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RESUMO

Carrapatos sdo artropodes hematéfagos de grande importancia médica e veterindria
devido aos prejuizos diretos e indiretos por eles causados ao se fixarem em seus hospedeiros,
além de serem importantes vetores de microrganismos patogé€nicos. Durante seu repasto de
sangue, os carrapatos estimulam a resposta imune e inflamatdéria dos hospedeiros, mas
suprimem a imunidade natural e adquirida do hospedeiro por meio de fatores presentes na sua
saliva que € inoculada durante a hematofagia. Este estudo analisou os componentes teciduais e
moleculares presentes nas reagdes cutaneas induzidas por extrato de larvas de B. microplus
ndo alimentadas ou por diferentes niveis de infestagcdes com carrapatos adultos afixados a pele
de bovinos geneticamente resistentes (Bos taurus indicus, raga nelore) e susceptiveis (B.
taurus taurus, raga Holandés Preto e Branco - HPB) ao carrapato. Amostras de pele foram
coletadas para andlise 1, 72 e 96 horas apds o inoculo com extrato de larva. No momento da
reacdo tardia (72 e 96 horas) o infiltrado celular recrutado a pele de animais da raca Nelore
apresentava um numero significativamente maior de eosindfilos e baséfilos do que a pele de
animais HPB. Relativo a pele coletada 1 h apds o in6culo de extrato ou a pele de bovinos
HPB, a expressdo de genes codificantes de IGF-1, MCP-1, IP-10, TGF-3, IDO, SLURP-1 foi
significativamente maior em animais Nelores. Na pele contendo fémeas em alimentacio,
constatou-se que o nivel da infestag@o interfere no nivel de expressdo génica em animais HPB
que apresentaram diminuicao significativa da expressao de MIP-1a, IGF-1 e IL-8 e aumento
relativo de IL-4 e TGFP na baixa infestagio. A pele de Nelores infestada apresentou de
expressdo relativa de IDO, IL-10, IP-10, IGF-1, IFNy MCP-1, MIP1q, IL-8 e iNOS e IL-5
significativamente (P<0,05) maior do que a pele de HPBs infestada. A pesquisa de mutagdes
unicas (SNPs, de single nucleotide polymorphisms) nos genes estudados que apresentaram

variagdo significativa na sua expressao revelou varios SNPs, inclusive alguns especificos para



animais zebuinos (MCP-1, MIP-1a, TNF-a e IFN-y). Os resultados obtidos neste estudo
permitem uma melhor compreensdo da intera¢do parasita-hospedeiro. Mostram que na pele de
uma raga bovina resistente ao carrapato os niveis de expressdo de genes codificantes de
moléculas quimiotdticas para basofilos e eosindfilos € maior do que em pele de uma raga
bovina suscetivel a esse parasita, fornecendo as bases dos mecanismos imunoldgicos que
devem ser estimulados por vacinas empregadas para o controle do artropode. Também
mostram que ocorre variabilidade genética nos genes expressos diferencialmente, variacdes
estas que podem constituir marcadores moleculares de resisténcia para a selecdo de bovinos

resistentes a carrapatos.



ABSTRACT

Ticks are hematophagous arthropods of medical and veterinary importance due to the
deleterious effects caused by their blood feeding on hosts, and because they are vectors of
pathogenic microorganisms. During the feeding process ticks stimulate the host’s immune and
inflammatory responses. However, they are capable of suppressing innate and acquired
immunity through soluble factors present in the saliva inoculated during the blood meal. This
study analyzed the cellular and molecular components in the cutaneous reactions of bovine
skin injected with an extract of unfed larvae (UFLE) of B. microplus or infested with different
numbers of adult feeding ticks. Two different breeds with contrasting heritable phenotypes
were examined: Nelore (Bos taurus indicus), which is highly resistant to ticks, and Holstein
(B. t. taurus), which is very susceptible. Biopsies of skin were collected 1, 72 and 96 hours
after treatment with UFLE. The cellular infilfrate recruited to the skin of Nelores at the
time of the delayed reaction (72 and 96 h) contained significantly more basophils and
eosinophils than similarly treated skin from Holsteins. When compared to skin collected 1
hour after treatment with UFLE, the expression of genes coding for IGF-1, MCP-1, IP-10,
TGF-B, IDO, SLURP-1 increased significantly in Nelore bovines. In skin infested with
feeding adults the level of infestation modulated the level of expression of immune response
genes in Holsteins, which presented a significant decrease in the expression of MIP-1a, IGF-1
e IL-8. Infested skin from Nelores presented significantly (P<0.05) higher levels of expression
of genes coding for IDO, IL-10, IP-10, IGF-1, IFNy MCP-1, MIP1q, IL-8 e iNOS e IL-5 than
infested skin from Holsteins. Holsteins presented with a higher relative expression of IL-4 and
TGFp during low infestations than Nelores. A search for mutations in the genes that presented
significant changes in the level of their expression revealed several single nucleotide

polymorphisms (SNPs), including some that specific to the Nelore breed (MCP-1, MIP-1q,



TNF-a e IFN-y). The results obtained in this study show that skin from a resistant breed of
bovines is able to express higher levels of messages for cytokines that recruit basophils and
eosinophils than that from susceptible breeds. This points out to the mechanisms of immune
resistance that should be incorporated into the formulation of anti-tick vaccines. They also
show that genetic varibility occurs in the genes that are differentially expressed in skin and
this variability may contribute towards a collection of molecular markers for breeding tick-

resistant cattle.
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1- INTRODUCAO

1.1 - O Carrapato Boophilus microplus:

1.1.1 Origem Filogenética, Organizacio Taxonomica e Ciclo de Vida do Boophilus

microplus.

Os carrapatos surgiram como parasitas obrigatérios de répteis em locais de clima quente
e umido. Quando houve a ramificacdo dos répteis em diversas formas de vidas, ocupando
meios aqudticos e terrestres, os carrapatos evoluiram em duas principais familias, Argasidae e

Ixodidae (Hoogstraal e Wassef, 1985).

