
locomocgdo passiva constitui a principal forma de dispersdo, uma vez que carrapatos se fixam
ao hospedeiros e retornam para o ambiente em qualquer local onde houve circulagéo do
hospedeiro (Qviller et al. 2016). A locomocdo ativa também pode auxiliar na dispersdo de
carrapatos, porem sua maior contribuicdo é de forma indireta. De forma geral, a locomocéo
ativa dos carrapatos € feita basicamente para buscar um hospedeiro e, em seguida, retornar para
um abrigo onde as condigdes ambientais sdo mais favoraveis. Desta forma, quanto maior a
locomocdo ativa de uma espécie de carrapato, maior a chance de encontrar o hospedeiro e ser
transportado passivamente (Carroll e Schmidtmann 1996).

Para a busca por hospedeiros, os carrapatos possuem dois tipos principais de
comportamento: o comportamento de emboscada (do inlgés "Ambush behavior) e o
comportamento de caca (do inglés: "Hunter behavior") (Sonenshine 1991). O comportamento
de emboscada é caracterizado pelo ato de escalar arbustos e permanecer em um ponto vantajoso
para o encontro de um hospedeiro. J& 0 comportamento de caca é caracterizado por incursdes
periddicas rapidas para fora do local onde estdo escondidos em direcdo ao hospedeiro, mediante
algum estimulo (Sonenshine 1991). Independente da estratégia utilizada no encontro dos
hospedeiros ou na sobrevivéncia é notorio que a capacidade de locomocao dos carrapatos vai
influenciar diretamente seu sucesso e, consequentemente sua dispersao no ambiente e
sobrevivéncia (Loye e Lane 1988). Carrapatos que tem mais capacidade de se locomover,
poderdo repetir mais vezes os comportamentos de busca pelo hospedeiro, seja ele por
emboscada ou caca, e terdo mais capacidade de encontrar abrigos com condicGes favoraveis a
sobrevivéncia (Ramos et al. 2017).

Outros fatores ambientais também influenciam a locomocdo dos carrapatos. Os
mais importantes sdo aqueles que estao diretamente ligados a procura por condigdes ambientais
mais favoraveis a sobrevivéncia como abrigo de raios solares, temperaturas mais amenas e
umidade mais alta. Trabalhos anteriores com Rhipicephalus (boophilus) microplus mostraram
que larvas tendem a se deslocar menos para o topo de gramineas no verdo em relagédo ao inverno
(Furlong, Chagas e Nascimento 2002). Ixodes ricinus tende a se deslocar para locais com mais
umidade relativa no ar e este comportamento € mais intenso em espécimes com maior estresse
hidrico (Crooks e Randolph 2006). Outro fator que influencia diretamente a locomogéo é a

sazonalidade, caracteristica que € marcante em determinadas espécies. A estacdo do ano € um
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dos fatores que mais influenciaram Dermacentor reticulatus a se dispersar. As distancias foram
consideravelmente maiores na primavera em relacdo ao outono (Buczek et al. 2017).

Apesar de sua importancia, poucos trabalhos se dedicaram a avaliar a capacidade
de locomocao de carrapatos. Os trabalhos existentes na literatura tiveram maior enfoque na
avaliacdo da dispersdo ou no comportamento de locomocao frente a diferentes estimulos, mas
ndo na capacidade (Alekseev et al. 2000; Buczek et al. 2017; Gray 1985; Koch e Mcnew 1982;
Mcmahon e Guerin 2002; Oliveira et al. 2000). Para algumas espécies, como I. ricinus, a
locomocdo horizontal esta limitado a apenas alguns centimetros na maior parte da estacao ativa
dos espécimes (Crooks e Randolph 2006; Perret et al. 2003). D. reticulatus, em condicdes
naturais, também foi capaz de dispersar somente curtas distancias, apenas a média de 60 cm
(Buczek et al. 2017). Em condic¢des naturais, ninfas de I. scapularis se dispersaram por uma
distancia de apenas 2 a 3 metros em 2 a 3 semanas e adultos por 5 a 6 metros em 3 a 4 semanas
(Carroll, Mills e Schmidtmann 1996). Entretanto, os autores estimam que a capacidade de
locomocgdo é maior que a area de dispersdo, pois ndo acontece em linha reta (Buczek et al.
2017).

A. sculptum é uma espécie conhecida por apresentar um comportamento agressivo,
uma vez que usa tanto emboscada quanto caca como estratégias para encontrar um hospedeiro,
além de responder a estimulos diversos. Entretanto, sua capacidade de locomoc¢édo ainda é
desconhecida. Sua determinagdo poderia auxiliar em um maior entendimento dos fatores

envolvidos em sua dispersdo e também de risco de infec¢do por patdgenos por ele transmitidos.

1.4. Controle de carrapatos

Os acaricidas quimicos sdo a base do controle das infestagdes por carrapatos
atualmente. Arsénico ja era utilizado para combater os parasitos desde o final do século XIX e
em meados dos anos 40 os organoclorados foram usados em massa (George 2006). Por serem
muito téxicos para animais, houve uma busca constante por novos produtos para se evitar 0s
efeitos colaterais desses compostos. A partir de entdo, foram introduzidas novas classes de
acaricidas como, por exemplo, amidinicos, piretroides sintéticos, fenilpirazolicos e as lactonas
macrociclicas que sdo menos toxicos para mamiferos e possuem melhor eficacia no combate
aos carrapatos. Contudo, a cada ano aumenta a preocupagdo com os niveis de contaminacao do
ambiente e dos produtos de origem animal, mesmo com os avangos obtidos com 0s novos
compostos, 0 que se soma a perda de eficicia pela selecdo de populagdes de carrapatos

resistentes as bases usadas (Furlong e Martins 2000). Este cenério resultou num desafio para a
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pecuaria brasileira, uma vez que em muitos lugares a maioria desses produtos ja ndo é mais
eficaz no controle dos carrapatos. Esse problema é agravado pela grande dificuldade de
desenvolvimento de novas drogas, pois esse processo € longo e dispendioso (De La Fuente et
al. 2007).

O uso indiscriminado e sem conhecimento técnico prévio de produtos acaricidas
para o controle dos carrapatos ainda pode levar a contaminacgéo do solo e fontes de dgua. Além
disso, a necessidade de méo de obra qualificada, também é um fator negativos em relacdo ao seu
uso exclusivo para o controle (Jongejan e Uilenberg 1994). Para sobrepor esses problemas, nos
dias atuais, idealiza-se o controle quimico integrado com formas de controle alternativas, como
manejo das areas de pastagem com a diminuicao da cobertura vegetal utilizando corte e aragem,
vacancia da pastagem por periodo superior a sobrevivéncia dos carrapatos ou introducdo de
espécies resistentes ao parasito (De Castro 1997).

O controle biol6gico também se mostra como uma alternativa aos acaricidas
tradicionais. O uso de fungos patogénicos como Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae
apresenta eficacia na eliminacdo dos parasitos, chegando a levar a mortalidade 100% de ninfas
de A. sculptum em condicdes de laboratdrio (Lopes et al. 2007). Em adicdo, extratos vegetais
menos nocivos aos animais e ao ambiente também vém sendo testados em alternativa aos
acaricidas tradicionais (Benelli et al. 2016). Entretanto, ainda faltam estudos para que uma
formulacéo seja disponibilizada e usada em larga escala contra carrapatos.

A imunizacdo dos animais também é uma medida que poderia ser integrada a outros
métodos a fim de otimizar os resultados do controle. Ha mais de quarenta anos sdo realizados
estudos em busca de antigenos que possam ser utilizados em vacinas contra carrapatos (Roberts,
1968). Proteinas relacionadas a detoxificacdo de heme, proteinas presentes e/ou transportadas
para 0s ovos, proteinas salivares e intestinais, além de varias outras ja foram testadas (Merino
et al. 2013; Guerrero, Miller e De Léon 2012; Parizi et al. 2009, 2012; Willadsen 2004).
Atualmente, encontram-se disponiveis comercialmente apenas trés vacinas sob 0S nomes
TickGARD®"s, Gavac® e Ixovac®, sendo que todas tém como base o antigeno oculto BM86,
uma glicoproteina intestinal de R. microplus (Canales et al. 1997; Willadsen et al. 1989).
Também foram realizados estudos para a producdo de vacinas multiantigénicas (Parizi et al.
2012) que buscam maior abrangéncia e com isto melhores resultados contra R. microplus.

A maior parte dos estudos teve como enfoque o desenvolvimento de uma vacina
para o carrapato dos bovinos R. microplus e pouca atencdo foi dada a outras espécies de
carrapato. Dentre os poucos trabalhos desenvolvidos, Costa (2019) identificou quatro antigenos

que apresentaram resultados promissores contra A. sculptum. Trés desses antigenos foram
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obtidos de moléculas salivares e foram chamados AsKunitz (AsKn), AsBasicTail (AsBT) e
As8,9KDa (As8,9), que se referiam as familias as quais eles pertenciam. O quarto antigeno foi
produzido utilizando 22 epitopos provenientes de sete moléculas transmembrana expressas no
epitélio intestinal e foi assim chamado de AsQuimera (AsQui). Os antigenos salivares foram
caracterizados como inibidores de serino protease e apresentaram atividade sobre a cascata da
coagulacdo, a cascata do sistema complemento e sobre tripsina bovina. Ensaios vacinais,
realizados com o0s antigenos em camundongos, demonstraram resultados promissores contra
fémeas de A. sculptum com eficacias de 85,3, 92,9 e 80,8% para AsKn, As8.9 e AsQui,
respectivamente. O antigeno AsBT apresentou eficacia de apenas 59,5% contra fémeas, porém
foi capaz de induzir 100% de mortalidade em ninfas de A. sculptum durante a alimentacdo. Os
antigenos AsKn e As8.9 também foram efetivos contra ninfas induzindo taxas de mortalidade
70 e 100%, respectivamente. Entretanto, novos estudos devem ser feitos com esses antigenos a
fim de confirmar sua eficacia e desenvolver formulagdes com resultados mais promissores

contra o carrapato A. sculptum.
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2. JUSTIFICATIVA

A. sculputm apresenta grande relevancia para a medicina veterinaria e satde publica
no Brasil. Na medicina veterinaria, o rodoleiro é responsavel por consideraveis prejuizos
relacionados principalmente a espoliacdo sanguinea, que leva & queda na producao,
predisposicdo a diversas doengas e gastos com mao de obra e medicamentos. Para a saude
publica, o carrapato estrela é o principal carrapato associado aos humanos e o principal vetor
do agente causador da Febre Maculosa Brasileira (FMB). A importancia em satde pablica vem
se agravando pelo aumento de infestacdes descritas em areas urbanas e periurbanas e o
crescente nimero de casos de FMB. Um maior conhecimento sobre sua capacidade de
locomocdo poderia auxiliar a entender melhor a capacidade de dispersdo da espécie e 0s
mecanismos usados para se infestar novas areas. Apesar de sua importancia, poucos estudos
tém sido realizados a fim de melhor entender e estimar sua capacidade de dispersdo no ambiente
e de se desenvolver novas ferramentas para auxiliar no seu controle. O desenvolvimento de
novas formulacdes vacinais contra A. sculptum poderiam criar métodos alternativos de controle
gue possam ser utilizados isoladamente ou em conjunto com os métodos atuais a fim de se obter
um controle cada vez mais eficiente em regides infestadas. Todavia, até 0 momento, existem
apenas trés vacinais disponiveis comercialmente contra carrapatos, sendo todas contra a espécie
R. microplus. Essas vacinas sdo baseadas no mesmo antigeno, uma glicoproteina intestinal
chamada de BM86. O mecanismo de acdo dessas vacinas ainda nao é totalmente conhecido,
mas sabe-se que o sistema complemento tem um papel importante em sua efetividade. Seguindo
uma linha de raciocinio baseada no mecanismo efetor da BM86, alguns trabalhos foram
desenvolvidos na tentativa de desenvolver uma vacina que possa ser usada contra A. sculptum.
Motivado por resultados anteriores, no presente trabalho sdo combinados dois, trés ou quatro
antigenos no intuito de aumentar a eficacia no controle de A. sculptum. Tem-se, também a
proposta de um antigeno ativando o sistema complemento e os demais coibindo a acdo dos
inibidores, fazendo com que o complemento seja ativado em maior nivel e aja livremente no
intestino. Esse foi o motivo de todas as formulagGes intestinais conterem o antigeno

rAsQuimera, associado aos outros antigenos.
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3. CAPITULO 1 - Capacidade e caracteristicas da locomogcao de ninfas de A. sculptum em
condicdes de laboratorio

3.1. Objetivos

3.1.1 Objetivo geral

- Avaliar a capacidade e as caracteristicas da locomocdo de ninfas do carrapato estrela

(Amblyomma sculptum) em condigdes de laboratorio.

