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RESUMO

No hospedeiro bovino o nivel de resisténcia ao carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus varia de acordo com a raca sendo os fendtipos contrastantes herdaveis. O
presente trabalho explora esses fendtipos a fim de estabelecer os perfis das respostas
imunes, humoral e inflamatéria, correlacionados com resisténcia em raca zebuina (Nelore)
e susceptibilidade em raga taurina (HPB). Os animais foram expostos a infesta¢do natural
pelo R.(B.) microplus e amostras de soros foram coletadas em pontos estratégicos da
cinética das infestagdes. Os niveis de imunoglobulinas totais (IgG1 e 19G2), bem como os
de anticorpos 1gG1, 19G2 e IgE anti-extrato de ovo, anti-extrato de larva ndo alimentada e
anti-saliva foram determinados. Elementos da resposta inflamatéria, como as principais
proteinas de fase aguda e Oxido nitrico, também foram dosados. Os resultados obtidos
mostram que as infestacdes muito intensas, em hospedeiros suscetiveis, sdo capazes de
modular os niveis séricos de IgG1 e IgG2 total, diminuindo-os significativamente em relacao
aos niveis observados durantes infestagdes menores. Também modulam negativamente a
producdo de todos os anticorpos especificos IgG1 e 1gG2 avaliados a nivel sistémico.
Bovinos susceptiveis ao carrapato produzem niveis mais altos de anticorpos IgE para todos
os antigenos. O fenétipo susceptivel de infestacdo se diferencia pela maior freqiiéncia do
alotipo de 1gGy2%, herdado por heranga Mendeliana co-dominante. Animais suscetiveis,
quando infestados, produzem niveis mais altos da proteina de fase aguda a1- glicoproteina
acida, de padrdao anti-inflamatério, enquanto que animais resistentes produziram
relativamente mais proteinas de fase aguda pré-inflamatérias, haptoglobina e amilide
sérica A. Em ambas as ragas nao houve diferenca nos niveis de transferrina e éxido nitrico
sistémico, porém a producdo de ambos € influenciada pelos niveis de infestagdo. O
fenotipo susceptivel se diferencia, entao, pela modulacao na producao de anticorpos, que é
mais intensa, pela alta producéo de IgE, pela maior freqiiéncia do alétipo IgGy2® e pelos
niveis mais elevados de proteinas de fase aguda de padrao anti-inflamatério.

Palavras-chave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus; resposta imune humoral; proteinas de fase

aguda; éxido nitrico.
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ABSTRACT

In bovine hosts resistance to the cattle tick, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, varies
according to the breed, being the phenotypes of infestations inherited. The present work
exploits these contrasting phenotypes in order to determine the profile of the humoral,
inflammatory and acute phase responses that are correlated with resistance seen in a
zebuine breed (Nelore) and susceptibility seen in a taurine breed (Holstein). Bovines were
exposed to natural infestations with R.(B.) microplus and they presented, as expected,
different levels of infestation that also varied in intensity according to the season of the year.
Samples of sera were collected at strategic points during the kinetics of different cycles of
infestations. The levels of total serum IgG1 and IgG2 immunoglobulins, as well as those of
lgG1, 19G2 and IgE anti-egg extracts, anti-unfed larvae extracts and anti-saliva antibodies
were measured. Components of the inflammatory response, nitric oxide, as well as acute
phase proteins, were also measured. The results show that very intense infestations in tick-
susceptible bovines modulate the serum levels of IgG1 and IgG2, which are significantly
diminished relative to those observed during less intense infestations. Intense infestations
also modulate the production of all specific IgG1 and IgG2 antibodies. Susceptible animals
produced more specific IgE, suggesting that this isotype does not participate in resistance
against ticks. The susceptible cattle also have a higher frequency of IgGy2® , which are
encoded by Mendelian co-dominant alleles. When infested susceptible animals produced
higher levels of the anti-inflammatory acute phase protein, a1-acid glycoprotein, whereas
resistant animals produced relatively higher levels of the pro-inflammatory proteins,
haptoglobin and serum amyloide A. In both breeds production of transferrin and nitric oxide
vary according the levels of infestation, but no correlation between its production and the
infestation phenotype was seen. The susceptible phenotype of infestation is characterized
by a down-modulation in the levels of immunoglobulins and specific antibodies after intense
infestations, by higher levels of IgE antibodies, by a predominant frequency of IgGy2?
allotype and by higher levels of anti-inflammatory acute phase proteins.

Key words: Rhipicephalus (Boophilus) microplus; humoral immune response, acute phase proteins,
nitric oxide
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1. INTRODUCAO

1.1. O CARRAPATO Rhipicephalus (Boophilus) microplus

1.1.1. Origem filogenética do carrapato R. (B.) microplus

Postula-se que os carrapatos desenvolveram-se como parasitas
obrigatérios de répteis no final do periodo paleolitico ou inicio do mesolitico, em climas
quentes e umidos. Supde-se que quando os répteis se ramificaram em numerosas
formas de vida, preenchendo nichos aquaticos e terrestres, seus carrapatos mais
primitivos evoluiram em duas principais familias, Argasidae e Ixodidae (HOOGSTRAAL
e WASSEF, 1985).

A espécie Rhipicephalus Boophilus microplus originou-se provavelmente da Asia,
quando mamiferos e passaros substituiram os répteis como vertebrados dominantes ja
no periodo terciario (HOOGSTRAAL e WASSEF , 1985), adaptando-se perfeitamente
ao clima das areas tropicais, onde o calor e a umidade propiciaram condicoes
favoraveis a sobrevivéncia e manutengdao da espécie (POWELL, R.T. e REID, T.J.,
1982). O R. (B.) microplus, conhecido no Brasil como carrapato dos bovinos, é um
ectoparasita hematéfago que pertence ao filo Artropoda, classe Aracnida, ordem
Acarina, subordem Metastigmata e superfamilia Ixodidea. Este se encontra amplamente
distribuido nos importantes rebanhos bovinos das Américas Central e do Sul e da
Africa, Asia e Oceania entre os paralelos 32°N e 32°S, sendo um dos principais
parasitos que afetam a pecuaria destas areas (JOHNSTON et al, 1982).

1.1.2. Ciclo de vida do R. (B.) microplus

O ciclo biologico do carrapato R. (B.) microplus divide-se em duas fases: a de
vida livre e a de vida parasitaria. A primeira inicia-se ap6s a queda da teleégina com o
periodo de pré-postura e se estende até a eclosdo dos ovos e a transformacao das
neolarvas em larvas infestantes (GONZALES, 1974). A fase de vida parasitaria inicia-se

quando a larva infestante instala-se no hospedeiro transformando-se em metalarva,
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seguida da fase de ninfa, na qual ja& ha diferenciacdo sexual. Logo apds, ocorre a
transformacéo para partenégina e, finalmente, teledgina (GONZALES, 1975).

A fase de vida livre sofre interferéncias climaticas, trazendo alteracdes nos seus
periodos, que sao especialmente afetados pela umidade e temperatura. Por outro lado,
a fase de vida parasitaria é praticamente constante em todas as regides (GONZALES,
1975).

De forma simplificada, o ciclo do R. (B.) microplus para o Brasil-Central € assim
descrito por Furlong (1993): na fase de vida livre, sdo necessarios em torno de trés dias
para a pré-postura; de trés a seis semanas para a postura; de 22 a 30 dias para a
eclosao das larvas e de dois a trés dias para o fortalecimento de suas cuticulas, quando
se transformam em larvas infestantes. O autor afirma, ainda, que uma fémea produz de
2000 a 3000 ovos durante a postura, que € Unica. Na fase parasitaria sdo necessarios,
em média, de 18 a 26 dias para a fixacao, alimentagao, troca de cuticula, fase adulta e
acasalamento, assim como para a alimentacao, ingurgitamento e queda das fémeas.
Os machos permanecem mais tempo sobre o bovino e se acasalam com varias fémeas
(FURLONG, 1993). O ingurgitamento e queda da fémea do R. (B.) microplus sao
bastante rapidos e, em parte, fémeas ingurgitadas de 4-6 mm (10-30 mg) podem
ingurgitar rdpido a noite, chegando a 8-11 mm (150-250 mg) e se destacar do animal
nas primeiras horas do dia. Porém, os padrdes de ingurgitamento se diferenciam entre
as estagbes, assim como em bovinos estabulados, sugerindo que este sofre uma
influéncia do ambiente externo, principalmente de luz e temperatura (UTECH et al,
1978). A contagem de carrapatos de 4,5 a 8,0 mm de comprimento em um dia
demonstrou fornecer uma confiavel estimativa do niumero de carrapatos ingurgitados
caindo no dia seguinte, e tem sido adotada para a determinacéo do nivel de infestagéo
por carrapatos nos bovinos (UTECH et al, 1978). Segundo Verissimo e Oliveira (1994),
a contagem de carrapatos na regiao anterior, entre a cabeca e a escapula, tem 90,9%
de correlacdo com a contagem global, simplificando o método de Wharton e Utech
(1970).
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1.1.3. Influéncia dos fatores sazonais no ciclo do R. (B.) microplus

Varios autores demonstraram a influéncia dos fatores sazonais no ciclo de vida
dos carrapatos e, consequentemente a diferenca de infestagcdes nos animais, que
variam de acordo com o clima da regidao em que vivem e com a época do ano (da
ROCHA' on-line; MADALENA et al, 1985; OLIVEIRA et al, 1989). Como visto
anteriormente, a fase de vida livre € bastante influenciada, principalmente pela
temperatura e umidade (GONZALES, 1975).

Foi demonstrado que contagens de carrapatos em bovinos eram semelhantes,
em condi¢des experimentais padronizadas, quando feitas na mesma estagéo do ano, e
muito discrepantes quando correlacionadas entre estacdes diferentes. Observou-se que
ha influéncia da estacdo do ano sobre a carga de carrapatos (MADALENA et al, 1985).

Estudos sobre a biologia, ecologia e controle do R. (B.) microplus no municipio
de Pedro Leopoldo -MG, no periodo de novembro de 1983 a novembro de 1987,
detectaram quatro geragdes de carrapatos, encontrando larvas nas pastagens e
infestacdo nos animais durante todo o ano. Todos os periodos da fase nao parasitaria
mostraram-se altamente influenciados pelas condigbes climaticas, sendo mais longos
nos meses frios, de margo a julho, e, mais curto nos meses mais quentes, de setembro
a marco (MAGALHAES, 1989).

Distinguiram-se dois picos principais de infestacdo pelo R. (B.) microplus,
examinando-se bovinos em quatro fazendas na regido metallrgica de Minas Gerais,
proximas a Belo Horizonte; o primeiro de setembro a dezembro, final do periodo seco e
inicio das chuvas, e 0 segundo nos meses de abril, maio e junho, apés as chuvas mais
intensas e inicio da seca (MORENO, 1984).

Na Estacdo Experimental de Pindamonhangaba/SP, Guaragna et al. (1988)
encontraram um efeito altamente significativo da estagdo do ano sobre o niumero de
carrapatos, com as seguintes médias: primavera: 21,73; verao: 73,75; outono: 93,10 e
inverno: 9,2. Para este estudo foram utilizadas novilhas leiteiras do tipo Mantiqueira,

infestadas naturalmente por R. (B.) microplus.
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Pode-se concluir que na Regido Sudeste ha quatro geracdes de carrapatos que
se desenvolvem por todo ano, tendo seu ciclo de vida mais curto € maiores infestacoes
na “época das aguas”, ou seja, nos meses entre setembro e marco (da ROCHA, on-

line).

1.2. Hospedeiro

1.2.1. Diferenca de resisténcia entre espécies

O hospedeiro preferencial do R. (B.) microplus é o bovino, sendo que as maiores
infestacdes ocorrem em Bos taurus e as menores em Bos indicus. Ovelha, cavalo,
veado, céo, cabra, homem e outros também podem ser hospedeiros, mas apenas em

épocas de grande infestacdo nas pastagens (GONZALEZ, 1974).

Estudos do comportamento do R. (B.) microplus, em infestacbes naturais e
artificiais, feitas em bovinos, caprinos e equinos conduzidos em propriedades
localizadas em diferentes municipios do Rio de Janeiro (Brasil), demonstraram que os
caprinos e eqlinos podem ser hospedeiros do R. (B.) microplus, porém nao com a
mesma eficiéncia dos bovinos. Os parametros estudados foram: peso das teledginas,
periodo de pré-postura periodo de postura, peso da postura, nimero de ovos, indice de
producao de ovos, periodo de incubagéo, periodo e percentagem de eclosado. O periodo
de postura, e também o periodo de eclosdo, foram significativamente maiores nas
fémeas oriundas de equinos. O percentual de eclosdo nao se alterou significativamente.
Todos os outros parametros foram significativamente maiores nas fémeas oriundas de
bovinos, demonstrando um prolongamento da fase de vida livre e menor producéo dos
carrapatos oriundos dos equinos (BITTENCOURT et. al, 1990).

1.2.2 Diferencas de graus de infestacdo nas diferentes regioes do corpo dos

bovinos

O R. (B.) microplus nao se distribui de forma homogénea pelo corpo dos animais

que parasitam conforme estudos ja publicados (da ROCHA, on-line). De fato, através de
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contagens de partenégenas e teledgenas em vacas holandesas preto e branco, durante
dois anos, Brum et al. (1987) verificaram que 58,8% dos carrapatos localizaram-se nas
regides da virilha, pata traseira e Ubere. Os locais menos parasitados foram cabeca,
regiao escapular, costelas e flanco, representando 2,8% do total. No pavilhdo auricular,
citado como local de preferéncia do R. (B.) microplus por Gonzales (1975), néo foi

encontrado nenhum parasito.

Comparando-se a resisténcia de bovinos de seis graus de sangue holandés-
guzerd ao carrapato R. (B.) microplus, através de contagem no lado esquerdo dos
animais, Oliveira e Alencar (1990) incluiram no modelo estatistico os efeitos das regides
corpéreas. Para tanto, dividiram o animal em trés regides corpéreas e chegaram a
seguinte conclusao: o maior numero de carrapatos foi encontrado na regiao posterior
(todo o quarto traseiro), seguida da regido anterior (da cabecga a regido por tras da
escapula) e finalmente a regido mediana (da poés-escapular a pré-crural). Houve
também interacdo entre regido corpdérea e grupo genético, sugerindo-se que a
magnitude das diferengcas entre as regides depende do grupo genético do animal
(OLIVEIRA e ALENCAR, 1990).

1.2.3. Influéncia da raca bovina na resisténcia ao R. (B.) microplus

Alguns fatores como sexo e idade, dentre outros, afetam a resisténcia dos
bovinos aos carrapatos, porém a raca € um dos fatores de maior importancia sendo
amplamente discutido na literatura (da ROCHA, on-line). Entre os bovinos existem
ragas resistentes (R; Bos taurus indicus) e suscetiveis (S; Bos taurus taurus) ao
parasita, sendo herdavel o fenétipo da infestacdo (MATTIOLI, 1998; MELTZER, 1996).
Os bovinos sao hospedeiros naturais do carrapato R. microplus e constituem o Unico

modelo no qual é possivel examinar, numa mesma espécie, os desfechos distintos de

resisténcia (R) e susceptibilidade (S) das infestacdes com esse parasita. Ainda existem
duvidas sobre quais seriam 0s mecanismos responsaveis por esses desfechos
distintos, mas a composi¢do da saliva dos carrapatos, descrita acima, indica que a

resposta imune é um deles. Ainda em relagdo a bovinos, a maioria dos estudos sobre
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aquisicdo de resisténcia avalia o fenbmeno em racas taurinas que, embora
desenvolvam imunidade, ndo controlam as infestagdes com a mesma eficiéncia das
racas zebuinas (MATTIOLI, 1998; MATTIOLI e CASSMA, 1995; MATTIOLI et al., 2000;
WAMBURA et al., 1998; MELTZER, 1996; NORVAL, 1992). Poucos estudos examinam,
de forma ao mesmo tempo comparativa e abrangente, os perfis dos diferentes

mecanismos efetores imunes anti-carrapatos nas diferentes racas de bovinos.

Varios autores demonstraram haver maior resisténcia dos zebuinos ao carrapato
R. (B.) microplus quando comparados aos taurinos (GONZALES, 1975; UTECH et al,
1978; MADALENA et al, 1985; OLIVEIRA e ALENCAR, 1989 e 1990; VILLARES, 1941).
Segundo GONZALES (1975), os primeiros a relatarem tal fato foram Wharton et al.
(1970). Esta diferenca foi demonstrada inclusive nos bovinos cruzados, sendo que,
quanto maior a contribuigcdo genética zebuina, maior a resisténcia ao carrapato (UTECH
et al, 1978; OLIVEIRA e ALENCAR, 1989 e 1990; LEE, 1979).

Ha diferentes explicagcbes para a diferenca de resisténcia entre taurinos e
zebuinos ao carrapato. Segundo Gonzales (1975) muitos técnicos tentaram explicar tal
caracteristica pelo fato dos zebuinos possuirem mais glandulas sebaceas na pele,
produzindo odores que afastaria o carrapato, assim como maior mobilidade geral do
animal e elasticidade de sua pele, o que possivelmente faz com que se defenda melhor

da infestagéo.