A espécie estudada nesta dissertacdo, o Boophilus microplus, conhecida como carrapato
dos bovinos, é um artrépode hematéfago e provavelmente originou-se na Asia. A distribuico
geogréfica do parasita ocorre em locais quentes e imidos, condi¢des que favorecem seu ciclo
de vida (Hoogstraal e Wassef, 1985). Com o advento das expedi¢des exploradoras e
comerciais, o carrapato disseminou-se para outras regides tropicais e subtropicais do globo
terrestre, concentrando sua ocupagdo na Africa, Asia, Oceania e nas Américas do Sul e
Central, causando grandes prejuizos a pecudria local (Nufies et. al, 1982). Embora néo se
saiba ao certo sobre sua introdugd@o no Brasil (Labruna, comunicacdo pessoal), acredita-se que
ocorreu pela regido sul com animais advindos do Chile durante o século XVIII
(Gonzales,1995). Atualmente, o carrapato Boophilus microplus encontra-se amplamente
distribuido no territério nacional, variando suas concentracdes de acordo com as condic¢des

climaticas e tipos raciais de bovinos presentes em cada regido (Gonzales,1995).

O carrapato Boophilus microplus, de acordo com sua classifica¢do taxondmica, pertence
ao Reino Metazoa, Filo Arthropoda, Sub-Filo Chelicerata, Classe Arachnida, Sub-classe

Acari, Super Ordem Parasitiformes, Ordem Ixodida, Sub-ordem Metastigmata, Familia
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Ixodidae, Grupo Metastriata, Sub-familia Rhipicephalinae, Género Boophilus e Espécie
microplus (Flechtmann, 1990). Das cinco espécies do género Boophilus, a mais difundida e

unica encontrada no Brasil, é a microplus (Pereira, 1982).

O Boophilus microplus ¢ um hemat6fago monoxeno, ou seja, a fase de vida parasitdria
ocorre em somente um hospedeiro. Ocasionalmente observa-se essa espécie parasitando cées,
gatos, veados, porcos, ongas, ovinos e caprinos (Arhtur, 1965). O ciclo de vida do carrapato

ocorre em duas fases:

a- Fase de Vida Livre:

Inicia-se apds a queda da teledgina (fémea ingurgitada do hospedeiro) seguido da
postura de ovos, eclosdo e liberagdo das larvas, e termina quando larvas infestantes fixam-se
no hospedeiro. Durante a fase de vida livre, a capacidade da larva do carrapato sobreviver a
longos periodos sem se alimentar estd relacionada com a preservacdo do balango hidrico
(Sigal et al, 1999). Nessa fase o carrapato sofre fortes influéncias de umidade e temperatura, as
quais podem alterar sua duragc@o e capacidade infestante (Gonzdles, 1975). Quando a larva
adquire capacidade infestante sobe nas pastagens por geotropismo negativo, localizando o
hospedeiro pelo odor, vibragdes, sombreamento, estimulo visual e gradiente de concentracio

de CO, (Sonenshine, 1991).

b- Fase de Vida Parasitdria:

Inicia-se com a fixacdo das larvas no hospedeiro, com a ingestdo principalmente de
plasma nos primeiros dias da infestacdo, terminando com ingestdo de sangue no decorrer das
fases evolutivas (Bennett, 1974). Durante o periodo de vida em que se encontra fixado na pele
do hospedeiro e de acordo com sua capacidade alimentar, o carrapato sofre varias mudangas

morfoldgicas durante a hematofagia transformando-se sucessivamente em ninfas e adultos, até
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adquirir de cépula. A fémea ingurgita rapidamente e desprende-se do hospedeiro para realizar

a ovipostura. O ciclo evolutivo do B. microplus dura em média 18 dias (Gonzales 1975).

Na pele do hospedeiro, o carrapato ¢ mais resistente as alteracdes climdticas quando
comparado a fase de vida livre, mas procura dreas na superficie corpérea do hospedeiro com
temperaturas entre 31 e 37 °C (Double e Kemp, 1979), regides que beneficiem seu
desenvolvimento, sdo elas, principalmente, o ubere, virilha e regido do perineo. Esses locais
sdo preferenciais ndo somente pela melhor temperatura, mas também, por representarem areas
de grande vascularizacdo e dificil alcance da lambedura do hospedeiro durante suas tentativas
de autolimpeza (Wagland, 1978). O periodo de vida parasitiria pode durar de 18 a 300 dias

(Gonzales, 1974).

1.1.2 Constituintes das Glandulas Salivares do Carrapato e sua Importancia
no Processo de Infestacao.

Diferentemente dos mosquitos, que canulam os vasos do hospedeiro para obter sangue, a
estratégia do carrapato consiste em fixar-se a pele por meio de cone um de cimento protéico, e
em seguida destruir, mecanicamente, por meio de seus palpos, quimicamente por meio de
proteases presentes em sua saliva, a matriz extracelular da derme (Sauer et al., 2000). Suga,
entdo, o sangue acumulado na lesdo. Durante sua refeicdo de sangue o carrapato enfrenta a
hemostasia do hospedeiro que ocorre em resposta a agressdo e que tem o potencial de
interromper a hematofagia por meio da formacdo de codgulo e trombo plaquetirio, da
vasocontricdo e da resposta inflamatdria e imune (Champagne et al., 1996 e Mans, et al.,

2004). O complexo farmacolégico da saliva do carrapato facilita, contudo, o acesso ao sangue

e o escape as defesas do hospedeiro.

O repertoério salivar varia de acordo com a espécie de carrapato, sendo complementar ao

repertério homeostatico do hospedeiro natural (Ribeiro, 1995), dai a especificidade da relagdo



Introdugao 5

parasita/hospedeiro (Brossard e Fivaz 1982). De uma maneira geral, a saliva é constituida de
elementos anti-hemostéticos, antiinflamatérios e imunomoduladores que podem interferir na
homeostasia do hospedeiro e contribuir para fixacdo, alimentagcdo e desenvolvimento do 4caro
(Valenzuela, 2002). Deve-se destacar que o carrapato possui um sistema redundante para

atacar as defesas do hospedeiro (Ribeiro, 1995).