3.1.2. Objetivos especificos

- Descrever a distancia total percorrida durante a locomocao de ninfas de A. sculptum em
condigdes de laboratorio;

- Descrever o tempo total de locomoc¢édo durante a locomocédo de ninfas de A. sculptum em
condicdes de laboratério;

- Descrever as mudancas de sentido ao longo da locomocgéo de ninfas de A. sculptum em
condic@es de laboratorio;

- Aferira a velocidade de locomocdo de ninfas de A. sculptum em condicdes de laboratorio;

- Avaliar o perfil da locomocao de ninfas de A. sculptum ao longo do seu periodo de vida;

- Avaliar a influéncia da locomocdo diaria na sobrevivéncia de ninfas de A. sculptum;

- Confirmar a inexisténcia da sazonalidade nas caracteristicas da locomocao de ninfas do

carrapato A. sculptum mantidas e testadas em condicOes de laboratorio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Manutengéo da colénia de A. sculptum em laboratorio

Para a manutencdo da colonia de A. sculptum, os carrapatos foram mantidos em
incubadora BOD em condi¢des de temperatura e umidade controladas (28 = 2°C e 90 = 5%
de umidade) sem iluminacdo. A manutencdo do ciclo ocorreu através da alimentacdo de
larvas, ninfas e adultos em camundongos da linhagem Swiss de acordo com a metodologia de
(Bouchard e Wikel 2005). Seguindo esta metodologia, 0s carrapatos de varios estagios de
desenvolvimento foram colocados nas camaras fixadas nos camundongos que foram
tampadas em seguida. As camaras foram confeccionas a partir de tubos conicos de
polipropileno de 1,5 mL cortados em aproximadamente 1,5 cm abaixo da tampa. As tampas
foram separadas dos tubos e perfuradas para permitir a saida do excesso de umidade. As
camaras foram afixadas com adesivo de contato (Brascoplast Standard, Brascola Ltda, Santa
Catarina, Brasil) no dorso e apds 24 horas da fixacdo das camaras, as larvas, ninfas ou 0s
casais de adultos foram colocados dentro delas e tampadas, que eram verificadas
diariamente. Apds o termino da alimentacdo, os espécimes foram retirados e mantidos em

estufa BOD nas condi¢des mencionadas acima.

4.2. Grupos experimentais

Foram separadas larvas de A. sculptum recém desprendidas em camundongos. Apds
aproximadamente 15 dias ocorreram as ecdises e foram coletadas todas aquelas que realizaram
ecdises em um mesmo dia. As ninfas ndo alimentadas experimentais foram mantidas em tubos
de microcentrifuga de polipropileno (eppendorf®) de 500 uL, com orificios na tampa para
ventilacdo e papel filtro internamente. As ninfas foram separadas em dois grupos (teste e
controle) e foram mantidas em condicOes de temperatura (28 £ 2°C) e umidade controladas (90
*+ 5% de umidade) em estufa BOD sem iluminagdo. As ninfas teste foram utilizadas nos
experimentos de locomocéo e foram retiradas das condicGes descritas anteriormente somente
durante os ensaios. A ninfas controle tambem eram retiradas da estufa e expostas as mesmas
condigdes de iluminacdo, temperatura e umidade; contudo ndo realizavam a caminhada pelo
barbante. O experimento foi realizado em duplicata, sendo o primeiro grupo formado por 37
ninfas (10 testes e 27 controles) que sofreram ecdise no dia 26/11/2017 (experimento realizado

predominantemente no verdo) e o segundo com 41 ninfas (10 testes e 31 controles) que
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mudaram no dia 05/06/2018 (experimento realizado predominantemente no inverno). Os
ensaios de locomocdo tiveram inicio quando as ninfas tinham 20 dias de ecdise e,
concomitantemente, tivera inicio a observacdo do grupo controle para avaliagdo da
sobrevivéncia. Utilizaram-se neste estudo larvas de 20 dias para garantir que as mesmas

tivessem interesse em buscar por alimento.

4.3. Ensaios de locomocgéao

As ninfas foram colocadas individualmente, com auxilio de um pincel, em um
barbante inclinado a 70° em relacdo a uma superficie plana, afixado em um aparato de
locomocdo (Figura 5). O experimento foi realizado em aparato que pudesse simular um arbusto
com altura préxima de 50 cm. A inclinagdo se relaciona com o préprio peso destes arbustos que
normalmente ndo séo retos ou se inclinam com o vento. Além do mais, os carrapatos em local
plano apresentam movimento erraticos dificeis de serem medidos sem equipamentos caros. A
superficie exposta do barbante era de 42 cm de comprimento podendo ser recolhida ou
estendida com auxilio de uma manivela. Cada uma das ninfas poderia caminhar livremente para
cima ou para baixo e se caisse seria colocada de volta ao barbante.

O inicio e o fim de cada locomocdo eram marcados com caneta hidrocor que ndo
apresentou nenhum efeito aparente como estimulo ou repelente nos carrapatos testados
previamente em ensaios piloto ou durante o experimento. Os ensaios foram realizados com as
ninfas uma vez por dia com inicio as sete horas. Cada ensaio individual era encerrado quando
a ninfa caia pela terceira vez ou quando permanecia imovel por 90 segundos. Todos o0s
experimentos foram realizados em ambiente controlado de laboratério, com temperatura de 28
+ 2°C e umidade de 60 £ 5%, com iluminacéo branca artificial de teto. Durante a realizacéo dos
ensaios, apenas o avaliador era mantido na sala experimental com proposito de prevenir ao
maximo a ocorréncia de estimulos que pudessem interferir nos resultados como vibracéo,
barulho, variacdo de luminosidade ou odores. O barbante s6 era manipulado com luvas e o
trecho em que uma ninfa caminhava néo era utilizado novamente, sendo eliminado apés a

medicé&o.
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& * Carrete! de barbante

- Barbante inclinado a 70°

Cilindro de plastico
transparente

L@: Base removivel perfurada

Manivela

- Base do aparelho

Figura 5: Desenho esquematico do aparato experimental. Planejado e construido pelo autor deste estudo para
avaliacéo diaria da locomogao de ninfas de A. sculptum em condices de laboratério. O cilindro transparente ndo

toca o barbante e protege o animal da acéo do deslocamento de ar.

4.4. Construcdo das figuras e andlise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram transferidos para planilhas dos softwares Excell e
GraphPad Prism 7.0, depois analisados e representados pela média + erro padrdo ou média *
desvio padrdo. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Apesar
de quase todas as variaveis terem sido classificadas como paramétricas, a media e 0s quartis
também foram representados para viabilizar a comparacdo com dados da literatura. A
associacao entre varidveis foi analisada por Regressdo Linear. Diferencas estatisticas entre as
curvas de sobrevivéncia foram avaliadas pelo teste de Log-rank. Os dados dos grupos em
diferentes estacfes foram analisados pelo Teste T e pelo ANOVA com medidas repetidas

seguido do teste de Bonferroni. O nivel de significancia considerado foi p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros de locomocéo de ninfas de A. sculptum em condicdes de laboratdrio

O deslocamento de ninfas de A. sculptum no aparato construido para o0s
experimentos mostrou um comportamento marcante durante a locomocdo. As ninfas
comecaram a andar assim que colocadas no barbante do aparato. Elas geralmente andavam em
linha reta para cima até um momento em que mudavam de sentido e desciam. As ninfas
mantinham esse comportamento (caminhando em linha reta seguida de mudanca de sentido
para cima e para baixo) até quando ficavam aparentemente “cansadas" ou “entediadas",
cessando o “questing”, ou quando simplesmente se soltavam do barbante e caiam. Quando elas
eram colocadas novamente no barbante, o0 comportamento fora relativamente semelhante, com
a diferenca que elas cessavam o “questing” mais rapidamente, andando menos e caindo mais
cedo. Ap0s a terceira queda, a maioria das ninfas ndo andava mais no barbante, se encolhendo,
ou andavam apenas por distancias mais curtas, entrando em repouso (ou quiescéncia). Esse foi
0 motivo de termos decidido encerrar o experimento quando as ninfas caiam pela terceira vez.

Para obter uma visdo geral das caracteristicas da locomocdo em condicBes de
laboratério, varios parametros foram medidos (Tabelas 1 - 3). As ninfas de A. sculptum foram
capazes de caminhar ao longo de suas vidas por distancias médias de 110,3 metros. A
capacidade de locomocdo foi variavel entre os espécimes, com algumas ninfas caminhando
acima de trés vezes mais que outras (Tabela 1). A locomoc¢éo ndo ocorreu em um sentido Unico
e as ninfas mudaram o sentido da rota (para baixo e para cima) em média 142 vezes ao longo
do periodo de caminhada. O sentido do movimento foi o pardmetro com a maior variagdo
observada entre os individuos, pois alguns mudaram mais de cinco vezes em rela¢do a outros
(Tabela 1). As ninfas percorreram distancias mais longas (quase trés vezes mais) para cima do
que para baixo (Tabela 1).

Para o calculo da velocidade (V) utilizou-se a formula:

V=2,
t
onde d é a distancia percorrida e t é o tempo gasto. A locomocéo ocorreu a uma velocidade
média de 9,1 cm / min e as ninfas permaneceram em experimento por 19,1 horas ao longo de
sua vida (Tabela 1). A velocidade e o tempo de caminhada também apresentaram grande
variacao entre as ninfas, de modo que a ordem de magnitude para algumas ninfas foi quase trés

vezes maior (Tabela 1). Quando as caracteristicas da locomogao foram analisadas em cada dia
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experimental (DE), as ninfas caminharam em média 1,8 m / DE (Tabela 2), sendo a distancia
entre 0,6 e 2,5 m / DE a mais frequente (em 47,5% dos DE) (Figura 6A). A maioria das ninfas
mudou de sentido de 1 a 6 vezes (54,9%) (Figura 6B) e a distancia percorrida para cima / DE

foi quase trés vezes maior que a distancia percorrida para baixo / DE (Tabela 2).

Tabela 1: Capacidade de locomogdo e caracteristicas da caminhada de ninfas de A. sculptum
em condi¢des e laboratorio.

A . Mediana Minimo-
Parametro Media = DP (1°-3° quartil) MAXIMo
Distancia (m) 110,3 + 34,0 118,4 (78,8-132,1) 55,8-169,1
Distancia para cima (m) 79,6 £235 72,6 (61,0-98,5) 47,3-120,3
Distancia para baixo (m) 27,7+£16,3 26,0 (15,8-35,4) 5,9-58,4
Duracédo (horas) 19,1+44 19,4 (15,2-23,4) 11,8-26,2
Velocidade (cm/min) 91+24 9,4 (4,6-10,8) 4,6-12,8
Mudanca de sentido 142 + 58 1425 (102,8-174,5) 51-286

Tabela 2: Distancia de locomocéo e mudanca de sentido por dia experimental (DE) de ninfas

de A. sculptum em condices de laboratério.

A . Mediana Minimo -
Parametro Media + DP (1°-3° quartil) MAXimo
Distancia (m/DE) 1,8+18 1,4 (0,4-2,6) 0,0-15,4
Distancia para cima (m/DE) 13+12 1,2 (0,2-1,9) 0,0-8,9
Distancia para baixo (m/DE) 0,5%0,7 0,13 (0,0-0,7) 0-6,2
Duracdo (min) 18,9+ 16,4 15 (7-25) 1,5-120
Mudanga de sentido/DE 2,6 3,0 2 (0-4) 0-20

A distancia que as ninfas andaram antes da mudanca de sentido também foi
analisada. Eles caminharam, em média, 52 cm antes de mudar de sentido e essa distancia foi
quase duas vezes maior para cima (62,7 cm) do que para baixo (35 cm) (Tabela 3). A maioria
das caminhadas retas (60,5%) tinha entre 0,1 e 1 m, mas 12,7% foram entre 1,01 e 2 m e apenas
85 caminhadas (2,1%) foram acima de 2 m (Figura 6C).

Tabela 3: Distancia de locomog&o em um unico sentido de ninfas de A. sculptum em condigdes
de laboratdrio.

A - Mediana Minimo -

Parametro* Média + DP (1°-3° quartil) MAximo
Distancia (cm) 52,0 £54,3 38 (11-75) 0-666
Distancia para cima (cm) 62,7 + 60,8 49 (15-91) 0-666
Distancia para baixo (cm) 35,0+ 35,8 24 (8-50) 0-287

*QOs valores indicam a distancia percorrida até a ninfa mudar de sentido.
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Figura 6: Histogramas da distancia percorrida e mudanca de sentido de ninfas de A. sculptum, por dia
experimental, em condicGes de laboratério. A e B - Distancia percorrida e mudanga de sentido por dia
experimental, C - Distancia percorrida em linha reta, sem mudanca de sentido.

