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RESUMO

As infestagdes por carrapatos em bovinos reduzem a produtividade do gado de corte
e leiteiro causando grandes perdas econdmicas a pecuaria. Os prejuizos acarretam
desde debilidade fisica e transmissado de doengas ao rebanho, como anaplasmose e
babesiose, até a morte dos individuos mais vulneraveis. Os carrapatos permanecem
por longos periodos fixados em seus hospedeiros sendo expostos ao sistema de
defesa do bovino, o que provoca inflamacéo e ativa elementos da resposta imune
humoral e celular do hospedeiro. Em contrapartida, componentes imunogénicos da
glandula salivar do carrapato modulam a resposta bovina para perfis de citocinas
favoraveis a hematofagia. Existem poucos estudos sobre mecanismos imunes que
guiam a interagdo parasito-hospedeiro e determinam o sucesso ou nao do
parasitismo. Trabalhos recentes apontam para importancia de fatores genéticos
relacionados a resisténcia ao carrapato em determinadas ragas bovinas, além de
estudos que mostram o papel critico das citocinas na prevengédo e progressao de
quadros patoldgicos. O objetivo desse trabalho foi avaliar a resposta imunoldgica de
bovinos infestados artificialmente pelo carrapato Boophilus microplus através de
ensaios de proliferagdo celular e detecgdo de 6xido nitrico (NO) e interferon-gama
(IFN-y) em células mononucleares do sangue periférico a fim de verificar diferentes
niveis de resisténcia bovina. Seis bovinos mais resistentes e seis mais susceptiveis
de uma populagéo F, de 332 animais, originaria do cruzamento de F4 (Y2 Holandés :
Y2 Gir), foram selecionados com base na contagem de carrapatos e valor genético.
Amostras de sangue foram coletadas nos pontos 0, 5° e 12° dias pos-infestacao
para cultura de células e estimulac&o in vitro com antigenos do B. microplus. A
proliferacao celular e os niveis de NO e IFN-y foram avaliados respectivamente pelos
métodos de MTT, Griess e ELISA. As células dos animais resistentes (R) tenderam
ao aumento de proliferagdo no 5° dia quando estimuladas com antigenos do
carrapato retornando aos niveis iniciais no 12° dia. Ja nos animais susceptiveis (S),
a estimulacdo pareceu inibir a proliferacdo das células no dia 0 e nao alterou os
indices do 5° e 12° dia. Apesar disso, ndo houve diferenga significativa na
proliferagédo celular entre os grupos R e S. Quando as células obtidas no dia 0 foram
cultivadas na auséncia de estimulo, os niveis de NO dos animais R tenderam a ser
mais altos que dos animais S. A estimulagdo com antigenos de carrapato pareceu
inibir a produgdo de NO no 5° dia por células de animais R. Também n&o houve
diferencga significativa nas produgdes de NO e de IFN-y entre os grupos R e S. Os
resultados sugerem que o NO possa ter um papel no inicio da resposta imune que
delineia 0 mecanismo de resisténcia ao carrapato, uma vez que as alteragdes mais
importantes foram detectadas até o 5° dia apds a infestacdo. E possivel que o
mecanismo de resisténcia esteja associado a regulagao negativa da resposta imune
a fim de nao incitar a modulagdo desta pelo carrapato, porém sendo eficaz o
suficiente para elimina-lo. A avaliagdo da resposta imunolégica nos primeiros
momentos apos a fixacdo do carrapato no couro bovino, bem como um
acompanhamento mais detalhado dos pontos temporais da infestacdo poderia
fornecer dados mais conclusivos.

Palavras-chave: B. microplus, gado, proliferagao celular, éxido nitrico, interferon-gama.



ABSTRACT

Tick infestations in cattle reduce its beef and dairy productivity causing great
economic losses to livestock. The potential damages are physical weakness,
transmission of diseases to the herd, as anaplasmosis and babesiosis, and even
vulnerable animals deaths. Thus, the tick control has been considered priority in
tropical regions worldwide. The ticks remain fixed to their hosts for long periods being
exposed to the cattle defense system; it causes inflammation and activates the host’s
humoral and cellular immune response. Nevertheless, immunogenic components of
the salivary gland of cattle tick modulate the response to profiles of cytokines that
promote the blood-feeding. There are few studies approaching immune mechanisms
that lead to host-parasite interaction and determine the success or unsuccessful of
parasitism. Recent works suggest the importance of genetic factors related to the
resistance to ticks in Bos taurus and Bos indicus breeds. In addition, studies show
the critical role of cytokines in the prevention and progression of diseases. The aimed
of this work was to evaluate the immune response in cattle artificially infested by
Boophilus microplus through cell proliferation assays and detection of nitric oxide
(NO) and interferon-gamma (IFN-y) in peripheral blood mononuclear cells, in order to
establish different resistance levels in Girolando breed. Six tick-resistant and six tick-
susceptible animals from a F, population of 332 animals originated from crossing
cattle F¢ (72 Holstein : 72 Gir) were selected based on the ticks counting and breeding
value. Blood samples were collected for cell culture and stimulation in vitro with
antigens of B. microplus in the points 0, 5 and 12 days after infestation. The cell
proliferation and the NO and IFN-y levels were evaluated by MTT, Griess and ELISA,
respectively. There was a tendency of increasing proliferation of resistant animals (R)
cells in the 5™ day when they were stimulated with the tick antigens, returning to
initial levels at 12" day. In the other hand, for the susceptible animals (S) the
stimulation seemed to inhibit proliferation of cells in day 0, and did not altered the
rates of 5" and 12" day. There was no significant difference between the cell
proliferation of the groups R and S. When the cells obtained in the day 0 were
cultured in the absence of stimulation, the levels of NO of animals R tended to be
higher than that of the animals S. The stimulation with tick antigens inhibited the NO
production by cells of animals R in the 5™ day. In addition, there was no significant
difference in NO and IFN-y production between the groups R and S. The results
suggest that NO may play a role in the early immune response that outlines the
mechanism of resistance to ticks, since the most important changes were detected
until the 5™ day after the infestation. It is possible that the resistance mechanism is
associated to the downregulation of immune response in order not to encourage the
modulation by the ticks, although being effective enough to eliminate it. An evaluation
of the immune response in the first moments after the tick fixation to cattle leather, as
well as a more detailed monitoring of the temporal points of the infestation, could
provide more conclusive data.

Keywords: tick Boophilus microplus, cattle, cell proliferation, nitric oxide, interferon-gamma.
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1 INTRODUCAO

O Boophilus microplus, principal espécie de carrapato bovino, € um dos
grandes entraves na pecuaria de paises localizados em zonas tropicais e
subtropicais do mundo, onde esse ectoparasito encontra condi¢cdes favoraveis de
sobrevivéncia e desenvolvimento (WILLADSEN e JONGEJAN, 1999).

Os prejuizos causados ao rebanho, como redugdes no ganho de peso, na
producdo de leite e na qualidade do couro, diminui¢gao da fertilidade, ocorréncias de
doencas secundarias e até perdas por morte, refletem no desempenho produtivo e
econdmico dos sistemas de producao de carne e leite e, juntamente com os custos
relativos a tratamentos com carrapaticidas, afetam a competitividade desses
produtos no mercado externo (HORN e ARTECHE, 1985; TEODORO et al., 2004).

O Brasil deixa de produzir 26 milhdes de arroba de carne/ano e 4 bilhdes de
litros de leite/ano, gerando prejuizos da ordem de R$ 2,24 bilhdes (MARTINEZ et al.,
2004). Minas Gerais possui uma grande area explorada para producao leiteira, o que
0 posiciona entre os principais estados produtores de leite do pais; contudo, a
produtividade alcangada nos rebanhos mineiros é baixa e, dentre suas causas, 0s
aspectos relacionados a saude ocupam grande destaque (ROCHA, 1996-a/b; 1997).

Ainda ndo esta claro como os mecanismos imunes guiam a interagao
parasito-hospedeiro determinando o sucesso ou n&o do parasitismo. Trabalhos
apontam para fatores genéticos relacionados a resisténcia ao carrapato nas ragas
bovinas Bos taurus e Bos indicus (TEODORO et al., 2004) e para o papel critico das
citocinas na regulacao da interface parasito-hospedeiro (GILLESPIE et al., 2001).

Os carrapatos permanecem por longos periodos fixados nos hospedeiros
sendo expostos ao seu sistema de defesa, o que provoca inflamacgao e ativa a
imunidade humoral e celular (WILLADSEN e JONGEJAN, 1999). Em contrapartida,
componentes imunogénicos da glandula salivar do carrapato modulam a resposta
bovina para perfis de citocinas favoraveis a hematofagia (WIKEL, 1996).

Diante da necessidade de desenvolvimento de métodos alternativos de
controle que dimunuam a dependéncia de produtos quimicos, a caracterizagao da

resposta imune que confere aos bovinos o perfil de resisténcia ao carrapato e a
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compreensao dos mecanismos imunoldgicos que guiam a interagdo parasito-
hospedeiro constituem dados cruciais a serem empregados nos novos estudos.
Dessa forma, este trabalho propde a avaliagdo da resposta imunologica de
bovinos F, (Gir X Holandés) infestados artificialmente por B. microplus através de
ensaios in vitro de proliferagcao celular e detecgdo de 6xido nitrico (NO) e interferon-
gama (IFN-y) em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) a fim de

caracterizar diferentes niveis de resisténcia em animais mesticos Gir X Holandés.

1.1 O CARRAPATO Boophilus microplus

A subclasse Acari, da classe Arachnida, a qual pertencem os carrapatos e
outros acaros, constitui um grupo muito heterogéneo, apresentando diversidade de
habitos e habitats (GUIMARAES et al., 2001).

Os carrapatos séo aracnideos hematofagos e estdo divididos em dois grupos
principais, os Argasidae (pequenos carrapatos) e os Ixodidae (grandes carrapatos).
Cerca de 80% (683 espécies) séo Ixodidae, destacando-se os genéros Amblyomma,
Boophilus, Dermacentor, Haemphysalis, Hyalomma, Ixodes e Rhipicephalus
(JONGEJAN e UILENBERG, 2004).

A espécie Boophilus microplus (Fig.1) foi descrita pela primeira vez por
Canestrini em 1887, e seu nome de origem grega significa: Boo = boi, philus =
“amigo”, microplus = menor, ou seja, 'menor amigo do boi”.

Dentre as cinco espécies que compdéem o género Boophilus, essa € a unica
encontrada no Brasil (PEREIRA, 1982), sendo considerada a mais prejudicial para a
bovinocultura brasileira (EVANS et al., 2000).
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Figura 1 — Perfil do carrapato B. microplus. I) Dimorfismo sexual entre fémea (A) e macho (B) durante
os diferentes estagios do ciclo. II) Variagdo do aspecto morfolégico da fémea: (A) teledgina apos a
oviposigao, (B) teledgina ingurgitada e (C) fémea adulta imatura. I1I) Fémea ingurgitada de Boophilus
microplus fixada na pele de bovino. O tamanho da teledgina varia de 1,9 a 2,5 mm de comprimento
por 1,1 a 1,6 mm de largura antes de ingurgitar e atinge 13 mm de comprimento por 8 mm de largura
quando ingurgitada.
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1.1.1 HISTORICO E DISTRIBUICAO DE B. microplus

B. microplus é originario do sudeste da Asia, notadamente da india e da ilha
de Java. A expansio desse carrapato para as zonas tropicais se deu em fungao de
expedigdes exploradoras que movimentavam mercadorias e animais, e ele se
estabeleceu dentro dos climas demarcados pelos paralelos 32° Norte e 32° Sul
(NUNES et al., 1982). Atualmente, possui ampla distribuicdo mundial, estando
presente na Austrdlia, México, Africa, América Central e América do Sul
(JONGEJAN e UILENBERG, 2004).

No Brasil, sua introducido parece ter ocorrido no inicio do século XVIII pela
vinda de animais comprados do Chile, via Rio Grande do Sul. Hoje, sua presenca é
registrada em todos os estados do pais, e isso se deve, principalmente, as
condicdes climaticas 6timas com temperaturas médias anuais superiores a 17°C e

indices pluviométricos acima de 500mm (HORN, 1983).

1.1.2 CLASSIFICACAO DE B. microplus

De acordo com FLECHTMANN (1990), B. microplus possui a seguinte
classificagao, descrita por sua posi¢cao sistematica e os respectivos autores:
Filo — Arthropoda , Von Siebold & Slannius, 1845;
Subfilo — Chelicerata, Heymons, 1901;
Classe — Aracnida, Lamarck, 1802
Subclasse — Acari, Leach, 1817;
Ordem — Parasitiformes, Renter, 1909;
Subordem — Metastigmata, Canestrini, 1891; Ixodides, Leach, 1815;
Familia — Ixodidae, Murray, 1887;

Género — Boophilus, Canestrini, 1887.

23



1.1.3 CICLO BIOLOGICO DE B. microplus

B. microplus é um parasito monoxeno, isto €, depende apenas de um
hospedeiro em seu ciclo biolégico, preferencialmente o bovino (ANDREOTTI, 2002).
Outras espécies podem comportar-se como hospedeiros, entre os quais, bufalos,
jumentos, ovinos, caprinos, caes, gatos, porcos, veados, ongas, pregui¢as, cangurus
e coelhos (ARTHUR, 1960).

O ciclo biolégico de B. microplus (Fig.2) € composto por duas fases
complementares, a de vida parasitaria, que se inicia quando a larva se fixa no
hospedeiro; essa fase depende menos das influéncias do clima, sendo constante
nas diversas regides onde o carrapato esta estabelecido. E a de vida livre, que se
inicia com a queda da fémea ao solo; essa fase é vulneravel as interferéncias
climaticas, especialmente temperatura e umidade do ar (GONZALES, 1995).

Sob condic¢des climaticas favoraveis, o periodo de vida livre dura em torno de
32 dias, durante os quais o carrapato ndo se alimenta e sobrevive exclusivamente
das suas reservas (FARIAS, 1995), sendo dividido em pré-postura (3 dias), postura
(15 dias), eclosao (7 dias) e larvas infestantes (7 dias) (GONZALES, 1995). A
teledgina (fémea fecundada e ingurgitada - repleta de sangue) se desprende do
hospedeiro e cai no solo, onde busca um local abrigado, umido e escuro para
realizar a postura de cerca 2.000 a 4.000 ovos. A fémea morre apds a postura dos
ovos e esses sofrem embriogénese. Aproximadamente apds 7 dias da oviposigao,
as larvas eclodem e, em até seis dias, tornam-se infestantes. As larvas sobem nas
pastagens por geotropismo negativo (VERISSIMO, 1996), localizando o hospedeiro
por odor, vibragdes, sombreamento, estimulo visual e gradiente de concentracdo de
CO2 (SONENSHIME, 1993). O periodo de atividade das larvas na vegetagao ocorre
nas primeiras horas da manha e ao final da tarde, quando a temperatura € mais
amena (GONZALES, 1995). Em presenca de umidade alta e temperaturas amenas,
as larvas podem sobreviver até oito meses (HITCHCOCK, 1955).

A fase parasitaria dura em média 21 dias, as larvas infestantes tendem a
fixar-se nas regides mais finas da pele do hospedeiro, as quais favorecem seu

desenvolvimento, tais como base da cauda, interior das orelhas, Ubere, mamas,
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escroto, regides perineal, perianal, vulvar, virilha e entrepernas (FARIAS, 1995).
Essas regides preferenciais de fixacdo sao determinadas em fungcado da espessura,
vascularizagdo e temperatura da pele, bem como pela dificuldade de acesso as
lambidas do hospedeiro (WAGLAND, 1978; ANDREOTTI, 2002; AVELINO e NETO,
2004).

As larvas fixadas alimentam-se de plasma e sofrem mudas cuticulares
originando ninfas no 8° dia apds fixacdo. Essas se alimentam de sangue, se
distendem (metaninfas) e passam por nova muda, transformando-se em um
individuo sexuado, macho ou fémea. O macho jovem, denominado neandro, torna-
se adulto no 15° dia apd6s fixacado, recebendo o nome de gonandro; enquanto a
fémea jovem, denominada nedgina, torna-se adulta (semi-ingurgitada) no 18° dia
apos fixacéo, recebendo o nome de partendgina.

Nesse periodo ocorre o acasalamento e a fémea fecundada continua seu
repasto sanguineo até o ingurgitamento total, quando é denominada teledgina. No
21° dia, elas desprendem-se do hospedeiro e caem no solo, dando prosseguimento
a fase ndo parasitaria, enquanto os machos continuam sobre o hospedeiro se
alimentando ocasionalmente e fecundando outras fémeas (FARIAS, 1995).

As larvas de B.microplus alimentam-se preferencialmente de plasma, apenas
nos momentos que precedem o rapido ingurgitamento das fémeas é que o sangue
torna-se o principal constituinte alimentar (BENNETT, 1974). Nesta fase, a ingestéao
de sangue atinge valores em torno de 0,3 a 0,5 mL (SEIFERT, 1970) e a fémea
pode aumentar seu peso em até 200 vezes (KEMP et al., 1982).