A glandula salivar €, portanto, o d6rgdo responsavel pela secre¢do de fluidos e de
componentes farmacolégicos pelos carrapatos (Tatchel, 1967). Esse 6rgdo € constituidos por 3
tipos morfofuncionais distintos de 4cinos na fémea e quatro tipos no macho. O tipo I,
agranular, estd envolvido na osmorregulacdo e os tipos II e III, compostos por células
granulosas, na produ¢do de moléculas bioativas e no desenvolvimento de patdgenos que
utilizam o carrapato como hospedeiro intermedidrio (Coons e Kaufman, 1988). O &cino tipo
IV, presente somente no macho, auxilia no processo de copula (Feldman-Muhsam et. al,
1970). Durante a alimentacdo da fémea, varios genes das glandulas salivares sdo ativados e
culminam com a producdo de diversos tipos de proteinas e outros mediadores com acgdo
bioldgica direta sobre diversos mecanismos homeostiticos do hospedeiro (Oaks, 1991). A
presenca de estruturas nervosas e catecolaminas na regido das glandulas salivares de B.
microplus pressupde o envolvimento de neurotransmissores na ativacao glandular (Binnington
e Stone, 1977). O tamanho dos 4cinos glandulares das fémeas, principalmente os tipos II e III,
aumenta cerca de 25 vezes durante o periodo de alimentacdo do carrapato, sem alterar, no
entanto, a quantidade de células que as constituem (Barker, 1984). Os acinos do macho
também expressam novos genes e aumentam de tamanho durante a alimentagdo, porém em
menor intensidade quando comparados aos das fémeas (Oaks, 1991). No término da
alimentacdo, as glandulas salivares de carrapatos sofrem degeneracdo e morte celular por
apoptose, evitando assim, a instalagcdo de processos necréticos (Harris e Kaufman, 1981).

Estudos citoquimicos de glandulas salivares de fémeas de R. sanguineus revelou alteracdes
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nucleares e nucleolares em células dos 4cinos tipos Il e III e padrdes tintoriais diferentes de
RNA citoplamdtico tipico de morte celular por apoptose (Furquim et. al, no prelo). No
carrapato Ixodes ricinus, os dcinos tipo I ndo exibem morfologia de morte celular programada,
porém os 4cinos tipo II e III degeneram-se completamente por apotose. Esses achados
enfatizam a importancia da osmorregulagdo pelos 4cinos tipo I, mesmo apds a queda da

teledgina de seu hospedeiro (Bowman e Sauer, 2004).

Substancias Anti-hemostdticas presentes na saliva dos Carrapatos:

A lesao tecidual causada pelo hipostdmio do carrapato, pelos componentes proteoliticos
e alergénicos entre outros mediadores presentes na sua saliva, induz a ativagdo de moléculas
bioativas envolvidas na hemostasia do hospedeiro. Estes mecanismos prejudicam a
alimentacdo do artrépode porque bloqueiam o extravasamento sanguineo no local da fixacdo.
Para escapar desse tipo de resposta e manter seu processo de hematofagia, o carrapato secreta
em sua saliva importantes moléculas bioativas capazes de interferir nos processos
hemostaticos do hospedeiro (Valenzuela, 2002). Entre essas moléculas destaca-se a apirase
que metaboliza o ADP (Valenzuela, 2002) e o inibidor do Fator de Ativagdo Plaquetaria-PAF
(Ribeiro et. al, 1985) que impede a agregacdo plaquetaria. Alguns espécies liberam a ixolaris
na saliva, um Inibidor da Via do Fator Tecidual (TFPI), com capacidade de ligar-se no
dominio HBE do Fator Xa (mesmo local de ligacdo da heparina) interferindo na sua ligacdo

com o Fator Tecidual (VIla) para formag¢do de trombina (Monteiro, 2005).

Os ixodideos contém altos niveis de prostaglandinas (PG) na saliva. A PGE; é um
antagonista potente de vasoconstritores fisiologicos como o TXA, (Tromboxano A2) e 5-
hidroxitriptamina-serotonina (Ribeiro, 1995). A PGE,, através do receptor EP1 presente na
glandula salivar do carrapato, promove a liberagdo de anticoagulantes salivares, e permite uma

maior oferta de sangue para o repasto (Qian et al., 1998).
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Substdincias Imunomoduladoras:

N

O processo de aquisicdo de sangue pelo carrapato causa danos diretos a pele do
hospedeiro e indiretos pela transmissdo de agentes infecciosos (Sonenshine 1991). Tanto a
acdo espoliadora direta, quanto a transmissdo de patdgenos, s6 sdo possiveis devido a acdo
imunomoduladora exercida por componentes salivares excretados pelo carrapato. Essas
moléculas interferem na resposta imune inata e adaptativa elaborada pelo hospedeiro na
tentativa de conter o processo de alimentacdo e desenvolvimento do artrépode. Avangos nos
estudos sobre a imunobiologia dos carrapatos tem resultado na identificacdo de proteinas
capazes de interagir com diversos mecanismos da resposta imune do hospedeiro e que
constituem um sistema de escape complexo e redundante (Ribeiro, 1995). A forma pela qual
0 carrapato contra-ataca a resposta imune de seu hospedeiro nos permite apontar quais os
principais componentes da resposta imune que interferem no seu processo de alimentagao

(Wikel, 1996).

Dentre as moléculas imunomoduladoras ja descritas na saliva de algumas espécies de
carrapatos, citamos o Ligante de IgG (IGBP) que foi caracterizada em extrato de glandula
salivar de quatro espécies distintas de carrapatos, Amblyomma variegatum, Ixoides scapulares
(Packila e Guilfoile, 2002), Rhipicephalus appendiculatus e Ixoides hexagonus (Wang e
Nuttall, 1995). Postula-se que a IGBP neutraliza os anticorpos ingeridos pelo carrapato

durante o processo de hematofagia, impedindo a ligacdo destes com tecidos do artrépode.

Hé diferencas no nivel de producdo e no tipo de imunoglobulina produzida em

hospedeiros resistentes e susceptiveis a infestacdo. Acredita-se que esta diferenca ocorra

devido a inibicdo de células B pela saliva do artrépode (Kashino et al, 2005).

O L scapularis excreta uma proteina ligante de IL-2 que inibe o processo proliferativo

de células do sistema imune (Gillespie et al., 2001). A inflamacdo gerada pelo carrapato na
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pele do hospedeiro induz a migragdo de polimorfonucleares para o local da lesdo.
Experimentos in vitro demonstraram a inibi¢do da atividade bioldgica da IL-8, um importante
fator quimiotdtico para neutréfilos, quando em presenca de extrato de glandula salivar
(Hajnicka et al, 2001). Em trabalho recente foi identificado um ligante das quimiocinas CCL3
(MIP1a) e CCL2 (MCP-1) em biblioteca de cDNA de glandula salivar de R. sanguineus
denominado evasina-1 (Frauenschuh, et al, 2007). Isto comprova a importancia das moléculas

quimiotaticas na reposta contra o carrapato.