5.2. Parametros de locomocdo de ninfas de A. sculptum em condic¢des de laboratoério ao
longo do periodo experimental

Os parametros de locomocao também foram avaliados ao longo do periodo de
sobrevivéncia das ninfas. Todos os parametros (distancia, duracao, velocidade e mudanca de
sentido) mostraram uma tendéncia significativa (p < 0,01) de reducdo com a idade das ninfas
(Figura 7). As ninfas andaram 3,4 + 1,5 m / DE a uma velocidade média de 12,2 + 4,4 cm / min
no primeiro decil de sua vida Util, enquanto no decil 9 a distancia média por DE foi 2,6 vezes
menor (1,3 = 0,9 m) e a velocidade média por DE foi aproximadamente 2,2 vezes mais lenta
(5,6 £ 2,9 cm / min) (Figura 7A e C). A diferenca para o tltimo decil foi ainda maior (5,7 e 4,5
vezes menor para distancia e velocidade, respectivamente) (Figura 7A e C), mas € importante

lembrar que, neste momento, vérias ninfas estavam préximas da morte e eram inativas.
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Figura 7: Influéncia da idade sobre os parametros de locomogéo das ninfas de A. sculptum em condigdes de
laboratério. Os valores em cada decil representam a média + EP dos valores medidos nos dias experimentais de

cada decil. DE = dia experimental. Andlise estatistica: regressdo linear, A- F1193=109.6 e y = 3.08 - 0.24x, B -
F1108=89ey=223-0.67X,C-F1198=588ey=127-0.82x,e D - F1196=17.1 ey = 3.6 - 0.19x. A linha
tracejada em A representa a distancia média geral.

5.3. Influéncia da locomog¢ao na sobrevivéncia das ninfas

A locomocéo afetou significativamente (p <0,0001) a sobrevivéncia dos carrapatos
(Figura 8A). As ninfas submetidas & locomocéao diaria sobreviveram em média 60,7 dias
(mediana = 56,5 dias), enquanto a sobrevida foi trés vezes maior para as ninfas mantidas
inativas (média = 190,5 dias; mediana = 201 dias).

As ninfas mantidas inativas sobreviveram majoritariamente por 150 a 249 dias
(72,4% das ninfas), enquanto as ninfas submetidas & locomocdo diéria sobreviveram
principalmente por um periodo de 50 a 69 dias (85% das ninfas) (Figura 8B e C). Foi
interessante observar a sobrevivéncia de uma unica ninfa, que foi bastante diferente das outras,
pois foi capaz de sobreviver 98 dias, 29-30 dias a mais do que as quatro ninfas que sobreviveram
por mais tempo (68, 68, 69 e 69 dias). No entanto, a maior sobrevida ndo resultou em maior

distancia de locomocdo, uma vez que ela percorreu 91,8 m, abaixo da media geral e diferente
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da tendéncia observada nas outras ninfas. Quando a distancia percorrida foi analisada em
relacdo a sobrevida (removendo a ninfa que sobreviveu por 98 dias), houve uma associacao
positiva significativa (p<0,05) (Figura 8D) que mostrou que as ninfas que sobreviveram por um

periodo maior também andaram por distancias mais longas.
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Figura 8: Efeito da locomocé&o na sobrevivéncia de ninfas de A. sculptum. A- Sobrevivéncia de ninfas mantidas
inativas (mantidas em tubos de 0.5 mL com restri¢do de circulacdo) e sob locomocao diaria (estimuladas a se
deslocar uma vez ao dia no aparato experimental); B - Histograma da sobrevivéncia de ninfas submetidas a
locomocdo diaria; C - Histograma da sobrevivéncia de ninfas mantidas inativas; e D - Correlacdo entre a
sobrevivéncia e a distancia de locomocéo. Analise estatistica: A: Teste de Log-rank e B: Regressdo linear (F117=
5.2;y=0.84 + 1.9x).

5.4. Avaliacdo dos parametros de locomocédo de ninfas de A. sculptum de experimentos

realizados em diferentes estactes do ano

Como A. sculptum é uma espécie de carrapato com sazonalidade marcante em
condicdes naturais, 0 comportamento das ninfas pode variar de acordo com a época do ano.
Entretanto, as ninfas usadas nos experimentos foram mantidas em incubadoras e o0s
experimentos foram realizados em insetarios, ambos com temperatura e umidade controlados
de forma que as ninfas normalmente perdem a sazonalidade apresentada em condi¢des naturais.

Para confirmar a perda da sazonalidade das ninfas utilizadas, os experimentos foram realizados
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em duas épocas distintas do ano, sendo o primeiro majoritariamente no verao (inicio em 12 de
dezembro, final da Primavera, e término em meados de fevereiro, meio do Verao) e o segundo
majoritariamente no inverno (inicio no dia 25 de junho, inicio do Inverno, e término no final de
setembro, inicio da primavera). Os experimentos foram chamados aqui de acordo com a estagédo
predominante durante sua execucgédo (Veréo e Inverno).

De forma geral, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) em nenhum parametro de
locomocdo e sobrevivéncia quando os dados totais dos experimentos foram avaliados (Figuras
9 a 11), demonstrando que as ninfas perderam a sazonalidade ao serem mantidas em estufa e
que a estacdo do ano predominante durante a execugdo dos experimentos, verdo ou inverno,

n&o influenciou os parametros de locomocdo avaliados.
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Figura 9: Influéncia do periodo experimental nos parametros de locomog¢ado de ninfas de A. sculptum em
diferentes estacGes do ano. Os valores de cada decil sdo a média + EP dos valores obtidos em cada dia
experimental (DE) de cada decil. Andlise estatistica: Analise de Variancia com medidas repetidas (ANOVA)
seguido pelo pos-teste de Bonferroni. O asterisco (*) indica diferenca estatistica (p <0.05) entre o verdo e o inverno.
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Figura 11: Sobrevivéncia de ninfas de A. sculptum mantidas em diferentes condic¢des de locomogao durante
diferentes estagdes do ano. A- Locomocao diaria; e B - Inatividade. Analise estatistica: Teste de Log-rank.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho estimou-se a capacidade de locomocdo das ninfas de A.
sculptum, bem como suas caracteristicas em condi¢Ges de laboratorio. As ninfas de A. sculptum
foram capazes de percorrer longas distancias e caminhar por muitas horas. Distancias superiores
a 100 metros ao longo de aproximadamente 19,1 horas. No entanto, a caminhada ndo se deu em
um unico sentido, os carrapatos tendem a mudar de sentido constantemente. E esta caminhada
foi realizada em distancias médias de 1,8 m por vez. Esse comportamento monstra que sua
locomocédo ativa ndo esta relacionada a dispersdo no ambiente e seu perfil de locomog&o sugere
que, provavelmente, a principal intengdo é a busca por um hospedeiro. Portanto, seria
improvavel encontrar A. sculptum se movendo ativamente entre dois pontos distantes sem a
ajuda de um hospedeiro para dispersdo. As afirmacdes de que A. sculptum invade residéncias
distantes de regides infestadas ou que é capaz de atravessar ruas, CoOmo é comum ouvir em
convencgdes de febre maculosa brasileira, ndo sdo corroborados pelos achados do presente
trabalho. A locomocdo ativa pode ajudar na dispersdo de A. sculptum, mas apenas por pequenas
distancias. Caracteristicas semelhantes foram observadas para outras espécies de carrapatos que
foram encontrados a certa distancia do ponto de soltura, mas somente apds dias ou semanas e
confirmam que a disperséo por caminhadas ocorre lentamente e por curtas distancias de cada
vez. Essas afirmativas sdo corroboradas por dados do presente trabalho e por trabalhos da
literatura (Buczek et al. 2017; Carroll e Schmidtmann 1996).

Ao longo de um dia experimental em ambiente controlado (temperatura de 28 + 2
° C e umidade de 60 + 5%), as ninfas andaram em média 1,8 metros durante 18,9 minutos. Essa
distancia e esse tempo podem indicar a capacidade de locomocdo de uma ninfa até que a
quiescéncia seja necessaria. Algumas ninfas se deslocaram por mais de seis metros em um dia
de experimento (DE). No entanto, esse foi um comportamento raro e a maioria das distancias
por DE foi entre 0,6 e 2,5 metros (Figura 6A).

Os resultados deste estudo ajudam a caracterizar o0 comportamento da locomogéo
de diferentes espécies. Em geral, Ixodes e Dermacentor sdo considerados géneros de carrapatos
que andam por curtas distancias. Perret et al. (2003), em condicdes relativamente similares
(25°C e 60% de umidade) as do presente estudo, verificaram que as ninfas de I. ricinus andavam
por apenas 0,38 e 0,43 m (mediana) antes e ap0s 0 comportamento de "questing",
respectivamente. As ninfas de I. ricinus andaram ainda menos nos experimentos realizados por
Crooks e Randolph (2006), com locomogéo inferior a 14 cm. Sob condic¢des naturais, a

dispersdo de D. reticulatus por locomocdo ativa ocorreu apenas por curtas distancias. Apés 2-
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3 semanas, 0s carrapatos foram encontrados apenas a 60 cm da area de soltura (Buczek et al.
2017). Além disso, as ninfas de 1. scapularis dispersaram-se apenas por 2-3 m durante varias
semanas (Carroll e Schmidtmann 1996). Os autores ndo mediram a distancia total percorrida,
uma vez que € provavel que a locomocéo nédo tenha sido realizada em linha reta. Outros estudos
com carrapatos do género Ixodes também encontraram caminhadas apenas por curtas distancias
(Goddard 1993; Gray 1985; Loye e Lane 1988).

Por outro lado, sabe-se que as espécies do género Amblyomma andam por distancias
consideravelmente maiores. Koch e McNew (1982) demostraram que, usando armadilhas de
CO», a maior parte das ninfas de A. americanum liberadas em uma &rea pode ser recuperada a
uma distancia de 3,1 m ap6s algumas horas, mas apenas algumas percorrem distancias maiores
que 6 m. Wilson et al. (1972), em um experimento realizado por 3 dias, forma capazes de coletar
A. americanum adultos distantes 21,3 m da area de soltura. Os achados apresentados
demonstram que o A. sculptum tem comportamento mais semelhante aos carrapatos da espécie
A. americanum, que sdo considerados carrapatos cacadores que possuem capacidade de
deslocar por distancias maiores. E também de se notar a velocidade consideravelmente mais
altado A. sculptum (mediana de 9,4 cm/min no presente trabalho) em comparacéo com . ricinus
(0,31 a 0,97 em diferentes condigdes) (Perret et al. 2003).

A distancia percorrida em linha reta, sem mudar de sentido, também foi avaliada.
Essa distancia pode indicar diferentes condic6es: a distancia do solo durante o posicionamento
em um comportamento de emboscada, o que é mais provavel; ou a distancia percorrida em uma
incursdo na busca por um hospedeiro, 0 que é menos provavel, pois ndo foram utilizados
estimulos no presente trabalho. Na metodologia utilizada, a distancia percorrida em linha reta
foi de 52 cm em média. Entretanto, o principal comportamento foi de ninfas percorrendo
distancias de 62,7 cm para cima, seguidos de uma mudanca de sentido e o deslocamento para
baixo por 35 cm, quando elas mudavam de sentido novamente e voltavam a subir. Extrapolando
essas descobertas para um possivel comportamento da natureza, os dados sugerem que 0S
carrapatos escalam arbustos e permanecem em alturas entre 62,7 e 27,7 cm, a espera de um
hospedeiro. De fato, esses dados se alinham com os achados da altura que em ninfas de
Amblyomma s&o encontradas em ambientes naturais. Trabalhos anteriores descreveram ninfas
de A. sculptum encontradas a alturas entre 12 e 52 cm (Ramos et al. 2017) e ninfas de
Amblyomma spp. em alturas de 30 e 40 cm acima do nivel do solo (Szabo et al. 2009).

Com base na capacidade total de locomocéo (110,3 m) e se considerando a distancia
diéria percorrida (1,8 m) como a distancia percorrida durante uma incursdo em busca de um

hospedeiro, pode-se inferir que uma ninfa de A. sculptum é capaz de fazer 61,2 incursdes em
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busca de um hospedeiro ao longo de sua vida. Considerando-se a altura média que as ninfas
escalam nos arbustos (62,7 cm) e o comportamento de subir seguido pelo retorno para o abrigo,
essa atividade pode ser repetida aproximadamente 88 vezes. Isso demonstra uma grande
capacidade de busca por hospedeiros, 0 que aumenta muito suas chances de sobrevivéncia e
pode justificar o sucesso desse carrapato no ambiente. Essa capacidade de busca pode ser uma
das razdes pelas quais sua populacdo aumenta consideravelmente e rapidamente, em
comparacdo com A. dubitatum, quando um maior nimero de capivaras se torna disponivel
(Nunes et al. 2019).