Além de temperatura e umidade do ar, a luminosidade, as estagdes do ano
(GUARAGNA et al., 1988), a forma de criagdo do bovino (a pasto ou estabulado), o
tipo de pastagem (THOMPSON et al., 1978) e o grau de resisténcia do hospedeiro
(MORAES et al., 1986) também influenciam no tempo de duragao do ciclo bioldgico
do carrapato (ROBERTS, 1968), no numero e tamanho dos carrapatos, no peso das
teledginas e no volume de ovos postos (HEWETSON, 1972).
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Figura 2 — Ciclo evolutivo (A) e biolégico (B) do carrapato Boophilus microplus.
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1.1.4 IMPORTANCIA ECONOMICA DO CARRAPATO

O B. microplus ocasiona grandes perdas econémicas na producédo de carne,
leite e couro em paises tropicais e subtropicais (SUTHERST et al., 1983). Os danos
causados ao bovino pela infestagao por carrapatos variam de acordo com o grau de
resisténcia e idade do animal, o nivel da infestacdo e se o parasito esta atuando
como vetor para outras enfermidades (RADOSTIS, GAY E BLODD, 2000).

Os prejuizos econémicos causados pelo carrapato ocorrem de forma direta
pelo efeito da picada no bovino e suas consequéncias, como irritabilidade, perda de
sangue acarretando anemia, supressao do apetite e baixa conversao alimentar
causando redugao no peso e na producgao de leite, miiases cutdneas secundarias e
danos no couro diminuindo sua qualidade, queda de fertilidade, transmissdo de
doencas e mortalidade. Entre as perdas indiretas estdo o custo do controle quimico,
incluindo o produto, os equipamentos e a mao de obra, os residuos deixados nos
produtos de origem animal e a poluicdo do ambiente decorrente do uso de
acaricidas (HORN, 1983; GONZALES e SERRA-FREIRE, 1992).

Infestagdes por carrapatos acarretam prejuizos mundiais estimados em sete
bilhdes de ddélares anuais (DE CASTRO, 1997). E no Brasil, a estimativa é de 2,24
bilhbes de reais, sendo que o pais deixa de produzir 26 milhdes de arrobas de
carne/ano e 4 bilhdes de litros de leite/ano (MARTINEZ et al., 2004). Segundo Leite
(1988), o B. microplus esta presente em 100% dos rebanhos destinados a producgéo
leiteira da regido Sudeste brasileira.

Estudos recentes na Australia calcularam uma perda anual de quatro milhdes
de dolares na criagdo de gado, sendo 51% devido a perdas na producéo de leite,
carne e couro e 49% devido aos custos do controle do carrapato (JONSSON et al.,
2000). Segundo Honer e Gomes (1990), se um bovino infestado com carrapatos néo
for tratado pode sofrer perdas de 18 a 47 kg de peso/ano, e de acordo com ERVIN
et al. (1987), uma infestagcdo com média de 40 carrapatos por bovino causa perda na
producdo de US$ 40/animal. Furlong e colaboradores (1996) utilizaram fémeas
mesticas Holandés-Zebu e verificaram queda de 23% na produgao de leite por vaca

infestada com uma média de 105 carrapatos/animal.
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1.1.5 TRANSMISSAO DE DOENCAS

Um dos principais impactos da infestacdo por carrapatos sobre a pecuaria
refere-se a transmissdo de doengas ao gado, pois além das debilidades geradas
pela acdo direta da picada, o bovino ainda é afetado pelos sintomas adicionais de
mais uma patogenia (KAUFMAN, 1989).

Os carrapatos sao vetores de uma variedade de microorganismos
patogénicos que s&o inoculados junto com a saliva durante a hematofagia:
protozoarios, riquétsias, espiroquetas e virus (JONGEJAN e UILENBERG, 2004).

O B. microplus é o principal vetor de Anaplasma marginale, Babesia bovis e
Babesia bigemina, responsaveis por mortes de bezerros ou animais adultos
expostos ao carrapato pela primeira vez (VERISSIMO et al., 1996). No Brasil
destacam-se dois géneros: a riquétsia Anaplasma e o protozoario Babesia que
juntamente com o carrapato formam o complexo conhecido como Tristeza
Parasitaria Bovina (TPB).

A habilidade dos vetores artropodes em transmitir patdgenos pode ser
atribuida a moléculas com atividade farmacoldégica imunomoduladora como a
prostaglandina E; (PGEZ2), e depende também do tipo de resposta imune do bovino
(Th1 ou Th2) (BOWMAN et al., 1995; DICKINSON et al., 1976).

Parece que componentes imunogénicos da glandula salivar do carrapato
ativam células Th2 (IL-4, IL-10), e inibem o estimulo de células Th1 (IL-2, IFN-y)
criando um microambiente 6timo para o desenvolvimento de patogenos (WIKEL e
BERGMAN, 1997; WIKEL e ALARCON-CHAIDEZ, 2001; BROSSARD e WIKEL,
2004).

Além disso, a IL-10, como outros componentes glicosilados presentes na
saliva, pode diminuir a atividade de macréfagos prevenindo a destruicdo de agentes
infecciosos (GANAPAMO et al., 1997). Sendo assim, os agentes patogénicos que
estdo na presenca de saliva do carrapato sdo mais infectantes do que na sua
auséncia (WIKEL, 1996).
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1.1.6 ELEMENTOS IMPORTANTES NO PARASITISMO (IMUNOGENOS)

A) GLANDULA SALIVAR E SALIVA DO CARRAPATO

A gléndula salivar é vital para o sucesso biolégico dos carrapatos ixodideos,
além de ser a maior rota de transmissdo de patdgenos. Suas principais fungdes
incluem absor¢cdo de vapor de agua proveniente de ar insaturado, excregdo do
excesso de fluido para concentrar o sangue ingerido e secregao de proteinas
bioativas e componentes lipidicos (SAUER et al., 2000).

Aproximadamente 0,4 mL de excesso de fluido sdo excretados de volta ao
hospedeiro via glandula salivar concentrando o alimento ingerido (SAUER et al.,
2000). Kaufman e Phillips (1973) estimaram que, durante o ciclo alimentar do
Dermacentor andersoni, 80% do alimento total ingerido é excretado e, desses, em
torno de 75% ocorre via salivacdo. Em B. microplus foi demonstrada excregédo de
agua via salivagao (TATCHELL, 1967).

Durante fixacao e alimentacdo do parasito, os acinos glandulares crescem
marcadamente em tamanho (massa e conteudo protéico aumentam 25 vezes) sem
aumentar o numero de células (COONS e ALBERT]I, 1999).

As glandulas salivares contém altos niveis de prostaglandinas (PG), as quais
sao derivadas do acido aracdénico (AA). Os AA constituem 9% do total de acidos
graxos do carrapato e estdo aumentados em mais de 41 vezes durante a
alimentacao, servindo de fonte para producao de PG. Supde-se que esse aumento
seja proveniente da dieta, uma vez que carrapatos nao possuem mecanismos para
sintetizar AA (BOWMAN et al., 1995). No entanto, sdo capazes de acumular 3H-AA
nos fofolipideos glandulares, provavelmente, por intermédio da dopamina que
estimula canais de calcio aumentando a concentragdo de AA livres na glandula
salivar (BOWMAN et al., 1997).

A saliva possui composi¢ao semelhante a da glandula salivar, uma vez que
serve como meio de transporte para as substancias secretas por essa ultima. Assim,

contém, além de excesso de fluido, um amplo niumero de proteinas e moléculas
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lipidicas (BOWMAN et al., 1997) com atividade antiagregacao plaquetaria,
anticoagulante, antinflamatdria, imunossupressora, ativadora de células T e inibidora
do sistema complemento (RIBEIRO, 1989), como as PGs (QIAN et al., 1998).

Altas concentragcdes de PGE2 e PGE2u foram detectadas na saliva do
Amblyomma americanum (BOWMAN et al., 1997) e nas glandulas salivares de B.
microplus (DICKINSON et al.,, 1976), assim como foram encontradas proteinas
ligantes de histamina na saliva de Rhipicephalus appendiculatus (PAESEN et al.,
1999).

B) HEMOLINFA E TUBO DIGESTIVO DO CARRAPATO

A hemolinfa de carrapatos é rica em serinoproteases, que sdo moléculas
relacionadas com a oxidagao da tirosina em melanina - mecanismo de defesa de
insetos. Também contém inibidores de proteases, que além de controlarem essas
reacoes (CHERQUI et al., 2001), atuam na hemdstase de artropodes (MULENGA et
al., 2000), agem sobre enzimas de fungos e bactérias (KANOST, 1999) e inibem as
serinopreoteases do hospedeiro envolvidas nos processos de coagulagéo sanguinea
e ativacao de citocinas (GORDON e ALLEN, 1991).

Inibidores de serinoproteases estdo distribuidos durante o desenvolvimento
do ciclo de B. microplus, e o isolamento de diferentes formas indica a existéncia de
formas estagio-especificas (WILLADSEN e MCKENNA, 1983).

A concentragdo desses inibidores diminui rapidamente no inicio da fase
parasitaria, sugerindo que o inibidor seria secretado para o interior do hospedeiro
apos a fixacao da larva (WILLADSEN e RIDING, 1980). Recentemente, foi descrito
que a concentracdo dos inibidores de tripsina de B. microplus (BMTIs) difere durante
as fases de ovo para larva (ANDREOTTI et al., 2001), indicando um possivel papel
nos processos de fixacdo e alimentagao do carrapato (ANDREOTTI et al., 2002).
Inibidores de trombina, proteina importante na coagulagdo do hospedeiro, também

foram isolados em B. microplus (HORN et al., 2000).

30



Além disso, foi demonstrado que a hemolinfa contém lectinas, as quais estao
relacionadas com o reconhecimento de agentes estranhos e transmissao de
patégenos nos invertebrados (KOVAR et al., 2000); peptideos homdlogos a
defensina de escorpido (NAKAJIMA et al., 2003) e fragmentos de hemoglobina
bovina (FOGACA et al., 1999), exercendo agao antimicrobiana no carrapato.

O tubo digestivo contém uma substancia hemolitica que facilita a digestao
sanguinea, confirmada pela presenga de hemolisina (RIBEIRO, 1988). Carrapatos
nao possuem a capacidade de sintetizar heme, portanto o B. microplus capta essa
molécula pela degradagdo da hemoglobina proveniente do sangue ingerido, em
seguida ocorre a ligacdo de lipoproteinas da hemolinfa ao grupo heme, que
transportam-no do tubo digestivo para os tecidos (MAYA-MONTEIRO et al., 2000).

Apesar de exercerem agado imunorregulatéria, os elementos secretados e
inoculados durante a alimentagao do parasito constituem importantes antigenos para
os bovinos e podem induzir respostas imunes celular e humoral, além da formacéao
de memoria imunoldgica, por isso sdo alvos de estudos cientificos, especialmente
daqueles que investem na producédo de novas vacinas como forma alternativa de

controle do carrapato.

1.1.7 CONTROLE DO CARRAPATO

A) CONTROLE QUIMICO

O uso de acaricidas € a principal forma de controle profilatico e terapéutico de
carrapatos nos rebanhos bovinos, principalmente por meio de aspersdo ou banho de
solugdo aquosa (PRUETT, 1999). Os sistemas dorsal, injetavel e por bolos gastricos
tém sido incrementados nos ultimos anos, bem como vém sendo desenvolvidas
outras formas de administracdo dos produtos com o objetivo de facilitar o manejo e
aumentar a eficiéncia dos produtos.

Embora, atualmente, seja o unico método eficaz, essa pratica acarreta

inumeras desvantagens, pois além de dispendiosa, deixa residuos quimicos nos

31



produtos de origem animal, causa poluicao das cadeias alimentares e do ambiente e
favorece o aparecimento de linhagens de carrapatos resistentes, diminuindo o
periodo de protecdo e aumentando o custo de tratamento (BULLMAN et al., 1996;
JONGEJAN e UILENBERG, 2004).

No Brasil, o combate aos carrapatos & feito principalmente pelo uso de
arsenicais, organofosforados, carbamatos, diamidinase e piretréides. No entanto,
verifica-se 0 aparecimento de cepas resistentes condicionadas principalmente pela

intensidade de uso e aplicagéo incorreta do produto (LEITE, 1988).

B) CONTROLE BIOLOGICO

O controle biolégico também vem sendo estimulado apesar de sua resposta
ainda pouco expressiva. Os métodos incluem a selegdo de bovinos resistentes aos
carrapatos (HONER e GOMES, 1990), cultivo de pastagens que dificultam a
sobrevivéncia das larvas (SUTHERST et al., 1982), rotacado de pastagens (ELDER et
al., 1980), manejo de predadores naturais (ALVES BRANCO et al., 1983) e formigas
(GONZALES, 1995), uso de patdogenos como o fungo Beauveria bassiana
(CORDOVES, 1997) e a bactéria Cedecea lapagei (BRUM, 1988) e a utilizagéo de
compostos naturais como pesticidas (DAVEY et al., 2001).

Embora a selecdo de ragas resistentes ao carrapato esteja entre as
alternativas mais promissoras, existem grandes dificuldades em se aferir a
resisténcia dos animais em base rotineira, como ocorre com as caracteristicas
produtivas, inviabilizando programas de selec¢ao para resisténcia (TEODORO et al.,
2004). Entretanto, alternativas estdo sendo estudadas no Brasil € no mundo inteiro
e, brevemente, poderao contribuir significativamente na identificagdo de animais com
gendtipos mais resistentes a esses ectoparasitos.

O incremento de programas de selegdo considerando a resisténcia de
bovinos ao B. microplus tem apostado na exploracdo de genes de efeito maior
(FRISCH, 1994; FRISCH et al., 2000), assim como na utilizacdo de marcadores
moleculares (MARTINEZ et al., 2004) associados a resisténcia para compreender

melhor a fisiologia e 0 complexo mecanismo de resisténcia ao carrapato.
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B) CONTROLE IMUNOLOGICO

Uma alternativa que vem sendo intensamente estudada e desenvolvida nas
ultimas cinco décadas € o controle do carrapato por meio de imunizagao do rebanho,
baseado na observacido de ocorréncia de resisténcia natural do bovino adquirida
depois de repetidas infestagbes com o ectoparasito (ROBERTS, 1968; WAGLAND,
1975; WILLADSEN et al., 1989; BARRIGA et al., 1993).

Uma das primeiras observacbdes da resisténcia adquirida foi realizada por
Trager, em 1939, que verificou aquisicdo de resisténcia em cobaias e coelhos
infestados por Dermacentor variabilis a futuras infestacbes, havendo reducado no
nuamero e peso de carrapatos ingurgitados. Essa protegcao também foi desenvolvida
pela inoculacdo de extratos de larvas e pode ser transferida a outro animal pela
doacéo de soro sensibilizado (DA SILVA VAZ JUNIOR, 1997).

Njau e Nyindo (1987), infestando coelhos com R. appendiculatus e
Rhipicephalus evertsi observaram queda no numero de carrapatos apds sucessivas
infestacbes e aumento de anticorpos contra glandula salivar a partir da primeira
infestacdo. Enquanto Shapiro e colaboradores (1987) verificaram redugdo de 80%
no peso dos carrapatos associada a presenga de anticorpos contra antigenos de
glandula salivar e intestino do parasito.

Vacinas sao potencialmente importantes no controle de agentes causadores
de doengas, principalmente por ndo serem agentes quimicos, por terem um menor
custo se associado a sua validade e porque o desenvolvimento de resisténcia é mais
lento do que para os produtos quimicos (WILLADSEN, 1997).

Bovinos infestados naturalmente com carrapatos desenvolvem linfécitos T
(LT) e B (LB) de memodria, o que proporciona uma resposta mais eficiente em
reinfestagdes (WIKEL, 1996). A participacao dos linfécitos na indugado e manutengao
de uma imunidade eficaz esta bem definida, embora nado esteja esclarecida a
importancia de cada tipo de resposta, celular ou humoral, na protecdo contra o
carrapato (LEAL et al., 2003).

No processo de vacinagdo ja esta determinado que o maior mecanismo
protetor é a imunidade humoral, através da produc¢ao de anticorpos que neutralizam

antigenos do carrapato ou agem diretamente em o&rgdos importantes para o
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parasitismo (glandulas salivares, hemolinfa e tubo digestério) apés a ingestdo do
sangue sensibilizado (WILLADSEN e KEMP, 1988; WILLADSEN et al., 1989; DE LA
FUENTE et al., 1998; GARCIA-GARCIA, et al., 2000.).

Willadsen (1987), comparando a resposta imunoldgica gerada contra a
infestacdo natural e a desenvolvida por vacinagdo com extrato de B. microplus,
concluiu que, na primeira, a resposta é efetuada principalmente por
hipersensibilidade imediata, causando rejei¢gado das larvas; e na segunda, a resposta
€ efetuada principalmente por anticorpos contra a fase adulta causando lesées no
sistema digestivo, reduzindo o numero de carrapatos ingurgitados, o peso, a
fecundidade e viabilidade dos ovos.