A histamina, um vasodilatador potente liberado por mastécitos residentes de tecido
conjuntivo e de mucosas, contribui para instalagdo do processo inflamatério local. A histamina
diminui a salivagdo e alimentac¢do do artrépode, como descrito por Paine et. al (1983) nos
experimentos com Dermacentor andersoni. A presenca de um ligante de histamina no extrato
de glandula salivar de R. appendiculatus evidencia a importancia desse mediador em impedir
o desenvolvimento do carrapato (Paesen et al, 1999). Inibidores de anafilotoxinas sdo
liberados na saliva de I. scapularis (Ribeiro, 1987), o que pode amenizar a participacdo do
sistema complemento na resposta imunoldgica (Fearon, 1998). Por sua vez, a PGE2 estimula
um padrio Th2 de resposta imune e diminui a producéo de citocinas de padrdo Thl envolvidas

na geragdo do processo de resisténcia (Harris et. al, 2002).

Os fagdcitos, quando presentes no local de fixa¢do do carrapato, sdo estimulados pela
presenca do antigeno e induzidos a produzirem radicais téxicos, assim como citocinas, na
tentativa de eliminar o agente agressor. A saliva de R. sanguineus possui componentes capazes
de inibir a producdo de IFNy e NO em camundongos, reduzindo a resposta das células locais
aos antigenos do artropode (Ferreira e Silva, 1999). Outro inibidor da inflamacgdo descrito na
saliva de algumas espécies de carrapatos € o inibidor de bradicinina (Bk), substincia derivada

da clivagem do cininogénio ap0s ativacdo inicial da cascata de coagulagdo. A inibi¢cdo de Bk



Introdugao 9

reduz o edema, a dor e a inflamacdo local, efeitos que causam menor irritabilidade no
hospedeiro, diminuindo o prurido local e conseqiientemente a remog¢do fisica do agente

(Ribeiro, 1989).

1.1.3 Participacdo dos Carrapatos na Transmissio de Doencas, Prejuizos

Economicos e Métodos de Controle:

O hébito hematofdgico dos carrapatos os condiciona em vetores de vdrios agentes
infecciosos como protozodrios, virus e bactérias, ndo somente para o animal, mas também para
0 homem (Cupp, 1991), perdendo somente para os mosquitos no que se refere a capacidade de
vetor de agentes infecciosos (Hoskins e Cupp 1988). A transmissdo de patégenos pode ocorrer
de forma direta entre os carrapatos e via transovariana, garantindo a infectividade do artrépode
por vérias geracdes (Aeschimann, 1991). No Brasil os dois patégenos principais transmitidos
aos bovinos pelo Boophilus microplus sdo a rickettsia Anaplasma sp. e o protozoario Babesia
spp., responsdveis pelo quadro clinico conhecido como "Tristeza parasitiria bovina",

causadores de importantes prejuizos ao sistema de producao (Farias, 1995).

O carrapato € uma das trés principais causas de prejuizos a producdo animal (CGIAR,
2002). O rebanho bovino comercial do Brasil € o maior do mundo e contribui expressivamente
para nossa economia. Esta sofre, porém, com os prejuizos causados pelo carrapato, estimados
em US$ 2 bilhdes/ano (Grisi et. al, 2002); ao nivel global essas perdas ultrapassam US$ 13

bilhdes/ano (Anon, 2002).

Agentes quimicos para controle de carrapatos tém levado a contaminacdo do meio
ambiente, a presenca de residuos em carne e leite e ao aparecimento de parasitas resistentes
(Kunz e Kemp, 1994). Alternativas sustentdveis para o controle do carrapato, tais como
vacinas (Willadsen et. al, 1999) e marcadores genéticos para resisténcia (Pruett et al 1999 e

Willadsen et al 1999), constituem demanda urgente. Existem duas vacinas anti-carrapato no
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mercado (Willadsen et.al, 1995 e Rodriguez et. al, 1995). Sdo compostas de um ou dois
antigenos ocultos®’, aqueles nao expostos ao hospedeiro durante infestacdo natural. Embora
tenham impacto sobre a infestacdo, sua eficdcia € varidvel (Massard et. al, 1998) e exige uso
combinado de acaricidas com refor¢cos da vacina, dificultando o manejo. Um parasita
complexo como o carrapato ndo serd controlado por vacina que nio contemple os mecanismos
efetores que medeiam, de fato, a resisténcia. A resposta eficaz anti-carrapato precisa ser

elucidada de modo a orientar o desenvolvimento dessa ferramenta de controle.

1.2 — O Hospedeiro

1.2.1 — Resposta Imune do Hospedeiro ao Carrapato

Trager (1939) foi o primeiro a demonstrar que os vertebrados poderiam elaborar uma
resposta imune protetora aos ectoparasitas e que esta imunidade poderia ser transmitida pelo
soro de animais infestados. Camundongos, que sao hospedeiros suscetiveis a todas as espécies
de carrapatos, polarizam a producgdo de citocinas e de anticorpos para o padrao Th2 (Ferreira e
Silva, 1999). Por outro lado, cobaias, que sdo hospedeiros resistentes a carrapatos, apresentam
reacdo cutinea tardia com participac@o de basdfilos, e que, quanto maior o nimero de células
no local da picada menor o desenvolvimento do artrépode (Brown & Askenase, 1984). O
mesmo ocorre quando bovinos s@o submetidos a infestacdo por Amblyomma americanum
(Brown & Askenase, 1984). Experimentos mais recentes caracterizam a participacdo de,
eosindfilos e basdfilos na resposta de cobaias frente a exposi¢do ao R. sanguineus (Szabd e
Bechara, 1999). A maioria dos estudos sobre aquisicdo de resisténcia em bovinos avalia o
fendmeno em ragas taurinas que, embora desenvolvam imunidade, ndo controlam as
infestacdes com a mesma eficiéncia das ragas zebuinas (Utech, 1978). Embora haja alguns

relatos que sugerem que eosinofilos e/ou basodfilos estdo associados com resisténcia, nenhum
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dos trabalhos demonstra, de forma comparativa e abrangente, os infiltrados celulares e o

padréo de citocinas produzido na pele infestada dessas ragas.

1.2.2- Comportamento de Diferentes Racas Bovinas Durante o Desenvolvimento da

Infestacio pelo Boophilus microplus.