Verissimo (1991) explicou que o sistema de alimentacdo da larva de R. (B.)
microplus depende de uma reacdo inflamatéria que se inicia no momento da fixagcao da
mesma. Os zebuinos apresentam uma reacao inflamatéria mais intensa que o gado
europeu levando-o a proceder a uma autolimpeza via lambedura mais eficiente, o que
contribuiria para um equilibrio carrapato/hospedeiro, sendo a infestagdo minima nestes
animais. Segundo a autora, ndo é interessante para o parasita matar o hospedeiro, uma
vez que isso afetaria sua propria sobrevivéncia, comentando que o R. (B.) microplus
esta bem adaptado ao seu hospedeiro natural, o Bos indicus, mas que o Bos taurus foi
introduzido em area enzoética de R. (B.) microplus, desenvolvendo um problema agudo
por causa da sua incapacidade para controlar o niumero de parasitas. Esta autora
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também sugere que animais susceptiveis podem morrer caso ndao sejam banhados por
acaricidas. Moraes et al. (1986) também responsabilizam essa diferenca de resisténcia

a maior eficiéncia no ato de autolimpeza.

Estudos sobre a diferenca de resisténcia das ragas bovinas européias, nacionais
e zebuinas ao R. (B.) microplus demonstraram que o primeiro grupo € mais susceptivel
que os demais, inclusive havendo diferenca entre a susceptibilidade de cada raca
dentro dos grupos, assim como diferengas individuais dentro da mesma raga. Os
critérios de comparacao utilizados foram o nimero e tamanho dos carrapatos, acima de

4,0 mm, ou seja, contaram-se apenas as teledgenas (VILLARES, 1941).

A resisténcia nao afeta apenas a contagem de carrapatos. As fémeas
ingurgitadas produzidas por bovinos da ragca Santa Gertrudis apresentavam dimensoes
(comprimento, largura e altura) e peso menores que aquelas produzidas em animais da
raca Aberdeen Angus (MARADAY e GONZALES, 1984).

Comparando-se a resisténcia das racas Canchim e Nelore, através de infestacao
artificial e infestagdo natural, Oliveira et al. (1989, 1990) demonstraram que a diferenca
na resisténcia ocorre em qualquer estagdo do ano e ha efeito significativo na interacao
entre a raca e a estacdo. Guaragna et al (1992) também observaram os efeitos de ano,
estacao e raca, estudando infestacdes artificiais em touros holandeses e mantiqueiros,
de 1 e 2 anos, sendo os primeiros considerados menos resistentes, apesar das duas
ragas serem consideradas susceptiveis. Neste estudo, nao houve diferenga significativa

para a idade.

1.2.4. Bases fisiologicas e moleculares na relacao hospedeiro-ectoparasita na
interface de contato

Trager (1939) foi o primeiro a demonstrar que hospedeiros vertebrados seriam
capazes de rejeitar ectoparasitas e que a resisténcia poderia ser transmitida pelo soro
de animais infestados. Esse achado levou vérios laboratérios do mundo a pesquisar

sobre as bases moleculares e imunolégicas envolvidas na interface hospedeiro-
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ectoparasita. O acumulo desses conhecimentos tem gerado dados que contribuem para
o desenvolvimento de vacinas anti-carrapato baseadas, principalmente, em extratos de
glandulas salivares dos ectoparasitas. O interesse especial nos produtos de glandula
salivar explica-se pelo fato deste érgéo atuar diretamente na interface entre parasita e
hospedeiro, sendo entao alvo importante de medidas terapéuticas na tentativa de limitar
a alimentacao do parasita.

Os componentes da saliva e glandulas salivares passaram, entdo, a ser
estudados com o objetivo de elucidar a interagédo entre parasita e hospedeiro. Continua-
se supondo que a capacidade do carrapato em manter-se no hospedeiro estd na
habilidade em escapar das reag¢des inflamatorias e hemostéaticas do hospedeiro. Como
todos os sistemas fisiolégicos importantes, o sistema imune, inflamatério e de
coagulagao dos vertebrados sdo extremamente redundantes. Para conseguir se manter
no hospedeiro, alimentando-se de seu sangue, 0s carrapatos, e outros artropodes
hematéfagos desenvolveram sistemas também redundantes que envolvem um grande

nuamero de substancias farmacologicamente ativas e relevantes (RIBEIRO, 1995).

Estudos sobre a saliva de diferentes espécies de artropodes hematédfagos
mostram a diversidade de substancias inoculadas no hospedeiro. Entre as moléculas
descritas estdo anticoagulantes como os inibidores de trombina (HORN et al, 2000);
imunossupressores, como as prostaglandinas (RIBEIRO et al, 1985; INOKUMA et al;
1994; BOWMAN et al; 1995); ligantes de histamina (PAESEN et al, 2000); inibidores da
via classica do sistema complemento, como a calreticulina que se liga a Ciq
(SANDERS et al, 1999); inibidores da C3 convertase do complemento (VALENZUELA
et al, 2000); inibidores de agregacao plaquetaria, como as apirases (RIBEIRO, 1995;
WIKEL, 1996); inibidoras de bradicinina (RIBEIRO e MATHER, 1998) e proteinas
ligantes de imunoglobulinas (WANG et al, 1994), encontradas também na hemolinfa.
Embora ndo exista degradacéo das imunoglobulinas (lgs) encontradas na hemolinfa de
artropodes hematodfagos, sugere-se que as proteinas que a elas se ligam estejam
envolvidas na excreg¢ao, pela saliva, das Igs ingeridas com o sangue do hospedeiro
(WANG et al, 1994).
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A resposta imune dos hospedeiros aos ectoparasitas envolve vias efetoras como
anticorpos, complemento e células (BROWN et al, 1982 e BROWN, 1982 e 1985) e
suas vias regulatérias que compreendem citocinas, células apresentadoras de
antigenos e linfocitos T (LAMOREAUX et al, 2000). Os componentes efetores agem
limitando a hematofagia e, quando ingeridos, causam lesées nos tecidos do parasita.
Como consequéncia, o numero de carrapatos alimentando-se de forma eficaz em um
hospedeiro resistente é reduzido e as fémeas tém o peso e a capacidade reprodutiva
diminuidos (BROWN e ASKENASE, 1983; BROWN et al, 1984).

As vias efetoras correlacionadas ndo somente com a resposta imune anti-
carrapato, mas com resisténcia a este sdo descritas como reagbes de
hipersensibilidade imediata, envolvendo imunoglobulina E, mastécitos e histamina, e de
hipersensibilidade tardia, envolvendo basoéfilos e histamina (BROWN, 1985). A
relevancia dos baséfilos na resisténcia foi comprovada pelo comprometimento desta
quando ha ablacdo experimental dessas células (WIKEL, 1996). Nos animais
geneticamente resistentes os componentes da imunidade celular parecem atuar como

mecanismo de controle e/ou rejeicao ao carrapato (BECHARA et al, 2000).

1.3. IMUNOBIOLOGIA DOS CARRAPATOS

Na ultima década ocorreram grandes avangos no estudo da imunobiologia da
interacao carrapato-hospedeiro (BROSSARD e WIKEL, 1993). As moléculas e células
que compdem a resposta imune, inata e adquirida, desenvolvida contra os carrapatos,
dependem das espécies tanto de carrapatos quanto de hospedeiros, sendo a
composicao genética do hospedeiro, independentemente de sua espécie, determinante
para a resposta contra esses parasitas (de CASTRO e NEWSON, 1993). Como
complementacao das informagbes acerca da resposta imune do hospedeiro contra o
carrapato pesquisas tem se focado nas moléculas secretadas pelo parasita que estao
envolvidas na modulacao dessa reposta (WIKEL, 1996 e 1999; GILLESPIE et al, 2000;

SCHOELER et al, 2001). Assim sendo, os artrépodes hematéfagos devem possuir
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mecanismos para controlar a agregacao plaquetaria, coagulacao e resposta imune do
hospedeiro a fim de obter uma alimentacao eficiente (BROSSARD e WIKEL, 1993).

Esses estudos quanto a imunobiologia do carrapato resultaram na identificagéo
e, em muitos casos, na clonagem e expressado de proteinas presentes na glandula
salivar que interagem com elementos da resposta imune produzida pelo hospedeiro
(BROSSARD e WIKEL, 1993).

A calreticulina, uma proteina conservada ligante de célcio secretada pelo
Amblyomma americanum, foi clonada de sua glandula salivar (JAWORSKI et al, 1995).
Esta proteina € secretada na saliva de fémeas de A. americanum e Dermacentor
variabilis ap6s quatro dias de fixagdo (BROSSARD e WIKEL, 1993). Em carrapatos R.
(B.) microplus, essa proteina € expressa em todos os tecidos e fases de vida, porém
hospedeiros bovinos imunizados com a proteina recombinante ndo desenvolvem
anticorpos contra ela (FERREIRA et al, 2002). A calreticulina esta envolvida em uma
série de eventos bioldgicos como a modificagdo da expressdo de genes, a anti-
hemostase e a atividade de lectinas e complemento (BENEDICT et al, 1993; KOVACS
et al, 1998).

Proteinas ligantes de imunoglobulina estdo presentes em extratos de glandula
salivar de A. variegatum, Ixodes hexagonuse e Rhipicephalus appendiculatus (WANG e
NUTTALL, 1994) e proteinas putativas foram descritas no transcriptoma de glandulas
salivares de carrapatos machos de R. (B.) microplus (De MIRANDA SANTOS et al,
2004). Essa proteina tem peso molecular variando de 21 a 54KDa de acordo com o
periodo de fixagdo e sexo do carrapato (WANG e NUTTALL, 1994). Seu papel aparente
consiste na neutralizacdo de anticorpos do hospedeiro que circulam no parasita (WANG
e NUTTALL, 1994; ALLEN e HUMPHREYS, 1979).

A IL-2 é uma citocina que possui atividade bioldégica importante para o
desenvolvimento e expressao da resposta imune (JANEWAY, 2001). A saliva de |.
scapularis contém uma proteina ligante de IL-2 que é capaz de se ligar nessa citocina
em solugao (GILLESPIE et al, 2001). A proteina ligante de IL-2 é capaz de influenciar a

atividade de células T ativadas e citotéxicas, células B, células NK, monbdcitos e
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macroéfagos (GILLESPIE et al, 2001) sendo esta parte de uma estratégia eficiente do
carrapato para modular a resposta imune do hospedeiro, especialmente a proliferagao
blastica (BROSSARD e WIKEL, 1996).

A liberacao de histamina por células inflamatérias esta diretamente ligada a
resisténcia adquirida pelo hospedeiro contra o carrapato (WIKEL, 1982). O extrato de
glandula salivar de R. appendiculatus contém uma proteina ligante de histamina em
ambos 0s sexos nos estagios iniciais de ingurgitamento (PAESEN et al, 2001) e
proteinas putativas também foram descritas no transcriptoma de glandulas salivares de
carrpatos de R. (B.) microplus (De MIRANDA SANTOS et al, 2004).

O complemento é composto de uma série de proteinas séricas que sao ativadas
pelas chamadas vias classica ou alternativa ou de MBL (lectina ligante de manose),
sendo importante mediador da resposta inflamatéria, quimiotaxia, opsonizacdo e
atividade microbicida (FEARON, 1998; MASTELLOS e LAMBRIS, 2002). A via
alternativa de ativacdo do complemento estd envolvida na resisténcia a carrapatos
(Wikel, 1979). Uma proteina anticomplemento foi purificada da saliva de I. scapularis,
clonada e expressa em células de mamiferos. Essa proteina inibe a ligacdo do C3b e
acelera o desacoplamento da molécula Bb da via alternativa, sendo que ambas as
proteinas, a recombinante e a nativa, agem da mesma forma (VALENZUELA et al,
2000).

Uma proteina de 36KDa, capaz de inibir a proliferacao de células T, foi isolada da
saliva do carrapato D. andersoni (BERGMAN et al, 2000). O carrapato A. americanum
possui uma proteina capaz de mimetizar a agdo do fator de inibicdo de migragdo de
macréfagos (MIF) em sua glandula salivar (JAWORSKI et al, 2001). Vérias atividades
biolégicas foram atribuidas a essa proteina incluindo a de oxiredutase, mediador
neurohumoral e inibicdo de lise mediada por células NK (PETROVSKY e BUCALA,
2000; LUE et al, 2002).

A Salp 16 € um gene cuja expressao é induzida durante a refeicao de sangue de
R. appendiculatus e esta relacionada com uma proteina putativa de aproximadamente
16,4KDa presente somente em fémeas ingurgitadas (DAS et al, 2000). A imunizacao
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com a proteina recombinante nao resultou em protegdo contra a infestacao pelo
carrapato (DAS et al, 2000). A Salp 25D é uma proteina homéloga a glutationa
peroxidase e semelhante a proteina ligante de histamina do R. appendiculatus (DAS et
al, 2001). A Salp 15 é uma proteina presente na saliva de [. scapularis, sendo
responsavel pela inibicido da ativagdo de células T CD4" agindo nas vias calcio—
dependentes que sdo ativadas a partir do receptor de células T. Ela se liga a essas
células inibindo a produgdo de IL-2 e expressao de CD25 sem, contudo, afetar a
atividade de células B que é independente de células T (ANGUITA et al, 2002).

Prostanglandinas (PG) ja foram descritas na saliva de carrapatos, atuando como
vasodilatadoras (RIBEIRO, 1995) e inibidoras da agregacao plaquetaria (CHAMPAGNE
e VALENZUELA, 1996). A PGE, esta presente na saliva de R. (B.) microplus
(DICKINSON et al, 1976), I. scapularis (RIBEIRO et al, 1985) e A. americanum
(RIBEIRO et al, 1992). A influéncia dessas moléculas na resposta imune do hospedeiro
ainda é desconhecida, mas sabe-se que a PGE; é capaz de aumentar a produgéo de
citocinas do padrao Th2 e diminuir as de padrdao Th1 além de inibir a proliferacdo de
linfécitos T (HARRIS et al, 2002).

1.4. RESPOSTA IMUNE CONTRA CARRAPATO

A fixagdo do carrapato na pele do hospedeiro desencadeia uma resposta
inflamatéria na qual ha neutréfilos cuja participacao € controlada principalmente pela IL-
8 (BROSSARD e WIKEL, 2004). O extrato de gladulas salivares de varios carrapatos
(D. reticulatus, A. varegatum, R. appendiculatus, I. ricinus) inibe, in vitro, a liga¢ao do IL-
8 com os seus receptores em granulécitos humanos e, portanto,muito provavelmente
em neutréfilos (BROSSARD e WIKEL, 2004; HAJNICKA et al, 2001). Dessa forma, a
saliva do carrapato pode controlar, em parte, a infiltracdo e ativacdo de neutréfilos no
local de fixacao.

Sabe-se que bovinos desenvolvem imunidade contra os carrapatos apés
sucessivas infestacdes e o fenotipo de resisténcia ou susceptibilidade ja foi descrito
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para as espécies de carrapato Hyalloma spp (SAHIBI et al, 1997), H. anatolicum
anatolicum e R. evertsi (LATIF et al, 1984), R. appendiculattus (LATIF et al, 1991) e
R. (B.) microplus (MORAES et al, 1992; WILLADSEN, WOOD e RIDING, 1979;
TATCHELL e BENNETT , 1969; TATCHELL e MOORHOUSE, 1968; GILL, 1986;
SARTOR et al, 1997).

A fixacdo e desenvolvimento do carrapato induzem uma resposta imune
complexa nos hospedeiros envolvendo a apresentacao de antigenos via APC, células-
T, células-B, anticorpos, citocinas, sistema complemento, basdfilos, eosinéfilos e uma
variedade grande de moléculas bioativas (revisada em WIKEL, 1996; BROSSARD e
WIKEL, 1997). Os hospedeiros produzem anticorpos contra elementos do carrapato e
estes estao relacionados com a resisténcia ao parasita que é transmitida, mesmo que
fracamente, de forma passiva pelas vacas aos seus bezerros, (BROSSARD e
GIRARDIN, 1979; ROBERTS e KERR, 1976).

O sistema complemento esta envolvido no desenvolvimento da imunidade contra
carrapatos. A resisténcia adquirida contra larvas do carrapato D. andersoni em cobaias
foi inibida dramaticamente pela deplecdo de C3 com fatores presentes em veneno de
cobra (WIKEL e ALLEN, 1977). O extrato de glandula salivar de [. ricinus é capaz de
inibir a via alternativa do complemento (LAWRIE et al, 1999) e o /. scapularis possui um
inibidor de C3 convertase, fatos que demonstram que essa via de resposta € importante
na aquisicdo de resisténcia pelo hospedeiro, j& que a ativagdo da cascata do
complemento, no local da fixagdo do parasita, gera mediadores inflamatérios, de
quimiotaxia e opsoninas que resultam na atracdo de células, como basdfilos e
eosinodfilos (STEEVES e ALLEN, 1991; ALLEN, 1973; BROSSARD e FIVAZ, 1982).