A locomocao é energeticamente dispendiosa para 0s carrapatos e seu custo reflete
diretamente na sobrevivéncia. Sob condic¢des de laboratorio, com temperaturas constantes, alta
umidade e mantidas dentro de tubos com pouca area para locomocéo, as ninfas conseguiram
sobreviver por mais de seis meses, enquanto a locomocao diéria reduziu esse periodo de
sobrevivéncia para aproximadamente 2 meses. Curiosamente, 0s carrapatos que percorreram
longas distancias também viveram mais, o que pode ser explicado pela reserva de energia. As
ninfas que tém reservas energéticas maiores sao capazes de andar mais e também sobreviver
mais (Crooks e Randolph 2006).

Os carrapatos ndo tém outra fonte de nutrientes além do sangue e a reserva de
energia nas ninfas é obtida apenas no estagio da larva. Portanto, elas precisam decidir muito
bem quando andar uma vez que buscas malsucedidas reduzirdo sua vida util. Os resultados do
presente trabalho sugerem que os carrapatos modulam sua locomocdo de acordo com suas
reservas. Os carrapatos mais velhos tém reservas energéticas mais baixas e tendem a caminhar
por distancias mais curtas por DE, em velocidade mais lenta, numa possivel tentativa de
economizar energia. A reserva de energia também e uma explicacdo para a ninfa que sobreviveu
por 98 dias, que andou por uma distancia mais curta, provavelmente na tentativa de economizar
energia para sobreviver por mais tempo.

A hidratacdo corporal também pode ter influenciado a sobrevivéncia dos carrapatos.
De fato, a hidratacdo corporal € uma das principais caracteristicas que coordenam a caminhada
e a busca realizada pelos carrapatos (Kniille e Rudolph 1982). Os carrapatos perdem agua
durante suas incurs@es e, quando as condic¢des de hidratacdo sdo desfavoraveis, eles param a
busca e permanecem nas camadas mais baixas da vegetacdo (Lees 1946). I. ricinus tende a se
deslocar para locais com mais umidade relativa do ar e esse comportamento € mais intenso em
espécimes com mais estresse hidrico (Crooks e Randolph 2006).No entanto, as ninfas
descansavam em um ambiente de alta umidade (90%), uma condi¢cdo que lhes permitem
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recuperar a agua perdida no periodo de caminhada (Lees 1946). Portanto, é mais provavel
pensar que a energia foi o parametro que mais influenciou a sobrevivéncia.

Os objetivos principais dos experimentos foram de relacionar os valores
encontrados em condi¢des de laboratdrio e tentar correlacionar com possiveis comportamentos
de A. sculptum no ambiente natural. Os resultados obtidos em condi¢des controladas de
laboratério permitem uma avaliagdo de cada variavel separadamente sem sofrer viés de outras
variaveis impossiveis de controlar em condi¢Ges de campo, como, por exemplo, umidade
relativa do ar, temperatura e luminosidade. Para isso, mediu-se a distancia da locomoc¢do em
diferentes circunstancias e relacionaram-se suas caracteristicas ao possivel comportamento que
o carrapato pode ter no ambiente em condig@es naturais. E notdrio que, caso esse experimento
tivesse sido realizado em condi¢des de campo, haveria uma grande variacdo nesses fatores que
indiscutivelmente iriam influenciar nos resultados obtidos.

O experimento foi realizado em aparato que pudesse simular um arbusto com altura
préxima de 50 cm. O barbante, por exemplo, possui fios soltos que se assemelham aos tricomas
de alguns caules ou folhas. A inclinacéo se relaciona com o proprio peso destes arbustos que
normalmente ndo sdo retos ou se inclinam com o vento. Além do mais, os carrapatos em local
plano apresentam movimento erraticos dificeis de serem medidos sem equipamentos caros.
Contudo, quando testados em pilotos, 0s carrapatos ndo se interessaram por percorrer longas
distancias em barbante suspenso paralelo ao chdo, saltando ap6s poucos centimetros de
caminhada. Este fendmeno de escolha pela subida esta muito relacionado a literatura que afirma
a necessidade de buscar por um local em que os carrapatos possam buscar pelo seu hospedeiro
(Loye e Lane 1988).

E importante notar que varios outros fatores bi6ticos e abi6ticos podem influenciar
a locomocéo e sobrevivéncia dos carrapatos e, na natureza, esses fatores sdo extremamente
diferentes das condi¢des do laboratdrio. Entre esses, dois muito importantes sdo a sazonalidade
de algumas espécies de carrapatos e a presenca de estimulos tanto para a busca do hospedeiro
quanto para a sobrevivéncia. E o A. sculptum é um carrapato sazonal, cujas ninfas sé@o
encontradas principalmente durante o outono e o inverno. Contudo, a sazonalidade em
condic@es naturais é controlada pela diapausa comportamental das larvas (Labruna et al. 2003)
e a manutencdo em uma incubadora com temperatura controlada € capaz de romper a
sazonalidade (Cabrera e Labruna 2009). Assim, nos experimentos do presente estudo,
realizados em diferentes épocas do ano, ndo se apresentaram resultados diferentes. E estes

resultados puderam ser analisados em conjunto.
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A presenca de estimulos também tem grande influéncia na locomocgédo , seja
relacionada a busca por um hospedeiro (Carroll, Mills e Schmidtmann 1996) ou a procura por
condi¢des ambientais mais favoraveis a sobrevivéncia (Knille e Rudolph 1982). Os carrapatos
tendem a evitar raios solares diretos e a se deslocar para microambientes com temperaturas mais
amenas e maior umidade (Knille e Rudolph 1982). No presente trabalho, nenhum estimulo
hospedeiro foi utilizado e a intencdo era acessar a distancia que o carrapato tem a capacidade
percorrer, em vez de verificar os estimulos que despertam a locomocao. No entanto, espera-se
que a presenca de estimulos possa alterar alguns dos parametros medidos, principalmente a
distancia percorrida nas incursdes (Carroll, Mills e Schmidtmann 1996). A presenca de um
observador pode ter sido um dos vieses que influenciaram a caminhada, mesmo tentando-se ao
maximo evitar a aproximacao ou outros estimulos. Contudo, ndo se encontraram evidéncias de

que toda a distancia tenha sido afetada.
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7. CONCLUSOES

- As ninfas de A. sculptum é capaz de caminhar, ao longo de sua vida, por distancias
superiores a 100 metros em periodos de aproximadamente 19 horas em condi¢Ges de
laboratério.

- As distancias percorridas em um Unico sentido sdo de cerca de 50 cm e as ninfas
percorrem aproximadamente 1,8 metros antes de uma necessidade de entrar em quiescéncia.

- A velocidade média de deslocamento das ninfas de A. sculptum em condicdes de
laboratério é de aproximadamente 9,1 cm/min ou 0,00546 km/h.

- As ninfas mudam de sentido, em média, 142 vezes aproximadamente ao longo de
sua vida e cerca de 2,6 vezes em um dia de caminhada.

- A locomocdo diaria é capaz de reduzir o tempo médio de sobrevivéncia de ninfas
de A. sculptum em aproximadamente trés vezes, de mais de seis meses para aproximadamente

2 meses.
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8. CAPITULO 2 - Avaliagdo da resposta imune humoral e eficacia de diferentes
formulac@es vacinais contra A. sculptum utilizando camundongos Swiss como hospedeiros

8.1. Objetivos

8.1.1 Objetivo geral

- Avaliar a resposta imune humoral e eficacia de diferentes formulacGes vacinais contendo
antigenos salivares e intestinais contra A. sculptum utilizando camundongos Mus musculus da

linhagem Swiss como hospedeiros.

8.1.2. Objetivos especificos

- Avaliar a resposta imune humoral de camundongos imunizados com diferentes formulacGes
vacinais contra o carrapato A. sculptum;

- Avaliar o efeito de diferentes formulagc6es vacinais em pardmetros alimentares e reprodutivos
de fémeas de A. sculptum alimentadas em camundongos imunizados;

- Avaliar a eficacia de diferentes formulacdes vacinais sobre fémeas de A. sculptum alimentadas
em camundongos imunizados;

- Avaliar a taxa de mortalidade e fertilidade em fémeas de A. sculptum alimentadas em

camundongos imunizados com diferentes formulacgdes vacinais.
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9. MATERIAL E METODOS

9.1. Manutencé&o da col6nia de A. sculptum em laboratorio

A coldnia de A. sculptum foi mantida conforme descrito no item 4.1.

9.2. Producéo das formulagdes vacinais

Foram produzidas cinco formulagdes vacinais utilizando os quatro antigenos mais
promissores identificados por Costa (2019), sendo eles: rAsKunitz — uma proteina de 10,9 kDa
que apresenta um dominio do tipo Kunitz_BPTI; rAsBasicTail — uma proteina de 18,9 kDa que
apresenta varios residuos de lisina da regido carboxi-terminal; rAs8,9kDa — uma proteina de 13
kDa que apresenta um dominio do tipo fator de von Willebrand (VWF) tipo C; e rAsQuimera —
uma proteina de 48,5 kDa que contém 22 epitopos semelhantes aos encontrados em sete
proteinas transmembrana intestinais de A. sculptum.

As formulacBes aplicadas em camundongos eram compostas por 5 g de cada
antigeno e 0,1 mg de hidroxido de aluminio dissolvidos em um volume final de 100 pL de PBS
estéril (concentracdo de 1 mg/mL). Todos os antigenos de cada formulacdo foram aplicados no
mesmo local, o dorso do animal, por via subcutanea. A composic¢ao das formulacfes vacinais

e 0S grupos experimentais estdo representados na tabela 4.

Tabela 4: Grupos experimentais e formulagdes utilizadas nos ensaios vacinais.

Grupo Nome N° de Espécimes Composicao
C1 Controle 12 Camundongos Al(OH); + PBS*
C2 T1-KnQui 13 Camundongos Al(OH)3; + PBS + rAsKunitz + rAsQuimera
C3 T2-BTQui 13 Camundongos Al(OH); + PBS + rAsBasicTail + rAsQuimera
C4 T3-8,9Qui 13 Camundongos Al(OH); + PBS + rAs8,9kDa + rAsQuimera
C5 T4-Kn8,9Qui 13 Camundongos Al(OH)3; + PBS + rAsKunitz + rAs8,9kDa +
rAsQuimera

C6 T5-KnBT8,9Qui 13 Camundongos Al(OH)3; + PBS + rAsKunitz + rAsBasicTail +
rAs8,9kDa + rAsQuimera

* Al(OH)3z = Hidroxido de Aluminio e PBS= Salina tamponada com fosfato.

Na preparacdo das formulacGes vacinais foi utilizado como adjuvante o Hidroxido

de Aluminio. Esse adjuvante vem sendo utilizado em vacinas hd mais de um século e foi
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escolhido devido a suas inumeras vantagens (Principi e Esposito 2018), sendo as principais:
eficiéncia na amplificacdo da resposta imune sobretudo do tipo TH2, que vem ao encontro do
mecanismo investigado no trabalho; baixo custo que facilitaria o desenvolvimento de um
produto acessivel; seguranca imunoldgica e baixa toxicidade que faz com que o produto seja
aprovado para utilizacdo em humanos e animais; facil obtencdo uma vez que pode ser adquirido
em diferente fornecedores de insumos; e facil manipulacdo e utilizacdo na preparacdo das
formulagoes.

As proteinas recombinantes foram produzidas em bactérias Escherichia coli BL-
21. A sequéncia dos genes foi clonada em Vetor pET28a-TEV e transformada nas bactérias por
choque térmico. As bactérias transformadas foram adicionadas em 25 mL meio de cultura LB
(Luria Betani) com 12,5 uL de Kanamicina (concentracdo de 100 mg/mL) para constituicdo de
pré-indculo, que fora incubado overnight a 37°C. Ap6s o crescimento das bactérias, constatado
pela densidade 6tica (OD) do meio que deve estar entre 0,4 e 0,6 ap6s adi¢do do pré-indculo, a
expresséo foi induzida pela adigéo de 1 pL de IPTG a 1 M por mL de meio. A incubagdo foi
realizada durante a noite (“overnight”) a 37°C em agitacdo de 160 rpm. Apds a inducéo, todo
material foi centrifugado em rotacdo de 10.000 g por 5 minutos a temperatura de 4°C,
descartando-se o sobrenadante e reservando o sedimento em -80°C com em Costa (2019).

O sedimento bacteriano contendo a proteina recombinante foi lisado por ultrassom
em tampdo de lise (20 nM de fosfato de sodio, 30 mM Imidazol e 8 M de ureia) contendo
lisozima (5 mg/mL), apds congelamento e descongelamento por trés vezes. Em seguida foi feita
a centrifugacdo a 12.000 g a 4°C por 20 minutos e o sobrenadante foi filtrado em filtro de 0,22
pum (Millipore) e utilizado para a purificagdo da proteina de interesse.