O hospedeiro preferencial do B. microplus € o bovino. Entre as racas de bovinos, as
pertencentes a subespécie Bos taurus indicus ou zebuinos sdo mais resistentes ao carrapato do
que as ragas da subespécie B. t. taurus. (Utech et al, 1978). Em cruzamentos feitos entre racgas
zebuinas e taurinas observa-se que quanto maior a propor¢cdo de sangue zebu, maior é a
resisténcia pelo carrapato (Honer e Gomes, 1990). Embora seja notéria a diferenca entre os
nimeros de carrapatos fixos sobre bovinos de ragas zebuinas e taurinas, na primeira
infestacdo, ambas as racas possuem menor capacidade de controlar a infestacdo, permitindo
concluir que o poder de resisténcia ao B. microplus é, em parte, um fendmeno mediado pela
resposta imune adaptativa. Fatores como sexo, idade, cor do pélo, e estagdo do ano podem
interferir na resisténcia do bovino as infestacdes, porém a raca € o fator mais importante e
determinante na caracterizagdo do fendtipo de resisténcia, sendo este herdavel (Mattioli, 1998;
Meltzer, 1996). Em geral, de acordo com a literatura, os Bos indicus sdo mais resistentes aos
carrapatos do que os animais Bos taurus. Segundo Lemos (1986), o Bos indicus tem convivido
ha milhares de anos em contato com o carrapato, o que permitiu a eliminacfo natural dos

animais mais sensiveis e a permanéncia dos mais resistentes.

Ha outras explicagdes para a manifestacdo da resisténcia ou susceptibilidade das
diferentes racas que ndo a resposta imune adaptativa, dentre elas, a maior quantidade de
glandulas sebiceas presentes nos zebus produzindo odores com capacidade de afastar os

carrapatos da sua superficie, maior capacidade de mobilidade, maior irritabilidade do animal e
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maior elasticidade de sua pele (Gonzales, 1975), que facilita o0 mecanismos de limpeza por

meio de lambedura.

Os bovinos, hospedeiros naturais do carrapato B. microplus, sendo constituidos de racas
susceptiveis e resistentes a infestagdo, dispde um modelo no qual é possivel examinar, numa

mesma espécie, os desfechos da relagdo parasito-hospedeiro.

Quando o processo de alimentacdo do carrapato € iniciado, hd uma ativagdo da resposta
imune do hospedeiro no local da picada. Durante o processo inflamatério ocorre a
desgranulacdo de mastdcitos e a infiltragdo de eosindfilos, os quais seriam capazes de

dificultar a alimenta¢@o do carrapato e causar irritagdo cutanea no hospedeiro (Pereira, 1982).

A reposta imune elaborada pelo hospedeiro tem a participacdo de células apresentadoras
de antigeno, linfécitos T e B, anticorpos, sistema complemento, basdfilos, mastocitos,
eosindfilos e neutréfilos, além de inimeras moléculas bioativas capazes de contribuir para o
processo inflamatério (Wikel, 1996). Em animais resistentes o nimero de granuldcitos
aumenta significativamente no local da fixacdo. O grande afluxo de basdfilos, seguido da
liberagdo de histamina e outros mediadores da resposta imune, induz a rejeicdo ao parasito
(McLaren et. al., 1983). Isso caracteriza o baséfilo como importante célula envolvida no
processo de resisténcia ao artropode, como demostrado por Szab6 e Bechara (1999) em cobais

frente a infestacdes sucessivas por R. sanguineus.

A administra¢do de drogas anti-histaminicas em bovinos acarreta aumento significativo
na producdo de fémeas ingurgitadas por animal (Tatchell e Bennett, 1969 e Willadsen et al.,
1979) mostrando a importancia das células produtoras de histamina nos mecanismos efetores

contra os carrapatos.
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A transferéncia de plasma de bovinos altamente resistentes para o gado nao exposto ao

carrapato confere alguma resisténcia ao receptor. (Roberts & Kerr, 1976).

O contato entre o hospedeiro e o carrapato por varios dias, possibilita o desenvolvimento
da resposta imune do hospedeiro contra o artropode. Porém, as medidas adotadas pelo
ectoparasita frente a resposta imune controlam a expressio da imunidade adquirida do

hospedeiro permitindo sua permanéncia nele (Wikel, 1996).

A resisténcia ao carrapato estd relacionada com o aumento do nimero de baséfilos
circulantes em animais resistentes (cobaias) (Szabd et. al, 2003) e no infiltrado local (Szabé e
Bechara, 1999). Quando um extrato de larvas nao alimentadas € inoculado em hospdeiros
infestados e imunes observa-se em hospedeiros resistentes, mas ndao em hospdeiros
suscetiveis, uma reacdo de hipersensibilidade tardia (DTH) sendo que ambos os hospedeiros
apresentam uma reacdo imediata (IH) (Szabd et. al, 1995). O basdfilo participa na fase tardia
das reacdes de hipersensiblidade tipo I e nas reacdes de hipersensibilidade cutinea basofilica
ou reacdo de Jones-Mote (Falcone, 2001). A reacdo de Jones-Mote € definida como sendo uma
reacdo induzida pela inoculacdo de proteinas soliveis heterélogas sem componentes de
micobactérias que é composta de uma fase de reacdo imediata seguida de uma reagéo tardia
que se intensifica a medida que aumenta o intervalo entre a inoculagfo e a reacido (Askenase e

Atwood, 1976).

1.3. Organizacao Histolégica e Celular da Pele, Elaboracao da Resposta Imune
Local e Justificativa da Escolha de Genes Candidatos a Contribuir para

Desenvolvimento do Processo de Resisténcia ao Carrapato.

No ambiente em que vivem os vertebrados ha intensa exposi¢do a microrganismos € a
agentes fisicos e quimicos extremamente nocivos. Para sobreviverem nesse ambiente hostil os

vertebrados necessitam de um sistema imune desenvolvido e com ripida capacidade de
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elaboracdo de uma resposta organizada nos principais locais de ataque dos patégenos (Kupper,
2004). A pele é o 6rgdo mais exposto aos agressores ambientais e, por isso, representa a
primeira barreira defensiva e reguladora contra a invasdo. A importancia da integridade dos
mecanismos imunes da pele € ressaltada pelo aumento da freqiiéncia de malignidades e
infecgdes quando individuos manifestam desordens imunoldgicas ou terapias de cardter
imunossupressor (Uthayakumar, 1997). A elaboragdo da resposta imune deve ser finamente

regulada no ambiente epidermal uma vez que, desordens nesse quesito, implicam em intensa

resposta inflamatdria e desenvolvimento de doencas auto-imunes e alérgicas (Wong, 1985).

A pele consiste em duas partes principais: uma camada mais externa constituida de
tecido epitelial denominada epiderme e, abaixo desta, uma camada de tecido conjuntivo rico
em coldgeno (o couro propriamente dito), nervos e vasos sanguineos denominada derme,

seguido de uma camada de tecido adiposo, a hipoderme.