Wikel e Allen (1977) comparando atividade humoral e celular por meio de
transferéncia de soro e ganglios linfaticos apds infestagcdo D. andersoni sugeriram
que, além da resposta humoral, existe maior eficiéncia quando a imunidade celular
participa do processo de desenvolvimento de resisténcia contra o carrapato.

Muitos ensaios de imunizagdo de hospedeiros com diferentes antigenos de
carrapato vém sendo realizados. Extrato de glandula salivar (EGS) de D. Andersoni
(WIKEL, 1981) e A. americanum (BROWN et al., 1984) associado ao adjuvante de
Freund incompleto resultou em protecao de cobaias desafiadas com larvas.

Brown (1988) verificou producdo de anticorpos contra antigenos do intestino
do carrapato em cobaias e coelhos infestados com A. americanum, sugerindo
regurgitamento durante o processo de alimentagao.

Extratos de membranas intestinais de B. microplus extraidos com diferentes
forgas ibnicas e detergentes, quando utilizados em vacinagédo de bovinos associados
ao adjuvante saponina, protegeram entre 65 e 78%, exceto o extraido com alta forga
ibnica (WONG e OPDEBEECK, 1989).

Quando esses antigenos foram obtidos por ultrasonicagao e centrifugagcao
diferencial, induziram protecdo de mais de 90% contra infestacbes com larvas
(JACKSON e OPDEBEECK, 1989).

De acordo com Opdebeeck e Daly (1990), tanto bovinos infestados com B.
microplus quanto bovinos vacinados com extrato de membranas intestinais deste
carrapato associado ao adjuvante saponina produziram resposta celular e humoral,
mas o nivel de anticorpos foi maior nos animais vacinados.

A vacinagcao de bovinos com extratos totais de fémeas adultas de B.

microplus e posterior desafio com larvas ndo gerou uma correlagdo entre os niveis
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de anticorpos e protegao, e somente metade dos bovinos apresentou protegao
eficaz (JONHSTON et al., 1986). Dos carrapatos que se desenvolveram, 60% das
fémeas apresentou lesdes no intestino, dificuldade de ingurgitamento e de postura
(KEMP et al., 1986).

Lee e Opdebeeck (1991) imunizaram bovinos com imunoprecipitados de
anticorpos monoclonais contra antigenos intestinais do carrapato adulto e obtiveram
reducdo de 62% na postura. Enquanto Toro-ortiz e colaboradores (1997) usando
anticorpos monoclonais contra embrido (BrBm1, BrBm3 e BrBm4) e intestino
(BrBm2) de fémeas ingurgitadas de B. microplus obtiveram redug¢do na oviposigao
de 50 e 70%, respectivamente. O anticorpo policlonal desenvolvido contra N-
acetilhexosaminidase isolada de larva de B. microplus reagiu com diferentes
antigenos na hemolinfa e reduziu a oviposicdo em 26%, quando inoculado em
teledginas (DEL PINO et al., 1998).

Alguns trabalhos relatam reatividade cruzada entre antigenos de diferentes
espécies de carrapatos. A resposta imune cruzada entre antigenos de glandula
salivar de Hyalomma anatolicum e B. microplus revelou reagéo de hipersensibilidade
do tipo imediato (PARMAR et al., 1996). Animais vacinados com BM86 e desafiados
com larvas de B. annulatus mostraram alta protecdao (FRAGOSO et al.,, 1998). A
imunizagdo de cobaias com células embrionarias de A. americanum acarretou
reducao no peso de fémeas ingurgitadas, na postura e aumento da mortalidade dos
carrapatos durante reinfestacdo com A. americanum e D. andersoni, mostrando a
presenca de antigenos comuns entre as espécies (WIKEL, 1985).

Antigenos que n&o sdo expostos ao sistema imunologico do hospedeiro
durante uma infestacdo natural sdo denominados antigenos ocultos. Essas
moléculas seriam capazes de desencadear uma resposta imune mais intensa por
nao terem sofrido as chamadas evolugdes adaptativas do parasitismo (WILLADSEN
& KEMP, 1988).

Atualmente, as vacinas sdo desenvolvidas a partir de um antigeno oculto
denominado BM86, uma glicoproteina imunogénica do tubo digestivo de B.
microplus, localizada na superficie apical de células endoteliais do estdbmago e
intestino, com maior concentragdo nas microvilosidades das células digestivas
(GOUGH e KEMP, 1993).

O gene BM86 foi clonado e sua proteina recombinante expressa em

Escherichia coli, sua utilizagdo na vacinagao de bovinos conferiu 77% de protecéo,
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sendo menos eficiente que a proteina nativa, o que sugere auséncia de glicosilagcéo
na sintetize protéica por bactérias (RAND et al., 1989). Também foi expressa em
Pichia pastoris e sua utilizagdo na imunizagdo de bovinos resultou na redugdo de
50,5% em peso, 31% em numero e 70% na habilidade reprodutiva dos carrapatos
qgue se desenvolveram no hospedeiro (RODRIGUEZ et al., 1994).

Na Australia, a vacina baseada na proteina BM86 & comercializada com o
nome de TickGARD (WILLADSEN et al., 1995) e, em Cuba, GAVAC (DE LA
FUENTE et al., 1998). Embora a imunizagdo com BM86 ofereca protegao parcial aos
bovinos contra futuras infestagdes por B. microplus (RODRIGUEZ et al., 1995 —a e
b), ndo assegura o grau de protecdo desejado para suprimir o uso de acaricidas
sugerindo a necessidade de mais de um antigeno protetor (WILLADSEN et al.,
1996). Além disso, ha a necessidade de revacinagao continua para manutengéo dos
niveis séricos efetivos de anticorpos, pois estes se mantém apenas por cerca de oito
semanas (WILLADSEN et al., 1995), sendo que a recomendacao atual é aplicar
doses de reforgcos a cada dez ou doze semanas (MARTINEZ et al., 2004). No Brasil,
foi demonstrado que a imunizagao de bovinos com BM86 reduziu entre 45% e 60%
o indice de infestagao natural por B. microplus (RODRIGUEZ et al., 1995 —a e b).

Além dos antigenos que compdem as vacinas comercialmente disponiveis,
outras proteinas que também conferem algum grau de imunoprotegao por interferir
no sucesso reprodutivo do carrapato, tém sido descritas. Uma glicoproteina
denominada BYC ("Boophilus Yolk pro-Cathepsin") foi detectada em ovos
embrionarios de B. microplus, onde parece atuar sobre a degradacédo da vitelina,
que é a principal proteina de reserva do ovo (LOGULLO et al., 1998).

A BMA7, uma glicoproteina isolada de teledginas de B. microplus, induziu
imunidade parcial em bovinos, e a co-vacinagao com BM86 aumentou a eficacia da
vacina TICKGARD (MCKENNA et al., 1998).

A Boophilus microplus 91, glicoproteina purificada a partir de células de
intestino e glandulas salivares de fémeas adultas semi-ingurgitadas de B. microplus,
apresentou reducédo de 14 a 52% na oviposi¢ao dos carrapatos provenientes de
bovinos vacinados em testes com a proteina nativa (RIDING et al., 1994).

Vacinagdo de ovinos com GP80 e VIT87, glicoproteinas derivadas do
complexo vitelina purificadas de ovos e larvas de B. microplus, reduziram
significativamente o numero e o peso de fémeas ingurgitadas e a oviposi¢cao
(TELLAM et al., 2002).
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Diferentes construgcdes da proteina 64TRP, isolada de glandula salivar de R.
appendiculatus, ocasionaram protegao cruzada contra Rhipicephalus sanguineus e
Ixodes ricinius estimulando resposta inflamatéria local (TRIMNELL et al., 2005).

Os mais novos antigenos candidatos para a vacina anti-carrapato séo os
inibidores de proteases oriundos do parasito. Vacinagdo do gado com inibidores de
tripsina de B. microplus (BMTIs) reduziu o numero de carrapatos e o peso dos ovos
apos o desafio com larvas de B. microplus (ANDREOTTI et al., 2002). Vacinagao do
gado com uma combinacao de dois inibidores de serinoproteases (serpins), rRAS-1
e rRAS -2 de R. appendiculatus resultou em redugao do ingurgitamento de ninfas e
aumento da mortalidade de carrapatos adultos (IMAMURA et al., 2006).

Outra tendéncia é a imunizacdo mediada por DNA. Sensibilizagdo de ovinos
usando um plasmideo codificado com o gene da proteina BM86 mostrou resultados
semelhantes a vacinagado com a proteina recombinante (DE ROSE et al., 1999). E a
vacinagdo de camundongos com o plasmideo pBMC2, codificador de BM86, induziu
resposta imune celular e humoral contra B. microplus (RUIZ et al., 2007).

Embora os antigenos ocultos sejam a base das vacinas comerciais,
experimentos com antigenos naturalmente expostos ao sistema imunoldgico do
hospedeiro associados aos antigenos ocultos demonstram o potencial da
associagao de diferentes alvos em uma mesma vacina (TRIMNELL, 2002).

Tendo em vista que a maioria dos antigenos estudados até o momento sao
glicoproteinas, a auséncia de glicosilagdo das proteinas heterélogas obtidas em
sistema procarioto € um problema potencial no desenvolvimento de vacinas
recombinantes contra B. microplus. Porém, essa dificuldade pode ser contornada
pela utilizagdo de um sistema de expressao eucarioto (LEAL et al., 2003)

O desenvolvimento de novas opgbdes de controle do carrapato é
imprescindivel, pois é necessario diminuir urgentemente a dependéncia de produtos
quimicos, sendo que a vacinagdo integrada a selegcdo de bovinos resistentes

constitui a alternativa mais promissora para a pecuaria.
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1.1.8 RESISTENCIA DOS BOVINOS AO CARRAPATO

A) MECANISMOS DE RESISTENCIA

O mecanismo da resisténcia aos carrapatos € um fenbmeno complexo e
ainda pouco compreendido. Dois tipos de mecanismo foram descritos: 1) resisténcia
inata, ja presente no animal quando da primeira infestagdo e 2) resisténcia adquirida,
que comega a ser evidenciado apds a exposicao do animal a algumas infestagdes
por carrapatos (RIEK, 1962). Varios estudos baseados no segundo mecanismo
mostram que o nivel de resisténcia de animais aumenta apds repetidas infestacoes
quando comparado com a primeira infestacao (ROBERTS, 1968; WAGLAND, 1978).

Alguns trabalhos relatam que zebuinos e taurinos destituidos de experiéncia
prévia com o carrapato sdo igualmente susceptiveis a infestagao primaria por larvas
de B. microplus, concluindo-se que essa resisténcia € um fendmeno adquirido
(WAGLAND, 1975). Outros trabalhos relatam que a resisténcia inata parece nao
depender do contato prévio do bovino com o carrapato, pois bezerros mesticos
zebus em sua primeira exposicado ao carrapato apds o nascimento foram mais
resistentes que os de ragas européias, indicando presenca de imunidade inata
(O’KELLY e SPIERS, 1976)

A resisténcia adquirida dos bovinos ao longo de infestagées por carrapatos
pode ser medida pelos seguintes indicadores: reducdo do peso final das teledginas
ingurgitadas, aumento do periodo de alimentac&o, decréscimo do numero de ovos
na postura, reducdo da viabilidade dos ovos e dificuldade de realizar a muda e
ingurgitamento (WIKEL et al., 1994).

Em animais resistentes, a rejeicdo aos carrapatos € frequentemente baseada
em reacdes de hipersensibilidade cutanea com producédo de exudato edematoso e
pruriginoso no local da picada em resposta as secregdes salivares de larvas do
Boophilus microplus (RIEK, 1962; WILLADSEN, 1978).

Ja a susceptibilidade ao carrapato parece estar associada a resposta imune
Th2 (BROSSARD e WIKEL, 2004). Scholer e Wikel (2001) verificaram que a
modulagdo por carrapatos aumenta citocinas Th2, sugerindo que esse perfil seja

mais favoravel ao parasitismo e, portanto esteja associado a susceptibilidade.
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Histamina procedente de mastdcitos, além de ativarem a auto-limpeza do
hospedeiro, atuariam diretamente no desprendimento das larvas de carrapato
Schleger e colaboradores (1976). Verrissimo e colaboradores (2002-a) verificaram
que animais resistentes possuiam uma quantidade mais acentuada de mastdcitos
dérmicos que os animais susceptiveis.

Entre os mecanismos de defesa apresentados por animais considerados
resistentes sobressaem-se os de auto-limpeza, ativados pela irritabilidade no local
da picada do carrapato. Os hospedeiros direcionam suas defesas para regido
afetada pelo parasito e tentam se livrar das larvas mediante o ato de lamber-se ou
de cocgar-se de encontro a superficies asperas (ROCHA, 1976; 1984).

Alguns autores acreditam que a resisténcia poderia, também, ser mediada por
fatores ndo adaptativos, tais como caracteristicas inerentes a constituicdo da capa
do pelame (VERISSIMO et al., 2002-b), & presenca de anastomoses arteriovenosas
na pele do animal (SCHLEGER, 1981), cor, espessura ou area disponivel para
infestacédo da pele (MATTILOLI, 1998; MELTZER, 1996). As coloragdes da pele e do
pélo podem influenciar no comportamento dos bovinos, fazendo com que os de
pelagem mais escura procurem locais protegidos do sol que sdo também locais de
preferéncia dos carrapatos, facilitando o acesso das larvas aos animais, enquanto os
de pelagem mais clara s&o menos infestados (OLIVEIRA e ALENCAR, 1987).

Andreotti (2002) ainda relata outras variaveis que podem interferir na
resisténcia bovina ao carrapato. Na variavel género, as fémeas sao mais resistentes
que os machos, e com relagao ao fator idade, os bezerros de até seis meses séo
mais resistentes que a mae, sendo esse dado atribuido aos cuidados maternos, € a
resisténcia vai aumentando com a idade.

Com relagao a época do ano, os bovinos apresentam-se mais sensiveis no
outono que no inverno (GOMES et al., 1989), estando relacionado com o fotoperiodo
mais curto que afeta a resposta inflamatoéria no local da picada. O estado nutricional
também influencia diminuindo a resisténcia dos bovinos (SUTHERST et al., 1983).

O gado manifesta diferentes niveis de resisténcia a cada fase de Boophilus
microplus , particularmente contra a fixagéo larval, e mais de 50% das larvas que
atingem o hospedeiro ndo conseguem completar o ciclo parasitario (ROBERTS,
1968). Segundo Nuifes e colaboradores (1972), somente 12,4% das larvas
infestantes de Boophilus microplus que se fixam no hospedeiro conseguem chegar

a fase de fémea ingurgitada.
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A) VARIACAO GENETICA ENTRE RACAS

Os bovinos Bos indicus (zebu - indianos) sao mais resistentes aos carrapatos
do que os Bos taurus (taurinos - europeu) (MORAES et al., 1986; MADALENA et al.,
1985). De acordo com Thiesen (1979) e Lemos (1986), o gado indiano tem convivido
ha milhares de anos com o carrapato B. microplus, o que levou, provavelmente, a
eliminagdo natural dos animais mais sensiveis permitindo maiores oportunidades
reprodutivas para os animais geneticamente resistentes.

As racas zebuinas sdo mais resistentes que as ragas Crioulas latino-
americanas, e estas, mais resistentes que as européias. A raga européia com maior
resisténcia aos carrapatos € a Jersey, enquanto as mais susceptiveis sdo a
Holandesa e Hereford (UTECH et al., 1978).

Bovinos europeus apresentam em média 10,5 vezes mais carrapatos que os
de cruzamentos com zebuinos (FRANCIS e LITTLE, 1964), sendo que quanto maior
a proporgao de sangue zebu, menor a populagao média de carrapatos (TATCHELL,
1987; HONER e GOMES, 1990). A comparagdo do numero de carrapatos
encontrados em Zebus com diversas outras racas mostrou maior resisténcia dos
zebuinos, apenas 5% do total de carrapatos eram originarios de animais Zebus, 7%
de ragas nacionais ou criolas e 88% de racgas européias (VILLARES, 1941).

Na Australia, os animais zebus vém sendo utilizados intensamente em
cruzamentos com ragas européias, devido a sua maior resisténcia aos carrapatos.
As diferencas de resisténcia entre os B. taurus e o0s animais provenientes do
cruzamento B. taurus x B.indicus foram demonstrados por Byford e colaboradores
(1976), com os animais oriundos do cruzamento apresentando, em geral, uma
resisténcia de moderada a alta. Resultados semelhantes foram observados por
Utech e colaboradores (1978), no Australian Milking Zebu (AMZ).

No Brasil, Verissimo e colaboradores (2002-c) observaram diferencas
significantes na infestag&o por carrapatos ao compararem as ragas Holandesa, Gir e
suas mestigas (Fig.3), sendo a Holandesa mais susceptivel e a Gir mais resistente.
Cardoso (2000) observou resultados semelhantes para o numero de carrapatos em
mesticos europeu-zebu com composi¢des genéticas variando de 1/4 a 15/16 zebu.