A purificacdo das proteinas recombinantes fusionadas a cauda de poli-histidina, foi
realizada utilizando uma coluna de afinidade His Trap® Hp (GE Helthcare) 5 mL previamente
carregada com niquel, de acordo com o protocolo do fabricante. A técnica de cromatografia por
afinidade foi realizada no sistema de cromatografia em fase liquida preparativa AKTA-prime
plus® (GE Healthcare Life Sciences) e “software” PrimeView. A elui¢do ocorreu na presenca
de imidazol, sendo coletadas amostras de 1,3 mL em microtubos cénicos de polipropileno de
1,5 mL e guardadas em freezer a -20 °C.

As amostras coletadas em cada passo do processo de purificacdo foram avaliadas
qguando uma porcao (cerca de 10 pL) foi diluidas em tampéo de amostra para eletroforese (Tris-
HCI 0,5M pH 6,8; B-2-mercaptoetanol 0,1%; SDS 2%; azul de bromofenol 0,1% e glicerol
10%). As amostras e um padrdo de massa molecular foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE; Laemmli, 1970). A eletroforese foi conduzida
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utilizando-se o sistema Mini-Protean Il Dual Slab Cell (Bio-Rad) com gel de empacotamento
4%, gel de separacdo 12,5%, e voltagem constante de 120 V por aproximadamente 1,5 horas.
O gel foi corado por nitrato de prata. Apés o SDS-PAGE, as amostradas de maior concentracdo
proveniente da purificacdo foram coletadas e passaram por dialise em PBS. E depois foi
realizada a quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford (1976).

O western blotting foi realizado para confirmar a expressao dos recombinantes. O
anticorpo primario utilizado foi o anti-cauda de histidina (his TAG) produzido em camundongo
(Sigma-aldrich®) na diluicdo de 1:1.500 e o secundario (anti-lgG de camundongo) na
concentracdo 1:1.000. As proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose por 2 horas em 100 V. Em seguida a transferéncia, a membrana foi
bloqueada com solucdo blogueadora (PBS/Tween 0,1% + leite em po desnatado 10%) sob
agitacdo. Entdo a membrana foi lavada por trés vezes por cinco min com PBS/Tween 0,1% e,
em seguida, incubada sob agitacdo com o anticorpo primario por 1 horas e 30 min. Foram
realizadas mais trés lavagens e, em seguida, a membrana foi incubada com anticorpo secundario
por mais 1 horas e 30 min. Por fim, as membranas foram lavadas novamente por trés vezes e a
revelacdo da membrana foi feita utilizando o kit Peroxidase Substrate DAB (Vector

Laboratories®).

9.3. Imunizacao dos grupos experimentais de camundongos

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, de quatro a seis semanas de
idade, adquiridos no Centro de Bioterismo (CEBio) do ICB e mantidos no biotério do
Departamento de Parasitologia com ciclo claro-escuro de 12:12 horas, alimentados com racéo
Nuvilab e dgua ad libitum. Em cada animal, foram aplicadas trés doses em intervalos de 14
dias. Amostras individuais de sangue foram colhidas por pungéo da veia lateral caudal dos
camundongos dois dias antes de cada dose para obtencao de soro. O intervalo de dois dias se
deve a necessidade de oferecer as melhores condi¢cdes de manejo possiveis para a satde do
animal. Apos 15 dias da ultima vacinacdo foi realizado um desafio com coletas de sangue
executadas dois dias antes e sete dias depois do ingurgitamento. Também foram feitas coletas
de sangue de dois em dois meses depois desta ultima, completando oito coletas (Figura 12).

O sangue adquirido em cada coleta foi dessorado por cerca de 30 minutos e
centrifugado por cinco minutos resultando no soro que foi estocado em freezer a -80°C. Os
animais foram acompanhados e observados diariamente quanto as alteragdes de comportamento

e reacOes nos locais da injecéo.
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Figura 12: Delineamento do ensaio vacinal realizado em camundongos utilizando antigenos contra o
carrapato A. sculptum. Controle - animais imunizados com Al(OH)s; Testes - foram utilizados cinco grupos
experimentais imunizados com diferentes combinag¢fes dos antigenos rAsKunitz, rAs8,9KDa, rAsBasicTail e
rAsQuimera. "Coleta" indica os dias onde houve coleta de sangue dos animais.

9.4. Infestacdo dos hospedeiros e avaliacdo da eficacia vacinal

O desafio com carrapatos foi realizado 15 dias ap6s a Ultima injecdo. Cada
camundongo foi infestado com um casal de carrapatos A. sculptum adultos ndo alimentados
conforme metodologia descrita no item 4.1. Os camundongos e 0s carrapatos foram
acompanhados diariamente apds as infestacbes. Os seguintes parametros relacionados a
alimentacéo de carrapatos foram analisados: tempo de alimentacao, peso final apds alimentagéo
e mortalidade. Também foram avaliados parametros reprodutivos das fémeas como: massa total
de ovos produzida por fémea e taxa de eclosdo dos ovos, que foi calculada pela razdo do numero
de larvas contadas apos a eclosdo e o nimero de ovos produzidos por cada fémea. A eficacia
vacinal em cada um dos grupos foi avaliada pela seguinte formula: Eficacia (%E) = 100
[1-(CRTxCROxCRF)], em que CRT, CRO e CRF significam coeficiente de reducdo de fémeas
ingurgitadas, coeficiente de reducdo de oviposicdo e coeficiente de reducdo de fertilidade dos

ovos, respectivamente (Canales et al. 1997).
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9.5. Avaliagéo da resposta humoral nos animais imunizados

Para avaliacdo da producéo de anticorpos antigeno-especificos, o soro coletado dos
animais experimentais foi submetido a ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”). Para
isso, utilizou-se 0,5 pg de cada antigeno recombinante purificado em 50 puL de tampé&o
carbonato/poco em placas de ELISA de 96 poc¢os “high binding” (COSTAR® 3590). Apés
incubacdo a 4°C em camara Umida overnight, as placas foram lavadas, bloqueadas por 2 horas
a 37°C sob agitacdo com solucdo de bloqueio. Apds 3 lavagens, foram incubadas por 1 hora em
agitacdo a 37°C com os soros dos camundongos na diluicdo 1:320 e, apds novas lavagens,
incubadas com anticorpos anti-lgG de camundongos conjugados com peroxidase (Sigma-
aldrich®) na dilui¢do 1:10.000. A revelacao foi feita com a adicdo do tampao fosfato-citrato
100 mM pH 5.0 contendo H202 e OPD (O-Fenilenodiamina). A reagéo foi parada com a adicdo
de H2SO4 12,5% e a absorbancia medida a 492 nm em leitor de ELISA modelo VERSAmax®
com software SoftMax® (Molecular Devices).

9.6. Construcdo das figuras e analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram transferidos para planilhas do excell e software GraphPad
Prism 7.0, depois analisados e representados pela média + erro padrdo ou média = desvio
padrdo. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Para dados com
distribuicdo normal, foi feito o teste de Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo pos-teste
de Dunnett. Para dados que néo apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado o teste Kruskal-
Wallis e o pds-teste de Dunn's. O nivel de significancia considerado foi p < 0,05.
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10. RESULTADOS

10.1. Preparacdo das formulacdes vacinais

Os resultados da producgdo e purificacdo das proteinas recombinantes usadas nas
formulagBes vacinais estdo representados na figura 13. E possivel notar que todas as quatro
proteinas recombinantes (rAsKunitz; rAs8,9kDa; rAsbasicTail e rAsQuimera,) foram
produzidas e purificadas de forma satisfatdria, uma vez que, em analises por PAGE, foi
observado apenas tracos de outras proteinas em conjunto com as recombinantes que estdo em
grande quantidade apds a purificacdo (Figura 13A). Analises por Western blotting confirmaram
a identidade das proteinas recombinantes, uma vez que foram reconhecidas por anticorpos anti-
cauda de histidina (Figura 13B).
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Figura 13: Producdo e purificacdo das proteinas recombinantes utilizadas nas formulacgdes
vacinais contra o carrapato A. sculptum. A - Visualizacdo das proteinas recombinantes antes e
ap6s a inducdo por IPTG em SDS-PAGE na seguinte ordem: I-rAsKunitz; I1-rAs8,9kDa; IlI-
rAsBasicTail e IV-rAsQuimera. B — SDS-PAGE e Western blotting das proteinas recombinantes
apoés purificacdo em colunas de niquel utilizando anticorpos anti-cauda de histidina na seguinte
na mesma ordem.
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10.2. Ensaios vacinais em camundongos

10.2.1. Avaliacéo da producéo de anticorpos séricos antigeno-especificos

As analises sorologicas mostraram que todas as formulagBes estimularam o
desenvolvimento de anticorpos antigeno especificos com os antigenos contidos nas formulaces
(Figura 14). Todas as formulacdes apresentaram perfis de anticorpos antigeno-espécifico
semelhantes com aumento gradual até a ultima injecdo da formulacdo seguida por uma queda
gradual.

Para as formulacGes T3-8.9Qui e T4-Kn8,9Qui foi possivel observar a permanéncia
de anticorpos no D262, porém sempre em niveis mais baixos em rela¢do aos niveis logo apos a
ultima dose da vacina (Figura 14). Entretanto, para as outras formulagdes, os niveis de
anticorpos foram baixos no dia 262, isto é, proximos dos niveis antes da vacinagéao.

Curiosamente, a formulacdo que apresentou os menores titulos entre D-2 e D41 foi

aquela que continha todos os quatro antigenos em conjunto (formulacéo 5).
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Figura 14: Resposta antigeno-especifica produzida a partir da vacina¢cdo de camundongos com antigenos
salivares recombinantes. Os niveis de IgG totais no soro dos animais foram avaliados a partir da técnica de
ELISA indireto utilizando os quatro antigenos nas placas. Os dados estéo representados com a média + EP dos
niveis de 1gG dos animais de cada grupo. O dia 1 indica o dia da aplicacdo da primeira dose da vacina.

Nos primeiros ensaios realizados, as placas de ELISA foram sensibilizadas com
todos os quatro antigenos, mesmo nos grupos vacinados com formulagdes contendo apenas dois
antigenos. Este ensaio fornece um resultado rapido mas impede a avaliacdo de quais antigenos
foram mais imunogénicos. Pelos resultados obtidos, a formulagdo mais antigénica parece ser a
que combina o T3-8,9Qui (figura 14). O que pode nos levar a crer que a molécula mais
antigénica seja a rAs8.9kDa. Para sanar esta divida, novos ensaios foram realizados utilizando

0s mesmos soros em placas sensibilizadas com os antigenos individualmente (figura 15).
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Figura 15: Resposta antigeno-especifica produzida a partir da vacinacdo de camundongos com antigenos
salivares recombinantes em testes especificos. Os niveis de 1gG totais no soro dos animais foram avaliados a
partir da técnica de ELISA indireto utilizando um Unico antigeno nas placas de cada teste especifico. Os dados
estdo representados com a média = EP dos niveis de 1gG dos animais de cada grupo. O dia 1 indica o dia da
aplicacdo da primeira dose da vacina. As placas foram sensibilizadas com os seguintes antigenos: A — rAsKunitz;
B —rAs8,9KDa; C — rAsBasicTail; D — rAsQuimera.
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Os resultados confirmaram que houve producdo de anticorpos contra todos 0s
quatro antigenos utilizados nas formulacgdes, O antigeno mais imunogénico foi o rAs8,9KDa,
sequido pelo rAsQuimera e o rAsBasicTail. O antigeno rAsKunitz foi o que apresentou 0s
menores titulos de IgG antigeno-especificos (Figura 15). Todos os antigenos tiveram queda nos
niveis de IgG apd6s a ultima imunizacdo, sendo o rAs8,9KDa e o rAsQuimera 0s que

apresentaram maiores niveis no ultimo dia de coleta.

10.2.2. Mortalidade e parametros alimentares e reprodutivos de fémeas alimentadas em

camundongos vacinados com diferentes formulagdes vacinais contra A. sculptum

Nos testes vacinais, o primeiro efeito avaliado foi a taxa de mortalidade de fémeas
alimentadas nos camundongos imunizados. Para tanto, foram consideradas todas as mortes
ocorridas entre a colocacdo das fémeas nas camaras de alimentagcdo no dorso do camundongo
até o final do repasto sanguineo. Durante o experimento, duas situacfes aconteceram com
alguns grupos, sendo elas a morte de alguns camundongos hospedeiros e o descolamento da
camara de alimentacdo com perda dos carrapatos. Essas fémeas experimentais foram excluidas
do estudo e esses fatos justificam as diferencas entre o nimero de amostras de cada grupo
experimental.