Durante um periodo de infestacao intensa com carrapatos R. (B.) microplus nao
h& correlagdo direta entre o nivel de exposicdo a antigenos salivares e o nivel de
anticorpos especificos anti-saliva (KASHINO et al. 2005). O que ocorre, de fato, nesse
periodo € uma diminuigao significativa nos niveis de anticorpos dos animais suscetiveis,
intensamente infestados, em relacdo aos niveis verificados durante um periodo de

infestacdo moderada ou baixa sugerindo que a partir de determinado limiar de
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infestacdo hd uma modulagao na atividade dos linfécitos B e/ou nos niveis séricos das

imunoglobulinas.

1.5. PROTEINAS DE FASE AGUDA: SEU PAPEL NO CONTROLE DA RESPOSTA
IMUNE EM BOVINOS

A resposta de fase aguda é uma manifestacdo da imunidade inata sendo
responsavel pela modulacdo da reacao inflamatdria iniciada pelo reconhecimento de
moléculas estranhas ao organismo e pelo desencadeamento da resposta imune
adquirida (SUFFREDINI et al, 1999). Esta resposta € caracterizada pela febre,
leucocitose, mudangas na permeabilidade vascular, aceleracdo do metabolismo e
desencadeamento das respostas nao-especificas do hospedeiro (BAUMANN e
GAULDIE, 1994). Em seguida a essa fase, o figado e outros tecidos iniciam o
processo de sintese e liberacdo de uma série de proteinas de fase aguda (APP)
controladas principalmente pelas citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a (BAUMANN e GAULDIE,
1994). As APPs desempenham um papel importante em mecanismos de defesa inata
podendo inibir ou mediar o processo inflamatério e transporte de proteinas, além de
participar da reparacao de tecidos lesionados (TILG et al, 1997).

As funcdes das proteinas de fase aguda ainda nao estdo bem estabelecidas,
mas estas parecem estar envolvidas no controle da inflamacéo e contribuicao para as
defesas inatas do hospedeiro contra uma grande variedade de patdégenos. Os niveis
plasmaticos dessas proteinas estao relacionados com a severidade da resposta a uma
infeccdo, podendo ser usado como marcadores bioquimicos de inflamacao
(SUFFREDINI, 1999). Apesar de desempenhar um papel muito importante em
infeccdes parasitarias, existem poucos relatos sobre a indugao da producéo de APPs
durante as mesmas (GRANINGER et al, 1992; SHAPIRO e BLACK et al, 1992;
MARTINEZ-SUBIELA et al, 2002; ECKERSALL et al, 2001). A agédo da IL-6, IL-1 e
TNF- a levam a ativacao de diferentes genes que codificam as APPs dependendo da
espécie animal, levando a uma producao e liberacao diferencial, principalmente, de

amiléide sérica (SAA), glicoproteina acida Apha-1 (a-1AGP) ou haptoglobulina (Hp),
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(BAUMANN e GAULDIE, 1994). Todas as trés citocinas citadas induzem uma resposta
de fase aguda em bovinos (NAKAJIMA et al, 1993; GODSON et al, 1995; WATANABE
et al, 2000), mas as vias precisas podem ser diferentes entre as espécies e ha

aparentemente muitos correlatos conflitantes.

As mudancas nos niveis de APP ocorrem em resposta a uma inflamacao aguda
ou crénica e variam bastante entre as diversas espécies animais (ECKERSALL, 2000).
A Hp é a APP mais abundante em bovinos com concentracées que variam de
indetectaveis a 1400ug/ml no soro durante uma inflamagao aguda (HORADAGODA et
al, 1999). Em contraste, a SAA possui niveis basais que variam de 8,8 ug/ml, em soros
de bovinos normais, a 75ug/ml em condicbes inflamatérias, sendo sua expressao
induzida mais rapidamente que a Hp (HORADAGODA et al, 1994 e 1999). A a-1AGP é
uma APP cujos niveis plasmaticos sdo moderados. Sua concentracdo no soro €
aumentada, de duas a quatro vezes, em resposta a inflamacao aguda, passando de
200-400pg/ml em bovinos normais até 1000ug/ml ou mais durante uma infecgao
(HORADAGODA et al, 1994 e 1999).

As APPs sao soluveis e estaveis possuindo meia-vida relativamente longa
(BAUMANN e GAULDIE, 1994). Em bovinos, as APPs consideradas mais sensiveis a
inflamacéao sdo a Hp e a SAA cujas concentracdes aumentam em resposta a condi¢des
inflamatérias agudas enquanto a a-1AGP é aumentada em condigdes inflamatorias
cronicas (HORADAGODA et al, 1999). Essas proteinas respondem severamente com

doses minimas do agente infeccioso ou inflamatério (HORADAGODA et al, 1999).

A SAA é um potente ativador de fungbes leucocitarias induzindo sua
quimiotaxia, seu aumento de adesdo com células endoteliais e seu aumento na
eficiéncia da fagocitose (SUFFREDINI et al, 1999). Essa APP ¢é transportada sob a
forma inativa SAA-HDL que, quando no sitio inflamatério, sofre acdo enzimatica
ficando sobre a sua forma ativa livre (HOFFMAN et al, 1982; HUSEBEKK et al,
1987).Esta também pode ser liberada por macréfagos no sitio inflamatério (MEEK et
al, 1992; LIANG e SIPE, 1995). O acumulo de SAA nos tecidos se da, principalmente,
pela digestao enzimatica do complexo SAA-HDL ou secre¢éao por macréfagos ativados
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e talvez gere um gradiente de concentragdo capaz de direcionar a migracdo de
leucocitos para o tecido inflamado (SUFFREDINI et al, 1999).

Sabe-se que a SAA recombinante, em concentragdes variadas, induz in vitro
quimiotaxia de mondcitos, linfécitos e PMNs (BADOLATO et al, 1994; XU et al, 1995).
Em camundongos essa proteina provoca infiltragdo de monécitos, PMN e linfécitos T,
sugerindo que a SAA possui agao proé-inflamatéria in vivo (BADOLATO et al, 1994; XU
et al, 1995).

A SAA ainda é capaz de provocar a quimiotaxia, adesao ao endotélio e matriz
extracelular, expressdo e atividade de integrinas de mondcitos, PMNs e linfocitos
(BADOLATO et al, 1994; XU et al, 1995), além de aumentar a atividade antifungica de
PMNs (MUSSO et al, 1996). Monécitos e PMNs expressam um grande numero de
ligantes para SAA e sua ligacdo € inibida pela SAA-HDL competitivamente
(SUFFREDINI et al, 1999). Logo, uma concentracao alta de SAA-HDL produzida na
resposta de fase aguda pode ter um efeito anti-inflamatério local.

A Hp, uma APP que se liga a hemoglobina livre, é removida do sangue pelo
sistema fagocitico mononuclear, resultando na deplecao da Hp sérica (ECKERSALL et
al, 2001). Essa APP esta intimamente ligada a indisponibilizacdo de hemoglobina (Hb)
e, consequentemente, do grupamento heme no sangue. Sabe-se que o grupamento
heme atua sobre a resposta imune de diversas formas, através de produtos metabdlicos
que sao gerados a partir de sua degradacao pela heme-oxigenase 1 (HO-1) (NATH et
al, 1998; BALLA et al, 1993). O grupamento prostético heme, presente na Hb,
mioglobina e proteinas intracelulares,é degradado em quantidades equivalentes de
biliverdina, ions ferro e mondxido de carbono (CO) que agem sobre a resposta imune
de diversas formas (NATH et al, 1998; BALLA et al, 1993). O CO liberado possui
atividade anti-apoptotica e anti-inflamatéria, diminuido a expresséo e liberacdo de IL-6 e
aumentando a de IL-10 em células imunocompetentes (THOM et al, 2000; OTTERBEIN
et al, 2000; MORSE et al, 2003; LEE et al, 2002). A biliverdina age bloqueando eventos
relacionados com a inflamagédo, como a adeséo leucocitaria, mudando a expressao de

moléculas de adesdo, e conseqglentemente diminuindo a quimiotaxia de células
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inflamatérias (TAMATANI et al, 1999; LEE et al, 2002). Assim, podemos concluir que a
HO-1 e o grupamento heme, presente na Hb, sdo importantes durante o inicio da
resposta imune, sendo seus niveis de atividade cruciais para a determinacao do padrao
de resposta imune (Th1 versus Th2), ja que em camundongos knockout de HO pode-se
observar uma predisposicdo a uma resposta inflamatéria exagerada, com
predominancia do padrdao Th1 de resposta (KAPTURCZAK et al, 2004). A Hp possui,
entdo, uma acgao proé-inflamatéria e esta intimamente ligada a indisponibilizacdo de
hemoglobina (Hb) e, consequentemente, do grupamento heme e seus metobdlitos anti-
inflamatérios no sangue (NATH et al, 1998; BALLA et al, 1993; ECKERSALL et al,
2001).

Uma das funcdes descritas para a a-1AGP é a imunossupressao (LOGDBERG
et al, 2000) e sua presenca em bovinos esta correlacionada com a diminuicdo da
blastogénese linfocitica e leucopenia (MOTOI et al, 1992).

O ferro possui papel fundamental no metobolismo da hemoglobina, umas das
principais proteinas ingeridas pelo carrapato, e participa de diversos eventos
relacionados com a resposta imune (NOVELLI et al, 2004; VAN RESBURG, 2004;
BOWLUS, 2003; MULERO et al, 2002). A deficiéncia de ferro leva a danos na resposta
humoral e celular, sendo uma das mais profundas mudancgas a reducédo da quantidade
de células T periféricas e atrofia do timo (BOWLUS, 2003). A transferrina é um
carreador de ferro sérico que além de modular indiretamente a resposta imune via
indisponibilizacdo de ferro, esta também atua diretamente sobre macréfagos induzindo
a producéo de éxido nitrico (STAFFORD et al, 2002).

Nao existem dados na literatura que comprovem o envolvimento dessas APPs na
resposta imune desenvolvida pelos hospedeiros contra carrapatos, apesar da sua

importancia na modulacao da resposta imune humoral e celular.



34

1.6. PROTEINAS LIGANTES DE IMUNOGLOBULINA (PLIGs)

Os carrapatos, para se alimentarem, precisam lidar com varios aspectos da
homeostasia do seu hospedeiro tais como imunidade especifica e inata, inflamacao e
coagulacao e processos que interferem na hematofagia (RIBEIRO, 1995). Entre os
recursos empregados pelo carrapato para esse fim, estdo as proteinas ligantes de
imunoglobulinas (PAESEN et al, 2000; WANG et al, 1994) e um inibidor de linfécitos B
(HANNIER et al., 2003; HANNIER et al., 2004). A presenca desses inbidores na saliva
de carrapatos indica que anticorpos sao mecanismos efetores importantes desde que
consigam contornar esses mecanismos de escape do parasita. Sabe-se que
anticorpos produzidos pelo hospedeiro durante infestagbes com carrapatos ou apés
imunizagdes com antigenos do parasita estdo presentes na forma ativa na hemolinfa
de R. (B.) microplus (VAZ et al, 1996), de Dermacentor variabilis (ACKERMAN et al,
1981; JASINKAS et al, 2000), de Amblyomma americanum (JASINKAS et al, 2000) e
de Rhipicephalus appendiculatus (WANG e NUTTALL, 1994) durante, até pelo menos,
48 horas apos sua ingestdo podendo, portanto, exercer efeitos deletérios importantes

sobre os tecidos do parasita.

Varios patégenos possuem proteinas ligantes de IgG (PLIG) (LANGONE, 1982;
WIDDERS, 1990; De MIRANDA SANTOS E CAMPOS NETO, 1981, TORPIER et al.,
1979) que participam de mecanismos de escape. Os carrapatos também possuem
proteinas com esta mesma funcao (WANG e NUTTALL, 1999), sendo que em R. (B.)
microplus sabe-se que cerca de 3% dos clones presentes em transcriptomas de
glandulas salivares de machos codificam proteinas similares PLIGs de outros
carrapatos, ou seja, é abundantemente expresso (BRANDAO et al., manuscrito em

preparagao).

Os efeitos biolégicos das diferengas alotipicas na capacidade de
imunoglobulinas de hospedeiros ligarem-se a PLIGs de patdégenos ja foram descritos
quanto ao desfecho clinico da interagdo de bovinos com a bactéria Haemophilus
somnus, e a interacdo de diferentes alotipos de IgG bovina com proteina G de
estreptococos e proteina A de estafilococos (BATISTA-CORCUERA et al., 1999).
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Evidentemente que alétipos de outras subclasses de IgG bovinas, ja descritas
para 1gG1 e IgG3, podem também afetar a ligacdo destas imunoglobulinas com as
PLIGs de R. (B.) microplus. Essa possibilidade é sugerida pelo fato do carrapato
possuir trés tipos de PLIGs, A, B e C (WANG e NUTTALL, 1999), que podem ter
especificidade para subclasses diferentes de IgG.

1.7. BASES PARA DESENVOLVIMENTO DE UMA VACINA ANTI-CARRAPATO R.
(B.) microplus

Sabe-se que a distribuicdo de uma populacdo de parasitas em uma populacao
de hospedeiros ndo é uma distribuicdo normal e acredita-se que a imunidade inata e a
resisténcia adquirida contribuam para isso. Desta forma, a aplicacdo de uma vacina
eficaz permitiria 0 aumento da populacdo de hospedeiros resistentes possibilitando a
reducédo da infestacéo e o controle da populagéo de parasitas (PRUETT, 1999).

A coevolugcdo das espécies de parasitas e hospedeiros ao longo do tempo
contribuiu para uma compatibilidade seletiva responsavel pela coexisténcia de ambas.
Entdo € razoavel supor que a imunidade do hospedeiro decorrente de uma infestagao
natural por ectoparasitas nao seja suficiente para o controle. Sugeriu-se que o controle
de ectoparasitas seria mais eficaz se a imunidade do hospedeiro fosse capaz de
neutralizar moléculas envolvidas no desenvolvimento do parasita como 0s antigenos
ocultos (PRUETT, 1999; WILLADSEN e KEMP, 1988). Por ndo serem expostos ao
hospedeiro em uma infestacdo natural os antigenos ocultos nao devem gerar
mecanismos de escape do parasita por pressao seletiva.

Atualmente existem duas vacinas existentes no mercado baseadas neste
conceito, a TickGARD (Biotech Australia Pty. Ltd., Austrélia) e a GAVAC ( Heber Biotec
S.A., Havana, Cuba). Ambas utilizam um anico antigeno, a Bm86, uma glicoproteina de
membrana de células intestinais de R. (B.) microplus, expresso em Escherichia coli e
Pichia pastoris, respectivamente. O desenvolvimento de imunidade adquirida pelo gado

exposto repetidamente ao R. (B.) microplus € um fato conhecido, contudo a protecao é
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apenas parcial (PRUETT, 1999; DALTON e MULCAHY, 2001). Experimentos utilizando
homogenatos de fémeas adultas semi-ingurgitadas de R. (B.) microplus como antigenos
mostraram que a resposta imune dos animais vacinados causou danos nas células
intestinais do ectoparasita (PRUETT, 1999). Este efeito revelou resposta diferente da
imunidade desencadeada por infestacao natural. Como conseqiéncia, existe, de fato,
reducdo da infestacdo e da capacidade reprodutiva dos carrapatos. Porém, a eficacia
das vacinas baseadas na Bm86 é muito variavel e suas principais limitagbes sdo os
fatos de nao induzir imunidade duradoura e ndo dispensar o uso combinado de
acaricidas (DALTON e MULCAHY, 2001). Embora este aspecto seja pouco explorado
em publicagdes, varias comunicagdes pessoais relatam que as vacinas sao de dificil
manejo e requerem aplicacdes repetidas para a manutencao dos niveis de anticorpos
necessarios e consequente reducao da populacdo de carrapatos infestando o
hospedeiro. Este talvez seja o principal aspecto negativo do uso de antigenos ocultos
pois, nao havendo exposicao freqiiente do hospedeiro ao antigeno, como acontece com
antigenos salivares, torna-se dificil a preservagdo de imunidade eficiente. Todavia,
estas vacinas reforcam a idéia de que a imunoprofilaxia adotada com antigenos melhor
selecionados possa ser uma maneira eficiente de se fazer o controle da infestacao por
carrapatos. Acredita-se que uma vacina baseada em um conjunto de antigenos, ocultos
e ndo ocultos, possa produzir uma resposta mais satisfatéria para a reducdo da
infestagdo (TRIMNELL et al, 2002).

Embora exista dificuldade na aceitagao pelo mercado devido ao efeito mais lento
que o de drogas, a aplicacdo de uma vacina eficaz oferece vantagens para o
desenvolvimento sustentavel por serem ambientalmente seguras e evitarem a
multiplicagdo de parasitas resistentes.