Também no Brasil, Teodoro e colaboradores (1984) estudaram a resisténcia
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de touros mesticos (5/8, 3/4 e 7/8 europeu x zebu) sob infestagdo artificial com
carrapatos e observaram maior propor¢ao de resisténcia nos animais 5/8, sendo os
7/8 mais susceptiveis. Lemos e colaboradores (1985) estudando a resisténcia ao
carrapato em novilhas variando de 1/4 Holandés x Zebu a Holandés puro por cruza
também observaram maior carga parasitaria e, conseqlentemente, menor
resisténcia associada ao aumento do grau de sangue europeul.

A resisténcia e a susceptibilidade ao carrapato sao caracteristicas de
herdabilidade moderadamente elevadas, no entanto, os genes envolvidos do
hospedeiro ndo estdo ainda identificados (KASHINO et al., 2005). Utech e Wharton
(1982), em um experimento de seleg¢ao na raca Australian lllawarra Shorthorn (AIS),
obtiveram ganhos genéticos consideraveis para resisténcia a carrapatos,
demostrando que a selec¢ao pode ser altamente efetiva.

Rendel (1971) sugeriu a combinacéo, por meio de cruzamentos, das caracteristicas
de resisténcia ao carrapato do Bos indicus com a alta produtividade de leite e
fertiidade do Bos taurus. Isto tem ocorrido intensamente nos paises tropicais,
ficando a Australia com a maior concentragdo de trabalhos de selecdo nestas

populacdes mesticas.
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Figura 3 — Perfis dos bovinos da raga Holandesa (A), Gir (B) e sua mestiga Girolando (C).
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1.1.9 ASPECTOS BASICOS DA RESPOSTA IMUNOLOGICA

A) IMUNIDADE INATA E ADQUIRIDA (RESPOSTAS CELULAR E HUMORAL)

A resposta imune em bovinos €& semelhante a dos demais mamiferos,
compondo-se de diferentes mecanismos pelos quais os individuos se defendem
contra patoégenos, constituindo-se no principal impedimento para a ocorréncia de
patologias disseminadas, associadas com alto indice de mortalidade.

Embora a resposta imune seja fundamental para a defesa contra patogenos,
nos ultimos anos tém se acumulado evidéncias de que, em muitas doencas, 0s
principais aspectos patolégicos nédo estdo relacionados com uma agao direta do
agente agressor, mas sim com uma resposta imune anormal. Em muitas dessas
situagdes existe uma reacéo de hipersensibilidade com resposta imune exagerada e
nao modulada que tem como consequéncia dano tecidual (MACHADO et al., 2004).

Alguns componentes imunoldgicos estdo naturalmente presentes nos
individuos, mesmo antes da exposi¢cao ao agente patogénico, compondo a primeira
linha de defesa do organismo denominada imunidade inata. Estes componentes
incluem barreiras fisicas e quimicas, macrofagos, mondcitos, PMN’s (células
polimorfonucleares), eosindfilos, linfécitos NK (“natural-killer”), cascata de proteinas
séricas do sistema complemento, quimiocinas e outras proteinas soluveis do
sangue. Nesse tipo de resposta, as células efetoras atuam, geralmente, de forma
inespecifica sobre diferentes patdégenos (JANEWAY, 2002).

Porém, relatos de que células fagociticas como macrofagos e células
dendriticas expressam receptores Toll-Like (TLRs) em sua superficie (O’ NEIL,
2005), torna impréprio denominar “inespecifica” a resposta imune inata. Esses
receptores se ligam especificamente a padroes moleculares altamente conservados,
denominados padrdes moleculares associado ao patégeno (PAMP), presentes em
grande numero de agentes infectantes. Os receptores presentes nas células da
imunidade inata que os reconhecem, denominam-se receptores de reconhecimento

padrdo (PRR). Apds o reconhecimento, ocorre indugdo de expressao de citocinas
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pré-inflamatérias que regulam as respostas inata e adquirida (DOYLE e O’ NEIL,
2006).

Mcguire e colaboradores (2005) identificaram e mapearam 10 TLRs em
bovinos, sendo que a elucidacdo das suas fungdes contribuira para caracterizacao
dos mecanismos imunolégicos bovinos envolvidos na resisténcia a doencgas.

Outros mecanismos de defesa sao induzidos pelo reconhecimento especifico
de moléculas estranhas (antigenos), geralmente protéicas, aderidas ou ndo a
superficies celulares, que se ligam a receptores de linfocitos ou em anticorpos livres.
Este reconhecimento e consequente ativagdo dos linfécitos propiciam o
desenvolvimento da imunidade adquirida, a qual é constituida pelos linfocitos T (LT)
e B (LB), anticorpos e citocinas que funcionam de maneira cooperativa. Essa
resposta é altamente especifica e gera memoria imunoldgica protegendo o individuo
em exposi¢des subsequentes ao antigeno (JANEWAY, 2002).

A resposta imune adquirida é dividida em imunidade humoral e celular. A
primeira constitui-se no principal mecanismo de defesa contra patogenos
extracelulares e suas toxinas secretadas, € mediada por anticorpos secretados pelos
linfocitos B atuando no reconhecimento especifico e eliminagado de varios tipos de
antigenos, além de ativar o sistema complemento que participa da lise e fagocitose
de patégenos. A segunda € mediada principalmente por linfécitos T, que
conjuntamente com outras células, como os macréfagos e mondcitos, atuam na
defesa contra microorganismos intracelulares obrigatérios (JANEWAY, 2002).

Os LT se subdividem em populagdes funcionalmente distintas, os LT
citotoxicos (LTc) e os LT auxiliares (Th - linfocito T “helper”). Os LTc, ou LT CD8"
(denominado assim por conterem em sua superficie o marcador celular fenotipico
CD8), lisam na periferia células que produzem antigenos estranhos, como aquelas
infectadas por virus, em resposta a estimulacdo antigénica que ocorre nos 6rgaos
linféides secundarios. Os LTh, ou LT CD4", por sua vez, secretam citocinas, que s&o
proteinas responsaveis por inumeras fungdes no sistema imune, tais como inducao
da hematopoiese, resposta inflamatdria, ativacao e diferenciagao de diferentes tipos
celulares, imunorregulacao (JANEWAY, 2002).

A populagdo de LTh é dividida em subconjuntos de acordo com o perfil
restrito de citocinas produzido. Células Th1 secretam preferencialmente interleucinas
(IL)-1, IL-2, IL-8, IL-12, interferon-gama (IFN-y) e proteina quimioatraente de
mondcitos (MCP-1); enquanto células Th2 secretam preferencialmente IL-4, IL-5, IL-
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6, IL-9, IL-10 e IL-13 (CHER e MOSMANN,1987; ELSE e FINKELMAN, 1998). Estas
citocinas Th1 e Th2 atuam como sinais imunorregulatérios para geragao de resposta
imune mediada por células e anticorpos, respectivamente (WIKEL, 1996). E estudos

recentes tém descrito novas populagdes de linfocitos, entre elas, os LT regulatorios

CD4*CD25* (Treg), responséaveis por diversos mecanismos de imunomodulagéo
que incluem a contra-regulagao da producgao de IFN-y por LTh1, de IL-4 por LTh2, de
IL-10 por LTreg1 e da secregao de TGF-f3 por LTh3 (TODA e PICCIRILLO, 2006).
Os padrées distintos de citocinas expressos em células T CD4" e CD8" sdo
bem compreendidos em camundongos e humanos. No entanto, existem poucas
informagdes disponiveis sobre expressdo de citocinas em bovinos. Tanaka e
colaboradores (2007) estudando a expressdo génica de 19 citocinas em
subpopulagdes de linfécitos bovinos, estimulados ou ndo com ConA, verificaram que
o perfil de expressdo de RNAm para citocinas é substancialmente diferente entre
células TCD4+ e ceélulas TCD8+. Linfécitos TCD4+ expressaram RNAm de
dezessete citocinas: espontaneamente foram expressos IL-1a, IL-1p3, IL-2, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-10, IL-18, IFN-g, TNF-a, TNF-B e TGF-B; e a estimulagdo com ConA
aumentou a expressao de IL-10, IFN-y e TNF-B e induziu o inicio da expresséo de
IL-3, IL-4, IL-5, IL-13 e GM-CSF. Linfécitos TCD8+ expressaram RNAm de 9
citocinas: exibiram espontaneamente IL-6, IL-18, TNF-a, TNF-B e TGF-B; e a
estimulacdo com ConA aumentou a expressao de IL-2, IL-7, IFN- y e GM-CSF.
Esses achados indicam que, em bovinos, a maior fonte de citocinas em células T
periféricas € a subpopulacdo LT CD4" assemelhando-se ao encontrado em

humanos e camundongos

B) OXIDO NITRICO

O oxido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, e sua
mensuracido € possivel através da deteccao dos produtos estaveis de sua
decomposicéo, o nitrato (NO3") e o nitrito (NO, ). Essa molécula constitui um dos

mais importantes mediadores de processos intra e extracelulares, além de ser o
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principal mediador citotéxico de células imunolégicas efetoras e importante molécula
reguladora do sistema imune (HIBBS JR. et al., 1988; MARLETTA et al. 1988).

A sintese do NO resulta da oxidagdo de um dos dois nitrogénios guanidino da
L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reacdo é catalisada pela enzima
NO-sintase (NOS) (MARLETTA,1993; MONCADA et al., 1991). Uma variedade de
isoformas de NOS tem sido purificada em diferentes tecidos de mamiferos, sendo
agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva (c-NOS), dependente de ions
calcio (Ca*®) e de calmodulina, que esta envolvida na sinalizagdo celular, e a NOS
induzivel (i-NOS), produzida por macréfagos e outras células ativadas por citocinas
(MARLETTA,1993; MONCADA et al., 1991).

O NO resultante da ativacdo da i-NOS possui acdo citotoxica e citostatica,
promovendo a destruicdo de microrganismos, parasitos e células tumorais. A
citotoxidade do NO resulta da sua acdo direta ou da sua reacdo como outros
compostos liberados durante o processo inflamatério. A base bioquimica para a
acao direta do NO consiste na sua reagdo com metais (especialmente o ferro)
presentes em enzimas do seu alvo. Assim, sao inativadas enzimas cruciais para o
ciclo de Krebs, para a cadeia de transporte de elétrons, para a sintese de DNA e
para o mecanismo de proliferagao celular (JAMES, 1995; MONCADA et al., 1991).

Em processos infecciosos, células ativadas como macréfagos, neutrdfilos e
células endoteliais secretam simultaneamente NO e intermediarios reativos do
oxigénio, e a acao citotoxica indireta do NO consiste, principalmente, na sua reagéao
com esses intermediarios do oxigénio. Uma agao toxica cooperativa de NO e anion
superdxido (O2) resulta na formagédo de peroxinitrito (ONOQO’), um poderoso
oxidante de proteinas. O ONOO" pode, posteriormente, protonarse na presenca de
ion hidrogénio (H"), originando um radical altamente reativo e toxico, o hidroxil (HO),
aumentando a acao téxica do NO e do O, (BECKMAN e KOPPENOL, 1996).
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C) INTERFERON-GAMA

Os interferons foram descritos na década de 50 por Issacs e Lindenmann,
como proteinas com atividade viral potente, possuindo também atividades anti-
tumoral e imunorreguladora (GALVANI et al., 1999).

O interferon-gama (IFN-y) & wuma proteina homodimérica produzida
principalmente por LTh, LTc e NK ativadas (YAO et al., 2007) e age sobre
macrofagos, LT, LB, NK, células inflamatérias e células infectadas por virus (MINAMI
et al., 2002). As funcdes dessa citocina pleiotropica incluem aumento da expressao
de MHC e co-estimuladores em APCs amplificando a apresentagcdo antigénica e a
fase de reconhecimento da resposta imune, indugcdo de switch para 1gG2,
diferenciacdo de mondcitos, ativagdo do metabolismo oxidativo de macréfagos e
neutréfilos - importantes para a fagocitose, potencializagdo da agcdo do TNF e da
atividade citolitica de NK, além de atuar na conversao de linfocitos ThO em linfocitos
Th1. O efeito do IFN-y sobre o desenvolvimento de células Th1 €& devido,
principalmente, a sua capacidade de promover a expressao de receptores funcionais
para IL-12, a principal citocina indutora de Th1, em fagdécitos mononucleares.
(GALVANI et al., 1999; JANEWAY, 2002).

O IFN-y exerce um papel critico nas imunidades inata e adquirida participando
na resposta do hospedeiro nas infecgdes bacterianas, principalmente por patoégenos
intra-celulares e com baixa atividade anti-viral e também promove o acumulo de
polimorfonucleares no local da inflamagao (GALVANI et al., 1999). Quando o IFN-y é
secretado por NK em resposta ao reconhecimento de componentes desconhecidos
de microorganismos ou em resposta a IL-12, age como um mediador da resposta
imune inata. Quando € produzido por células T em resposta ao reconhecimento
antigénico atua na resposta imune adaptativa. Sua produgéo € acentuada por IL-12
e IL-18 (JANEWAY, 2002).

O IFN-y é o principal ativador de macrofagos acentuando sua agao
microbicida mediante a estimulacdo da sintese dos intermediarios reativos de
oxigénio e do NO. O IFN-y medeia esses efeitos, principalmete, ativando a
transcricdo de genes que codificam as enzimas fagdcito-oxidase e sintase indutora

do 6xido nitrico, necessarias para geragcado de intermediarios reativos do oxigénio e
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intermediarios reativos do nitrogénio, respectivamente. Essas moléculas reativas sao
produzidas no interior dos lisossomos e a fusao destes ao fagossoma resulta na

destruigdo dos microorganismos (JANEWAY, 2002).

D) PROLIFERACAO CELULAR

Em resposta a um determinado antigeno e aos fatores de crescimento
produzidos pelos linfocitos ativados e por outras células, ocorre a divisao por mitose
do linfocito especifico para tal antigeno. Isso resulta na expansdo clonal, um
processo em que ocorre a proliferagao linfocitaria e o consequente aumento do
tamanho do clone especifico para o antigeno.

A proliferacdo de LT em resposta ao reconhecimento do antigeno é mediada
principalmente por uma via de crescimento autocrino na qual o LT secreta citocinas
promotoras do seu préprio cerscimento e também expressa receptores de superficie
celular para essas citocinas.

O principal fator de crescimento autécrino para a maioria das células T € a IL-
2. Tanto a producédo quanto a expressao de receptores de IL-2 de alta afinidade
requerem o reconhecimento do antigeno por LT especificos. Assim, apdés o
reconhecerem o antigeno, os LT ligam-se a IL-2 secretada por eles mesmos e
comecgam a prolifera-se originando clones especificos, o que resulta na amplificacéo
da resposta imune efetora.

A expanséao clonal gera, a partir de uma pequena populagdo de linfocitos
“naive” antigeno-especificos, um grande numero de linfocitos efetores especificos
necessarios para eliminar o antigeno. A quantidade de linfécitos reduz rapidamente
com a eliminagc&do do antigeno, permanecendo um determinado numero de células
de memodria especificas para o antigeno.

A cada exposicao subsequente ao antigeno esses clones especificos voltam
a ser ativados iniciando novamente o processo de expansao. A IL-15, citocina similar
a IL-2, produzida principalmente por APCs e outras células ndo-linféides, estimula a
proliferagdo de LTc de memoria (JANEWAY, 2002).
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1.1.9 RELACAO PARASITO-HOSPEDEIRO

O sucesso da relagao parasito-hospedeiro € um balango entre as limitagcoes
do parasito pelas defesas do hospedeiro e a habilidade do parasito de modular,
evadir ou restringir a resposta imune (WIKEL et al., 1994). O triunfo da associagéo
dos hematdéfagos com seus hospedeiros vertebrados esta baseado na habilidade
desses parasitos de interferir nas reagdes anti-hemostatica e inflamatérias do
hospedeiro (AROCHA-PINANGO et al., 1999).

Dados disponiveis na literatura mostram a complexidade das reacgdes
inflamatdrias e imunolégicas envolvidas nas interagées entre os carrapatos e seus
diversos hospedeiros. Na busca de nichos de sobrevivéncia das suas populagoes,
algumas espécies de animais se adaptaram em parasitor outras espécies adquirindo
seus nutrientes diretamente do meio interno dos seus hospedeiros. Desta forma,
eles foram dotados da capacidade de mediar as defesas dos hospedeiros para
realizar com sucesso sua busca por alimento (ANDREOTTI, 2002).