A taxa de mortalidade variou de 10 a 33,3% nos grupos vacinados, enquanto no
grupo controle ndo houve mortes (Tabela 5). As maiores taxas de mortalidade foram observadas
nas formulacdes contendo T3-8.9Qui e T4-Kn8.9Qui, na qual quase um terco das fémeas

morreu antes de completar o repasto sanguineo

Tabela 5: Mortalidade de fémeas de A. sculptum alimentadas em camundongos imunizados
com as diferentes formulagdes vacinais.

Controle T Te- T3 T4 L

KnQui BTQui 8.9Qui Kn8.9Qui Kn8.9BTQui
n experimental 12 10 9 9 13 10
Fémeas vivas 12 8 8 6 9 9
*Mortalidade (%) 0 20 12,5 33,3 31,8 10

* A mortalidade foi avaliada da colocacdo da fémea na camara de alimentacédo até o final do

repasto sanguineo.
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O tempo de alimentacdo das fémeas nédo foi afetado pela imunizacdo dos
camundongos utilizados como fonte alimentar, isto €, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05)
no tempo de alimentacdo das fémeas dos grupos vacinados e controle. O tempo de alimentacéo
variou de 9 a 24 dias, com todos os grupos apresentando tempo médio entre 12,5 a 14,5 dias e
mediana entre 10 e 13 dias (Figura 16A).

O volume de sangue ingerido pelas fémeas também néo foi afetado, uma vez que a
massa final das fémeas alimentadas nos camundongos imunizados ndo foi estatisticamente
diferente do grupo controle (Figura 16B). A massa média do grupo controle foi de 524,9 mg
enquanto para os grupos vacinados variou de 412,1 a 493,4 mg. A fémea de maior massa
ocorreu no grupo controle com 828,1 mg e a de menor massa ocorreu no grupo T3-8.9Qui com
110,8 mg (Figura 16B).
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Figura 16: Parédmetros alimentares de fémeas de A. sculptum alimentadas em camundongos imunizados
com as diferentes formulagdes vacinais. A barras indicam a média £ DP. Analise estatistica: One-way ANOVA

seguido do pos-teste de Dunns; ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).

A postura de ovos foi o pardmetro mais afetado pela vacinacdo com as maiores
diferencas entre o grupo controle e os grupos vacinados. Todas as fémeas do grupo controle
realizaram a postura, enquanto a taxa de fertilidade nos grupos vacinados variou de 50,0 a
87,5% (Tabela 6). Os grupos mais afetados foram aqueles cuja vacinacao foi realizada com as
formulagGes T3-8.9Qui e T5-Kn8.9BTQui.
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Tabela 6: Fertilidade de fémeas de A. sculptum apds alimentagdo em camundongos imunizados
com diferentes formulacGes vacinais.

Controle - Te- T3 T4 TS
KnQui  BTQui  8.9Qui Kn8.9Qui Kn8.9BTQui
Teledginas alimentadas 12 8 8 6 9 9
Teledginas férteis* 12 7 7 3 8 5
Taxa de fertilidade (%) 100 87,5 87,5 50,0 88,9 55,6

*Fémeas que alimentaram e realizaram postura.

A massa de ovos média dos grupos vacinados apresentou as maiores diferencgas para
0 grupo controle, porém sem diferenca estatistica (P>0,05) (Figura 17A). Para alguns grupos,
como T1-KnQui, T3-8.9Qui e aquele com os quatro antigenos, a média da massa de ovos foi
guase a metade daquela observada para o grupo controle. Essa diferenca se justifica
principalmente porque esses grupos apresentaram algumas fémeas inférteis ou que realizaram
posturas com muito poucos ovos. Quando foi levado em consideracdo apenas as fémeas férteis,
a diferencas entre os grupos foram mais sutis e as massas de ovos médias variaram de 151,8 a
248,0 mg (Figura 17B). Estes dados demonstram que as fémeas que sobrevivem e permanecem
férteis sdo capazes de fazer posturas semelhantes as fémeas do grupo controle.

A taxa de eclosdo dos ovos também apresentou resultados diversos entre 0s grupos
que variaram entre 8,5 e 24,8 nos grupos vacinados e 32,7% no grupo controle (Figura 17C).
Entretanto, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre nenhum dos grupos de fémeas
alimentadas em animais vacinados e aquelas alimentadas em camundongos controle. Em todos
0s grupos, incluindo o grupo controle, houve fémeas com posturas nas quais ndo houve ecloséo
de larvas ou que originaram menos de 3,5 mg de larvas o que se equivale a aproximadamente
100 larvas (Figura 17).

Para o calculo da eficacia vacinal, foram utilizados os indices de ingurgitamento
das fémeas, de oviposicéo e de eclosdo dos ovos. Os resultados mostraram que a eficacia das
formulacGes variou de 69,1 a 81,8% (Tabela 7). As formula¢6es com os melhores resultados
foram aquelas com os antigenos Kn, 8.9 e Qui que apresentaram eficacia sempre préxima a
80%, enquanto aquelas formulagdes contendo o antigeno BT apresentaram eficacias entre 69 e
75%.
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Figura 17: Parametros reprodutivos de fémeas de A. sculptum alimentadas em camundongos imunizados
com as diferentes formulacg@es vacinais. A barras indicam a média £ DP. Andlise estatistica: One-way ANOVA

seguido do pds-teste de Dunns. O asterisco (*) indica diferenga estatistica para o controle (p<0,05).

Tabela 7: Coeficientes de reducdo de fémeas ingurgitadas (CRT), oviposicdo (CRO) e
fertilidade dos ovos (CRF) relativos a vacinagdo com os antigenos salivares recombinantes e
suas taxas de eficacia no controle da infestacdo por fémeas de A. sculptum.

T4- T5-

T1-KnQui  T2-BTQui T3-8.9Qui Kn8.9Qui KnBT8.9Qui

CRT 0,800 0,875 0,666 0,682 0,900
CRO 0,546 0,838 0,511 0,720 0,458
CRF 0,416 0,349 0,627 0,423 0,748
Eficacia

(%) 81,8 74,4 78,6 79,2 69,1
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11. DISCUSSAO

Motivados pelos resultados de Costa (2019); no presente trabalho resolvemos
elaborar combinados de dois, trés ou quatro antigenos no intuito de aumentar a eficacia no
controle de A. sculptum, sempre em mente com a proposta de um antigeno ativando o sistema
complemento e os demais inibindo a acdo dos inibidores, fazendo com que o complemento seja
ativado em maior nivel e aja livremente no intestino. Esse foi 0 motivo de todas as formulacdes
intestinais conterem o antigeno rAsQuimera, associado aos outros antigenos.

Nos experimentos vacinais realizados neste estudo, o primeiro parametro avaliado
foi a producéo de anticorpos antigeno especificos nos animais vacinados. Como ponto positivo,
observamos que todos os antigenos induziram aumento niveis de IgG ap0s as imunizacdes.
Entretanto, alguns pontos negativos foram detectados. O primeiro deles foi que alguns
antigenos induzirem produgdo de 1gG em niveis mais baixos como o rAsBasicTail e o
rAsKunitz. A segunda observacdo foi a queda acentuada dos niveis de anticorpos apos a ultima
imunizacdo. Estes dados sugerem que alguma modificacdo tera que ser feita a fim de estimular
maiores niveis de anticorpos e a sua permanéncia no sangue dos animais vacinados por mais
tempos. Opcdes que podem ser testadas sao 0 aumento do nimero de doses, utilizacdo de outros
adjuvantes ou modificagdes estruturais nos recombinantes, como a inclusdo de carboidratos nas
proteinas.

A mortalidade de fémeas alimentadas em camundongos imunizados pelas
diferentes formulagdes vacinais foi o primeiro fendtipo avaliado (tabela 4). Obtivemos uma
taxa pelo menos 10% maior que o controle com 20% em T1-KnQui, 33% para T3-8,9Qui e
31,8% para T4-Kn8,9Qui. Estes resultados sé@o mais altos que aqueles encontrados por Costa
(2019) quando testou os antigenos separadamente. Estes resultados também corroboram com a
estratégia de utilizagdo de mdaltiplos antigenos na formulacdo vacinal (Willadsen 2008), de
forma que o bloqueio da atividade das moléculas salivares possa ser mais eficiente ao longo de
todo o processo alimentar. Entretanto, esperavamos que o principal efeito do mecanismo de
acdo das vacinas multiantigénicas fosse a inducdo de mortalidade, mas ndo houve aumento na
inibic&o.

Nos parametros de alimentacao avaliados, ndo houve diferenca significativa entre
0 tempo medio necessario para a alimentacdo das fémeas e a sua massa ap0s o repasto, o que
também vai de encontro dos resultados observados por Costa (2019), indicando que as fémeas

de A. sculptum se alimentaram satisfatoriamente durante o repasto.
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A taxa de fertilidade das fémeas ingurgitadas caiu pelo menos 10% (T4-Kn8,9Qui),
passando por 44,4% em T5-KnBT8,9Qui e chegando a 50% para T3-8,9Qui, sendo o pardmetro
de postura de ovos o0 mais afetado pela vacinagdo com todos os grupos apresentando a postura
de ovos menor que o controle, apesar de ndo haver diferenca estatistica significantes diante dos
nossos critérios. A média nas taxas de eclosdo, massa de ovos e massa de ovos de fémeas férteis
foram sempre menores que o controle apesar de se detectar valores significativamente
estatisticos. Mas, na vacinacao contra R. microplus com um antigeno salivar, também nao se
observou diminuicdo significativa na oviposicdo das fémeas ingurgitadas (Andreotti et al.
2012). Contudo estes valores foram importantes no célculo da eficacia da imunizacao conforme
(Canales et al. 1997).

Apesar dos parametros avaliados, isoladamente, ndo apresentarem diferencas
estatisticas para o controle, varios grupos apresentaram valores absolutos inferiores ao controle.
Estas pequenas redugdes dos varios parametros sdo melhor visualizadas no célculo da eficacia
que leva em consideracdes todos os parametros em conjunto. Com isso, a eficacia da
imunizacdo encontrada em nosso trabalho foi bastante promissora para todas as formulagdes
testadas, variando de 69,1 a 81,8 %.

Até 0 momento ndo existem trabalhos publicados que testam antigenos vacinais
contra A. sculptum, porém trabalhos vacinais realizados com outras espécies de carrapatos
acharam resultados de eficacia variados. Parizi (2012), e seus colaboradores, utilizando uma
vacina multiantigénicas contra R. microplus obteve eficacias de 35,3 a 61,6%. Huercha et al.
(2020) avaliou o eficacia da Glutationa-S-Tranferase contra Dermacentor marginatus e chegou
a valores de 43,69%. Azhahianambi et al. (2009) testou eficacia de 61,6% em tHaa86 — uma
proteina homologa a Bm86 — contra Hyalomma a. anatolicum. Avaliando uma sequéncia de 20
aminoéacidos de um proteina ribossomal PO como antigeno vacinal de R. sanguineus Rodriguez-
Mallon et al. (2012) encontraram eficacia de 90%, em coelhos.

Outros estudos ja demonstraram a eficacia do extrato intestinal na imunizagédo de
hospedeiros contra outras espécies, como I. ricinus, R. microplus, R. sanguineus (Wong;
Opdebeeck 1989; Jittapalapong et al. 2000; Knorr et al. 2018). Assim, esperdvamos que a
vacinacdo com antigenos ocultos intestinais combinados com os antigenos salivares pudesse
aumentar a eficacia contra fémeas de A. sculptum alimentadas em camundongos. Contudo nédo
houve este aumento. Apesar de ser esperado valores superiores, uma vez que foram somados
antigenos salivares a antigenos ocultos, os achados se mostraram promissores pois os valores
foram equivalentes aos encontrados por Costa (2019), indicando uma repetibilidade de eficacia

dos antigenos vacinais.
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Frente aos resultados obtidos por outros autores, considera-se que a utilizagdo das
proteinas recombinantes salivares combinadas a intestinal quimérica em ensaios vacinais
continua se mostrando promissora na producéo de uma futura formulacédo vacinal a ser utilizada
contra A. sculptum. Os resultados concordam com os de (Costa 2019) evidenciando o efeito das
vacinas sobre diversos parametros alimentares e reprodutivos de carrapatos adultos. Os dados
obtidos aumentam a esperanga de que novos testes sejam realizados com o0s antigenos,
principalmente para avaliacdo de sua eficAcia em diferentes espécies de hospedeiros.
Experimentos futuros também devem ser realizados a fim de testar novas formulaces que
consigam obter melhores resultados com esses antigenos. Também seria interessante verificar
uma possivel interferéncia sobre capacidade vetorial dos carrapatos que, caso afetada, levaria
a protecdo do hospedeiro contra patdgenos veiculados pelo carrapato (como, por exemplo, as
Rickettsia spp.), através da reducdo da capacidade de transmissdo no modelo chamado de
Vacinas de Bloqueio de Transmissdo ("Transmission Blocking Vaccines™) (Nuttall et al. 2006;
Rego et al. 2019).
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12. CONCLUSOES

- Todas as formulacdes testadas em camundongos elevaram os niveis séricos de IgG
que se mantiveram acima dos niveis do controle até o dia 262 do experimento.