Demonstrou-se que anticorpos de bovinos imunes, especificos para tecidos de
carrapatos, estao presentes na hemolinfa de fémeas de R. (B.) microplus ingurgitadas,
com atividade preservada por até 48 horas apdés o ciclo de vida parasitaria ser
concluido (GUDDERRA et al, 2002). A andlise da hemolinfa de D. variabilis, que € um
carrapato de caes, comprovou a presenca de imunoglobulina G (IgG) com capacidade
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de localizacdo das proteinas alvo em 6rgaos como glandula salivar e ovario
(ACKERMAN et al, 1985). Estudo semelhante feito em A. americanum demonstrou a
presenca de imunoglobulinas IgM sem indicios de degradacdo e com atividade
preservada na hemolinfa desse carrapato (JASINKAS et al, 2000). Em R.
appendiculatus, um carrapato ixodideo como o R. (B.) microplus, a 1gG presente na
hemolinfa, no extrato de glandula salivar e na saliva mantém 35-42% da atividade
biolégica até o sexto dia de alimentacdo do parasita (WANG e NUTTALL, 1994). Em
diferentes espécies de mosquitos dos géneros Anopheles e Aedes também foi
observada a presenca de IgG do hospedeiro na hemolinfa até 24 horas apds a ingestao
do sangue (VAUGHAN e AZAD, 1988). Soro de bovinos infestados com larvas de R.
(B.) microplus reconhecem antigenos de baixo peso molecular (10 a 20 KDa) presentes
em orgaos distintos do carrapato, como glandula salivar e intestino, e em fases distintas

do desenvolvimento (larva, ninfa e adulto).

Essas observagbes comprovam o desenvolvimento de resposta imune pelo
hospedeiro capaz de reconhecer estruturas internas do parasita. A presenca de
anticorpos contra esses componentes parasitarios no soro dos hospedeiros
possibilitaria resposta imune contra o parasita ao longo da fase de vida parasitaria (VAZ
et al, 1996).

A comprovacgao da atividade dos componentes imunes do hospedeiro é dada por
resultados de testes com soro de animais imunizados ou anticorpos purificados. O
papel de anticorpos na reducao na fecundidade de fémeas foi comprovado tanto com a
injecdo destes na hemocele do parasita, como por meio da alimentacao de artropodes
em hospedeiros imunizados. A injecdo de anticorpo policlonal anti-3-N-
acetihexosaminidase, enzima que hidrolisa residuos de agucar de glicoconjugados, foi
capaz de reduzir em cerca de 26% a ovoposicdo em fémeas de R. (B.) microplus
ingurgitadas (DEL PINO et al, 1998). Ja anticorpos monoclonais contra extratos de
intestino e embrido de R. (B.) microplus provocaram redugado de aproximadamente 50%
e 70% na ovoposicao, respectivamente (TORO-ORTIZ et al, 1997). Fémeas do
mosquito Aedes, alimentadas em mamiferos imunizados com homogenato do mosquito,
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tiveram reducdo da fecundidade sem diminuicdo do nimero de ovos na ovopostura
(SUTHERLAND e EWEN, 1974).

Para que uma vacina seja de fato eficaz, necessita-se de alvos de importancia
fundamental para viabilidade e capacidade reprodutiva do parasita e que sejam
imunogénicos. Também é necessario que mecanismos imunes protetores sejam
desencadeados e estejam ativos durante o parasitismo, mesmo na presenca da
atividade imunomoduladora da saliva, e que o sistema de entrega da vacina seja, além
de conveniente, eficaz para manter uma resposta imune de longa duracdo. Para tanto,
€ de extrema importancia para as especificacées de delineamento de uma vacina, além
da selecdo de antigenos, o conhecimento da natureza dos mecanismos de resposta
imune desencadeados pelo parasita em hospedeiros resistentes e susceptiveis. Nesse
contexto, o presente estudo tera como principal objetivo elucidar os mecanismos de
resposta imune humoral e inflamatéria desenvolvidos diferencialmente pelos
hospedeiros susceptiveis e resistentes ao R. (B.) microplus. Os dados obtidos terdo
grande relevancia para a escolha de antigenos vacinais e adjuvantes que

desencadeiem o padrao de resposta imune desenvolvido por bovinos resistentes.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais desse trabalho sdo obter os marcadores das respostas imune
humoral e inflamatéria associados a resisténcia e susceptiblidade de bovinos frente a

infestacbes com o R. (B.) microplus. Os objetivos especificos sdo:

1) Descrever a cinética de producao de anticorpos e imunoglobulinas IgG1, IgG2 e
IgE para saliva, extrato de ovo e exirato de larvas ndo alimentadas de R. (B.)
microplus ao longo de infestacbes em bovinos da raga Nelore (fendtipo resistente)

e da raga Holandés Preto e Branco — HPB (fend6tipo susceptivel);

2) Determinar os alétipos para IlgG2 bovino

3) Dosar as principais proteinas de fase aguda produzidas por em bovinos da raca
Nelore (fendtipo resistente) e da raga Holandés Preto e Branco — HPB (fendtipo
susceptivel) submetidos a diferentes niveis de infestacdo pelo carrapato R. (B.)

microplus;

4) Dosar o 6xido nitrico no soro periférico de bovinos resistentes e susceptiveis

submetidos a varios niveis de infestacao pelo carrapato R. (B.) microplus.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Resposta humoral anti-saliva, anti-ovo e anti-larva nao ingurgitada de R. (B.)
microplus.

3.1.1. Infestacoes de bovinos com R. (B.) microplus. Os bovinos foram introduzidos
no experimento com seis meses de idade e se encontravam livres de infestagdo pelo
carrapato R. (B.) microplus por meio do manejo empregado pelos seus produtores.
Eram ndo aparentados, machos, de raca suscetivel (S: Holandés Preto e Branco, HPB;
N = 12) e resistente (R: Nelore; N = 12). Todos foram mantidos em regime de manejo
semi-intensivo com suplementagado protéica e mineral, sendo expostos a infestagdes
naturais com o carrapato R. (B.) microplus presente no pasto. Sangue desses animais
foi coletado e 0 soro extraido antes da exposicdo dos mesmos aos ectoparasitas. O
controle de carrapatos em animais susceptiveis foi feito por meio de pulverizagdes
ocasionais com carrapaticidas tépicos quando a saude clinica se encontrava
comprometida devido a alta infestacdo. Em cada grupo racial, trés animais foram
escolhidos ao acaso e mantidos livres de carrapato por meio de tratamento com
abamectina (Agroquim Cia. Ltda., Actrol Internacional, Argentina). Todos os grupos
experimentais foram vacinados a cada seis meses contra febre aftosa e leptospirose
(Bovicel® e Lepto-BOV-62, Vallée).

3.1.2. Obtencao de soros. Para o estudo de cinética da resposta imune humoral
frente a infestacdo por carrapatos, os soros desses animais foram coletados
estrategicamente durante um ano. A primeira coleta foi feita no momento da chegada
dos novilhos a fazenda. As coletas de soro seguintes foram feitas em periodos
estratégicos e correlacionadas com os niveis de infestacdo que eram acompanhados
através das contagens de teledginas (descrito no intem 3.1.4. e tabela 1). Os soros

foram extraidos de sangue periférico coletado em tubos Vaccutainer® (tampa
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vermelha) sem anticoagulantes, inativados a 56°C por 30 minutos, aliqliotados e
guardados a -20°C.

A fim de verificar se a fixagdo do carrapato estava promovendo uma depuragao
local de imunoglobulinas e de outros componentes imunes, soros também foram
obtidos a partir do sangramento de bidpsia de pele normal ou infestada. Para tanto
foram realizadas biopsias de pele, com punch de 8mm, contendo, ou nao, o parasita
fixado. Sangue oriundo do sangramento foi coletado imediatamente ap6s o corte em
tubos de vidro sem anticoagulante. O soro foi extraido, inativado a 56°C por 30

minutos, aliqliotado e guardado a -20°C.

3.1.3. Obtencao de saliva, extratos de ovo e larva de R. (B.) microplus. Para
obtencdo da saliva, fémeas adultas semi-ingurgitadas ou em fase final de
ingurgitamento foram estimuladas com dopamina, diluida a 0,2% em PBS a
temperatura ambiente, injetada na hemocele ao lado da insercdo de uma das patas
traseiras. A saliva foi coletada por meio de micropipeta em solucao de DTT 25mM e de
EDTA 25mM (concentragao final) e guardada a -20°C.

Para obtencdo dos extratos de ovo e larvas ndo alimentadas do carrapato,
teledginas foram retiradas diretamente do animal, lavadas em agua corrente, secadas
e grudadas, através de uma fita adesiva dupla face, em placas de Petri. As placas com
as fémeas foram acondicionadas em estufa a 28°C para promocao da ovipostura.
Apos cerca de 20 dias, metade dos ovos foi retirada e colocada em uma estufa a 28°C,
dentro de frascos ventilados e vedados, e a outra metade foi congelada, macerada e
sonicada. Apds aproximadamente 15 dias, larvas eclodidas dos ovos foram
submetidas ao mesmo processo descrito anteriormente. Ambos os extratos obtidos
foram centrifugados a 12.000rpm, durante uma hora, seguida de dosagem protéica por
meio da técnica de Bradford (Coomassie Plus® , Pierce, Rockford, IL) conforme

recomendacdes do fabricante.
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3.1.4. Dados parasitologicos. Para correlacionar os dados da resposta humoral com
o nivel de infestacdo dos animais, foram feitas contagens do numero de fémeas
ingurgitadas (tamanho superior a 4mm) do lado esquerdo de cada animal (tabela 1) de
acordo com a técnica descrita por OLIVEIRA e ALENCAR (1990). O controle de
carrapatos em animais susceptiveis foi feito por meio de pulverizacées ocasionais com
carrapaticidas tépicos quando a saude clinica se encontrava comprometida devido a
infestacdo. Apesar dos bois terem chegado a fazenda no més de novembro de 2003 e
as coletas de soro terem se iniciado no mesmo periodo, as contagens sé se
sucederam a partir de abril de 2004, quando deu-se inicio a esse projeto. Os niveis de
infestacédo anterior as datas de contagem foram baseados supostamente em dados de
literatura (FURLONG, 1993) e informagdes dos profissionias responsaveis pelo manejo
do gado experimental.
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Tabela 1. Contagem de carrapatos no lado esquerdo do animal em diferentes datas durante o ano
de 2004. Os animais de 1 a 12 sao da raca susceptivel (HPB) ao carrapato R. (B.) microplus,
sendo os trés primeiros pertencentes ao grupo controle mantido livre do parasita através do uso
de carrapaticidas topicos. Os animais de 13 a 24 sao da racga resistente (Nelore) cujo grupo
controle é representado pelos animas 13, 14 e 15.

Numero de
identificagdo Datas das Contagens
aéﬁ;$ 22/04 07/05 22/05 21/06 06/07 22/07 06/08 23/08 06/09 20/09 05/10 22/10
01 04 02 00 20 00 01 00 00 00 00 00 00
02 01 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
03 02 00 00 09 00 00 00 00 01 00 00 00
04 46 56 30 06 33 80 00 12 05 19 12 03
05 40 40 65 08 19 81 03 23 27 71 78 23
06 187 90 20 11 47 98 07 36 90 43 28 81
07 85 03 53 11 21 41 21 18 22 36 07 25
08 73 193 31 41 29 83 17 35 97 31 44 19
09 38 27 20 13 25 29 16 23 05 67 01 00
10 57 121 50 01 62 65 12 21 40 67 107 10
11 59 43 20 32 63 29 06 38 14 28 77 31
12 43 31 49 45 57 44 11 13 22 31 40 12
13 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
14 00 00 01 00 00 00 00 01 00 00 00 00
15 00 00 05 00 01 00 00 00 00 00 00 00
16 01 10 00 00 12 06 00 23 04 00 00 00
17 00 00 05 05 07 12 00 13 04 05 06 00
18 01 03 07 03 07 07 00 06 09 03 00 01
19 06 07 03 06 06 00 00 02 03 05 04 00
20 00 03 03 07 03 06 00 06 02 00 00 01
21 03 05 01 05 06 11 00 03 02 05 09 02
22 00 03 01 07 09 02 02 01 12 05 03 06
23 00 03 00 00 01 00 01 28 00 00 00 00
24 03 12 06 06 16 17 10 00 14 00 03 06

3.1.5. ELISA para quantificar as imunoglobulinas IgG1 e IgG2 total. A
quantificacao de IgG1 e IgG2 total foi feita com auxilio de kits de ELISA da Bethyl®
(Montgomery, TX) especificos para a espécie bovina. A metodologia foi empregada
conforme recomendacdo do fabricante. Houve necessidade de se fazer uma
padronizacdo da concentracdo do soro usada na reacéao (1:48.000, concentracéo final)
e da diluicao do anticorpo secundario (1:10.000).
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3.1.6. ELISA para mensurar anticorpos totais e isotipos de anticorpos IgG1e IgG2
anti-extrato de ovos, anti-extrato de larvas nao-alimentadas e anti-saliva. Para os
ensaios foram empregados antigenos da saliva, de ovo e de larva nao alimentada do
carrapato R. (B.) microplus cuja obtencao ja foi descrita no item 3.1.3. As placas de 96
pocos (Corning®, Cambrige, MA) foram incubadas por 12 horas, a 4°C, com 50uL de
solugdo do antigeno a 10pg/ml em tampao carbonato (pH 9.6), lavadas duas vezes
com PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T) e em seguida bloqueadas com 10% de soro fetal
bovino em PBS (Gibco®, Rockville, MD) por duas horas a temperatura ambiente (TA).
Apoés o bloqueio, as placas foram lavadas quatro vezes em PBS-T. Os soros obtidos
do sangue periférico e do local da bidpsia de pele normal e infestada foram testados,
em duplicata, diluidos em 1:50, 1:100 e 1:400 em PBS com 10% de SFB e incubados
nas placas, 100uL por poco, por 2 horas a TA. Apos seis lavagens, as placas foram
incubadas com 100uL de IgG1, IgG2 e proteina G conjugadas com peroxidase (Bethyl
Labs, Montgomery, TX) diluidos a 1:500, 1:125 e 1:5000, respectivamente, por 1 hora
a TA. Apds 8 lavagens com PBS-T, as reagdes antigeno-anticorpo foram reveladas
com solugcdo de substrato TMB (Kierkegaard Perry Labs, Gaithersburg, MD) por 15
minutos. Apos a revelagao, a reacao da peroxidase com o substrato foi interrompida
com 0,1M de acido fosférico e a absorbancia do produto lida a 450nm.

3.1.7. Elisa para mensurar anticorpos IgE anti-extrato de ovo, anti-extrato de
larva nao alimentada e anti-saliva. Os antigenos empregados foram a saliva, o
extrato de ovo e o extrato de larva ndo alimentada do carrapato R. (B.) microplus. As
placas de 96 pocgos (Corning®, Cambrige, MA) foram incubadas por 12 horas, a 4°C,
com 50uL de solugdo do antigeno a 10ug/ml em tampao carbonato (pH 9.6). As placas
foram lavadas duas vezes com PBS-T e em seguida bloqueadas com 10% de soro
fetal bovino em PBS (Gibco®, Rockville, MD) por duas horas a TA. Apés o bloqueio,
foram lavadas quatro vezes em PBS-T. Os soros obtidos do sangue periférico foram
testados em duplicata, diluidos 1:5 em PBS com 10% de SFB e incubados nas placas,
100uL por pocgo, por 2 horas a TA. ApOs quatro lavagens, as placas foram incubadas

com 100uL do anticorpo monoclonal anti-IgE bovino (E5, cedido pela Dra. Laurel
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Gershwin) produzido em camundongo e diluido a 1:320 em PBS com 10% de soro
fetal bovino. Apds oito lavagens com PBS-T, as placas foram incubadas com anticorpo
anti-camundongo (IgG e IgM) produzido em cabra, conjugado com peroxidase (Bethyl
Labs, Montgomery, TX) e diluido 1:1000, por 1 hora, a TA. Novamente, as placas
foram lavadas oito vezes com PBS-T e as reacdes antigeno-anticorpo foram reveladas
com solucdo de substrato TMB (Kierkegaard Perry Labs, Gaithersburg, MD) por 15
minutos. ApoOs a revelagdo, a reacao da peroxidase com o substrato foi interrompida

com 0,1M de &cido fosforico e a absorbancia do produto lida a 450nm.

3.1.8. Imunodifusdo para alotipar as imunoglobulinas IgG2 produzidas pelos
animais resistentes e susceptiveis ao carrapato R. (B.) microplus. A determinacao
dos alétipos de IgG2 bovino foi feita por dupla difusdo de Ouchterlony conforme
protocolo descrito por Butler et al (1983), que consiste basicamente em misturar uma
solugdo de 6% polietilenoglicol e 3% agarose diluido em tampao veronal, colocar em
uma placa de Petri (3,5cm x 1cm) e deixar solidificando. Foram feitos pogos no gel de
tamanho e distancias precisamente iguais (Figura1). O anti-soro 84by2k foi adicionado
ao centro e dois controles, IgGy2* e IgGy2° purificados, nos pogos periféricos
juntamente com as amostras diluidas a 1:5 em tampao veronal. A leitura das placas foi
feita 24, 36 e 48 horas apos incubacao a temperatura ambiente. O anti-soro e os
controles foram gentilmente cedidos pelo Dr. John E. Butler e, conforme descrito por
ele, o anti-soro perdeu a capacidade de distinguir entre os aldtipos de IgGy2?

homozigotos e heterozigotos, mas ainda é capaz de distinguir os alétipos, 1gGy2° e
lgGy2°.
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Figura 1. Fotografia da placa de Petri usada para alotipar as 1gG2 dos bovinos usados nos
experimentos. Observar as dimensdes e distancias entre os pogos, que sdo precisamente
iguais, diminuindo a chance de ocorréncia de resultados falsos.