O contato entre hospedeiro e parasito por longo periodo possibilita o
desenvolvimento da resposta imune do hospedeiro contra o carrapato, provocando
inflamacédo e ativando elementos do sistema imunoldgico (SAUER et al., 2000).
Porém, as medidas adotadas pelo carrapato contra alvos da resposta imune podem
controlar a expressado da imunidade adquirida pelo hospedeiro permitindo o sucesso
do parasitismo (WIKEL, 1996). Essa capacidade de imunomodulagédo n&o sé facilita
a alimentacdo pelo carrapato, mas também torna o hospedeiro menos capaz de
responder a patégenos transmitidos pelo parasito (WIKEL e ALARCON-CHAIDEZ,
2001).
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A) RESPOSTA IMUNE BOVINA CONTRA O CARRAPATO

As respostas imunes inata e adquirida do hospedeiro sao ativadas durante o
processo de alimentagédo dos carrapatos (WIKEL, 1997), variando de acordo com a
espécie do carrapato e do hospedeiro, e podem ser de trés tipos: a) reagdo de
hipersensibilidade tardia: imunidade celular estimulada por alguns antigenos
salivares com baixo peso molecular (haptenos) que se associam as proteinas da
pele do hospedeiro e numa exposi¢cao subsequente estimulam uma resposta celular;
b) hipersensibilidade cutanea: caracterizada por infiltragado de basdfilos, mediada por
células de Langerhans, com produgdo de imunoglobulina da classe G (IgG); c)
hipersensibilidade do tipo I: ativa a producdo de IgE induzindo uma severa
inflamacdo na pele com prurido e dor (SOARES, 2001). Esses mecanismos
imunoldgicos podem modificar a pele do hospedeiro e, desta forma, o repasto
sanguineo do artrépode € prejudicado.

Resposta mediada por imunoglobulinas primarias e a resposta imune celular
sao induzidas durante a primeira exposi¢cao no inicio da alimentagdo do carrapato. A
forma como um animal responde a um imundgeno depende da sua capacidade,
definida geneticamente, para processar os antigenos e apresenta-los aos linfocitos T
no contexto do MHC (WIKEL et al., 1997).

A resposta do hospedeiro induzida pela presenca do carrapato envolve
basofilos, mastocitos, eosinofilos, células apresentadoras de antigenos (APC), LT,
LB, anticorpos, citocinas, complemento e moléculas biorreativas (WIKEL, 1997).

Durante a infestacdo de animais, sensiveis ou ndo, previamente expostos a
ixodideos, ocorre rapida infiltragdo de neutréfilos, aumentando gradativamente a
presenca de eosindfilos e basdfilos. A acado vasodilatadora de PGs, presentes na
saliva do carrapato, associada a histamina, proveniente da degranulacdo de
mastoécitos e outros granuldcitos, induz a lise dos tecidos e ao afluxo de sangue
(BROSSARD e WIKEL, 1997). Essas reacdes dificultam a alimentagc&o do carrapato
fazendo com que as fémeas adultas pesem menos ao se destacarem do hospedeiro
(ROCHA, 1976; 1984) e causam irritacdo cutadnea suficiente para desencadear as
reacdes de autolimpeza (PEREIRA, 1982).
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Os linfécitos constituem outro grupo de células importantes na fungao efetora
do sistema imune contra os carrapatos, incluindo produgdo de anticorpos e
imunidade mediada por células (BROSSARD e WIKEL, 2004). Brossard e Wikel
(1997) verificaram que hospedeiros infestados por carrapatos apresentam redugao
da resposta de linfoécitos a estimulacdo in vitro por ConA resultando em um
fendbmeno imunossupressivo. No entanto, infestagdes repetidas com ninfa de |I.
ricinus em camundongos estimularam a migragao de linfocitos dos linfonodos para o
local da picada produzindo significantes niveis de TNF e GM-CSF em resposta ao
estimulo in vitro com ConA ou anticorpo anti-CD3 (GANAPAMO et al., 1997).

Imunohistoquimica de pele de camundongo apés 72 horas de infestagdo com

. ricinus revelou a presenca de linfocitos CD4* e CD8% nos infiltrados celulares,
além da presenga de RNA mensageiro para IFN-y e IL-4, mas n&do de IL-2 apos
primeira infestacdo. Em camundongo re-infestado surgiram resultados positivos para
as trés citocinas, mas ocorreu um menor numero de células identificadas para IL-4
do que para IFN-y e IL-2, mostrando uma tendéncia de ocorréncia de
hipersensibilidade cutanea tardia (MBOW et al., 1994 - a e b).

A analise da concentracdo de mRNA de citocinas em gado Nelore infestados
ou ndao com B. microplus mostrou diminuicdo da expressao de IL-2 e MCP-1 nos
bovinos infestados quando comparado ao grupo nao infestado, sugerindo o
estabelecimento da resposta imune Th2 com supressdo de citocinas pro-
inflamatdrias caracteristicas do perfil Th1 (NAKATA et al., 2006).

A presenga de anticorpos IgG contra antigenos da glandula salivar do
carrapato tem sido identificada em varias espécies. Andreotti e colaboradores (2002)
observaram que a producdo de anticorpos contra inibidores de tripsina do B.
microplus (BMTIs) em B. indicus reduz o numero de carrapatos e o peso dos ovos,
sugerindo um possivel papel nos processos de fixagao das larvas e na alimentacgao.

O sistema complemento também esta envolvido no desenvolvimento da
imunidade contra o carrapato (WIKEL et al., 1997), a ativagdo deste no local da
picada atrai basodfilos (WARD et al., 1975). Em coelhos, o nivel sérico do
componente C3 aumenta rapidamente com a reinfestacdo de I. ricinus adulto, € o
aumento na ingestdo do componente C3 dificulta a digestdo de hemoglobina pelo
carrapato (PAPATHEODORUS e BROSSARD, 1987).

A comparacao de hospedeiros susceptiveis e resistentes mostrou que
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reacdes cutaneas diferem significantemente no local de injuria (ALLEN et al., 1979).
Ribeiro (1989) verificou que o grau de infiltracdo € mais intenso nos animais
resistentes, ocorre afluxo de basodfilos ocasionando hipersensibilidade-baséfilo-
cutanea, caracterizada pela degranulacdo dessas células com a liberagdo de
histamina e outros mediadores da resposta imune (ALLEN et al.,, 1979). Tal fato
inibe a salivacao e alimentacédo do carrapato, e promove sua rejeicao (PAINE et al.,
1983). A administragao de drogas anti-histaminicas em bovinos acarreta significativo
aumento na producao de fémeas ingurgitadas (TATCHELL e BENNETT, 1969).

Segundo Tatchell e Moorhouse (1970), a lesdo tecidual causada por B.
microplus é provocada principalmente pelo afluxo de células de defesa do
hospedeiro. Os mesmos autores demonstraram que a lesao no local de fixacdo de
R. sanguineus em caes foi provocada pela degranulagao de leucdcitos.

Outro mecanismo de rejeicdo foi citado por Ribeiro e Mather (1998), que
observaram uma quinase que cliva bradicidina na saliva de Ixodes scapularis, este
mediador da resposta imune estimula o processo da dor e prurido podendo induzir a
rejeicdo do parasito pelo hospedeiro. Koudstaal e colaboradores (1978) concluiram
que a inflamacéo leva a remocéao do carrapato pela irritacdo local.

Células de Langerhans fagocitam moléculas salivares do carrapato na
epiderme e migram para os linfonodos apresentando estas moléculas para linfocitos
do hospedeiro (ALLEN et al.,1979). Assim, anticorpos sao produzidos e, juntamente,
com o sistema complemento contribuem para resisténcia adquirida (WIKEL, 1997).

Apos pesadas infestagdes, os niveis de IgG1 e IgG2 contra antigenos
salivares diminuem em bovinos susceptiveis (Holandés) e permanecem inalterados
nos resistentes (Nelore) sugerindo que o carrapato suprime a resposta humoral
mediada por IgG em animais susceptiveis. Além disso, os niveis de IgE aumentam
nos Holandeses, indicando que IgE nao é protetora (KASHINO et al., 2005)

Um estudo comparando o efeito imunossupressor de extrato de glandula
salivar (EGS) de duas cepas de Boophilus microplus na proliferacéo in vitro de
linfocitos estimulados por ConA, demonstrou que o hospedeiro tem influéncia na
composicao da saliva do carrapato e nas suas propriedades inibitérias (TURNI et al.,
2004).
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B) MECANISMOS DE EVASAO E IMUNOMODULACAO DO CARRAPATO

O carrapato B. microplus passa um longo periodo aderido ao bovino
(STEWART e DE VOS, 1984) e induz reagdes imunes pelo hospedeiro
(WILLADSEN e JONGEJAN, 1999). Na tentativa de neutralizar essa imunidade, os
carrapatos secretam substancias anticoagulantes, anti-plaquetarias e vasodilatoras
responsaveis pela inibicdo da hemostasia e manutengdo do fluxo de sangue do
hospedeiro, além de modularem suas respostas inata e adquirida (WIKEL, 1997). A
saliva de artropodes hematofagos contém moléculas antagonistas a muitas reagdes
de reparagédo dos hospedeiros que poderiam impedir o fluxo sanguineo no sitio de
alimentacgao (RIBEIRO, 1995).

As agbes imunorregulatérias do carrapato incluem modulagdo de macréfagos
e do perfil de citocinas secretados por LT, supressao da proliferacédo celular, redugao
da resposta de anticorpos e inativagao de componentes do sistema complemento.

Scholer e Wikel (2001) observaram que carrapatos modulam a resposta
mediada por linfécitos T resultando na diminui¢gdo de citocinas Th1 e aumento de
Th2, podendo conduzir o hospedeiro a imunossupressao.

As larvas do carrapato podem fixar-se sucessivamente em até cinco locais
diferentes (KEMP et al., 1971), sendo que larvas que se situam proximo a pele do
bovino e ndo se alimentam morrem rapidamente devido a dessecacado. No local da
picada, o carrapato aplica o rostro contra a epiderme entrando em contato com a
camada de Malpighi, injuriando-a mecanicamente até atingir a camada granulosa.
Um exsudato denominado cemento se coagula em volta das pegas bucais do
parasito garantindo sua fixagdo, € um processo de desorganizacdo da derme se
inicia por meio de edema, infiltragcao celular e necrose (PEREIRA, 1982). Ocorre
inflamacé&o local com participacéo de neutréfilos e o alimento do parasito € formado
por destruicdo de tecidos e vasos sanguineos locais (BROSSARD e FIVAZ, 1982).
O sucesso no processo de alimentacido de ixodideos envolve uma série de eventos,
sendo a susceptibilidade dos hospedeiros um fator importante. Larvas que atacam
animais resistentes sofrem um estresse adicional pela necessidade de fixagcdes
curtas e frequentes (KEMP et al., 1976).

Muitos estudos tém demonstrado que moléculas presentes na glandula salivar

e saliva do carrapato sao responsaveis pela modulagao ou evasao a resposta imune
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do hospedeiro. Altas concentragdes de prostaglandinas (BOWMAN et al., 1996),
como PGE2, foram detectadas nas glandulas salivares de Boophilus microplus
(DICKINSON et al., 1976) e saliva do A. americanum (BOWMAN et al., 1997). PGE2
salivar é vasodilatadora (RIBEIRO, 1995) e inibe a agregacdo plaquetaria
(CHAMPAGNE e VALENZUELA, 1996). Harris e colaboradores (2002) sugerem que
PGE2 realga a producao de citocinas Th2 regulando negativamente o perfil Th1, e
inibe a proliferacdo de LT através da supressdo da produgao de IL-2. Inokuma e
colaboradores (1994) demonstraram que PGE2 presente na saliva de B. microplus
suprime proliferacéo in vitro de mondcitos bovinos.

Proteinas ligantes de IgG estdo presentes em EGS de Amblyomma
variegatum, Ixodes hexagonus e R. appendiculatus e, possivelmente, auxiliam esses
carrapatos a neutralizarem os anticorpos ingeridos junto com o repasto sanguineo
(WANG e NUTTALL, 1995). De Miranda Santos e colaboradores (2004) verificaram
que glandulas salivares de B. microplus expressam um gene similar.

Proteinas ligantes de histamina, provavelmente, sdo encontradas em todas as
espécies de carrapatos (BROSSARD e WIKEL, 2004). Paesen e colaboradores
(1999) isolaram e clonaram essas proteinas na saliva de R. appendiculatus.

A proteina Da-p36 presente em saliva e glandula salivar de D. Andersoni, é
capaz de suprimir a proliferagdo de LT e se ligar em imunoglobulina. Essa molécula
imunossupressora foi encontrada em larvas logo apos a fixagdo, aumentando de
quantidade entre o 2° e 0 4° dia de alimentagao (BERGMAN et al., 2000).

Foi identificada uma proteina presente nas glandulas salivares de |. scapularis
a qual se liga a IL-2 soluvel secretada por LT ativados in vitro (GILLESPIE et al.,
2001). Essa capacidade de sequestar IL-2 € extremamente relevante, uma vez que
muitas células do sistema imune, incluindo macréfagos, NK, LB, LT e células
dendriticas possuem receptores podendo ser ativadas por essa citocina e gerar uma
resposta contra o carrapato (GILLESPIE et al., 2000).

A saliva do Ixodes dammini contém um inibidor de ativacédo da via alternativa
do sistema complemento, o qual impede a deposicdo de C3b e a liberacdo da
anafilatoxina C3a (RIBEIRO, 1987). As interferéncias no sistema complemento pelo
carrapato oferecem duas vantagens ao parasito: evita a formagdo do edema e a
quimiotaxia celular na dire¢ao do local de alimentagéo (WIKEL et al., 1994).

Recentemente, calreticulina de B. microplus foi clonada e caracterizada,

sendo expressa em todos tecidos e estagios de desenvolvimento do carrapato
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(FERREIRA et al.,, 2002). Calreticulinas sao proteinas conservadas ligantes de
calcio com ampla diversidade de fung¢des bioldgicas. A presenca dessas em saliva
de A. americanum induz producdo de anticorpos em humanos expostos ao carrapato
(SANDERS et al. 1998), mas bovinos infestados com B. microplus ou imunizados
com calreticulina ndo desenvolveram anticorpos contra esse antigeno (FERREIRA et
al. 2002).

Ramanchandra e Wikel (1992) demonstraram que EGS de D. andersoni
promove diminuicdo da producao de TNF e IL-1, indicando que carrapatos modulam
a producdo de citocinas por macréfagos. Esse mesmo antigeno reduziu a
proliferacdo induzida in vitro de linfécitos de B. indicus e B. taurus nao infestados
(WIKEL, 1982; RAMACHANDRA e WIKEL, 1995). Turni e colaboradores (2007)
também observaram que EGS de B. microplus inibiu respostas proliferativas in vitro
de LT bovinos na presencga de ConA e fitoemaglutinina (PHA), enquanto estimulou a
proliferacdo de maneira dose-dependente em LB ativados por LPS.

Ja Dusbabek (1995) verificou que infestagdes repetidas com ninfa de . ricinus
em camundongos resultaram na inibicdo de ativadores de linfocitos B (LPS e PWN),
anticorpos totais € do numero de mastdcitos no local da picada.

A supressao da funcdo das APCs e LT bovinos reduz a habilidade de gerar
imunidade efetiva contra qualquer tipo de imundgeno, tanto os do carrapato quanto
aqueles associados aos patdgenos transmitidos por ele (WIKEL, 1996).

Todas essas substancias detectadas na saliva de carrapato estao envolvidas
na modulacao e evasao do parasito a fim de prevenir ou reduzir a resposta imune do
hospedeiro permitindo, assim, o sucesso do parasitismo (WIKEL et al., 2001). Essas
habilidades apresentadas pelo carrapato integradas a sua distribuicdo cosmopolita
mostram que esse ectoparasito estd bem adaptado ao seu hospedeiro e bem
estabelecido nos mais variados ambientes, causando prejuizos a pecuaria.

Diante da necessidade de métédos de controle alternativos que néo
desenvolvam resisténcia no carrapato, ndo contaminem os produtos de origem
animal e nem poluam o ambiente, a imunizagao do hospedeiro surge como um dos
caminhos mais promissores. E para o desenvolvimento de uma vacina eficiente é
necessaria, além da identificagdo de novos antigenos capazes de induzir protegao
duradoura, a compreensdo do comportamento imunoldgico bovino associado a
resisténcia. Frente a escassez de estudos referentes a caracterizacdo da resposta

imundlogica bovina gerada contra B. microplus, e tendo em vista a importancia
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desse achado para a economia pecuaria, esse trabalho espera contribuir com

informacdes que sejam uteis na pesquisa de novas vacinas anti-carrapato.
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2 OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a resposta imunoldgica em bovinos F2 (Holandés X Gir) selecionados

quanto a resisténcia ao carrapato durante infestacao artificial por B. microplus.

ESPECIFICOS

1. Verificar se a estimulagao in vitro com antigenos de B. microplus altera a
proliferagdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) obtidas de

bovinos resistentes (R) e susceptiveis (S) infestados pelo carrapato.

2. Determinar se o indice de proliferagdo celular do PBMC de bovinos R e S
infestados por B. microplus apresenta alteragcdes nos diferentes pontos temporais

analisados: 0, 5° e 12° dia pos-infestag&o (dpi).