- A formulagdo T1-KnQui promoveu niveis mais altos de IgG em camundongos.
Enquanto a formulagdo T4-Kn8,9Qui apresentou efeito mais duradouro.

- Os combinados de uma, duas ou trés proteinas salivares com a quimérica também
apresentaram niveis de eficacia promissores entre 69 e 81,8% contra fémeas de A. sculptum
alimentados em camundongos.

- A mortalidade de fémeas é maior no uso das formulagcdes T3-8,9Qui e T4-
Kn8,9Qui, acima de 30%. E a taxa de fertilidade € de apenas 50% quando se usa a formulacéo
T3-8,9Qui.

- Apesar de ndo haver o aumento de eficdcia com a combinagdo de antigenos
salivares e intestinais, as formulagdes se revelaram promissoras para o desenvolvimento de uma

vacina a ser utilizada no controle do carrapato.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The active locomotion of ticks is directly associated with the epidemiology of tick-borne diseases, as it has
Amblyomma sculptum important implications for the interaction of ticks with their hosts and their dispersion in the environment. In an
Nymph . attempt to elucidate the factors involved in the dispersion of Amblyomma sculptum, the present work aimed to
;ﬁiﬁ:: ron characterize different aspects of the active locomotion of A. sculptum nymphs under laboratory conditions. To this
Dispersion end, nymphs were placed on a string at a 70° inclination and their walking activity was recorded daily along with

their survival period. During their lifetime, ticks walked an average of 110 m. Their locomotion was not in a
straight line and nymphs changed direction 142 times throughout their lifetimes. The mean distance walked per
experimental day was 1.8 m, while the average walking distance before changing direction was 52 cm. The
distance walked per experimental day reduced over time. The survival of ticks was affected by walking; resting
nymphs survived for over 6 months, while the survival of those that walked daily was reduced to approximately
62 days. The results showed that A. sculptum nymphs were able to cover distances of over 100 m throughout their
lifetimes, but they walked short distances at a time and constantly changed direction. This behavior indicates

Walking behavior

that ticks are not able to disperse over long distances by means of active locomotion.

1. Introduction

Amblyomma sculptum is a three-host neotropical tick species, which is
widely distributed in the rural and urban areas of southeastern Brazil
(Martins et al., 2016; Szabo et al., 2013). The species has a 1-year life
cycle with distinct seasonal life stages; larvae, nymphs, and adults pre-
dominate at autumn and winter, winter and spring, and spring and
summer, respectively (Labruna et al., 2002; Oliveira et al., 2000).

Amblyomma sculptum is the main vector of Rickettsia rickettsii, which
is the causative agent of the most severe form of the Brazilian spotted
fever (BSF) (Labruna, 2009), with fatality rates of over 50 % (Oliveira
et al., 2016; Sinan, 2019). In the past decades, the number of BSF cases
in Brazil increased; between 2007 and 2015, 17,117 notifications were
reported (Oliveira et al., 2016).

Amblyomma sculptum has the highest potential for R. rickettsii trans-
mission to humans in its nymphal stage (Katz et al., 2009; Pinter et al.,

2011); this could be attributed to their low host specificity, high
aggressiveness towards humans, and the fact that they are usually
widely distributed over BSF areas (Pinter et al., 2011; Szabo et al.,
2013). Their diminutive size makes it difficult for the host to perceive
them and is implicated in infection, as bacterial transmission occurs only
after approximately 6 h of being attached to their hosts (Pinter et al.,
2011). In addition, A. sculptum has a poor capacity for sustaining the
bacteria in successive tick generations (Soares et al., 2012), so the main
scenario is the infection of the ticks when larvae and transmission while
nymphs.

The epidemiology of a tick-borne disease is directly associated with
the dispersion of ticks in a certain area that is under risk of contami-
nation (Qviller et al., 2016). However, ticks are small, wingless arthro-
pods unable to actively disperse over long distances. Previous research
has shown that active locomotion through walking results only in
short-distance dispersion (Buczek et al.,, 2017; Carroll and
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Schmidtmann, 1996; Crooks and Randolph, 2006). Therefore, the main
form of tick dispersion in a certain area is by their passive transport
through their hosts, as ixodid ticks attach to feed and often detach whilst
hosts move in the environment (Carroll and Schmidtmann, 1996).

Although active locomotion is related to dispersion over short dis-
tances, it is strongly associated with the success of finding a host (Buczek
et al., 2017), thus increasing the chances of ticks being carried passively
by vertebrates over long distances. In general, ticks have a different
behavioral repertoire when seeking a host, which includes the ambush
behavior (when ticks climb up vegetation and wait for a passing host
from a vantage point) and the hunter behavior (when ticks actively walk
to a host in rapid forays stimulated by a clue) (Sonenshine, 1991). A
tick’s host-seeking activity is usually followed by its return to its shelter
where the environmental conditions are more favorable for its survival
(Kniille and Rudolph, 1982). Irrespective of the foraging behavior type
employed, a tick’s active locomotion capacity will influence its ability to
find a suitable host, as ticks with a longer walking capacity will be able
to repeat this behavioral pattern (ambush/hunt - return to shelter) more
times.

Amblyomma sculptum is a species known to exhibit aggressive
behavior, as it uses both strategies (ambush and hunt) to find a host
(Ramos et al., 2017). Both nymphs and adults are easily captured using
COy traps (Ramos et al., 2014; Szabo et al., 2009), suggesting that they
may walk long distances. However, no studies have effectively measured
the locomotion activity of A. sculptum. Therefore, the objectives of the
present work were to measure the locomotion activity of A. sculptum
nymphs and to describe its walking characteristics, as well as its impact
on tick survival. The results may shed light on the tick-host interaction
and on the dispersion capacity of unfed A. sculptum individuals.

2. Material and methods
2.1. Experimental ticks

All ticks used in the experiments came from an A. sculptum colony
maintained in the Physiology of Hematophagous Insects Laboratory at
Universidade Federal de Minas Gerais according to Franco et al. (2016).
Briefly, ticks were kept in a BOD incubator (New Lab, Brazil) under
controlled temperature (28 + 2 °C) and relative humidity (RH) (90 +
5%) conditions in the dark. Larvae, nymphs, and adults were fed using
feeding chambers attached to the backs of Swiss mice (Bouchard and
Wikel, 2005). The tick colony maintenance procedures were approved
by the Ethics Committee for the Use of Animals (CEUA - UFMG) under
protocol number 60/2020.

Two groups, each consisting of nymphs that molted on the same day,
were used in the experiments. The first group contained 37 nymphs that
molted in November and the second contained 41 nymphs that molted in
June; therefore, most of the experiments were carried out in the summer
or in the winter (Southern Hemisphere), respectively. Ten nymphs from
each group were used in the locomotion experiments and the remaining
were kept resting to estimative their survival. Nymphs from all groups
were kept in 0.5 mL polypropylene tubes (Alen, China) that contained
one small piece of filter paper (Unifil, Brazil) (resting substrate) and had
small holes on the cap for ventilation, and were maintained inside in-
cubators in the aforementioned conditions, except when they were used
in the locomotion apparatus for the experiment.

2.2. Locomotion experiments

The locomotion experiments began 20 days after the nymphs molted.
A locomotion apparatus was built for the experiments (Fig. 1), which
consisted of a twine wrapped around two brackets with a 70° inclination
and a 28 cm free distance, so that the twine could be coiled to one and
uncoiled from the other bracket and vice versa using the handset cranks.
The free region of the string was surrounded by a plastic cylinder to
protect the experimental area from air currents and odors.
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Fig. 1. Sketch of the apparatus built to measure the locomotion of Amblyomma
sculptum nymphs.

During the standardization of the locomotion experiments, a hori-
zontal twine was also considered. However, ticks did not walk or walked
for only a few centimeters. Therefore, the horizontal twine was not used
further.

The nymphs were stimulated to walk once a day, between 7 and 11 a.
m., starting on the 20th day after they molted until they died. For the
daily experiments, they were placed individually on the free region of
the string using thin-tipped entomological tweezers to allow for the
measurement of any upward or downward movement. As the nymphs
started walking, the string was coiled/uncoiled on the brackets so that
the nymph remained positioned in the middle of the free area of the
string. Each nymph could move freely upward or downward. If the
nymph fell, it was repositioned in the same spot on the string. The ex-
periments were considered complete when a nymph fell three times or if
it remained motionless for 90 s. To measure the distance walked by each
nymph, the evaluator used a marker pen to mark the spot on the string
where a nymph started walking, changed direction, and stopped
walking. At the end of the experiment, the string piece that was used by
the nymph was removed from the apparatus, the distance was calculated
based on the marks made on it, and it was then discarded (not used for
the other nymphs). All 10 nymphs were tested individually and
sequentially every day.

All the experiments were carried out in an insectary with controlled
temperature (28 + 2 °C) and humidity (60 + 5 %) conditions with
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artificial white ceiling lighting. During the tests, only the evaluator
(wearing gloves and a lab coat) remained in the experimental room in
order to avoid the occurrence of stimuli, such as vibrations, noise, or
odors, which could interfere with the results.

To assess the variation in the daily locomotion parameters
throughout a nymph’s lifespan, the entire experimental period was
divided into deciles; each decile accounted for 10 % of each nymph’s
total experimental days (EDs). The ED average of each parameter was
calculated for the deciles and subjected to linear regression analysis.

2.3. Survival measurements

We measured the survival of nymphs from both groups. The nymphs
from the rest group were kept in the aforementioned 0.5 mL tubes and
were checked daily to estimate their survival. The nymphs from the
locomotion experiments remained in the 0.5 mL tubes for most of the
time, except when they were on the locomotion apparatus. All the tubes
containing the nymphs were kept inside incubators in the dark, at a
temperature of 28 + 2 °C and a humidity of 90 + 5 %. Nymphs that had
coiled legs and were immobile, despite stimulation, were considered
dead and were discarded.

2.4. Data management and statistical analysis

The data were analyzed using the Microsoft Office Excel 2007
(Microsoft) and GraphPad Prism 5.0 for Windows (GraphPad Softwares,
Inc.) software packages and presented as mean + standard deviation
(SD) (Tables 1-3) or mean =+ standard error (SEM) (Fig. 3). The
normality of data was measured by the Kolmogorov-Smirnov test. All
data were classified as parametric, except for the data shown on Table 3;
however, non-parametric measurements (median and quartiles) were
also generated to enable the comparison with findings of previous
studies. The relationship between the variables (Figs. 3 and 4D) was
analyzed using linear regression. Significant differences among the
survival curves were assessed by the log-rank test (Fig. 4 A and Sup.
Fig. 2). Data from the groups that were collected during different sea-
sons were analyzed by a t-test (Sup. Fig. 1) or a repeated-measures
analysis of variance (ANOVA) followed by a Bonferroni test (Sup.
Fig. 3). The significance level was set at p < 0.05.

3. Results
3.1. Active locomotion and walking characteristics

Amblyomma sculptum nymphs started walking as soon as they were
placed on the apparatus string. They usually started walking straight up
until they reached a point when they changed direction and started
walking downwards. They kept walking in an up-and-down pattern,
until they fell from the string. When they were placed back on the string,

Table 1
Locomotion capacity and walking characteristics of Amblyomma sculptum
nymphs under laboratory conditions.

Parameter™ Mean =+ SD Median (1st-3rd Minimum-
quartile) Maximum
Distance (m) 110.3 + 118.4 (78.8—132.1) 55.8—-169.1
34.0

Distance up (m) 79.6 +£23.5  72.6 (61.0-98.5) 47.3-120.3

Distance down 27.7 +£16.3 26.0 (15.8—35.4) 5.9-58.4
(m)

Duration (hours) 19.1 + 4.4 19.4 (15.2-23.4) 11.8-26.2

Velocity (cm/ 9.1 +24 9.4 (4.6-10.8) 4.6-12.8
min)

Change of 142 + 58 142.5 (102.8-174.5) 51-286
direction

" The values are sums of the measurements obtained throughout a nymph’s
life.
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Table 2
Locomotion distance and change of direction per experimental day in
Amblyomma sculptum nymphs under laboratory conditions.

Parameter Mean + Median (1st-3rd Minimum-
SD quartile) Maximum

Distance (m/ED) 1.8+1.8 1.4 (0.4-2.6) 0.0-15.4

Distance up (m/ED) 1.3+1.2 1.2 (0.2-1.9) 0.0-8.9

Distance down (m/ 0.5 +0.7 0.13 (0.0-0.7) 0-6.2

ED)

Duration (min) 18.9 + 15 (7-25) 1.5-120
16.4

Change of direction/ 2.6 + 3.0 2(0-4) 0-20

ED

*ED = Experimental day.