3.2. Caracterizacdo da resposta inflamatéria bovina frente a infestacao natural

pelo carrapato R. (B.) microplus

3.2.1 Dosagem de oxido nitrico. O nivel de producdo de o6xido nitrico (NO) foi
indiretamente avaliado por meio da mensuracao da producdo de nitrato (NOs) no soro
dos animais, ja que o NO é muito instavel e decompde-se espontaneamente em nitritos
e nitratos. Os niveis de NO3; foram mensurados em amostras de soro obtido de sangue
periférico de bovinos submetidos a infestagbes naturais pelo carrapato R. (B.)
microplus. A técnica consiste, resumidamente, na incubacao de 40 ul das amostras com
40 ul de um coquetel contendo BNaDPH, agua e a enzima nitrato redutase, durante 12
horas a 37°C. Apos incubacao € adicionado o reagente de Griess por 10 minutos a
26°C. Em seguida, determina-se a absorbancia (filtro de 540 nm) em leitor de ELISA.
Os resultados expressos em nmoles foram determinados por meio da comparacdo com
a curva-padrao realizada com nitrito de sodio (Vetec quimica, Rio de janeiro) em
concentracdes que variaram de 200 a 0,9 uM. Esta técnica foi realizada no laboratério
do Prof. Dr. Fernando Q. Cunha (Departamento de Farmacologia, FMRP/USP).

3.2.2. Dosagem de Haptoglobulina sérica bovina. A dosagem desta foi feita com
auxilio do kit Phase™ Range Haptoglobulin assay (Tridelta, Kildare) e o ensaio
realizado conforme as instrugbes do fabricante, e que consiste, basicamente, na

incubacao de 7,5uL, das amostras e dos padrdes, com 100uL da mistura de
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hemoglobina e seu diluente além de 140uL do cromégeno e seu substrato em uma
placa de 96 pocos por 5 minutos. A absorbancia foi lida a 630nm em um

espectrofotébmetro para microplacas (Spectramaxplus, Molecular Devices).

3.2.3. Dosagem de Amiloide-A sérica (SAA). Sua dosagem foi feita com auxilio do kit
Phase™ Range serum amyloid A assay (Tridelta, Kildare). Esse ensaio segue as
instrugcdes do fabricante que consiste, basicamente, na incubagcédo dos padrbes e das
amostras diluidas a 1:100 juntamente com anticorpos anti-SAA biotinalados diluidos a
1:400, por 1 hora a TA, em uma placa de 96 pogos previamente sensibilizada com
anticorpos anti-SAA. Logo apdés as lavagens com o tampdo do kit, seguiu-se a
incubacao com avidina conjugada com peroxidase por 30 minutos, seguida de novas
lavagens e revelacdo com substrato de TMB contido no kit. A reacéo foi interrompida
apdés 30 minutos com uma solucdo acida e a leitura feita a 450nm em um
espectrofotbmetro  microplacas  (Spectramaxplus,  Molecular  Devices). As
concentragcdes de SAA foram calculadas com base na curva padrao presente no

ensaio.

3.2.4. Dosagem da glicoproteina acida Alpha-1 bovina (a-1 AGP). A sua dosagem
foi feita com auxilio de um kit que se baseia na técnica de imunodifusao radial (Ecos
Instituite, Japao). As placas ja se encontravam prontas para uso sendo necessario
apenas a aplicagdo das amostras e dos padrées com posterior incubacao, a 37°C, por
24 horas. A leitura foi feita com auxilio de uma régua milimetrada presente no kit. Os
valores dos diametros dos halos dos padrées foram plotados em um gréfico
juntamente com a sua concentragao correspondente. A equagéao da reta foi adquirida e
as concentragbes de a-1 AGP presente em cada soro calculadas com base na

equacao obtida.

3.2.5. Dosagem de transferrina sérica. A dosagem foi feita com auxilio de kit que se
baseia na técnica de Elisa (Bethyl labs, Montgomery, TX). Basicamente as placas sao

sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-transferrina bovina por uma hora seguida
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de trés lavagens e bloqueio por 30 minutos. Os soros sao incubados na diluicao de 1:5
por uma hora. Apés lavagens a placa é incubada com o anticorpo secundario anti-
transferrina bovina conjugado com peroxidase por uma hora, lavada e revelada. Esses

procedimentos seguem as recomendagdes do fabricante.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Foram usados o teste T de Student, a andlise de Kruskal-Wallis das categorias
de variancia, o procedimento de Dunn e one way ANOVA para comparag6es multiplas
versus grupo controle. O teste do chi quadrado foi empregado para verificar a
diferenca na proporgcao dos alétipos de IgG2 entre as duas ragas bovinas estudadas.
Os testes estatisticos foram feitos no programa Sigma Stat versdo 2.03 (SPSS Inc,
Chicago, IL).
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5. RESULTADOS

Todos os resultados descritos abaixo se referem aos soros dos animais
susceptiveis (HPB, n=12) e resistentes (Nelore, n=12) coletados em periodos

estratégicos durante um ano, conforme ja descrito em materiais e métodos.

Nos experimentos onde saliva foi usada como antigeno foram selecionados
cinco animais de cada grupo racial devido a dificuldade para obter esse antigeno. O
critério utilizado para selegdo consistiu na média de contagem de carrapatos, feita
individualmente, durante o periodo de 22/04/2004 a 20/10/2004. Os bois susceptiveis
usados foram os controles (1 e 2) e os mais infestados (4, 6 e 8); os resistentes foram
os menos (19, 23) e mais (16, 17, 24) infestados. Para os experimentos de dosagem de
proteinas de fase aguda o mesmo procedimento para selecdo dos soros foi usado
devido a quantidade limitada de reagentes necessarios.

5.1. Os niveis de anticorpos totais anti-extrato de ovo, anti-extrato de larva e anti-

saliva_de carrapato R. (B.) microplus sofrem variacoes de acordo com os

niveis de infestacao pelo carrapato

Os niveis de anticorpos totais anti-extrato de ovo e anti-extrato de larvas nao
alimentadas foram avaliados com o objetivo de se verificar se ocorre producédo de
anticorpos contra esses antigenos, apesar de nao haver contato aparente direto com o
hospedeiro. Através da comparacao entre os valores relativos de densidade 6éptica,
representados nos graficos, podemos concluir que os animais susceptiveis produzem
uma quantidade maior de anticorpos totais anti-extrato de ovo (Figura 2, Tabela 2) e
anti-extrato de larva (Figura 3, Tabela 3) apdés um primeiro contato com o parasita e

esses niveis se mantém relativamente constantes até o final do periodo experimental.
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Figura 2. Niveis de anticorpos totais anti-extrato de ovos de carrapato R. (B.) microplus presentes
no soro periférico de animais fenotipicamente resistentes (Nelore) e suscetiveis (HPB) a
infestacao pelo carrapato. O controle negativo se refere ao soro retirado de bezerros que
nunca tiveram contato com o ectoparasita.

Tabela 2. Niveis de anticorpos IgG anti-extrato de ovo de R. (B.) microplus presentes no soro
periférico de animais resistentes e susceptiveis submetidos a diferentes niveis de
infestacdo. D ou d: comparagao com a infestagao anterior na mesma raga; A ou a: comparagao
entre 0s soros de animais resistentes e susceptiveis coletados na mesma data e com mesmo
nivel de exposi¢do ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam diferenca estatistica significativa
(P<0,05).

Niveis de Ig total anti-EO (DO+ DP)

Niveis de
infestacac  Nenhum Meédio Baixo Alto  Médio Baixo Médio

Fenotipo
Susceptivel 0,22 0,12 0,7 0,54 0,59 0,51 0,29
(HPB) 10,177 £0,11"° 10,34" £0,22"°+0,48 +0,31*" 0,19°°

Resistente 0,14 0,47 0,28 0,38 0,41 0,40 0,22
(Nelore) +0,1° +0,37*° 10,2*° +0,17°!10,33* +0,31* +0,13°
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Figura 3. Niveis de anticorpos totais anti-extrato de larva nao ingurgitada de R. (B.) microplus nao
alimentadas presentes no soro periférico de animais fenotipicamente resistentes (nelore)
e suscetiveis (HPB) a infestacdao pelo carrapato. O controle negativo se refere ao soro
retirado de bezerros que nunca tiveram contato com o ectoparasita.

Tabela 3. Niveis de anticorpos totais anti-extrato de larva nao-ingurgitada de R. (B.) microplus
presentes no soro periférico de animais resistentes e susceptiveis submetidos a
diferentes niveis de infestacdo. D ou d: comparagcdo com a infestacdo anterior na mesma
raca; A ou a: comparagao entre os soros de animais resistentes e susceptiveis coletados na
mesma data e com mesmo nivel de exposicdo ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam
diferencga estatistica significativa (P<0,05).

.. Niveis de Ig total anti-EL (DO+ DP)
Niveis de

infestacao Nenhum Médio Baixo Alto Médio Baixo Médio

Fenotipo

Susceptivel 0,31 0,21 095 0,83 0,80 0,557 0,41
(HPB) +0,12 0,10"° +0,17°° 0,22°°+0,22"% +0,2*° +0,17*

Resistente 0,17 0,55 0,41 0,22 0,61 0,55 0,35
(Nelore) +0,1* +0,42°° 10,2"° +0,24"°+0,26"° +0,22°¢ +0,14°°
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Os niveis de anticorpos totais anti-saliva (Figura 4, Tabela 4) ndo possuem
diferenca entre animais resistentes e susceptiveis. Apesar disso podemos observar
uma queda mais brusca desses niveis nos animais suceptiveis no periodo de alta
infestacdo, evidenciando uma possivel modulacdo da producdo desses anticorpos

nesse periodo.
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Figura 4. Niveis de anticorpos totais anti-saliva de carrapato R. (B.) microplus presentes no soro
periférico de animais fenotipicamente resistentes (Nelore) e suscetiveis (HPB) a
infestacao pelo mesmo. O controle negativo se refere ao soro retirado de bezerros que nunca

tiveram contato com o ectoparasita.

Tabela 4. Niveis de anticorpos IgG anti-saliva de R. (B.) microplus presentes no soro periférico de
animais resistentes e susceptiveis submetidos a diferentes niveis de infestacdo. D ou d:
comparagao com a infestagao anterior na mesma raga; A ou a: comparagao entre os soros de
animais resistentes e susceptiveis coletados na mesma data e com mesmo nivel de exposicao
ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam diferenca estatistica significativa (P<0,05).
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L Niveis de Ig total anti-saliva (DO+ DP)
Niveis de

Infestagao  Nenhum Médio  Baixo  Alto  Médio Baixo Médio

Fenotipo

Susceptivel 0,35 0,36 042 024 039 0,31 0,35
(HPB) +0,18% +0,13%° +0,07*° +0,05°°+0,06°° +0,07*° +0,04*°

Resistente 0,42 0,42 0,35 0,34 0,36 0,40 0,38
(Nelore)  +0,37* +0,29*' +0,03*" 10,24*° +0,16° 0,26*° +0,02*

5.2. Os niveis de infestacao afetam a producao de subclasses de anticorpos em

animais resistentes e susceptiveis ao carrapato R. (B.) microplus

5.2.1. Imunoglobulinas e anticorpos da subclasse IgG1

Os resultados a seguir mostram a cinética de producao de imunoglobulina total
do isétipo IgG1 e de anticorpos IgG1 antigenos-especificos em bovinos resistentes
(Nelore) e susceptiveis (HPB) ao R. (B.) microplus, submetidos a diferentes niveis de
infestacao com o carrapato. A mensuracao das imunoglobulinas e anticorpos do isotipo
lgG1 presentes nos soros coletados em periodos estratégicos foi feita conforme ja
descrito em materiais e métodos. A infestagdo foi estimada através da média das
contagens em bovinos susceptiveis nos diferentes periodos. A contagem mais alta se
deu no més de abril e a menor no més de agosto.

Através dos resultados obtidos, pode-se observar que a cinética da producao de
lgG1 total (Figura 5, Tabela 5) mostra uma diferenca significativa durante o periodo de
alta infestacdo (P<0,001), onde os animais resistentes possuem maior quantidade
dessa imunoglobulina circulante que os susceptiveis.

Pode-se observar também que as quantidades circulantes dessa imunoglobulina
variam de acordo com 0s niveis de infestacdo. Em animais resistentes, apés o periodo
de alta infestacao, estes niveis ficam mais estaveis que em animais susceptiveis, que

sofrem uma queda brusca com posterior aumento de producédo dessa imunoglobulina.



55

100
1 = .
E HPB
g 1 Nelore s
E ] .
= 80 ]
E 1 .
= i
[} |
(o 60 M
> i .
. i
3 i
18 | *
S, 40 1
8 i
= i
© 1 .
3] i
5 2 . E l L
] F & F ‘

Antes da Média Baixa Alta Média Baixa Média

LU ) infe Ir ¢ ¥ w Y
09/11/03 16/12/03 07/02/04 04/04/04 18/07/64 15/08/04  15/10/04

Fig. 5. Concentracado de IgG1 em sangue periférico de bovinos com fenétipo resistente (R, nelore)
e suscetivel (S, HPB) ao carrapato R. (B.) microplus submetidos a infestacdo natural em
diferentes datas de coleta.

Tabela 5. Niveis de IgG1 total presentes no soro periférico de animais resistentes e susceptiveis
submetidos a diferentes niveis de infestacdo. D ou d: comparacdo com a infestagdo anterior
na mesma raga; A ou a: comparagdo entre os soros de animais resistentes e susceptiveis
coletados na mesma data e com mesmo nivel de exposi¢do ao R. (B.) microplus; maiusculas
indicam diferencga estatistica significativa (P<0,05).
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Niveis de IgG1 em mg/ml + Desvio Padrao
Niveis de g g

Infestagao  Nenhum Médio  Baixo  Alto  Médio Baixo Médio

Fenotipo
Susceptivel 15,1 12,7 36,0 204 5,8 52,1 21,5
(HPB) +3,2% +27%° 116,4"° 18,6 +1,7°° +17,4°° 54"°

Resistente 8,0 11,8 5,6 61,1 40,2 37,8 12,1
(Nelore) +1,4° 16,0°° +1,4°° +13,6"°+16,4" +12,9"9 2 27°

Os niveis de anticorpos IgG1 anti-extrato de ovo, larva ndo alimentada e saliva
foram mensurados pela técnica de Elisa com leitura da densidade 6tica a 450nm. Os
resultados obtidos (Figuras 6 a 8, e Tabelas 6 a 8) revelam que, apesar dos animais
resistentes possuirem niveis maiores de imunoglobulinas IgG1 durante o periodo de
alta infestacao, estes produzem menor quantidade de anticorpos IgG1 anti-extrato de
ovo (Figura 6, Tabela 6) e IgG1 anti- extrato de larva ndo alimentada (Figura 7, Tabela

7) que 0s animais susceptiveis no mesmo periodo.
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Figura 6. Niveis de anticorpos IgG1 anti-extrato de ovo de carrapato R. (B.)microplus presentes
no soro periférico de animais fenotipicamente resistentes (nelore) e suscetiveis (HPB) a
infestacao pelo carrapato. O controle negativo se refere ao soro retirado de bezerros que
nunca tiveram contato com o ectoparasita. Observar que os niveis de infestagao influenciam na
producao desses anticorpos, principalmente em animais da raga HPB.
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Tabela 6. Niveis de anticorpos IgG1 anti-extrato de ovo do carrapato R. (B.) microplus presentes
no soro periférico de animais resistentes e susceptiveis submetidos a diferentes niveis
de infestacdo. D ou d: comparacdo com a infestagdo anterior na mesma raca; A ou a:
comparagao entre os soros de animais resistentes e susceptiveis coletados na mesma data e
com mesmo nivel de exposi¢cdo ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam diferenca estatistica
significativa (P<0,05).

Niveis de laG1 anti-EO (DO + DP)

Niveis de . ,
infestacao Nenhum Médio Baixo Alto Médio Baixo
Animais
) 0.52 0,36 0,46 0,38 0,14
Susceptivel 0:09 0,07 DeD AD D AD AD
D +0,11 +0,1 +£0,20°" 40,05
(HPB) + 0,01 + O’OGA + 0,15A * *
. 0,12 0,05 0,07 0,22 0,15 0,21 0,03
Resistente , 5052 ,0/"° .01 4010 4012 10210 40,00
(Nelore)
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Figura 7. Niveis de anticorpos IgG1 anti- extrato de larva de carrapato R. (B.) microplus presentes
no soro periférico de animais fenotipicamente resistentes (Nelore) e suscetiveis (HPB) a
infestacdo pelo carrapato. O controle negativo se refere ao soro retirado de bezerros que
nunca tiveram contato com o ectoparasita. Observar que os niveis de infestagao influenciam na
produgao desses anticorpos, principalmente em animais da raga HPB.