3. Avaliar a produgéao in vitro de 6xido nitrico (NO) por PBMC de bovinos R e S

infestados por B.microplus frente a estimulos especificos do carrapato.
4. Detectar os niveis de interferon-gama (IFN-y) produzidos in vitro por PBMC de

bovinos R e S infestados por B. microplus frente a estimulos especificos do

carrapato.
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DE BOVINOS F; (GIR X HOLANDES)

Foram utilizados 12 bovinos de uma populacédo F, obtidos de cruzamentos
entre individuos F (Gir X Holandés). A populagao parental constituia-se de 28 vacas
Gir e 4 touros Holandeses que foram acasalados gerando 150 individuos F4. Dentre
esses, foram escolhidos 68 vacas e 4 touros, os quais foram acasalados gerando
uma populacéo F, de 332 animais. Todos os animais foram infestados artificialmente

com B. microplus e submetidos a avaliacdo para determinar o perfil de resisténcia ou

susceptibilidade (Fig.4).
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Figura 4 - Esquema dos cruzamentos para obtencdo dos animais

experimentais. (R) resistentes. (S) susceptiveis.




3.2 INFESTACAO ARTIFICIAL

Cada animal foi infestado com 20.000 larvas de B. microplus, as quais foram
preparadas no Laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, incubando-
se um grama de ovos por frasco (equivalente a 10.000 larvas). Dois frascos
contendo larvas infectantes foram inseridos num colar colocado na regiao cervical do
bovino para permitir que as larvas se deslocassem e atingissem ambos os lados do
corpo. O colar foi removido apds duas horas, e os animais foram mantidos a pasto
por 21 dias, tempo médio que B. microplus leva para completar a fase parasitaria do

seu ciclo sobre o couro do hospedeiro (Fig. 5).

b ﬂ;; 2 -
ﬁ FASE PARASITARIA
1

@%4

A ndveatté & ‘Malavazi, Piza 2001

Figura 5 - Ciclo de desenvolvimento da fémea de B. microplus. 1-Ninfa; 2-Fémea adulta; 3-
Teledgina (fémea adulta ingurgitada); 4- Teledgina em oviposigao; 5-Ovos; 6-Larva.
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3.3 DETERMINACAO DO NIVEL DE RESISTENCIA AO CARRAPATO

Cada animal F» foi avaliado fenotipicamente quanto ao nivel de resisténcia ao
carrapato a fim de selecionar os bovinos posicionados nos extremos da escala de
susceptibilidade / resisténcia ao B. microplus. Para tanto, contabilizou-se o0 numero
de fémeas de carrapatos que completaram seu ciclo parasitario apds infestacao
artificial com numero conhecido de larvas. Os bovinos foram analisados em grupos
contemporaneos contendo de 20 a 30 animais de ambos os géneros (machos e
fémeas) com idade entre 10 e 14 meses. As contagens dos parasitos foram
realizadas no 21° dia ap6s infestacao, correspondente ao dia modal de queda de B.
microplus, até aproximadamente 9 horas da manha, quando a maioria dos
carrapatos se desprende do hospediro (UTECH et al., 1978). Foram contadas
fémeas semi-ingurgitadas de 4,5 a 8,0 mm de didmetro de um lado do animal,
duplicando-se o resultado para obter o numero total de parasitos por hospedeiro, e
os valores absolutos foram transformados em Ln(contagem+1). Os valores de
Ln(contagem+1) foram ajustados para os efeitos de lote, idade, sexo, cor da

pelagem, espessura da capa, gerando-se um valor genético (VG) para cada animal.

Bovinos F, (Holandés X Gir)

CINFESTACAO ARTIFICIAL

21 dias

! :

[ AVALIACAO ABSOLUTA

Contagem de 9 semi-ingurgitadas de 4,5 a 8,0 de didmetro
+

Q

VALOR GENETICO

Modelo de corregcdo => apura fatores fenotipicos e ambientais que
podem afetar o gendtipo bovino para resisténcia ao carrapato

i
[er]—C2—[c]

Figura 6 - Esquema dos métodos utilizados para selecao final dos 12
bovinos F, utilizados no experimento, os 6 mais resistentes e os 6
mais susceptiveis ao carrapato B. microplus.
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3.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO BOVINO

Trés amostras de cinco mL de sangue periférico foram coletadas de cada
animal nos dias 0, 5 e 12 da infestagdo com B. microplus. A coleta de sangue foi
realizada em tubos ‘vacutainer’ contendo o anticoagulante EDTA, mantidos em gelo
e encaminhados ao Laboratério de Imunologia do Instituto de Ciéncia Bioldgicas -

UFJF para analise da resposta imunoldgica bovina ao carrapato.

3.5 OBTENCAO DOS ANTIGENOS DO CARRAPATO

Foram utilizados dois antigenos de B. microplus para estimular as culturas de
células mononucleares bovinas, extrato de glandula salivar (800 ug/mL) e proteina
intestinal (1mg/mL), os quais foram gentiimente fornecidos pelo Professor Joaquim
Hernan Patarroyo - Departamento de Veterinaria no Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

As glandulas salivares foram obtidas de carrapatos por dissecacédo (TURNI et
al., 2002) e mantidas em gelo até serem congeladas a "70°C. Posteriormente, foram
ressuspensas em PBS e homogeneizadas em banho de gelo, e o homogeneizado
foi centrifugado até 2000 g por 15 minutos a 4 °C. Entao, o sobrenadante foi filtrado
através de um filtro de 0.22 mm, a concentragao protéica determinada e o extrato de
glandula salivar foi armazenado a —-20 °C (TURNI et al., 2004). O codigo de
identificacdo desse antigeno nessa dissertagao € PS (proteinas salivares).

A proteina intestinal € um peptideo sintético contendo determinantes
antigénicos isolados e purificados a partir de uma glicoproteina de células
endoteliais do intestino do carrapato denominada BM86 (PATARROYO et al., 2002).
Um miligrama desse antigeno foi reconstituido em 1 mL de meio RPMI e mantido a -
20 °C. O codigo de identificacdo desse antigeno nessa dissertacdo € Pl (proteina

intestinal), sendo PI10 para 10 pg/mL e PI2 para 2 pg/mL.
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3.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PROTEICA DO EXTRATO DE
GLANDULAS SALIVARES DO CARRAPATO

A quantidade total de proteinas presentes no extrato de glandula salivar
(EGS) do carrapato foi dosada pelo método quantitativo de absor¢cao UV (280/260
nm), no qual as concentragdes sao calculadas a partir das absorbancias medidas e
ajustadas por constantes de absorcdo em uma equagao predefinida.

A espectrofotometria foi realizada no Laboratério de Bioquimica Celular -
Instituto de Ciéncia Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora. Dois
microlitros de EGS foram diluidos em 1 mL de PBS (1:500) e realizou-se a leitura
dessa amostra em espectrofotdmetro nos filtros de 260 nm e de 280 nm. A
calibragao foi feita com PBS. O calculo utilizou a média de trés leituras para cada
comprimento de onda. Os valores de ambas as leituras foram aplicados a uma
férmula (Fig.7) contendo os devidos fatores de corregcédo e a quantidade de proteinas
foi expressa em mg/mL (ALAN e ROBIN, 1987).

1,55 X leitura da absorbancia a 280 nm

0,77 X leitura da absorbédncia a 260 nm

Concentragao protéica (mg / ml)

Figura 7 - Equagado para calculo da concentragdao de proteinas pelo
método quantitativo de absorg¢édo UV (280 / 260 nm).

3.7 SEPARACAO DAS CELULAS SANGUINEAS DOS BOVINOS

Foram encaminhadas ao Laboratério de Imunologia (ICB/UFJF) trés amostras
de 5 mL de sangue periférico coletadas de cada bovino nos dias 0, 5 e 12 apds

infestacdo com B. microplus. As amostras de cada individuo foram agrupadas,
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diluidas volume a volume em solugdo salina (PBS) e homogeneizadas
delicadamente a temperatura ambiente. O sangue diluido foi depositado em outro
tubo contendo 20 mL de Ficoll-Hypaque e centrifugado por 30 minutos a 1700 rpm
para separacdo das células mononucleares. A nuvem de leucécitos formada na
interfase foi coletada, transferida para um tubo contendo PBS e essas células foram
lavadas por duas vezes (centrifugagcao a 1.500 rpm por 5 minutos). Apds a segunda
lavagem, o sedimento celular foi ressuspenso em 1 mL de solugao de congelamento

(meio RPMI+ 10% de DMSO) e congelado em nitrogénio liquido (Fig.8).

f//' Sangue com Sangue + Ficoll- Foimacéo da nuvem
anticoagulante Hypaque de leucocitos

VY em PBES

E——

Figura 8 — llustragcdo sequencial da técnica de separagado de células por diferenga de densidade
utilizando-se Ficoll-Hypaque. No primeiro quadro se observa o sangue total, impedido de coagular-
se pela presenga de anticoagulante. No segundo quadro sido observadas duas fases
correspondentes ao sangue e ao Ficoll-Hypaque. E, no ultimo quadro, apontada pela seta branca,
esta a nuvem de leucécitos, células que serdo usadas para cultura celular.
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3.8 CULTURAS DE CELULAS BOVINAS

As células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) bovino foram
descongeladas, lavadas com meio RPMI e contadas pelo método de exclusdo por
azul de Tripan em camara de Newbauer para verificagdo da porcentagem de células
viaveis. As amostras que apresentaram viabilidade celular acima de 90% foram
submetidas ao ajuste de concentragdo previsto de 5x10° células/mL. As células
foram cultivadas em placas de cultura (NUNC) de 96 pogcos com meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de aminoacidos né&o
essenciais e 0,5% de antibidtico (penicilina / estreptomicina) (Gibco), e mantidas em
estufa a 5% de CO; e 37 °C por 48 horas. As células foram estimuladas in vitro ou
ndao com 5 pg/mL de Concanavalina A (ConA) (Sigma) ou com antigenos do
carrapato: proteina intestinal, PI10 (10 uyg/mL) e P12 (2 ug/mL), e extrato de glandula
salivar (PS) em concentragcdo unica (0,5 pg/mL). Apds o periodo de 48 horas, os
sobrenadantes foram coletados e congelados a “70 °C para posterior quantificagcao
de IFN-y e NO e as células restantes na placa foram submetidas a técnica do MTT.

Nos ensaios in vitro, cada um dos 12 bovinos possuia amostras de PBMC sob
as seguintes condi¢des de cultivo: células ndo estimuladas (na presenca apenas de
meio de cultura RPMI, caracterizando o controle do experimento) e células
estimuladas com até 4 estimulos diferentes (ConA, PI10, PI2 e PS) para cada um

dos trés pontos temporais analisados (0, 5 e 12 dias p6s infestacao) (Fig.9).

COLETA DE SANGUE CONDICOES DE CULTIVO
6 R Pl células n&o Meio
estimuladas Controle

\ 0
ensaios Pl110
BOVINOS @ —> O —>in vitro

P12
/ 12

células
6S . estimuladas PS

ConA

Figura 9 - Esquemas de coleta de sangue e cultura das células bovinas.
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3.9 AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR PORMTT

A proliferagdo celular foi avaliada em todas as amostras de PBMC bovino
apo6s 48 horas de cultivo através do método colorimétrico direto MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazdlico brometo). Essa técnica quantifica a atividade
mitocondrial medindo-se a formacgao de cristais de formazan, produto da reducao do
sal tetrazolium sodico MTT, através da agdo de desidrogenases mitocondriais,
principalmente a enzima succinato desidrogenase (MOSSMAN, 1983). Por ocorrer
nas mitocéndrias, essa reagao fornece uma medida de fungao celular e, no contexto
desse trabalho, demonstra alteragdes na quantidade de células quando essas estao
sob efeito de estimulos em comparagao ao controle, indicando se os estimulos
inibiram ou aumentaram a replicacao celular nos pontos temporais estudados.

Para realizagdo do ensaio foram diluidos 5 mg de MTT em 1 mL de PBS,
obtendo-se uma solugao estoque a 5 mg/mL, que foi mantida no escuro a — 20°C.
Posteriormente a coleta dos sobrenadantes foram adicionados 100 yL/pog¢o de meio
RPMI suplementado e 10 uL/pog¢o da solucdo estoque de MTT sobre as células
presentes na placa de cultura e incubou-se em estufa a 5% de CO, e 37 °C por 4
horas. Apds esse periodo, a reagao foi interrompida pela adicado de 100 uyL/pogo de
solugéo alcool-acida (100 mL de isopropanol + 400 yL de HCI 10 N), incubando-se
por mais 10 minutos a temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi feita em
leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices—USA) a 570 nm.

Os resultados de porcentagem de proliferacdo (PC) das células estimuladas
em relagédo ao controle (meio) foram gerados aplicando-se os valores de OD obtidos
por espectrofotometria a equagao abaixo (Fig.10) (DEL’ OLMO et al., 2006).

PC (% ) =[ OD (pewmc + estimulo) / OD (pBMC + meio) ] X100
(OD: Densidade dtica)

Figura 10 - Equagédo para calculo da porcentagem de proliferagdo celular dada pela
relacdo da densidade éptica das células estimuladas sobre a densidade 6ptica das células
ndo estimuladas (cultivadas na presenca apenas de meio).
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3.10 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO PELO METODO DE GRIESS

Os niveis de 6xido nitrico (NO) foram determinados nos sobrenadantes de
PBMC bovino apds 48 horas de cultivo através da Reacao de Griess - uma técnica
de quantificacdo por espectrofotometria dos produtos estaveis da decomposicdo do
NO: nitrato (NO3”) e nitrito (NO,) (ARCHERS, 1993; DUSSE,1998). O NO é
biossintetizado na célula por acdo da enzima o6xido nitrico sintase (NOS), a qual
transforma o aminoacido L-arginina em N-hidroxi-L-arginina na presenca de fosfato
dinucledtido adenina nicotinamida (NADPH) e Calcio (Ca®*). Essa reagao produz NO
e L-citrulina e necessita de dois cofatores, o oxigénio (O2) e o NADPH, como
demonstrado na figura 10 (MARLETTA, 1993; MONCADA, 1991).

NADPH NADPH
L-arginina —-;N-hidrnui-L-arginina_pL-l::EtuiEna+
ga+t o

oxido nitrico (NQ)

Figura 11 - Equagéo quimica da sintese de 6xido nitrico (NO)

O NO é bastante instavel, quando diluido tem meia vida de menos de 10
segundos, pois sofre uma rapida oxidacdo. Devido a essa caracteristica, sua
producado foi estimada pelo acumulo de NO,". A reacdo de Griess € um método
colorimétrico indireto usado para medicdo espectrofotométrica de nitritos. E uma
reacao de diazotizagdo em 2 passos, na qual o NO,™ diazotiza com amina aromatica
primaria da sulfanilamida em meio acido, produzindo o diazo. Esse composto reage
com o cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina (NEED), gerando um corante azdico
de coloragao rosacea (Fig. 12). A reagéao € controlada pelo tempo, e o produto deve
ser determinado entre 10 minutos e 2 horas apds a mistura dos reagentes. A
coloragdo resultante tem intensidade de cor diretamente proporcional a
concentracdo de nitrito na amostra. A presenca de nitrato ndo causa interferéncia
nos resultados (MARLETTA, 1993).
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NO, NO

Sulfanilamide
H NS0, HH, +H" + 0,
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= NH  NH,
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M- [1-Maphthyljethylenediamine
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H NSO —L H=H MH  NH,

Azo Dye (Ay., = 540 nm)

Figura 12 - Equagédo quimica representativa do mecanismo de reagao
que ocorre no método de Griess. O agente nitrosilante tridxido
dinitrogénio (N203), gerado a partir de nitrito acidificado (ou a partir da
autoxidacdo de NO), reage com a sulfanilamida produzindo um ion
diazonium. Esse composto intermediario interage com N-(1-naftil)
etilenodiamina para produzir um croméforo azdico que absorve
fortemente a 540 nm.