Table 3
Locomotion distance in unique directions traversed by Amblyomma sculptum
nymphs under laboratory conditions.

Parameter*” Mean + SD Median (1st-3rd Minimum-
quartile) Maximum
Distance (cm) 52.0 + 38 (11-75) 0-666
54.3
Distance up (cm) 62.7 + 49 (15-91) 0—-666
60.8
Distance down 35.0 + 24 (8-50) 0-287
(cm) 35.8

" Values represent the locomotion distance until nymphs changed direction.

they repeated the up-and-down walking behavior, but this time, they fell
from the string sooner. In a preliminary experiment, we observed that
after the nymphs had fallen a third time, most would not walk on the
string again or they would only walk shorter distances and they would
fall from the string quickly.

In order to gain a general view of the locomotion characteristics
under laboratory conditions, several parameters were measured
(Tables 1-3). The average distance that A. sculptum nymphs were able to
walk throughout their lives was 110.3 m. The total distance walked
varied among specimens, with some nymphs walking more than three
times longer than others (Table 1). The nymphs’ locomotion did not
follow a certain direction, however they alternated between walking
upward and downward 142 times on average throughout the period
they spent walking. Direction was the parameter that varied the most
among individuals, as some ticks changed their direction more than five
times than others (Table 1). The nymphs walked longer distances
(approximately three times longer) upwards than they did downwards
(Table 1).

The average speed of the locomotion was 9.1 cm/min and the
nymphs remained in the apparatus for 19.1 h throughout their lives
(Table 1). It is important to note that the nymphs were walking most of
the time they were in the apparatus, however they also remained still for
certain periods of time. The walking time and velocity varied greatly
among individuals, so much so that some nymphs walked three times
longer or run three times faster than others (Table 1).

The analysis of the locomotion characteristics for each ED showed
that nymphs walked 1.8 m/ED on average (Table 2), with the 0.6 and 2.5
m/ED distances being the most frequent (in 47.5 % of the EDs) (Fig. 2A).
Most nymphs changed direction 1-6 times (54.9%) (Fig. 2B) and the
distance/ED walked upwards was approximately three times longer
than the distance/ED walked downwards (Table 2).

The distance nymphs walked before changing direction was also
analyzed. They walked, on average, 52 cm before changing direction
and this distance was almost twice longer upwards (62.7 cm) than it was
downwards (35 cm) (Table 3). Most straight walks (60.5 %) were be-
tween 10 and 100 cm, however 12.7 % of the walks ranged between 101
and 200 cm and only 2.1 % of the walks were above 200 cm (Fig. 2C).
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Fig. 2. Histograms of distance walked and change of direction of Amblyomma
sculptum nymphs. A and B - distance walked and change of direction per
experimental day, respectively, C- distance walked on a straight line without
change of direction.

3.2. Locomotion characteristics throughout the survival period

The nymphs’ locomotion characteristics were also assessed
throughout their survival period. All parameters (distance, speed,
duration, and change of direction) reduced significantly (p < 0.01) with
the age of the nymphs (Fig. 3). Nymphs walked 3.4 + 1.5 m/ED at an
average velocity of 12.2 + 4.4 cm/min in the first decile of their lifespan,
whereas in the ninth decile, the average ED distance was 2.6 times
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shorter (1.3 + 0.9 m/ED) and the average ED velocity was approxi-
mately 2.2 times slower (5.6 + 2.9 cm/min) (Fig. 3A and C). The dis-
tance and velocity differences between the first and the last decile were
even higher (these were 5.7 and 4.5 times shorter and lower in the last
decile, respectively) (Fig. 3A and C); however, it is important to note
that in the last decile several nymphs were close to death and were
mostly inactive.

3.3. Influence of daily locomotion on the survival of nymphs

Locomotion affected significantly the survival of ticks (p < 0.0001,
Fig. 4A). Nymphs subjected to daily locomotion survived for 60.7 days
(median = 56.5 days) on average, whereas the survival of the inactive
nymphs was more than three times higher (mean = 190.5 days; median
= 201 days).

The survival of the nymphs that were kept restrained was mainly in
the 150-249 day range (this applied to 72.4 % of the nymphs), while the
survival of the nymphs subjected to daily locomotion was mainly in the
50-69 day range (this applied to 85 % of the nymphs) (Fig. 4B and C). It
is noteworthy that a single nymph survived 98 days, which was at least
29 days longer than the survival period of each of the other nymphs.
However, this longer lifespan did not result in a longer locomotion
distance, as this nymph walked 91.8 m, which was below the average
and different from the tendency observed in other nymphs. When the
distance was analyzed in association with survival (excluding the nymph
that survived 98 days), there was a significant association (p < 0.05)
(Fig. 4D), indicating that the nymphs that survived for longer periods
were also the ones that walked longer distances.

Finally, it is important to note that A. sculptum is a seasonal tick
species, therefore we checked for possible differences in the results of
the experiments performed in two different seasons (summer and
winter). However, there was no statistical difference (Sup. Fig. 1-3),
confirming that no bias occurred when the data from both experiments
were analyzed together.

4. Discussion

The present work described the active locomotion of A. sculptum
nymphs as well as their walking characteristics under laboratory con-
ditions. The results showed that A. sculptum nymphs were able to walk
long distances for many hours (the average distance walked throughout
their lifetimes was 110.3 m in approximately 19.1 h). However, the
nymphs did not walk in a straight line as they tended to change direction
constantly and they traversed shorter distances at a time. Such behavior
supports the conclusion that nymphal A. sculptum are not able to
disperse over long distances without being facilitated by host
movement.

In one ED at controlled environmental conditions (temperature at 28
+ 2 °C and humidity at 60 £+ 5%), nymphs walked, on average, 1.8 m in
18.9 min. These results could indicate the capacity of locomotion in one
walking event. Some nymphs traveled more than 3 m in one ED. How-
ever, this was a rare behavior as most of the distances walked per ED
were between 0.6 and 2.5 m (Fig. 2A).

The comparison of the results of the present study with those of
previous research employing different experimental conditions and
using specific stimuli is not trivial. However, the results obtained to date
help characterize the locomotion behavior of different species. In gen-
eral, members of the genera Ixodes and Dermacentor are believed to walk
short distances. In an experiment with relatively similar temperature
and relative humidity conditions (25 °C and 60 % RH) as those used in
our study (28 °C and 60 % RH), Perret et al. (2003) found that Ixodes
ricinus nymphs walked 0.38 m (median per walking event). Ixodes ricinus
nymphs walked even less in the experiments performed by Crooks and
Randolph (2006) who used horizontal arenas and variable environ-
mental conditions; 30-50 % of the ticks walked less than 14 cm within
24 h.
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Under natural conditions, the active locomotion of adult Dermacentor
reticulatus results only in short-distance dispersion. After 2—3 weeks,
ticks were found only 60 cm away from the release area (Buczek et al.,
2017). Additionally, Ixodes scapularis nymphs dispersed only for 2—3 m
over several weeks (Carroll and Schmidtmann, 1996). However, the
authors of the aforementioned studies did not measure the total distance
walked by the ticks, as it is likely that they did not travel in a straight
line. Other studies on Ixodes ticks also found that their locomotion was
constrained to short distances (Goddard, 1993; Gray, 1985; Loye and
Lane, 1988).

On the other hand, Amblyomma species are known to walk longer
distances. Koch and Mcnew (1982) showed that by using CO; traps,
most of the Amblyomma americanum nymphs released in an area can be
recovered at a distance of 3.1 m after a few hours and that a few ticks
travel distances longer than 6 m. In an experiment that lasted three days,
Wilson et al. (1972) collected adult A. americanum as far as 21.3 m away.
The findings of the present study demonstrate that A. sculptum behaved
more like A. americanum, which are considered hunter ticks that walk
randomly for longer distances even in the absence of stimuli. The
considerably higher walking speed of A. sculptum (median 9.4 cm/min)
recorded in the present study compared with that of I ricinus (0.31 to
0.97 cm/min under different conditions), is also worth noting (Perret
et al., 2003).

The distance traveled in a straight line, without changing direction,
was also evaluated. This distance could be associated with different
features, such as the distance from the floor while positioning during
ambush behavior (most likely) or the distance walked on a foray in
search of a host; the latter is less likely as we did not use host stimuli in
the present work. Our results showed that the average distance traveled
in a straight line was 52 cm. However, when nymphs walked distances of
62.7 cm upwards, they tended to change direction, go downwards for 35
cm, and then change direction again. These findings suggest that ticks
tend to climb and remain at heights between 62.7 and 27.7 cm. Indeed,
these results are in line with questing height findings for Amblyomma
nymphs in natural environments, wherein A. sculptum nymphs quested
at heights between 12 and 52 cm (Ramos et al., 2017) and Amblyomma
spp. nymphs quested at heights between 30 and 40 cm above the ground
level (Szabo et al., 2009).

Based on the nymphs’ total locomotion capacity (110.3 m
throughout their lifetimes) and if we consider the daily distance traveled
(1.8 m per ED) as the distance walked before and after questing, it is
possible that A. sculptum is able to make 61.2 assaults throughout its
lifetime. If we consider the ticks’ climbing behavior that is followed by
returning to their shelter and the average height of shrubs that they
climb onto (62.7 cm), this activity pattern could be repeated by
A. sculptum approximately 88 times. This demonstrates these ticks’ great
ability to search for hosts, which greatly increases their survival chances
and explains their success in the environment. Such host seeking ability
may be one of the reasons why this tick’s population increases consid-
erably and quickly when its main hosts become abundant, compared
with other tick species that share the same hosts (Nunes et al., 2019).

Locomotion is costly for ticks and it influences their survival directly.
Under laboratory conditions where nymphs were under constant tem-
peratures, high humidity, and trapped in tubes with a restricted loco-
motion area, they were able to survive for more than 6 months; in
contrast, the survival of nymphs that were subjected to daily locomotion
was reduced to approximately 2 months. Interestingly, the ticks that
walked longer distances lived longer; this could be attributed to the size
of their energy reserves. Ticks with higher energy reserves are able to
both walk and survive longer (Crooks and Randolph, 2006).

The sole nutrient source of ticks is blood and the energy reserves of
nymphs are established only at the larval stage. An unsuccessful incur-
sion in search for a host will expend the ticks’ energy reserves and
reduce their lifespans. The findings of the present work suggest that ticks
modulate their locomotion according to their energy reserves. Older
ticks have lower reserves and, in a possible attempt to conserve their
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energy, they tend to walk shorter distances at a time and at a slower
velocity.

Body hydration may also influence tick survival. However, ticks rest
at high humidity environments (90 % RH), a condition that enables
them to regain the water they lost during the walking period (Lees,
1946). Therefore, in the present study, energy was, most likely, the main
parameter that influenced tick survival.

Amblyomma sculptum is a seasonal tick, with nymphs occurring
mainly during the autumn and winter. However, larval behavioral
diapause regulates seasonality under natural conditions (Labruna et al.,
2003) and maintenance in a temperature-controlled incubator is suffi-
cient to disrupt seasonality (Cabrera and Labruna, 2009). The findings of
the aforementioned studies corroborate our results.

The presence of stimuli also exerts great influence on locomotion,
whether it is associated with the search for a host (Carroll et al., 1996) or
with the pursuit of more favorable environmental conditions for survival
(Kniille and Rudolph, 1982). Ticks tend to avoid direct sunlight and
move to microenvironments with cooler temperatures and higher hu-
midity (Kniille and Rudolph, 1982). Indeed, body hydration is one of the
main features coordinating the tick walking and questing behaviors
(Kniille and Rudolph, 1982). Ticks lose water during questing and when
hydration conditions are unfavorable, they stop questing and tend to
move to environments with higher humidity, a condition that usually
occurs within the vegetation mat (Lees, 1948).

In the present work, no host stimuli were used and the aim was to
assess the distances that ticks are able to walk rather than evaluate the
stimuli that encourage locomotion. However, it is expected that the
presence of stimuli could alter some of the measured parameters,
especially the distance walked on a foray (Carroll et al., 1996). The
presence of an observer could have exerted bias on the ticks’ walking
behavior, even though we took the necessary measures to avoid
approaching them or to exert any other stimulatory effect. However, we
do not believe that the entire distance walked was affected by the ob-
server’s presence.

5. Conclusions

The A. sculptum individuals examined in this study were able to walk
distances longer than 100 m throughout their lifespans in several
walking events. However, the distances walked before changing direc-
tion were approximately 52 cm and nymphs walked approximately 1.8
m per experimental day. Daily locomotion reduced the survival of
nymphs by approximately three times, from more than 6 months to
approximately 2 months.
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