A epiderme € um tecido estratificado composto na sua grande parte (95%) por
queratindcitos. Além destes, a epiderme é constituida por melandcitos, responsaveis pela
producdo dos pigmentos da pele, e pelas células de Langerhans capazes de fagocitar agentes

invasores e contribuir para o processo de ativacdo imunoldgica.

A hipoderme é formada por um tecido adiposo subcutineo bastante difuso. O tecido
adiposo representa uma importante reserva energética que ¢ mobilizada quando hd consumo

intenso de glicose por células musculares.

Funcionalmente, a pele é um 6rgdo bastante complexo, sendo a principal responsavel,
pela protecdo fisica contra agressdes externas fisicas, quimicas e biolégicas. E responsavel

ainda pela regulagdo hidrica, manutencao da temperatura e sensibilidade tatil.
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Como é um 6rgdo do sistema imune, a pele alberga diversos tipos de leucécitos. Ha
linfécitos, que regulam a resposta imune e desenvolvem respostas especificas; células
apresentadoras de antigeno (histiécitos ou células de Langerhans) que recolhem moléculas
estranhas (possiveis invasores) e levam aos linfonodos para apresentacio aos linfécitos CD4+;
mastdcitos e eosindfilos, que estdo envolvidos nas reagdes alérgicas e luta contra parasitas. As
células residentes da pele, por meio das moléculas mediadoras do sistema imune inato,
comportam-se como sentinelas do sistema imune local frente a sinais de perigo (Kupper,
2004). Os queratindcitos e células de Langerhans (células da epiderme), mastocitos, células
dendriticas e macréfagos (células da derme) sdo capazes de liberar quimiocinas, citocinas e
agentes anti-microbianos quando ocorre o rompimento da integridade tecidual (Kupper e
Groves , 1995). O aumento da expressio de mediadores imunoldgicos culmina com o
recrutamento de células linféides presentes na circulagdo para a periferia permitindo a

elimina¢do do agente agressor e o conseqiiente reparo tecidual (Steinhoff, 2001).

Além das células imunoldgicas capazes de responder as agressdes, a pele possui sua
microbiota residente. A ocupacdo da superficie da epiderme por essa microbiota evita a
instalacdo e invasao de agentes agressores por competicao de espaco e nutrientes. Os produtos
de glandulas sebiceas e sudoriparas também contribuem para manuten¢do da microbiota

normal e, conseqiientemente, da homeostasia epidermal.

Os mecanismos relacionados com a imunidade de pele s@o de suma importincia para
protecdo adequada contra agentes estranhos, porém distirbios na sua elaboracdo podem
originar patologias que, do ponto de vista imunoldgico, s@o classificadas em padrdes Thl ou

Th2 de acordo com o perfil de citocinas e células envolvidas no seu desenvolvimento.

Conhecendo os mecanismos imunoldgicos presentes na pele e sabendo que esta € o

principal 6rgdo alvo da infestagdo por carrapatos, € de suma importancia estudar a resposta
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imune local durante infestagdes. O conhecimento sobre a resposta local anti- B. microplus em
bovinos € limitado, mas é seguro afirmar que é complexa. No local da lesdo causada pelo
carrapato hd um infiltrado de neutréfilos, eosinéfilos e basdfilos (Gill & Walker, 1985), porém
as vias pelas quais estdo sendo recrutadas e ativadas e como essas vias estdo afetando a
produgdo de citocinas permanece obscuro. Para escolher os componentes da resposta do
hospedeiro a serem estudados, nos embasamos em componentes das glandulas salivares do
carrapato que interferem no desenvolvimento da resposta imune do seu hospedeiro. Além
disso, também nos embasamos em conhecimentos gerados sobre a imunidade de pele nas
doencas atdpicas e outras doengas inflamatorias dermatoldgicas, pois envolvem componentes
imunolégicos que podem prejudicar a hematofagia do carrapato. Portanto, baseados nesses
critérios, elegemos quantificar o nivel de expressdo génica de IFNy, TNFa, IL-18, IL-6, iNOS,
IL-10, IL-4, IL-5, IFNa, TGF-B1, IP-10, IL-8, MCP-1, MIP1q, IGF-1, SLURP-1, Endotelina-
1, IDO em pele de bovinos previamente infestados e re-estimulados com antigenos presentes

em extratos do carrapato e em pele de bovinos contendo carrapatos adultos afixados.

Para escolher genes candidatos este estudo também considera a ocorréncia de
polimorfismos genéticos, em bovinos ou em outras espécies, que estdo associados com
conseqiiéncias funcionais para componentes potencialmente importantes na relacio carrapato-
hospedeiro. Hospedeiros bovinos expressam fendtipos raca-especifica herddveis quando
expostos a extratos de larva de B. microplus. Bos indicus sdo significativamente mais
resistentes que Bos tfaurus, e animais origindrios do cruzamento das duas racas exibem niveis
de infestacdo varidveis. Sendo assim, pode-se determinar variacdes nucleotidicas em genes
codificantes de moléculas com fun¢do imunoldgica que resulte em maior capacidade de
recrutar células inflamatérias e contribuir com fendtipo de resisténcia ao carrapato, porque
sabemos que em bovinos resistentes o infiltrado inflamatério € quali e quantitativamente

maior no local da lesdo do que em bovinos suscetiveis.
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Em resumo, como n@o se conhece os mecanismos homeostiaticos do hospedeiro
envolvidos na redugdo do poder de alimentacdo das fémeas e na conseqiiente reproducdo dos
carrapatos, a descri¢ao de alguns dos componentes moleculares no local da lesao causada pelo
artréopode contribuird para elucidar os mecanismos imunolégicos locais para uma protecdo

adequada.
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2-OBJETIVOS

2.2. Objetivos Gerais.

a) Estudar os mecanismos de resisténcia e susceptibilidade ao carrapato, descrevendo
alguns componentes moleculares da resposta inflamatéria local ao carrapato B. microplus em

bovinos resistentes e suscetiveis.

2.3. Objetivos Especificos.
a) Comparar em pele normal e infestada com fémeas ingurgitadas de bovinos resistentes
e susceptiveis a carrapatos, por meio de RT-PCR em tempo real, o nivel de expressdo de

mensagens para moléculas candidatas a mediarem os diferentes fenétipos de infestagéo.

b) Inocular intradermicamente extrato de larvas em pele de bovinos resistentes e
susceptiveis a carrapatos e previamente infestados e quantificar a expressdo de mensagens

para moléculas candidatas a mediarem a resposta imune nos diferentes fenétipos de infestagao.

c) Pesquisar a presenca de polimorfismos de nucleotideos pontuais (SNPs) em genes
relacionados a elaboragdo da resposta imune, contribuindo para geracdo de marcadores

moleculares de resisténcia.

d) Verificar a integridade da matriz colagenosa durante o processo de infestacdo natural
pelo B. microplus, e sua possivel atuagdo como uma barreira fisica frente ao processo de

infestacdo.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1 - Caracterizacio Histologica e Molecular das Reacées de Hipersensibilidade
Imediata e Tardia Apés Tratamento com Extrato de Larva de B. microplus nao

Alimentadas em Pele de Bovinos Resistentes e Susceptiveis a Infestacao.