Para realizagdo desse ensaio, aliquotas de 100 pyL dos sobrenadantes
congelados obtidos das culturas de células foram incubados por 5 minutos em
temperatura ambiente com 100 pL do Reativo de Griess. Este reativo foi obtido
misturando-se 50 mL de sulfanilamida a 1% com 50 mL de NEED a 0,1% diluido em
acido fosforico (H3PO4) a 2,5%. A leitura da absorbéncia foi realizada em leitor de
microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices - USA) a 540 nm. As
concentracdes de NO, foram estimadas através de comparagdo com uma curva
padrao, a qual apresentava uma série de diluigdes lineares com solugcéo padrao de
nitrito de sodio (NaNO,).
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3.11 DOSAGEM DE INTERFERON-GAMA POR ELISA

Os niveis de interferon-gama foram determinados nos sobrenadantes de
PBMC bovino apds 48 horas de cultivo através da técnica de ELISA, utilizando-se
um kit especifico para detecgdo de IFN-y bovino (Endogen, Rockford, IL, USA).
ELISA (“Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”) € um ensaio colorimétrico
imunoenzimatico de detecgao quantitativa e qualitativa de antigenos e anticorpos. O
método do tipo ndo competitivo, conhecido como sanduiche, é comumente
empregado para pesquisa de citocinas. Em uma placa de superficie inerte os
anticorpos de captura sao adsorvidos e, em seguida, a amostra estudada é
adicionada, se as proteinas de interesse (citocinas) estiverem presentes ocorrera
uma ligagao especifica formando o complexo anticorpo-antigeno. Na sequéncia, sao
adicionados os anticorpos de deteccdo ligados a peroxidase, ocorrendo uma nova
interacao antigeno-anticorpo. A cada etapa a placa passa por lavagens com solugao
tampao contendo proteina inespecifica para que esta ocupe os espacos livres nos
pocos, € para retirar os elementos que nao foram incorporados a placa. Entéo,
adiciona-se a solugdo cromogénica contendo o substrato (H20;), resultando em
desenvolvimento de coloragao (Fig.13 e 14). A medida da intensidade da cor verifica

a presenca e quantifica a substancia de interesse.

o
,;,}{,

Q

Figura 13 - Esquema do complexo imune
formado no ELISA sanduiche.
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Sandwich ELISA

Wash

— |5V

Monoconal Antigen binds A second monoclonal Substrate & added and

antibody- to antibody antibody, linked to converted by enzyme into
coated well enzyme, binds to colored product; the rate
immobilized antigen of color formation is

proportional to the
amount of antigen

Figura 14 - Sequéncia resumida do ELISA formato sanduiche.

Nesse ensaio todos os procedimentos foram realizados a temperatura
ambiente. Placas de 96 pogos foram sensibilizadas com o anticorpo de captura anti-
IFN-y-bovino diluido em tampéao carbonato-bicarbonato segundo as normas do
fabricante, e foram incubadas por 18h. Apds esse periodo, a solucido de
sensibilizacdo foi dispensada e os sitios inespecificos foram bloqueados com
solugéo de bloqueio (PBS-Tween 20 + 10% SFB), incubando-se por mais 1 hora. A
solucao de bloqueio foi também dispensada e adicionou-se a curva padrao para IFN-
y, diluida na razdo de 1:2, sendo o primeiro ponto de 2.000 pg/mL. Nos pogos
seguintes foram distribuidas as amostras dos sobrenadantes de cultura e incubou-se
por mais 1 hora. Terminada a incubacéo, as placas foram lavadas trés vezes com o
tampao de lavagem (PBS-Tween 20) e o anticorpo de detecgédo anti-IFN-y-bovino-
biotinilado, diluido 1:100 em tampao PBS/BSA, foi adicionado e incubado por mais 1
hora. A lavagem foi repetida e o conjugado enzimatico (estreptavidina diluida 1:4000
em PBS/BSA) foi adicionado e incubado por 30 minutos. Apds esse tempo, realizou-
se mais uma vez a lavagem das placas e a reacgdo foi revelada pela adi¢do do
substrato, incubando-se por 20 minutos no escuro. A reacao foi interrompida pela
adicdo da solugédo de bloqueio (acido sulfurico 1M) e a leitura feita em leitor de
microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, USA) a 410 nm. As
concentragdes de IFN-y foram estimadas através de comparagao com curva padréo,

a qual apresentava uma série de dilui¢des lineares com IFN-y recombinante.
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3.12 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis numéricas foram avaliadas pelo teste de normalidade de
Kolgomorov-Smirnov para distribuicdo gaussiana dos dados. Para as variaveis que
possuiam distribuicdo normal a avaliacido estatistica foi realizada por meio de
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni de comparacgéao
multipla. Caso contrario, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de
Dunns de comparagao multipla. As analises foram feitas no software estatistico

(GraphPad Prism 5.0) e os valores foram considerados significativos para p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR

As células dos animais R e S apresentaram porcentagens de proliferagéo
semelhantes nos trés pontos da infestagéo (0, 5 e 12 dpi), tanto na auséncia quanto
na presenga dos estimulos ConA, PI10, P12 e PS (Fig.15). Dados semelhantes
foram observados quando foram comparados os individuos do mesmo grupo, a
proliferagédo celular n&o variou entre os bovinos R (Fig.15-A), assim como nao variou
entre os bovinos S (Fig.15-B), seja em qualquer ponto temporal na presenca ou néo
dos estimulos.

Embora nao tenha sido detectada diferenca significativa, a proliferacao das
células de bovinos R tendeu a aumentar no 5° dpi na presenca dos estimulos,
seguindo-se uma redug¢ao no 12° dpi (Fig.15-A). Ja nos bovinos S a estimulagéo
com os antigenos do carrapato pareceu inibir a proliferacédo das células no dia 0, e
nao alterou os indices do 5° e 12° dpi (Fig.15-B). Além disso, observou-se que as
células dos animais susceptiveis parecem nao responder a inducao de proliferagcéao
por ConA, pois a porcentagem de replicagcdo das células sob o efeito desse

estimulo é semelhante a das células n&o estimuladas (Fig. 15-B).
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Figura 15 - Proliferagdo de células obtidas de bovinos resistentes (A) e susceptiveis (B)
nos dias 0, 5 e 12 apods infestagdo por B. microplus cultivadas por 48 horas na auséncia
(meio) ou presenga dos estimulos ConA (5ug/ml), PI (10 pug/ml e 2 ug/ml) e PS (0,5 pg/ml).
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4.2 AVALIACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO

As células dos animais R e S apresentaram niveis semelhantes de NO nos
trés pontos da infestacéo (0, 5 e 12 dpi), tanto na auséncia (Fig.16-A) quanto na
presengca dos estimulos PI10 (Fig.16-B), PI2 (Fig.16-C) e PS (Fig.16-D). Dados
similares foram observados quando foram comparados os individuos do mesmo
grupo, a produgado de NO ndo variou entre os bovinos R (Fig.16-A), assim como n&o
variou entre os bovinos S (Fig.16-B), seja em qualquer ponto temporal na presenga
ou nao dos estimulos.

Embora nao tenha sido detectada diferenca significativa, quando as células
obtidas no dia 0 foram cultivadas na auséncia de estimulo (Fig. 16-A) os niveis de
NO dos animais R foram mais altos que dos animais S. Além disso, a estimulacao
com antigenos do carrapato PI10 (Fig.16-B), PI2 (Fig.16-C) e PS (Fig.16-D) inibiu a
producao de NO por células de animais R no 5° dpi.

Os bovinos R4 e R5 (Fig.17-A) e S1, S4 (Fig.17-B) cujas células
apresentaram producdo de NO in vitro acima da mediana, mantiveram esse padrao
nos 3 dias, tanto na auséncia quanto na presenca de estimulos. Do mesmo modo,
os bovinos R2, R3 e R6 (Fig.17-A) e S2, S3, S5 e S6 (Fig.17-B) cujas células
apresentaram producdo de NO in vitro abaixo da mediana mantiveram o nivel nos 3
dias, tanto na auséncia quanto na presenca de estimulos.

Além disso, observou-se que os antigenos Pl (Fig.16-B e C) e PS (Fig.16-D)
exerceram efeitos semelhantes sobre a produgdo de NO por PBMC de bovinos
resistentes ao longo dos trés pontos avaliados na infestagdo, isto €, tendéncia de
reducao dos niveis de NO do dia 0 para o dia 5 seguido por uma leve tendéncia de
aumento no dia 12. O mesmo nao ocorreu para as células obtidas de bovinos

susceptiveis, as quais apresentaram um padrao dispar para cada estimulo (Fig.16).
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Figura 16 - Producdo de NO por células obtidas de bovinos resistentes - R (medianas destacadas na
cor azul) e susceptiveis - S (medianas destacadas na cor vermelha) nos dias 0, 5 e 12 apés infestagéo
por B. microplus cultivadas por 48 horas na auséncia (A) ou presenga dos estimulos PI110 [10 ug/ml]
(B), PI2 [2 pg/ml] (C) e PS [0,5 pg/mi] (D).
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Figura 17 - Produgdo de NO por células obtidas de bovinos resistentes (A) e susceptiveis (B) nos dias
0 (vermelho), 5 (azul) e 12 (verde) apds infestagdo por B. microplus cultivadas por 48 horas na
auséncia (A) ou presenga dos estimulos P110 [10 pg/mi] (B), PI2 [2 pg/ml] (C) e PS [0,5 pug/ml] (D).
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4.3 AVALIACAO DA PRODUCAO DE INTERFERON-GAMA

As células dos bovinos R e S apresentaram niveis semelhantes dessa

citocina nos trés pontos da infestacdo (0, 5 e 12 dpi) tanto na auséncia (Fig.18-A)
quanto na presenga dos estimulos PI10 (Fig.18-B), P12 (Fig.18-C) e PS (Fig.18-D).

Resultados semelhantes foram observados quando se analisou os individuos do

mesmo grupo, a produc¢ao de IFN-y ndo variou entre os bovinos R assim como nao

variou entre os bovinos S nos 3 pontos temporais na presenca dos estimulos ou ndo

(Fig.18).
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Figura 18 - Producao de IFN-y por células obtidas de bovinos resistentes - R (medianas destacadas
na cor azul) e susceptiveis - S (medianas destacadas na cor vermelha) nos dias 0, 5 e 12 apéds
infestagdo por B. microplus cultivadas por 48 horas na auséncia (A) ou presenga dos estimulos PI110
[10 pg/mi] (B), PI2 [2 pg/mi] (C) e PS [0,5 ug/ml] (D).

76



5 DISCUSSAO

As infestacbes por ectoparasitos sao responsaveis por perdas econémicas
significativas na produgcdo animal (MARTINEZ et al. 2004), assim, opg¢des
alternativas de controle do carrapato tornam-se imprescindiveis a fim de tentar
reduzir os prejuizos causados ao gado. Para se atingir a proposta de controle
imunoldgico do carrapato por meio de vacinagdo do rebanho € necessario, nao
somente a identificacdo de proteinas imunogénicas capazes de induzir protecdo no
bovino, como também o conhecimento dos mecanismos de agao da resposta imune
que envolve a relagao parasito-hospedeiro (LEAL et al., 2003).

A imunidade adquirida naturalmente por bovinos contra carrapatos ainda é
pouco compreendida, nao esta claro como atuam as respostas humoral e celular,
assim como nao esta bem definida a polarizacdo para o perfil Th1 ou Th2.
Respostas protetoras podem ser confundidas com a imunossupressao induzida pelo
carrapato e com respostas que, a0 mesmo tempo em que sao importantes,
aparentam ser irrelevantes na rejeicao do parasito (PRESTON e JONGEJAN, 1999).
Portanto, € importante identificar no contexto imunolégico quais séo os fatores que
conduzem a resisténcia ou a susceptibilidade do hospedeiro.

O presente trabalho avaliou a resposta imunolégica em bovinos F2 (2 Gir : V2
Holandés) infestados artificialmente por B. microplus e selecionados em dois
grupos, resistente (R) e susceptivel (S), de acordo com a contagem do numero de
carrapatos por hospedeiro. Os paramétros imunolégicos avaliados foram
porcentagem de proliferagao celular, niveis da produgao de NO e IFN-y por PBMC
bovino frente ao estimulo por antigenos de B, microplus apds 48 horas de cultivo.

Embora n&o tenha sido detectada diferenga significativa na porcentagem de
proliferacdo celular entre os grupos R e S, os antigenos especificos do carrapato
(PI10, P12 e PS) pareceram inibir a proliferacdo das células de bovinos S no dia 0.
Essa condicdo experimental representada ceélulas coletadas de bovinos nao
infestados e cultivadas na presencga de antigenos de B. microplus simula um contato
inicial entre hospedeiro e parasito, que resultou em reducédo da replicacdo celular
bovina. Isso pode ser um indicio de que a resposta imune dos animais susceptiveis

€ mais vulneravel a modulagao pelo carrapato, permitindo o sucesso da hematofagia
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e, consequentemente, o estabelecimento efetivo desse patdégeno em seu hospedeiro
(WIKEL, 1996; SCHOLER E WIKEL, 2001).

Varios trabalhos mostram que o carrapato € capaz de modular a resposta
imune do hospedeiro inibindo a proliferagao de linfocitos T, suprimindo a resposta
mediada por macréfagos e regulando o perfil de citocinas produzidas por LT através
de moléculas supressoras presentes na saliva (TURNI et al., 2002; 2004).
Ramachandra e Wikel (1995) constataram que EGS do Dermacentor andersoni
reduz a proliferacdo de PBMC de B. taurus e B. indicus in vitro.

A saliva de artrépodes contém altas concentragcdes de PG (BOWMAN et al.,
1996), como a PGE2, detectada nas glandulas salivares de B. microplus
(DICKINSON et al., 1976). Harris e colaboradores (2002) verificaram que PGE2 inibe
a resposta proliferativa de linfécitos T, além de realcar a producéo de citocinas Th2
em detrimento de Th1. Corroborando esses dados, foi demonstrado que PGE2 ativa
LT virgens para produzirem altos niveis de IL-4, IL-10 e IL-13, e niveis reduzidos de
IL-2, IFN-y, TNF-a € TNF-3 (DEMEURE et al., 1997).

Em um estudo recente, Turni e colaboradores (2007) avaliaram o efeito do
EGS de B. microplus na proliferagdo de linfécitos bovinos e mostraram que a
proliferacdo induzida in vitro de LT foi inibida em 75,4%. Além disso, foi verificado
que saliva de B. microplus suprimiu a proliferagcdo de mondcitos bovinos in vitro,
sendo esta supressao atribuida a PGE; (INOKUMA et al., 1994).

No presente trabalho, observou-se ainda que as células dos animais
susceptiveis apresentarm indicios de serem irresponssivas a indug¢ao de proliferagao
por ConA, pois a porcentagem de replicagao das células cultivadas exclusivamente
com esse mitdgeno foi semelhante a das células nédo estimuladas. A ConA é uma
lectina derivada de graos de leguminosas (Canavalia ensiformis), com propriedade
de se ligar a glicoproteinas da superficie de linfocitos (DESHPANDE e
DAMODARAN, 1990) desencadeando a divisdo mitética da célula (LIS e SHARON,
1973; LIENER, 1981). Uma vez que esse mitdgeno ativa LT inespecificos, esperava-
se que a estimulagdo com ConA induzisse proliferacdo do PBMC. Esse evento pode
nao ter ocorrido devido a modulagédo negativa exercida por antigenos do carrapato.

Brossard e Wikel (1997) relataram que a infestagao por carrapatos ocasionou
reducao da resposta de linfécitos bovinos a ConA e a PHA. Essa imunossupressao
pode ser relacionada com a redugao de IL-2 ocasionada por proteinas ligantes de IL-
2 (GILLESPIE et al., 2001) ou PGE2 (RIBEIRO et al., 1995; INOKUMA et al., 1994),

78



presentes na saliva do carrapato.

Apesar do trabalho de Ramachandra e Wikel (1995) demonstrar que EGS
causa supressdo in vitro em células de bovinos resistentes (B. indicus) com
porcentagens de inibigdo semelhantes as encontradas para animais susceptiveis (B.
taurus), nossos resultados demonstraram uma tendéncia ao aumento na proliferagéo
das células de bovinos R em presencga de ConA, PI10, PI2 e PS no 5° dpi. Essa
condigdo experimental, células coletadas de bovinos que ja estavam em contato
com o carrapato havia 5 dias e cultivadas com antigenos de B. microplus, representa
exposigdes sucessivas do hospedeiro ao parasito. Diante disso, pode-se sugerir que
bovinos resistentes parecem ser capazes de driblar a modulagdo do carrapato e
prosseguir com a montagem da resposta imune, resultando, provavelmente, em
ativagao e replicacao dos clones de linfécitos antigeno-especificos. Nesse ponto da
infestacao (5° dpi), a expanséao clonal provavelmente acabou de ocorrer, ou seja, 0s
clones antigeno-especificos sao recentes e por isso responderam mais
intensamente a reexposi¢cao aos antigenos de B. microplus in vitro.

Esse fato ndo indica necessariamente formagcdo de memdria imunoldgica,
pois a estimulacédo das células de animais R com antigenos de B. microplus in vitro
nao acarretou aumento de proliferacdo no 12° dpi, pelo contrario, houve até ligeira
reducido desta. Como o aumento de proliferacdo no 5° pode ser interpretado como
processo de expansao clonal, parte da populacdo de clones se constitui de células
de memoria, e se essas tivessem sobrevivido, provavelmente, seriam ativadas pela
presenca do antigeno injetado in vitro aumentando sua replicacdo. No entanto, se
ocorreu geracao de células de memorias duradouras, esse estado "hiporesponsivo”
pode ser atribuido a modulagédo por B. microplus. Nesse ponto da infestagdo (12°
dpi), o carrapato ja se encontrava em estagios de desenvolvimento mais proximos
da fase adulta e, portanto, seus componentes imunogénicos teriam uma acao
imunossupressora mais potente inibindo até a proliferagao celular de bovinos R.