Tabela 7. Niveis de anticorpos IgG1 anti-extrato de larva nao ingurgitada de R. (B.) microplus
presentes no soro periférico de animais resistentes e susceptiveis submetidos a
diferentes niveis de infestacdo. D ou d: comparacdo com a infestacdo anterior na mesma
raca; A ou a: comparagao entre os soros de animais resistentes e susceptiveis coletados na
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mesma data e com mesmo nivel de exposicdo ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam
diferencga estatistica significativa (P<0,05).

Niveis de laG1 anti-EL (DO + DP)

Niveis de . . . . .
infestacao Nenhum Medio Baixo Alto Medio Baixo Médio
Animais
Susceptivel
(HPpB) 018 %% o %% b °’§712AD O,Z 13'° 0":)813AD 0’1131411’\[)
+0,03° +018" +018 %O £ % % x5
Resistente 0,11 0,13 0,20 0,37 0,14 0,19 0,02

(Nelore)  +003%  +0,11"% +0,12°° +016" 1+000" +017"" 10,017

Em relacdo aos niveis de anticorpos IgG1 anti-saliva, ndo foi verificada
nenhuma diferengca entre as ragas avaliadas, porém os niveis de infestagdo sao
capazes de modular a produgcdo dos mesmos (Figura 8, Tabela 8). Este fato pode ser
evidenciado em periodos de alta infestacdo onde os niveis de anticorpos IgG1 anti-saliva sdo
minimos, sendo seguidos de um aumento significativo no periodo posterior de menor
infestacao.
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Controle  Antes Meédio  Baixo Alto Médio  Baixo Médio
Negativo 09/11/03 16/12/03 07/02/04 04/04/04 18/07/04 15/08/04 15/10/04

Niveis de infestacao

Figura 8. Niveis de anticorpos IgG1 anti-saliva de carrapato R. (B.) microplus presentes no soro
periférico de animais fenotipicamente resistentes (Nelore) e suscetiveis (HPB) a
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infestacdo pelo carrapato. O controle negativo se refere ao soro retirado de bezerros que
nunca tiveram contato com o ectoparasita.

Tabela 8. Niveis de anticorpos IgG1 anti-saliva de R. (B.) microplus presentes no soro periférico
de animais resistentes e susceptiveis submetidos a diferentes niveis de infestagcao D ou d:
comparagao com a infestagao anterior na mesma raga; A ou a: comparagao entre os soros de
animais resistentes e susceptiveis coletados na mesma data e com mesmo nivel de exposicéo
ao R. (B.) microplus; maiUsculas indicam diferenga estatistica significativa (P<0,05).

L. Niveis de IgG1 anti-saliva (DO+ DP)
Niveis de

infestacd0 Nonhum Médio  Baixo Alio  Médio Baixo Médio

Fenotipo
Susceptivel 0,212 0,105 0,06 0,07 0,33 0,21 0,048
(HPB)  $0,102° 0,138°° 10,008%° 10,007*° 10,15°° 10,07°°  10,03%"
Resistente 0,136 0,07 0,01 0,04 0,19 0,17 0,047

(Nelore) 0,101 :0,008%" 0,002*° 0,03* 0,16%° :0,00™  10,01™

5.2.2. Imunoglobulinas e anticorpos da subclasse IgG2

Os resultados a seguir mostram a cinética de producdo dos isétipos de
imunoglobulinas totais e de anticorpos IgG2 em bovinos resistentes (Nelore) e
susceptiveis (HPB) ao carrapato R. (B.) microplus, submetidos a diferentes niveis de

infestagdo com o mesmo.

Através dos resultados obtidos pode-se observar que a cinética da producéo de
lgG2 total mostra uma diferenca significativa durante o periodo de alta infestacao
(p<0,001), no qual animais resistentes possuem niveis maiores dessa imunoglobulina
circulante (Figura 9, Tabela 9), apesar do menor numero de parasitas sobre eles e,
conseqlientemente, menor exposicdo a antigenos. No periodo posterior a alta
infestacdo os animais da raca Nelore sofrem uma queda brusca nos niveis circulantes
dessa imunoglobulina, sendo esta caracteristica mantida nos proximos periodos em
que foram avaliados. Os animais susceptiveis possuem um comportamento
contrastante em relagcdo a produgéo de imunoglobulinas IgG2. Em periodos de alta

infestacdo, apesar do maior numero de parasitas sobre os animais, sua producao é
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significativamente menor do que em animais resistentes, sofrendo um aumento
significativo dos niveis circulantes apds esse periodo. Nos animais suscetiveis
também se observa uma queda significativa de imunoglobulina IgG2 total em relacéo a
amostra coletada durante o ciclo anterior.

40

= HpB
7 Nelore

30

7]

Antes da Média Baixa Alta Média Baixa Média

Concentragao de IgG2 em mg/ml

inf | cao ir cio I > ir ¢ ir cdo ir c
0911/03  46/12/03 o07/02004 040404 450704 150804  15/10/04

Figura 9. Concentracao de imunoglobulina IgG2 em sangue periférico de bovinos com fenétipo
resistente (Nelore) e suscetivel (HPB) ao carrapato R. (B.) microplus submetidos a
infestacao natural em diferentes datas de coleta.

Tabela 9. Niveis de IgG2 total presente no soro periférico de animais resistentes e susceptiveis
submetidos a diferentes niveis de infestacdo. D ou d: comparacdo com a infestagdo anterior
na mesma raga; A ou a: comparagao entre os soros de animais resistentes e susceptiveis
coletados na mesma data e com mesmo nivel de exposicdo ao R. (B.) microplus; mailsculas
indicam diferenca estatistica significativa (P<0,05).
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Niveis de IgG2 em mg/ml + Desvio Padrao
Niveis de g gL

infestad Nonhum Meédio  Baixo Alio Médio Baixo Médio

Fenotipo
Susceptivel 9,8A 7,0 g 10,5d 8,4AD 19,12D 10,1/?D 13’%d
HPB 16,1 +3,0° $9,3%° 166" 868" 36 +4,8
Resistente 6,8 6,5 10,3 19,23 4,0 3,0 5,7
Nelore 15,00 3272 1563 110237 11,770 108"0 a0

Quando se avalia a producao de anticorpos 1gG2 anti-extrato de ovo (Figura 10,
Tabela 10) podemos observar maiores niveis desse isotipo em todas as coletas nos
animais da raca HPB (p<0,02). Os animais susceptiveis, portanto, também sofrem
maior influéncia dos niveis de infestagdo sobre a produgédo de anticorpos anti-extrato
de ovo, demostrada pela forte oscilacdo na producédo destes, o que n&o ocorre nos

animais da raca Nelore.

[ HPB

1,0 1 1 Nelore

0,8 1

Densidade Otica

0,6

(450nm)

0,4

- E i EI
0!0 44— - M E
Controle  Antes Médio Baixo Alto  Médio Baixo Médio

Negalvo 49/11/03 16/12/03 07/02/04 04/04/04 18/07/04 15/08/04 15/10/04

Niveis de infestacéo

Figura 10. Niveis de anticorpos IgG2 anti-extrato de ovo de carrapato R. (B.) microplus presentes
no soro periférico de animais fenotipicamente resistentes e suscetiveis a infestacao pelo
carrapato. O controle negativo se refere ao soro retirado de bezerros que nunca tiveram contato
com o ectoparasita.
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Tabela 10. Niveis de anticorpos IgG2 anti-extrato de ovo do carrapato R. (B.) microplus presente
no soro periférico de animais resistentes e susceptiveis submetidos a diferentes niveis
de infestacdo. D ou d: comparacdo com a infestagdo anterior na mesma raca; A ou a:
comparagao entre os soros de animais resistentes e susceptiveis coletados na mesma data e
com mesmo nivel de exposi¢cdo ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam diferenca estatistica
significativa (P<0,05).

Niveis de IgG2 anti-EO (DO + DP)

Niveis de
infestacigo Nenhum Médio Baixo Alto Médio Baixo Médio
Animais
Susceptivel 0,56 0,28 0,61 0,51 0,10
,L.E.-.\ 0,15 033 AD AD AD AD
+0.18 AD +0,24 +0,12"" 10,33 + 0,31 + 0,0
1Y + 0,45
Resistente 0,09 0,05 0,09 0,13 0,17 0,04 0,02

(Nelore\  +02" +012" +02"°  +012" 41016  +0,07"° +001"°

A producao de anticorpos IgG2 anti-extrato de larva ndo alimentada é maior
durante e ap6s o periodo de alta infestagdo, em animais susceptiveis ao carrapato R.
(B.) microplus (Figura 11, Tabela 11). Em ambas as racas ocorre queda nos niveis de
anticorpos 1gG2 anti-extrato de larva durante o periodo de alta infestagdo com posterior
aumento no periodo seguinte, sendo a discrepancia maior em animais susceptiveis,

sugerindo uma imunomodulagdo mais forte nesses animais.
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Figura 11. Niveis de anticorpos IgG2 anti-extrato de larva de carrapato R. (B.) microplus
presentes no soro periférico de animais fenotipicamente resistentes (Nelore) e
suscetiveis (HPB) a infestacao pelo carrapato. O controle negativo se refere ao soro retirado
de bezerros que nunca tiveram contato com o ectoparasita.

Tabela 11. Niveis de anticorpos IgG2 anti-extrato de larva nao ingurgitada de R. (B.) microplus
presentes no soro periférico de animais resistentes e susceptiveis submetidos a
diferentes niveis de infestacdo. D ou d: comparagcdo com a infestacdo anterior na mesma
raca; A ou a: comparagao entre os soros de animais resistentes e susceptiveis coletados na
mesma data e com mesmo nivel de exposicdo ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam
diferencga estatistica significativa (P<0,05).

Niveis de IgG2 anti-EL (DO + DP)

Niveis de
infestacao Nenhum Meédio Baixo Alto Médio Baixo Meédio
Animais
Susceptivel 0,40 0,24 0,32 0,28 0,76 5 0,52 5 0,14
A aD A 40370 +022° 01
(HPB) +0,18%  +0,10"° +03 +0,14 0 0 x5
Resistente 0,21 0,38 0,70 0,15 0,38 0,26 0,05

(Nelore)  +04" +03™9 +019"° +0,14"° .024"° .028"° .01"
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Em ambas as racas ocorrem influéncia dos niveis de infestacdo sobre a
producao de anticorpos 1gG2 anti-saliva (Figura 12, Tabela 12).
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Figura 12. Niveis de anticorpos IgG2 anti-saliva de carrapato R. (B.) microplus presentes no soro
periférico de animais fenotipicamente resistentes (Nelore) e suscetiveis (HPB) a
infestacao pelo carrapato. O controle negativo se refere ao soro retirado de bezerros que

nunca tiveram contato com o ectoparasita.

Tabela 12. Niveis de anticorpos IgG2 anti-saliva de R. (B.) microplus presente no soro periférico
de animais resistentes e susceptiveis submetidos a diferentes niveis de infestacdo. D ou
d: comparagao com a infestacdo anterior na mesma raga; A ou a: comparagao entre 0s soros de
animais resistentes e susceptiveis coletados na mesma data e com mesmo nivel de exposicao
ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam diferenga estatistica significativa (P<0,05).

Niveis de IgG2 anti-saliva (DO+ DP
Niveis de iveis de 19G2 anti-saliva (DO+ DP)

Infestagao Nenhum Médio  Baixo  Alto  Médio Baixo Médio

Fenotipo
Susceptivel 0,104 029 064 041 031 009 053
(HPB) $0,04"  $0,06°° 0,22 10,139 10,15"" 10,02 10,15°
Resistente 0,02 0,31 0,27 0,40 0,07 0,08 0,27

(Nelore)  $0,008" 10,18 10,05 10,14 2000"° 017" 10,19
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5.2.3. Producao de imunoglobulinas e anticorpos no soro extraido do local de
fixacdo do carrapato

Ao avaliar o soro retirado do local de fixacdo do parasita e de pele néo
parasitada, apds o primeiro contato com o parasita e apo6s alta infestagdo, pode-se
observar que os animais resistentes possuem um nivel de IgG1 menor (P=0,041) que
0s susceptiveis, porém sem diferenca entre os diferentes locais de coleta (Figura 13).
Podemos observar, também, que hd um aumento dos niveis de IgG1 em periodos de
alta infestacao, sem tampouco haver diferenga significativa entre os diferentes locais

de coleta das amostras em ambas as racgas.

120
[ Coleta 12/2003
1 Coleta 10/2004
100 -
E 80 1
IS
IS
QE) 60 * .
: \L
= I R
— 404
20 - @ T T
0
N S S L S S
S ) SRS SR R OEAN
> Q N Q %
¢ P @R

Figura 13. Concentracdao de IgG1 em soros extraidos de biopsias de bovinos com fenétipo
resistente (Nelore) e susceptivel (HPB) ao carrapato R. (B.) microplus em diferentes
datas de coleta. Nao ha diferenga significativa entre as quantidades de IgG1 presentes nas
bidpsias infestadas e normais. *Diferenga estatistica significativa (P= 0,041) entre os niveis de
IgG1 no sangue proveniente de bidpsias de animais da raca HPB e Nelore.

A avaliagcdo do soro retirado do local de fixacdo do parasita e de pele néao
parasitada, apds o primeiro contato com o parasita e apds alta infestagdo, mostra que
ndo ha uma diferenca estatistica significativa entre a produgédo de 1IgG2 em ambos os

grupos nos periodos avaliados (Figura 14).
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Figura 14. Concentracao de IgG2 em soros extraidos de bidpsias de bovinos com fenétipo
resistente (Nelore) e susceptivel (HPB) ao carrapato B. microplus coletados em
periodos de baixa infestacdo sem contato prévio (12/2003) e alta infestacao (10/2004).
Nao ha diferenca significativa nas quantidades de 1gG2 presentes nas diferentes biépsias

infestadas e normais.

Também foi feita a avaliacdo dos niveis de anticorpos, contra antigenos

do carrapato, no soro retirado do local de fixagcao do parasita e de pele nao parasitada,

apds alta infestacao.

No caso de anticorpos anti-extrato de ovo (Figura 15), anti-extrato de

larva ndo-ingurgitada (Figura 16) e anti-saliva (Figura 17) podemos observar, para os

isotipos 1gG1, 1gG2 e IgE, que hd uma diferenca estatistica significativa entre a

producao em ambos 0s grupos, refletindo os resultados obtidos com o soro periférico.

Nao ha diferenca na quantidade de qualquer isotipo de anticorpo presente em pele

normal ou com parasita fixado, numa mesma raga, no periodo avaliado.
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Figura 15. Niveis médios de anticorpos anti-extrato de ovo de carrapato R. (B.) microplus
presentes no soro coletado de biopsia de pele infestada (com carrapato fixado) ou
normal (sem o carrapato fixado) em periodo posterior a alta infestacdo. Ha diferenca
estatistica significativa entre os niveis de anticorpos proveniente de biépsias normais (+; P<

0,04) e infestadas (*;

microplus.
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Figura 16. Niveis médios de anticorpos anti-extrato de larva nao-ingurgitada de carrapato R. (B.)
microplus presentes no soro coletado de biopsia de pele infestada (com carrapato
fixado) ou normal (sem o carrapato fixado) em periodo posterior a alta infestacao. Ha
diferenga estatistica significativa entre os niveis de anticorpos proveniente de bidpsias

normais (+; P< 0,05) e infestadas (*;
(Nelore) ao R. (B.) microplus.

P<0,03) de animais susceptiveis (HPB) e resistentes
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Figura 17. Niveis médios de anticorpos anti-saliva de carrapato R. (B.) microplus presentes no
soro coletado de bidpsia de pele infestada (com carrapato fixado) ou normal (sem o
carrapato fixado) em periodo posterior a alta infestacdo. Ha diferenca estatistica
significativa entre os niveis de anticorpos proveniente de bidpsias normais (+; P< 0,007) e
infestadas (*; P<0,001) de animais susceptiveis (HPB) e resistentes (Nelore) ao R. (B.)
microplus.

5.3. A _frequéncia de alétipos de 1gG2 dos animais usados nos experimentos

varia de acordo com o fendtipo de infestacao

Os dois principais aldtipos de IgG2 em bovinos sdo a IgG2® (antigo alelo
soroldgico A1 e atual v2%) e a IgG2° (antigo alelo sorolégico A2 e atual y2°). O alétipo
12° é mais eficiente em ativar a cascata de complemento pela via classica que a 22
(BASTIDA-CORCUERA, 1999). Fenotipamos, numa avaliagdo preliminar, os animais
usados no experimento (Tabela 13) empregando dois soros anti-al6tipos que

distinguem homozigotos para y2° ou homozitogotos para y22 ou heterozigotos y22y2°.
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Tabela 13. Alétipos de IgG2 dos animais usados nos experimentos.