O experimento de quantificacdo da expressdo gé€nica na pele de bovinos resistentes e
susceptiveis a infestacdo pelo carrapato tratada com extrato de larva de B. microplus nao

alimentada foi desenvolvido para complementar o estudo de quantificacdo celular global e

diferencial realizada no mesmo experimento por Morelli Jr. (2005) (Apéndice A).

3.1.1 Dos Animais: Os bovinos foram introduzidos no experimento com 2 anos de idade
expostos durante um ano a infestagdo natural pelo B. microplus. Os animais eram ndo
aparentados, machos, da raca Holandés Preto e Branco (Bos taurus taurus, Susceptiveis) e

Nelores (Bos taurus indicus, Resistentes).

3.1.2 Obtencao do Extrato de Larva: Larvas de B. microplus ndo alimentadas com
dois meses apos a eclosdo dos ovos foram mortas por imersdo em N, liquido. Ap6s mortas,
foram transferidas para um recipiente contendo salina tamponada (PBS; pH7.,4),
homogeneizadas em gral e pistilo e em seguida desintegradas em aparelho de ultrason
sonicadas em trés tempos de 10 segundos com intervalo de 60 segundos. O extrato foi
centrifugado a 12.000g x 4°C por 1 hora, € o sobrenadante filtrado em papel Millex
GV(Millipore) com porosidade de 0,22um. A concentracio de proteina foi obtida pelo método
de Coomassie. Para obtencao do inoculo, o extrato de larva bruto foi diluido em PBS de forma

a resultar uma concentragdo de 0.5ug de proteinas/pl.
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3.1.3 Obtencao das Biopsias de Pele: Os animais foram inoculados i.d. com 100uL da
solucdo de extrato de larva (tratamento) em uma orelha e 100ul. de PBS (controle)
contralateral em regides previamente demarcadas e bidpsias dos locais da inocula¢do em trés
distintos periodos: lh, 72hr e 96hr mais tarde. Parte dos fragmentos foi encaminhada para
quantificagdo celular global e diferenciada por meio das coloracdes de Hematoxilina/Eosina e
Giemsa, respectivamente. O restante do material foi embebido em 600ul de RNAlater e

congelado a -70°C para futura extracdo de RNA total.

3.1.4. Extracio de RNA Total: As amostras embebidas no RNAlater foram
individualmente descongeladas e imediatamente transferidas para um recipiente apropriado
(Bioespec products, INC) contendo N liquido para recongelamento. Apds evaporacido do N;
liquido, a amostra foi pulverizada utilizando o mesmo aparato e em seguida transferida para
um cryovial de 4mL, contendo 1,0mLde Trizol® (Invitrogen). Uma vez embebido em trizol,
o material era triturado com o auxilio de um homogenizador de tecido Ultra-Turrax T8 (Ika ®
- Werke, GmbH & Co., GE) com haste previamente autoclavada e livre de RNAse. Todas as
precaucdes necessdrias para evitar a contaminacdo com RNAse foram tomadas, como por
exemplo o tratamento de todo material metélico e a bancada de extracdo com RNase away

(Invitrogen, Molecular Bioproducts, Carlsbad, EUA).

O RNA total do tecido foi extraido com utilizagdo do kit de extragcdo de RNA (Promega
SV Total RNA Isolation Kit), seguindo o protocolo do fabricante, com algumas alteracdes.
Brevemente, adicionou-se 200ul de cloroférmio (Sigma) para cada 1 ml da suspensdo celular
obtida pelo trituramento do tecido e deixou-se a mistura descansando a temperatura ambiente
(T.A.) por 15 minutos. Posteriormente a mistura foi centrifugada a 12000g, por 10 minutos
(T.A.). A solugéo transparente do lisado (£ 500 pul) foi entdo transferida para um tubo novo,

adicionou-se a este 300 ul de etanol 95% e apds homogeneizacdo cuidadosa a solugdo foi
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transferida para a coluna de afinidade de RNA. A solugdo foi posteriormente centrifugada a
12000 g, por 1 minuto (T.A.) e a ela adicionada os tampdes especificos do kit, intercalados por
centrifugacdes de 1 minuto a 12000 g. Na seqii€ncia as amostras foram eluidas da coluna em

50 puL de dgua livre de nucleases.

Uma aliquota de 3 ul da suspensio final foi utilizada para mensurar a concentracio de
RNA/ul das amostras, utilizando-se o aparelho Thermo Spectronic (Biomate). Finalmente
separou-se 1 ug da amostra extraida para aplicar em um gel de RNA. O remanescente da
amostra foi armazenado a —70°C, até a realizagdo dos ensaios de quantificacdo da expressdo
génica.

3.1.5 Integridade do RNA total extraido

Para verificar a integridade do RNA extraido e possivel contamina¢do do material com
DNA gendmico, 1 pug da amostra de RNA foi aplicada em gel de agarose 1,5% . Esse gel foi
confeccionado seguindo protocolo preconizado por Sambrook et al. (1989). Para tal, 2,2 mg
de agarose foi adicionado a 100ml de 4dgua milli-Q autoclavada duas vezes. A solucgdo
resultante foi aquecida até que a agarose se dissolvesse por completo na dgua e entdo 24ml de
formaldeido 37% e 30 ml de MOPS 5x (21g de MOPS em 1000 ml de dgua milli-Q
autoclavada 2X) foram adicionados. A solucdo foi entdo colocada no suporte da cuba de
corrida previamente tratada com NaOH 0,5 M por 30 minutos e o pente colocado sobre esta

solugdo. Apos solidificagdo da agarose, retirou-se o pente.