Diversos estudos tém mostrado que o estagio de desenvolvimento do
carrapato tem influéncia no perfil de proteinas da saliva (WANG e NUTTALL, 1994;
TIKKI et al., 1999; LAWRIE e NUTTALL (2001). O efeito supressor da saliva de
algumas espécies de carrapato sobre células do hospedeiro e producao de citocinas
depende da fase de desenvolvimento de fémeas adultas do carrapato (HAJNICKA et
al., 2000; RAMACHANDRA e WIKEL, 1995). O conteudo total de proteinas soluveis

da saliva de carrapatos adultos aumenta desproporcionalmente o tamanho da
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glandula salivar ap6és o inicio da hematofagia (WANG et al., 1999a). Wang e
colaboradores (1999b) verificaram que a interrupcdo da alimentacdo de fémeas
adultas de R. appendiculatus casou uma modificacdo no padrdo de expressao
protéica retornando ao observado na fase n&o parasitaria.

Nossos ensaios in vitro foram realizados com PBMC bovino obtido em trés
pontos da infestacdo: dia 0 (antes do bovino receber o colar contendo larvas
infestantes de B. microplus), dias 5 e 12 apds a infestagdo. Ao longo desses pontos,
de acordo com o ciclo biolégico do B. microplus, estavam presentes apenas
carrapatos no estagio de larvas e ninfas, pois as fémeas adultas sé sdo encontradas
por volta do 15° dia, quando a ninfa passa por uma muda cuticular dando origem a
nedgina (fémea adulta imatura) (ATHANASSOF, 1953). Isso pode ter interferido em
nossos resultados, pois € possivel que nos pontos em que o sangue foi coletado, o
bovino tivesse sido exposto apenas aos antigenos do padrao protéico caracteristicos
de larvas, o qual ndo apresenta 0 mesmo potencial supressor do padrao exibido por
fémeas adultas de carrapato.

Além de possuir uma composigao estagio-especifica, a saliva pode ser
influenciada pelo hospedeiro. Um estudo comparando o efeito de EGS de duas
cepas de B. microplus verificou que o bovino interfere na composicao da saliva do
carrapato e suas propriedades inibitérias. O EGS da cepa Y inibiu a proliferagédo in
vitro de LT estimulados por ConA significativamente mais que a cepa N quando
essas foram utilizadas na infestagcdo de bovinos diferentes, 0 mesmo nao ocorreu
quando as duas cepas foram utilizadas na infestagcdo do mesmo bovino (TURNI et
al., 2004).

Carrapatos parecem responder ao ambiente gerado pelo hospedeiro sendo
capazes de alterar a expressao protéica em resposta as mudancgas nesse ambiente,
enquanto algumas proteinas desaparecem, outras sao sintetizadas (WANG et al.,
1999-a). Esse fato, apoiado na hipotese de que o mecanismo de resisténcia ao
carrapato confere aos bovinos resistentes uma resposta imune mais elaborada
capaz de eliminar o parasito, pode sugerir que animais com diferentes graus de
resisténcia geram microambientes imunoldgicos distintos e, portanto, influenciam de
forma diferente a composi¢cdo da saliva, e esta, por sua vez, induz respostas
proliferativas dispares, como ocorreu em nosso trabalho

Nesse trabalho também foi avaliada a producdo de NO para verificar se a

estimulagdo com antigenos do carrapato alteraria os niveis dessa molécula nas
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células bovinas e se havia diferenga na produgao de NO entre animais R e S. O
sistema imune utiliza a oxidagdo dessa molécula para promover acao microbicida
contra agentes estranhos ao organismo e, portanto, sua presenca poderia ser
determinante na resposta contra o carrapato. Embora ndo tenha sido detectada
diferencga significativa na produgao in vitro de NO entre os grupos R e S, quando as
células obtidas no dia 0 foram cultivadas sem estimulo os niveis de NO dos bovinos
R foram mais altos que dos bovinos S. Essa condicdo experimental representada
por células coletadas de bovinos que ainda ndo haviam sido infestados e cultivadas
sem antigenos de B. microplus simula total auséncia de contato entre hospedeiro e
parasito e pode fornecer indicios da producéo basal de NO dos bovinos R e S antes
da infestagcédo pelo carrapato. Diante disso, os resultados sugerem que os animais
resistentes possuem o nivel basal de NO mais alto que os animais susceptiveis.

Em adigdo, no presente estudo, a estimulagdo com antigenos do carrapato
(P10, P12 e PS) pareceu inibir a producao de NO por células de bovinos R no 5° dpi,
mantendo os niveis reduzidos no 12° dpi. Essa diminuicdo dos niveis de NO no 5°
dia em relacdo ao dia 0 foi maior sob o efeito da estimulacdo com proteina salivar
(PS), cerca de 70%, que sob efeito da proteina intestinal (Pl), cerca de 50%,
qualquer que seja sua concentracdo (2 ou 10ug/ml), sugerindo que antigenos
naturais sdo mais imunogénicos que os sintéticos. Esse padrdo estabelecido por
bovinos resistentes, ou seja, niveis basais de NO mais altos antes da infestagéo (dia
0 + meio), supressao da produc¢ao dessa molécula devido ao contato com o parasito
(dia 0 + estimulos e 5° dpi) e manutencdo dos niveis reduzidos em exposicoes
posteriores (12° dpi) pode ter sido delineado por mecanismos imunorregulatorios. E
como os niveis de NO em bovinos susceptiveis se mantém semelhantes nos trés
pontos estudados, pode-se sugerir que esses animais nao realizam essa regulagao.

A reducao dos niveis de NO no 5° dpi em células de bovinos R pode ser
associada a acgdo de citocinas imunomoduladoras induzidas pelo carrapato na
tentativa de regular a resposta imune do hospedeiro para um perfil imunolégico que
favorecesse o sucesso da hematofagia. Ou, sob uma 6tica bimodal — imprescindivel
na imunologia, pode ser um mecanismo de regulagcéo do proprio bovino na tentativa
de prevenir contra-medidas por parte do carrapato. Assim, sdo mantidos niveis de
citocinas e moléculas de defesa satisfatorios para sustentar a resposta imune
bovina, porém insuficientes para ativar modulagao por parte do parasito.

E possivel que essa regulacdo tenha sido causada pela IL-10, uma citocina
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comumente presente em processos de supressao celular, agindo sobre macréfagos,
e consequentemente, inibindo a producdo de NO. Belo (2008), em um estudo
paralelo a essa dissertacédo, analisou a expressado de genes da resposta imune em
amostras de pele coletadas dos mesmos bovinos utilizados em nossos experimentos
e constatou que bovinos resistentes infestados com B. microplus expressaram 3,214
vezes mais o gene IL-10 no 5° dpi e 3,489 vezes mais no 12° dpi quando
comparados ao controle. Além disso, estudos tém demonstrado que carrapatos
modulam a resposta imune do hospedeiro favorecendo a producéo de citocinas com
caracteristicas inibitérias e modulatérias como IL-4 e IL-10 (WIKEL, 1997; WIKEL e
ALARCON-CHAIDEZ, 2001 e BROSSARD e WIKEL, 2004). Portanto, nossos
resultados sugerem que a redugao dos niveis de NO nas células estimuladas dos
animais R no 5° e 12° dpi em relacdo ao dia 0 pode ter sido induzida pela agao
supressora de citocinas imunorregolatérias como a IL-10.

A analise de citocinas € essencial para a caracterizagdo da resposta imune
aos parasitos, nesse sentido o presente trabalho avaliou a produgcéo de IFN-y por
PBMC bovino. O IFN-y esta associado a potencializagdo da agao do TNF, conversao
de linfocitos ThO em Th1 e ativacao de neutréfilos e macréfagos aumentando seu
metabolismo oxidativo (FARRAR e SCHEREIBER, 1993). Conforme aqui
apresentado, as células dos bovinos R e S apresentaram niveis semelhantes dessa
citocina nos trés pontos da infestagao na presenca ou auséncia de estimulos.

Zeidner (1997) observou que camundongos infestados com ninfas de Ixodes
scapularis apresentaram supressao da producgao de IFN-y atribuida ao aumento de
IL-10. Do mesmo modo, Kopecky e colaboradores (1999) verificaram que a inibigao
da producgéo in vitro de IFN-y por esplendécitos de camundongos tratados com EGS
de 1. ricinius foi acarretada por aumento dos niveis de IL-10. Os niveis de IL-4 e IFN-
y foram avaliados na pele, linfonodos e bago de camundongos infestados com
carrapatos, demonstrando aumento significativo de IL-4 nestes tecidos enquanto os
niveis de IFN-y permaneceram baixos (BROSSARD e WIKEL, 1997). O EGS de D.
andersoni também suprimiu a produg¢ao de IFN-y por macréfagos (RAMACHANDRA
e WIKEL, 1992)

Alguns estudos tém demonstrado que a modulacdo da resposta do
hospedeiro pelo carrapato se da através do favorecimento da produgao de citocinas

com caracteristicas inibitérias e modulatérias como IL-4 e IL-10, em detrimento da
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producao de citocinas Th1, como IL-2 e IFN-y (WIKEL, 1997; WIKEL e ALARCON-
CHAIDEZ, 2001 e BROSSARD e WIKEL, 2004). A IL-10 inibe a produgéo de IL-12
por macréfagos e células dendriticas ativados, e como a IL-12 é um estimulo critico
para a secrecdo de IFN-y, inibe, assim, a producédo deste. A IL-4 antagoniza os
efeitos ativadores do IFN-y sobre os macréfagos, e assim, inibe reagcbes imunes
mediadas por células (JANEWAY, 2002). Portanto, nossos resultados sugerem que
a estagnacdo da producdo de IFN-y por células de bovinos infestados por B.
microplus pode ter sido induzida também pela agdo de citocinas regulatérias como
IL-10 e IL-4.

Ao final da andlise dos paramétros imunoldgicos avaliados nesse trabalho
observamos que a regulagado da interface carrapato-bovino, resultando a harménia
dessa relagao ou o sobrepujo de uma das partes caracterizando perfis de resisténcia
e susceptibilidade, esta profundamente alicercada nas imunomodulagdes exercidas
por parasito e hospedeiro. Parece que a proliferacao celular e as produgdes de NO e
IFN-y por PBMC de bovinos infestados por B. microplus, tanto por aqueles
considerados resistentes quanto por aqueles considerados susceptiveis, encontram-
se afetadas, com proporgdes diferentes ao longo da infestagao, pelo efeito supressor
dos antigenos do carrapato. E uma vez que os resultados apresentados né&o
evidenciaram diferengas significativas entre animais R e S, é possivel que a
resposta imune aqui avaliada nao seja importante para o mecanismo de resisténcia,
embora possa ter algum papel na rejeicao do parasito.

Além disso, apesar da analise estatistica ndo detectar diferencas significantes
nas variaveis avaliadas entre bovinos resistentes e susceptiveis, € importante
considerar as tendéncias de comportamento dos grupos R e S. Essas tendéncias
podem ser representativas de padrdées, e ndo apenas de um unico padrdo, que
seriam delineados pelo grupo se esse contivesse uma amostra maior da populagéo
bovina. Ja se sabe que existem variagdes individuais para resisténcia dentro da
mesma raga, € aqui, foi possivel verificar que essas diferencas também ocorrem
entre animais dentro de um grupo pré-selecionado, o que de alguma forma agrupa
individuos mais assemelhados, em uma determinada raga. Essa diluicdo do grau de
resisténcia é ainda maior em ragcas mesticas, como € o caso dos bovinos utilizados
nesse trabalho, resultando em gendtipos e fendtipos intermediarios. Um maior n

amostral poderia representar melhor essa grande variagdo para resisténcia ao
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carrapato em uma mesma raga e dentro de grupos dessa raca.

De qualquer forma a manipulacdo de animais experimentais de grande porte
e com valor no mercado inviabiliza a possibilidade de um grande N amostral. Vale
ressaltar que o sistema de selecdo de bovinos R e S utilizado nesse trabalho foi
bastante refinado, partiu de um grande numero de animais (332) para chegar em
uma amostra confiavel. Assim, para eleger 12 individuos foram necessarios cerca de
30 vezes mais bovinos, os quais foram obtidos em dois cruzamentos, passaram por
infestacao artificial e, ainda, pela avaliagcdo absoluta. Tratando-se de animais de
grande porte, as dificuldades experimentais como espacgo e custo de manutengao do
gado, controle das condi¢gdes experimentais, entre outras, sdo ainda maiores. Dessa
forma, o n amostral "relativamente" pequeno pode ter interferido na analise
estatistica, mas marcou sua representatividade através das tendéncias de
comportamento.

Outro fator que pode ter influenciado os resultados desse trabalho refere-se a
concentragédo de EGS utilizada de 0,5 ug/mL. Trabalhos de avaligdo do efeito de
EGS em células bovinas utilizam concentra¢des de 8 a 40 ug/mL. Em um estudo
com duas cepas de B. microplus, Turni e colaboradores (2004) verificaram que para
concentragcbes de EGS até 1 ug/mL, apenas uma cepa foi capaz de inibir a
proliferacéo in vitro de linfécitos estimulados por ConA.

Adicionalmente, como o0s animais avaliados n&o se encontravam em
ambientes controlados, ao contrario, viviam no campo expostos a outros patdégenos,
existe o risco de coinfecgdes interferirem nos resultados dessa pesquisa. Apesar
disso, os resultados apresentados sao relevantes em termos praticos, ja que a
aplicabilidade desse estudo no controle do carrapato depende do conhecimento do
mecanismo de resisténcia em condi¢des reais.

E vélido destacar ainda que algumas medidas ajudariam a eliminar fatores de
possivel influéncia nos resultados, tornando, assim, os dados mais seguros e
conclusivos. Ja que nesse trabalho observou-se a relevancia da imunorregulagéo
durante a infestagao por carrapatos, a aplicagdo de um tratamento anti-helmintico
prévio nos bovinos poderia evitar respostas imunes mascaradas por parasitoses
intestinais.

Além disso, seria extremamente importante realizar um acompanhamento

diario da resposta imune bovina ao carrapato, explorando dados genéticos,
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imunoldgicos e fenotipicos da ectoparasitose, ndo apenas durante a infestagdao, mas
também apos a queda do carrapato para obtengao de informagdes mais completas.

A exploracédo de variaveis como concentragdo dos antigenos utilizados para
estimular as culturas de células, diferentes combinagbes de mitégenos com EGS,
estabelecimento de um grupo controle constituido por bovino nao infestado, seria de
grande importancia.

Também seria interessante cruzar dados coletados de um mesmo bovino, tais
como histologia do local da picada, expressédo génica de citocinas, analise fenotipica
de caracteristicas influentes na resisténcia, dosagem de citocinas e de moléculas
imunes envolvidas na infestacdo, contagem diferencial e identificagcao de células, de
modo que os eventos relacionados a resisténcia nédo fiquem particulados e os
mecanismos imunoldgicos que atuam na prote¢cado do bovino, e consequentemente,

na rejeigao do carrapato sejam mais bem compreendidos.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nas condicdes do presente trabalho foi

possivel concluir que:

1) a resposta imune de bovinos susceptiveis parece ser vulneravel a modulagéo pelo
carrapato, uma vez que antigenos do carrapato tendem a suprimir a proliferagao in

vitro de PBMC provenientes de bovinos S nao infestados artificialmente;

2) PBMC de bovinos susceptiveis infestados artificialmente ou n&o por B. microplus
parecem nao responder a indugdo de proliferacdo in vitro por ConA, pois a
porcentagem de replicacdo das células sob efeito exclusivamente desse mitégeno

foi semelhante a das células nao estimuladas;

3) animais resistentes parecem ser refratarios a modulagdo pelo carrapato
conseguindo ativar a expanséao clonal de linfocitos antigeno-especificos, pois PBMC
obtidas de bovinos R apds 5 dias da infestagdo por B. microplus tenderam ao

aumento de proliferagéo in vitro na presenga de ConA e de antigenos do carrapato;

4) antigenos salivares e intestinais de B. microplus tendem a reduzir a proliferagao in
vitro de PBMC obtidas de bovinos R apds 12 dias da infestacdo pelo carrapato,
sendo que essa imunossupressao pode ser resultado da imunomodulagcdo pelo
parasito ou decorrer da incapacidade dos antigenos de induzirem formacéo de

memoria imunoldgica;
5) bovinos resistentes parecem possuir niveis basais de NO mais altos que bovinos

susceptiveis, pois a producéao in vitro de NO por PBMC provenientes de bovinos R

nao infestados tendeu a ser mais alta que dos bovinos S nao infestados;
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6) antigenos salivares e intestinais de B. microplus parecem inibir a produgao in vitro
de NO por PBMC obtidas de bovinos R apds 5 dias da infestagao, sendo que essa
supresséo pode ser resultado da produgéo de citocinas imunorregulatorias induzida

no hospedeiro pelo parasito.

7) O IFN-y parece nao atuar no mecanismo de resisténcia aos carrapatos, ja que
PBMC obtidas de bovinos resistentes e susceptiveis ndo apresentaram diferencas
quanto a produgao de IFN-y, sendo que essa supressao também pode ser resultado

da producgéao de citocinas imunomoduladoras induzida no hospedeiro pelo parasito.
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