Animais Alétipo de Animais Alétipo de
susceptiveis 1gG2 resistentes lgG2
(HPB) (Nelore)
01 yZb 13 yZb
02 ,Yza ou a,Y2b 14 ,Y2b
03 yZb 15 yzb
04 ygb 16 y2b
05 Yza ou YZaYZb 17 Yzb
06 723 ou 'YZaYZb 18 Yzb
07 122 ou ’Y2a72b 19 yzb
08 723 ou 'YZaYZb 20 Yzb
09 Yga - Y2aY2b 21 Y2b
10 ,Yza ol ,Yza,Yzb 22 ,Yza ol ,Yza,Yzb
11 728 - YZaYZb 23 Yzb
12 122 ou y2y2° 24 2% ouy2%y2°

O teste do chi quadrado mostra que a freqiiéncia dos gendtipos y2°y2° &
significativamente (P = 0,014) mais alta entre os bovinos resistentes ao carrapato dos
que os gendtipos 12%12° e v2%y2* que sdo mais freqiientes entre os bovinos suscetiveis
(Figura 18 e Anexo 2).

Nelore -

(N=12) [ 16,6% 83,4%

(n=12)

75% 25%

Bl gG22 (A1/AT ou A1/A2) [ 19G2° (A2/A2)

Figura 18. Freqliéncia dos alétipos de IgG2 nos animais resistentes e susceptiveis ao carrapato
R. (B.) microplus.
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5.4. OS NIiVEIS DE ANTICORPOS IGE ANTI-EXTRATO DE OVO, LARVA E SALIVA
SAO MAIORES EM ANIMAIS SUSCEPTIVEIS

Os niveis de anticorpos IgE anti-extrato de ovo em animais resistentes
sofreramm um aumento durante o primeiro contato com o carrapato R. (B.) microplus,
seguido de uma queda continua nos periodos posteriores. Os animais susceptiveis
possuem maiores niveis circulantes desses anticorpos quando comparados aos animais
resistentes. Apds o periodo de alta infestacdo os niveis destes sofrem uma queda
brusca sugerindo algum efeito da quantidade de carrapatos fixados sobre a sua
producdo e/ou depuracao (Figura 19, Tabela 14) mas voltam a subir apés um certo
periodo.
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Figura 19. Niveis de anticorpos IgE anti-extrato de ovo de R. (B.) microplus. O controle negativo se
refere ao soro retirado de bezerros que nunca tiveram contato com o ectoparasita. Observar a
diferenca na producao entre ambas as ragas e conforme os niveis de infestagao, principalmente

nos animais da raga HPB.

Tabela 14. Niveis de anticorpos IgE anti-extrato de ovo de R. (B.) microplus presentes no soro
periférico de animais resistentes e susceptiveis submetidos a diferentes niveis de
infestacao ao carrapato. D ou d: comparagao com a infestagdo anterior na mesma raga; A ou
a: comparagao entre os soros de animais resistentes e susceptiveis coletados na mesma data e
com mesmo nivel de exposi¢cdo ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam diferenca estatistica

significativa (P<0,05).

Niveis de IgE anti-EO (DO+ DP
Niveis de g (DO+ DP)
infestacd® Nonhum Médio  Baixo Alto  Médio Baixo Médio

Fenotipo
Susceptivel 040 041 034 022 001 03 0,41
(HPB)  10,16" 0,09"! 10,12"° £0,11"°+0,03"° 10,2"° 0,19

Resistente 0,11 0,22 0,11 0,04 0,007 0,01 0,01
(Nelore)  +0,09" +0,13"° +0,04*° %0,05"°+0,01°°+0,002"° %0,04™

A producdo de anticorpos IgE anti-extrato de larva nao ingurgitada segue

praticamente o0 mesmo comportameto que os anti-extrato de ovo, como pode ser
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observado a seguir. A diferenca se encontra no fato de ambas as ragcas possuirem
niveis circulantes indetectaveis desses anticorpos apds sofrerem uma alta infestacao.
Essa condicdo é mantida em animais resistentes, ao contrario dos susceptiveis cujos

niveis aumentam significativamente (Figura 20, Tabela 15).
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Figura 20. Niveis de anticorpos IgE anti-extrato de larva de R. (B.) microplus. O controle negativo
se refere ao soro retirado de bezerros que nunca tiveram contato com o ectoparasita. Observar
a diferenga na producéo entre ambas as ragas conforme os niveis de infestagao.

Tabela 15. Niveis de anticorpos IgE anti-extrato de larva nao-ingurgitada de R. (B.) microplus
presente no soro periférico de animais resistentes e susceptiveis submetidos a diferentes
niveis de infestacdo com carrapato. D ou d: comparagdo com a infestagao anterior na mesma
raca; A ou a: comparagao entre os soros de animais resistentes e susceptiveis coletados na
mesma data e com mesmo nivel de exposicdo ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam
diferenca estatistica significativa (P<0,05).

Niveis de IgE anti-EL (DO+ DP
Niveis de iveis de IgE anti (DO+ DP)

Infestagao Nenhum Médio  Baixo  Alto  Médio Baixo Médio

Fenotipo
Susceptivel 0,07 0,05 0,08 0,07 0,0 0,07 0,14
(HPB) $0,09" 0,05  $0,07"  20,09" 100 :0,08"° 10,13
Resistente 0,03 0,12 0,04 0,005 0,00 0,00 0,0

A AD AD AD ad Ad ’Ad
(Nelore) $0,06" 011 $0,04"°  £0,001"°  +0,0°  £0,000 0,0
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R. (B.) microplus sao

significativamente maiores em animais susceptiveis. Estes também sofrem uma

modulacao e/ou depuracao apds o periodo de alta infestacdo. Os animais resistentes

produzem anticorpos IgE anti-saliva somente apés o primeiro contato com o carrapato;

nos periodos seguintes 0s niveis desses anticorpos sao indetectaveis (Figura 21,

Tabela 16).
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Figura 21. Niveis de anticorpos IgE anti-saliva de R. (B.) microplus. O controle negativo se refere ao
soro retirado de bezerros que nunca tiveram contato com o ectoparasita. Observar a diferengca

na produgao entre ambas as ragas conforme os niveis de infestacéo.

Tabela 16. Niveis de anticorpos IgE anti-saliva de R. (B.) microplus presente no soro periférico de
animais resistentes e susceptiveis submetidos a diferentes niveis de infestacao com o
carrapato. D ou d: comparagdo com a infestagcao anterior na mesma raga; A ou a: comparagao
entre os soros de animais resistentes e susceptiveis coletados na mesma data e com mesmo
nivel de exposicdo ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam diferenga estatistica significativa

(P<0,05).
. Niveis de IgE anti-saliva (DO+ DP)
Niveis de
infestacao Nenhum Meédio Baixo Alto Médio Baixo Meédio
Fenotipo
Susceptivel 0,07 0,02 0,03 0,06 0,0 0,06 0,11
(HPB) 10,07  :0,006"° 0,05  0,06"° $0,0°° 0,001"° :0,11"
Resistente 0,0 0,006 0,0 0,0 0,00 0,00 0,0
+0,0°  20,01"° +0,0°° +0,0"¢  £0,0¢ 10,000 +0,0

(Nelore)
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5.5 Niveis de Proteinas de Fase Aguda (APP) produzidos pelos animais

resistentes e susceptiveis a infestacao com R. (B.) microplus

Para verificar se os niveis de infestagdo com o carrapato R. (B.)
microplus provocam alteracdo na producéo das principais APPs e, consequentemente,
na modulacdo da resposta inflamatéria desenvolvida por bovinos reistentes e
susceptiveis, foi feita a dosagem sérica destas nas diferentes coletas efetivadas,
conforme ja descrito em materiais e métodos. Os resultados obtidos para cada uma

dessas proteinas estao sob forma de grafico, mostrados abaixo.

5.5.1 Amildide A Sérica (SAA)

Os niveis de amiloide A sérica variaram de indetectaveis, em ambas as racas
no periodo de média infestagdo, a diferenciais entre os animais resistentes e

susceptiveis no periodo apds a alta infestacdo (Figura 22).
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Figura 22. Niveis de amildide A no soro periférico de animais infestados pelo carrapato B.
microplus. Nao ha diferenga estatistica significativa entre as diferentes coletas dos animais
da raca Nelore e HPB. H4 diferenca estatistica significativa (*p=0,048) entre ambas as ragas
somente no periodo apds a alta infestagéo.
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5.5.2. Haptoglobulina (Hp)

Os niveis da Hp variaram no soro dos animais de acordo com os niveis de
infestacdo, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre as ragas susceptivel e
resistente ao carrapato (Figura 23).
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Figura 23. Niveis de haptoglobulina no soro periférico de animais infestados pelo carrapato B.
microplus. Ndo ha diferenca estatistica significativa entre as diferentes coletas dos animais
da raca Nelore nem tampouco entre ambas as racas nas coletas especificadas. Ha diferenca
estatistica significativa entre animais da raga HPB nos tempos especificados (*p<0,001 e **p=
0,08)



5.5.3. Glicoproteina acida alpha-1 (a-1AGP)
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Os animais susceptiveis ao carrapato possuem uma quantidade circulante maior

dessa APP sendo estatisticamente diferente nos periodos antes da exposicao a

infestacdo pelo carrapato R. (B.) microplus e durante o periodo de alta infestagédo

(Figura 24).
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Figura 24. Niveis de glicoproteina alpha-1 no soro periférico de animais infestados pelo carrapato
B. microplus. Ha diferenca estatistica significativa entre ambas as ragas em todos os
periodos citados (*p<0,05), exceto no de baixa infestagcdo. Nao ha diferenga estatistica
significativa entre as diferentes coletas dos animais da raca HPB porém, nos animais da raga
nelore, ocorre uma diferenga significativa entre os periodos de alta infestagéo, o anterior e

posterior.
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5.5.4. Transferrina sérica

Os niveis de transferrina sérica variaram entre os animais de acordo com 0s niveis de
infestacdo, porém nao houve diferenca significativa entre os fendtipos resistentes e
susceptiveis ao R. (B.) microplus (Figura 25).
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Figura 25. Concentracao de transferrina em sangue periférico de bovinos com fenoétipo resistente
(Nelore) e suscetivel (HPB) ao carrapato B. microplus submetidos a infestacdo natural
em diferentes datas de coleta.

Tabela 17. Niveis de transferrina em sangue periférico de bovinos com fenétipo resistente
(Nelore) e suscetivel (HPB) ao carrapato B. microplus submetidos a infestacao natural em
diferentes datas de coleta. D ou d: comparagao com a infestacao anterior na mesma raga; A
ou a: comparagao entre os soros de animais resistentes e susceptiveis coletados na mesma
data e com mesmo nivel de exposicdo ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam diferenca
estatistica significativa (P<0,05).

L Niveis deTransferrina em mg/ml + Desvio Padrao
Niveis de

infestacao

Nenhum Médio Baixo Meédio Baixo Médio

Fenotipo
Susceptivel 50,23 29,38 38,49 16,27 27,31 43,7
(HPB)  +11,43* $22,69%°+16,11?° +7,33*° 12,84°° +33,6™

Resistente 22,79 26,68 27,16 16,64 20,93 33,56
(Nelore)  +11,37* $14,73*+12,97* 17,76 *°"** 126,05
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5.6. OS NIVEIS DE OXIDO NIiTRICO PRODUZIDOS NO SORO PERIFERICO DE
ANIMAIS RESISTENTES E SUSCETIVEIS VARIAM DE ACORDO COM OS
NiVEIS DE INFESTACAO

A dosagem de Oxido nitrico no soro periféricos dos animais submetidos aos
experimentos anteriores (Figura 26, Tabela 17) foi feita com o intuito de se avaliar mais
um parametro da resposta imune inflamatéria desses animais e elucidar seu papel,
juntamente com as APPs, na defesa do hospedeiro contra o carrapato R. (B.)
microplus. Os resultados obtidos mostraram que ndo ha diferenca entre as racas,

porém, sua producao esta associada aos niveis de infestacao dos hospedeiros.
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Figura 26. Dosagem de oxido nitrico no soro periférico de animais fenotipicamente resistente
(Nelore) e susceptivel (HPB) ao carrapato B. microplus. (*) Diferenca estatistica
significativa entre HPB e Nelore (P<0,05).

Tabela 17. Niveis de dxido nitrico produzidos frente a infestacao pelo carrapato R. (B.) microplus
presente no soro periférico de animais resistentes e susceptiveis submetidos a diferentes
niveis de infestacao. D ou d: comparagdo com a infestagdo anterior na mesma raga; A ou a:
comparagao entre os soros de animais resistentes e susceptiveis coletados na mesma data e

com mesmo nivel de exposi¢cao ao R. (B.) microplus; mailsculas indicam diferenga estatistica
significativa (P<0,05).

L. Niveis de NO; (DO+ DP)
Niveis de

Infestagao Nenhum Médio  Baixo  Alto  Médio Baixo Médio

Fenotipo
Susceptivel 16,03 12,72 10,06 13,67 18,96 11,6 11,9
(HPB) +4,3° +1,0* +2,0° 1,77 £3,7° 10,7 0,4
Resistente 13,75 12,97 13,06 1329 225 14,7 13,9

a ad ad ad aD AD ad
(Nelore) 4,85 115 10,41 £1,9° 4,3 £1,5 14,1
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6. DISCUSSAO

Entre os hospedeiros bovinos existem racas geneticamente resistentes e
susceptiveis ao carrapato R. (B.) microplus (UTECH et al, 1978). Como pode ser
observado nos resultados aqui apresentados 0s animais resistentes e susceptiveis
produzem niveis variados de imunoglobulinas, o que torna os anticorpos candidatos ao
papel de mediador da expressao dos fendtipos de resisténcia ou susceptibilidade ao
parasita.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se observar que antes
e durante as infestacdes com carrapatos os niveis de IgG1 e IgG2 total sdo maiores em
animais da raga HPB, susceptiveis a infestagdes pelo carrapato R. (B.) microplus, do
que em animais da raga nelore, resistentes, exceto durante o periodo de alta
infestag@o, quando ocorre uma inversao nos niveis medidos nas duas ragas com ambos
os is6tipos de imunoglobulinas. As diferengas que ocorrem nos niveis totais de classes
e subclasses de imunoglobulinas entre diferentes linhagens de camundongos e ragas
humanas (MADDISON e REIMER, 1976) ja estdo bem estabelecidas, o mesmo
ocorrendo entre as diferentes ragas de bovinos (RECHAV, 1987). Esses dados indicam
que, apds certo limiar de infestagcdao, o numero de carrapatos esta inversamente
relacionado com os niveis de imunoglobulinas, modulando-os negativamente nos
bovinos susceptiveis durante periodos de intensa infestacdo, apesar da maior
exposicao aos antigenos parasitarios. Os dados sugerem que essa modulagdo decorre
de uma depuracado maior de imunoglobulinas e/ou é proporcionada as custas de uma
inibicdo na fungcao dos linfécitos B. Como pode ser observado nos periodos de alta
infestacdo sempre ha queda dos niveis de anticorpos produzidos, principalmente em
animais susceptiveis. Esse fato pode ser explicado pela presenca de moléculas
imunossupressoras presentes na saliva. CAVASSANI et al (2005) demonstraram que a
saliva de R. sanguineus é capaz de inibir a diferenciacdo e maturacdo de células
dendriticas. Resultados recentes mostram que ha diminuicao da migracao e expressao
de moléculas co-estimulatorias (CD80 e CD86) em células dendriticas murinas, in vitro,

na presenca de saliva de R. sanguineus, bem como a secrec¢éo de IL-10, IFN-y e TGF-B
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por células T (OLIVEIRA, manuscrito em preparacao). Esses fatos podem ter como
consequéncia a diminuicdo da apresentagdo de antigenos para células T e,

conseqlientemente, a diminuicdo da ativacao de células e B e producao de anticorpos.

Por estarem expostos a infestagcbes naturais pelo carrapato, os animais
experimentais poderiam estar infectados com Babesia spp, que, teoricamente, podem
induzir a ativacao policlonal de linfécitos B com producao de anticorpos heterdfilos
(BROWN et al, 1991 e 1998). Tal possibilidade explicaria os titulos relativamente altos
de anticorpos especificos para os antigenos supostamente ocultos, representados nos
extratos de ovos e de larvas nao alimentadas. Testes de ELISA foram empregados
para verificar a presenca de anticorpos especificos para antigenos de Babesia bovis,
Babesia bigemina e Anaplasma spp., 0s principais patdgenos transmitidos pelo
carrapato R. (B.) microplus. Os Elisas foram feitos no laboratério de Imunoparasitologia
da Professora Rosangela Zacarias (Unesp/Jaboticabal) tendo-se verificado que todos
0s animais se encontravam infectados pelos trés parasitas (Anexo1). No entanto, cabe
dizer neste momento que nenhum dos animais apresentou sintomas clinicos
compativeis com Tristeza Parasitaria dos bovinos, inclusive anemia (cada coleta foi
acompanhada de hemograma completo; dados ndo mostrados).

Sabe-se que bovinos com deficiéncia de IgG2 tem uma incidéncia maior de
infeccoes piogénicas (NANSEN, 1972). Sua presenca esta relacionada com a
resisténcia a infeccdes bacterianas extracelulares devido a sua agdo como opsonina,
que €é desempenhada de melhor forma que a IgG1, ativando a cascata de
complemento. Os dois principais alétipos de IgG2 em bovinos sdo a IgGy2® e a IgGy2°.
Esta ultima é mais eficiente em ativar a cascata de complemento pela via classica que
a lgGy2® (BASTIDA-CORCUERA, et al., 1999), mecanismo efetor que parece ser
deletério ao carrapato tendo em vista os inibidores de complemento encontrados em
sua saliva, ja mencionado acima. Com relagdo ao soro recolhido no local de fixacao do
carrapato, pode-se observar uma ligeira deple¢cdo de 1gG2 quando comparadas ao

soro de pele normal nos animais da raca HPB.
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Os efeitos biolégicos das diferengcas alotipicas na capacidade de
imunoglobulinas de hospedeiros ligarem-se a PLIGs de patdégenos ja foram descritos
quanto ao desfecho clinico da interagdo de bovinos com a bactéria Haemophilus
somnus, e a interacdo de diferentes alotipos de IgG bovina com proteina G de
estreptococos e proteina A de estafilococos (BATISTA-CORCUERA et al., 1999). Até
onde vai nosso conhecimento, esse € o Unico caso descrito onde um alotipo de 1gG
confere resisténcia ou susceptiblidade a um patdégeno por causa da menor ou maior

capacidade de ligar-se a uma molécula de escape do patégeno.

Evidentemente que alétipos de outras subclasses de IgG bovinas, ja descritas
para IgG1 e IgG3, podem também afetar a ligagdo destas imunoglobulinas as PLIGs
de R. (B.) microplus. Essa possibilidade € sugerida pelo fato do carrapato possuir trés
tipos de PLIGs, A, B e C (WANG e NUTTALL, 1994), que podem ter especificidade
para subclasses diferentes de IgG.

Nossos resultados sdo compativeis com uma depuracgao significativa mediada
por PLIGs putativas de R. (B.) microplus durante infestagbes muito intensas com o
parasita. Cabe, entdo, perguntar como a PLIG parasitaria afetaria a producgéo de IgG.
Embora a protedlise seja uma possibilidade para o mecanismo de agdo das PLIGs,
ndao ha nenhuma evidéncia em suas sequéncias protéicas de que qualquer uma das
PLIGs de carrapatos conhecidas tenha atividade enzimética proteolitica que pudesse

degradar diretamente as IgG plasmaticas.

Outra explicacdo alternativa é a de que as PLIGs do carrapato podem promover
a destruicdo indireta das IgGs. Os receptores neonatais de Fc de IgG (FcRn),
recentemente descritos em bovinos (DOLESCHALL et al, 2005), tém papel importante
na manutencao dos niveis séricos de IgG (GHETIE e WARD, 2000). Sabe-se que as
imunoglobulinas interiorizadas por células fagociticas por meio dos FcRn séo
protegidas de degradacao intracelular por enzimas lisossomais e sdo exocitadas para
retornarem novamente ao plasma (WARD et al., 2003). Esse sistema homeostatico é

saturavel e também é afetado pela afinidade com que as IgGs ligam-se aos FcRn
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(ZHOU et al., 2003). As PLIGs do carrapato poderiam afetar a interacao das IgGs com
as FcRn, desviando-os da via de salvamento para a de degradacao nos lisossomas.

A mensuracgao de anticorpos IgE demonstrou que animais susceptiveis produzem
altos niveis de anticorpos desse is6tipo contra antigenos presentes na EO, EL e saliva
do carrapato R. (B.) microplus. Esses resultados estdo em concordancia com os obtidos
por KASHINO et al (2005). Além disso, ja se sabe que infestacbes por carrapatos
polarizam a resposta para Th2 em modelo murino (CHRISTIE at al, 1999; FERREIRA e
SILVA, 1999) com um aumento gradual nos niveis de IgE (CHRISTIE et al, 1999),
sendo que os camundongos sao suscetiveis ao carrapato e nao desenvolvem nivel de
resisténcia similar ao dos bovinos zebuinos. Os niveis de IgE em bovinos resistentes
sdo menores ou quase indectaveis. Esse achado representa, por outro lado, uma
aparente contradicdo devido ao fato de a histamina, liberada por meio da
desgranulacdo de mastocitos armados com IgE especifico, ter uma papel importante na
resisténcia ao carrapato. Glandulas salivares de carrapatos R. (B.) microplus
expressam abundantemente genes com similaridades a outros que codificam
lipocalinas e proteinas ligantes de histamina, um forte indicio de que a histamina, de
fato, é um mediador importante (BRANDAO et al., manuscrito em preparacdo). No
entanto, além da IgE, a quimiocina MIP1-a e os componentes de complemento C3a e
Cbha também atuam desgranulando mastécitos. Esse resultado também sugere que
ocorre 0 desenvolvimento de uma resposta atdpica atipica contra o carrapato, ja que os
animais taurinos podem morrer em decorréncia da infestacao pelo R. (B.) microplus
porém, a letalidade reside em fatores fisioldgicos, como anemia profunda, por exemplo,

e ndao a uma reacao anafilatica.

Conforme os resultados obtidos a cerca das proteinas de fase aguda, os niveis
de SAA e Hp sao os que mais variaramm, respondendo as infestacbes em
quantidades oscilantes. A a-1AGP foram encontradas em niveis moderados, muito
provavelmente devido a exposicao continua dos hospedeiros ao carrapato. A resposta
da o-1AGP é gradativa e mais prolongada do que a SAA. Como essa APP esta

associada a condigbes inflamatérias crénicas, sua cinética pode ser uma indicagdo da
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produgao prolongada de citocinas pré-inflamatérias (HORADAGODA et al, 1999), que
poderao ser avaliadas em estudos futuros. Uma das funcdes descritas para a o-1AGP
€ a imunossupressao (LOGDBERG et al, 2000) e sua presengca em bovinos esta
correlacionada com a diminuigdo da blastogénese linfocitica e leucopenia (MOTOI et
al, 1992), que pode ser uma das explicagdes para a susceptibilidade dos animais da
raca HPB, que possuem niveis aumentados dessa APP antes da infestagao.

A partir das informagbes sobre a Hp e sua atuacdo sobre a resposta imune
através da indiponibilizacdo do grupamento heme e seus metabdlitos, juntamente com
os resultados obtidos, podemos inferir que o0s seus niveis, que aumentam
significantemente durante as infestagdes nos animais da ragca HPB, participam na
modulacdo da resposta inflamatéria, ajudando, juntamente com outros mecanismos
propostos, na modulagdo do padrao da resposta imune desses animais para Th2 nao
protetora.

Os niveis de SAA, que se encontram aumentados em bois resistentes e
indetectaveis em bois susceptiveis apos o periodo de alta infestacdo, sugerem que os

primeiros animais desenvolvem uma resposta inflamatoéria, protetora, mais acentuada.

A saliva do carrapato € capaz de suprimir a producéo de IL-1 pelos macrofagos
do hospedeiro (RAMACHANDRA e WIKEL, 1995). Isso pode explicar a diminui¢cao
relativa nos niveis de APPs em bovinos susceptiveis quando comparados aos
resistentes, que apesar de serem pouco infestados possuem um nivel plasmatico

semelhante aos dos animais susceptiveis muito infestados.

A transferrina € um carreador de ferro, que ndo é encontrado livre no plasma.
Essa proteina é classificada como sendo uma proteina de fase aguda negativa, ou seja,
sua producdo diminui durante uma reacdo de fase aguda (GRUYS et al., 2005). E
interessante observar que antes da exposigcao as infestagdes naturais com carrapatos,
0s niveis dessa proteina sao significativamente maiores nos bovinos resistentes ao
carrapato quando comparados com os niveis em animais suscetiveis. E possivel que
um dos mecanismos de resisténcia dos bovinos resistentes seja o de contar com uma

maior disponibilidade de ferro. Esse ferro ndo necessariamente compensaria as perdas
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causadas pela hematofagia, uma vez que nos bovinos resistentes estas sdo minimas.
Mas os niveis altos de transferrina levariam ao carrapato quantidades de um elemento
que em excesso € téxico para qualquer animal ou microoganismo (SCHAIBLE e
KAUFMANN, 2005). O ferro possui papel fundamental no metobolismo da hemoglobina,
umas das principais proteinas ingeridas pelo carrapato, e participa de diversos eventos
relacionados com a resposta imune (NOVELLI et al, 2004; VAN RESBURG, 2004;
BOWLUS, 2003; MULERO et al, 2002). A deficiéncia de ferro leva a danos na resposta
humoral e celular, sendo uma das mais profundas mudangas a redugcéao da quantidade
de células T periféricas e atrofia do timo (BOWLUS, 2003). Além de modular
indiretamente a resposta imune via indisponibilizagdo de ferro, a transferrina também
atua diretamente sobre macréfagos induzindo a produgao de 6xido nitrico (STAFFORD
et al, 2002). Nos resultados obtidos podemos observar que apds o periodo de alta
infestacdo ocorre diminuicdo nos niveis de transferrina sérica com concomitante
aumento de oOxido nitrico circulante, sugerindo o consumo dessa APP por receptores
especificos presentes em macrofagos com posterior indu¢cdo da liberacdo do oxido
nitrico. Como nao ha dados diponiveis para a transferrina durante o periodo de alta
infestacdo, podemos sugerir apenas que o carrapato R. (B.) microplus, de alguma
forma, modula a producdo dessa APP, que influencia diretamente na atividade de
macroéfagos e conseqlientemente na resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro.

Assim, a biologia das APPs é compativel com nossos resultados no sentido de
que a APP com capacidade imunossupressora, o-1AGP, estd relativamente
aumentada nos animais susceptiveis ao carrapato. Ao mesmo tempo, a SAA, com
antividade proé-inflamatéria, encontra-se aumentada nos bovinos resistentes, ainda
mais se considerarmos o menor numero de lesées cutdneas causadas por picadas que
desencadeariam a producao da SAA. As infestacdes com carrapatos provocaram um
aumento similar nos niveis de Hp nas duas ragas bovinas, também podendo-se dizer
que o aumento é relativamente maior nos animais resistentes considerando-se, mais
uma vez, o menor numero de lesGes cutdneas causadas por picadas que
desencadearam a producao da Hp. Como a Hp também tem atividade pré-inflamatéria,
pode-se dizer que os bovinos resistentes manifestam seu fenétipo de infestagcao por
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meio de reacOes de fase aguda inflamatérias. Isso pode ter um custo metabdlico para
o hospedeiro bovino e, de fato, os produtores informam que apesar de ragas zebuinas
apresentarem um menor numero de fémeas se alimentando nos bovinos, ocorrem
perdas produtivas. Um estudo avaliou as perdas de peso em zebuinos expostos ao R.

(B.) microplus e confirmou essas observacao empiricas (Embrapa).
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7. CONCLUSAO
Em concluséo, os resultados obtidos mostram que:

1. Ha diferenca no perfil de producdo sérico de imunoglobulinas e
anticorpos produzidos pelos animais resistentes e susceptiveis.

2. Durante os periodos de alta infestacdo os niveis séricos de anticorpos
IgG1 e IlgG2 sofrem queda brusca em animais susceptiveis.

3. O alétipo IgGy2® é mais freqliente em animais fenotipicamente
resistentes ao carrapato R.(B.) microplus, podendo ser utilizado como
um importante marcador de resisténcia.

4. Os niveis séricos de anticorpos IgE se encontram aumentados somente
em hospedeiros susceptiveis, sugerindo que esse isétipo talvez nao
tenha papel na re-ordenagéo da resposta imune contra a infestag@o por
carrapatos.

5. Os niveis de anticorpos mensurados no local de fixagdo do carrapato
refletem os niveis séricos, sugerindo uma ac¢ao sistémica das moléculas
inoculas pelo carrapato.

6. Os niveis de SSA, Hp, a-1AGP, tranferrina e 6xido nitrico também esté&o
intimamente ligados a susceptibilidade e resisténcia ao parasita,
participando no direcionamento do padrdo de resposta imune
desenvolvido pelos diferentes fenétipos de infestacao.
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Anexo 1

Exame soroldgico feito por Elisa direto com antigenos especificos para Anaplasma spp. ,
Babesia bovis e Babesia bigemina. A quantidade de anticorpos circulantes contra estes
parasitas foram dosados nos diferentes periodos para correlagdo com a produgao de anticorpos
especificos anti produtos de R. (B.) microplus e imunoglobulinas.

Sorologia para Anaplasma spp.

ANIMAIS Niveis de Infestacao
Antes Médio | Baixo Alto Médio Baixo Médio
09/11/2003 | 16/12/2003 | 07/02/04 | 04/04/2004 | 18/07/2004 | 15/08/2004 | 15/10/2004

1 +++ + + | - + + +
2 + + + | - ++ + +
3 +++ ++ + | - + +++ +
4 +++ + +++ | e + ++ +
5 + + +++ | e + +++ +
6 + + T - + +
7 + ++ + | - + + +
8 +++ + + | - +++ + +
9 +++ | e i + + +
10 +++ +++ ++ | - + + +
11 + +++ +++ | - + + +
12 + +++ + | - + + +
13 + - T - + -
14 + + e i +++ + -
15 + T e D - + +
16 I e e + + +
17 - + T + - +
18 + + + | - + + +
19 + + + | - + - -
20 - ++ + | e | e + +
21 - +++ +++ | e + + +
22 + +++ + | - + + ++
23 - + +++ | e + + ++
24 + + +++ | - - + +

(-) Animais cuja quantidade de anticorpos € inferior ao ponto de corte; (+) Animais cuja quantidade de anticorpos foi
inferior ao dobro do ponto de corte; (++) Animais cuja quantidade de anticorpos foi superior ao dobro do ponto de corte;
(+++) Animais cuja quantidade de anticorpos foi superior ao triplo do ponto de corte



Sorologia para Babesia bovis
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ANIMAIS Niveis de Infestacao
Antes Médio | Baixo Alto Médio Baixo Médio
09/11/2003 | 16/12/2003 | 07/02/04 | 04/04/2004 | 18/07/2004 | 15/08/2004 | 15/10/2004
1 + +++ ++ | - + ++ +
2 +++ + ++ | - + - +
3 +++ +++ ++ | - + + +
4 +++ ++ +++ | - ++ + +
5 +++ ++ +++ | - +++ + +
6 +++ ++ ++ | - + + +
7 ++ + ++ | - ++ + +
8 +++ ++ + | - ++ + +
9 ++ | mmmee- + | - + + +
10 ++ + L + ++ ++
11 +++ ++ ++ | - + + +
12 +++ +++ +++ | - + + ++
13 ++ ++ +++ | - ++ + +
14 + + ++ | - + + +
15 +++ L e + + +
16 T e et s + + +
17 + +++ e + + +
18 ++ + ++ | - + + +
19 ++ ++ ++ | - ++ + +
20 +++ + ++ | mmmeem | mmeee- + ++
21 +++ +++ ++ | - ++ + +
22 +++ + ++ | - + + +
23 +++ ++ +++ | - ++ + +
24 +++ + + | e + + +

(-) Animais cuja quantidade de anticorpos é inferior ao ponto de corte; (+) Animais cuja quantidade de anticorpos foi
inferior ao dobro do ponto de corte; (++) Animais cuja quantidade de anticorpos foi superior ao dobro do ponto de
corte; (+++) Animais cuja quantidade de anticorpos foi superior ao triplo do ponto de corte




Sorologia para Babesia bigemina
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ANIMAIS Niveis de Infestacao
Antes Médio | Baixo Alto Médio Baixo Médio
09/11/2003 | 16/12/2003 | 07/02/04 | 04/04/2004 | 18/07/2004 | 15/08/2004 | 15/10/2004

1 + + s + - ++
2 + ++ ++ | - + - +
3 ++ ++ L ++ + ++
4 ++ + +++ | - ++ + +
5 ++ + ++ | - ++ ++ +
6 + + + | - - + -
7 + ++ e + ++ +
8 +++ ++ + | e - + +
9 +++ | e + | = - + -
10 +++ + L + + +
11 + + e - + -
12 + ++ + | - - + +
13 +++ ++ L + ++ +
14 +++ +++ +++ | - ++ ++ ++
15 +++ T e + +++ +
16 e e e + ++ +
17 +++ +++ +++ | - + ++ ++
18 +++ ++ +++ | - + +++ ++
19 +++ +++ ++ | - + ++ ++
20 + +++ ++ | mmmeem | mmeee- ++ ++
21 +++ +++ ++ | - ++ +++ +++
22 ++ +++ ++ | - + + ++
23 ++ ++ ++ | - ++ +++ ++
24 + +++ ++ | - + +++ ++

(-) Animais cuja quantidade de anticorpos € inferior ao ponto de corte; (+) Animais cuja quantidade de anticorpos foi
inferior ao dobro do ponto de corte; (++) Animais cuja quantidade de anticorpos foi superior ao dobro do ponto de
corte; (+++) Animais cuja quantidade de anticorpos foi superior ao triplo do ponto de corte
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