Antes de se aplicar as amostras no gel, volume equivalente a 1 pug da amostra foi
colocado em um eppendorf de volume 500 ul, juntamente com 2 pl de MOPS 5x, 3,5 ul de
formaldeido e 1,0 pl de brometo de etidio (0,5 wl/ml). A solucdo foi completada com
formamida suficiente para atingir o volume final de 20 pl. Para reacfo, a solugdo foi aquecida

a 65°C por 15 minutos e resfriada imediatamente em gelo. Finalmente adicionou-se 2 ul de
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Azul de Bromofenol (100 mg/ml) e a solugdo resultante aplicada no gel de agarose
submergido em tampéo de corrida MOPS. Para corrida no gel a cuba foi ligada a uma fonte de

80V, 115mA, 9W por 30 minutos. O gel foi visualizado em luz UV e fotografado.
3.1.6 Obtenciao dos Primes e Sondas:
3.1.6.1 — Destinados a Reagdo de PCR em Tempo Real com Sistema TagMan.

Para obtengdo dos primers correspondentes dos genes IGF-1, IP-10, MCP-1, MIP1¢

IFNa, IDO e IL-5 utilizou-se sequéncias génicas bovinas depositadas na base de dados do
National Center for Biotechnology Information GenBank NCBI (GenBank NCBI -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ou na base de dados do Institute for Genomic Research (Tigr-

http://www.tigr.org) quando fez-se utilizacdo de ESTs para desenho dos primers. Priorizamos
o desenho dos primers para perfeito alinhamento na regido da juncdo de dois éxons dos
respectivos genes alvos com intuito de aumentar a especificidade da reagdo e evitar
amplificacdes de possivel contaminagdo gendmica. Quando a base de dados da seqiiéncia
genOmica bovina ndo fornecia o local da jungéo entre dois éxons, o EST bovino era alinhado
com a seqiiéncia do respectivo gene alvo humano, depositado na base de dados do NCBI, para
determina¢do da localizacdo da juncdo e consequente desenho dos primers. A seqiiéncia
génica adquirida foi utilizada para desenho dos primers pelo método Assay by Design
(Applied Biosystems) em condi¢des universais de PCR. Os primers e sondas foram
submetidas ao BLAST confirmatério no Banco de Dados do Genoma Bovino depositado no

NCBI (Tabela 1).
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3.1.6.2 — Destinados a Reacdo de PCR em Tempo Real.

Para obtencao dos primers correspondentes ao IFN-y, TNF-a,, IL-6, IL-17, IL-10, TGF-
B1, IL-16, iNOS, SLURP-1 e Endotelina-1 (ET-1), seguiu-se os mesmos critérios e banco de
dados relacionados no item 3.1.6.1, porém os primers foram obtidos com utilizacdo do

software Primer Express 2.0 (Applied Biosystem) no proprio laboratério e ap6s obtencdo das

seqiiéncia, os oligos foram direcionados para sintese (Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracteristicas dos Primers Utlizados para Quantificacdo da Expressao Génica pela Técnica de PCR em Tempo Real em Pele de
Bovinos Submetidos ao Tratamento com Extrato de larva de B. microplus nao alimentadas.

N° Acesso Senso (5°-3%) Anti-senso (5°-3’) Sonda (5°-3’) Fluoréforo

IL-5 TC300586 TCTCATCGAACTCTGCTGATAGGT GCACAGTTGGTGATTTGTATGCT ATGGGAACTTGATGATTCC FAM
TFNo NM174085 GGCGCTGGGTGGCA CCTCGTGGAGCACAGAGATG AGTTGCAGAAGGCTCA FAM
IL-10 NM174088 CCAAGCCTTGTCGGAAATGATC TCTCAGCCTGTGGCATCAC TCTTCCAGGTAAAACTG FAM
MCP-1 L32659 AGTCACCAGCAGCAAGTGT GTCCTGGACCCATTTCTGCTT AAAGAGGCTGTGATTTTCAA FAM
IP-10 TC300586 CTGAATCCAGAATCTAAGACCATCAAGAA CCGTGTTCGAGGAGATCTTTTAGT CCTTTGCTTGTTAATTGC FAM
IGF-1 AF404761 CAGTTCGTGTGCGGAGACA CGACTGCTCGAGCCATACC CCGTGGGCTTGTTGAAA FAM
MIPla, AY 07784 CCTCTGCAGCCAGGTCTTC GGGCGACATAGGAGAAGCA CAGCGCCAAATGGT FAM
DO NW001022450 CTTATGATGCCTGGATCTCTATTGCT GCTAACTTCTCAACTTCCACACGTA CCTGAACTGATCAAGAACA FAM
Bactina 754144 GGCCGGGACCTGACG CCGTGGTGGTGAAGCTGTAG ACTACCTCATGAAGATCC FAM
IFNy NM173979 AGCACCAAAAGCATGATCCG GGCGACAGGTCATTCATCACT - SYBR
TNFa AF011926 AGCTGATTCAAATTCCGGTGG TCTTCCAGCTTCACACCGTTG - SYBR
IL-6 NM173923 TTCTGCTTTCCCTACCCCG GCGCTTAATGAGAGCTTCGG - SYBR
M-17 AF412040 TCAATGCTGAAGGCAAGGTG GAAGGAGTGAGGGCAGTGCT - SYBR
IL-10 NM17408 GAAGAGGTGATGCCACAGGC AGGGCAGAAAGCGATGACAG - SYBR
TGFB1 NW929377 CGCCAGGAATTGTTGCTATATTT TGAAGTCTAGCTCGCACAGCATA - SYBR
IL-16 M589876 AGGTCCCCAAACTGCTAATTC CTGTCGTTTGTATCAGCCACC - SYBR
iNOS AF011926 CTTAAATCCAGGCAAACGACG CCAGTTCCGTAGCCAAGTCC - SYBR
SLURP-1 XM871031 TGACGGTGGAGGCAGAGTT GAAGCAGCAGAAGATGGGG - SYBR
ET1 NM181010 CCCAGCCAGTCTTGTCTCCA GGTCACTGGGTCTCTTTGCCT - SYBR
Bactina NM173979 ACCGTGAGAAGATGACCCAGA TCATAGATGGGCACCGTGTG - SYBR
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3.1.7 Reacdo de PCR em Tempo Real
3.1.7.1 —-Reagdo de PCR em Tempo Real com Sistema TagMan.

A expressao dos genes IGF-1, IP-10, MCP-1, MIP1a IFNa, IDO e IL-5 foi quantificada
pela técnica de PCR em Tempo Real, utilizando-se o Sistema TagMan One Step PCR
(Applied biosystems) em um aparelho GeneAmp 7000 (Applied Biosystems — EUA)

(Figura 1).

Nas reacdes de PCR em tempo real foram utilizados 12,5 pl do reagente 2X Master
Mix (Applied Biosystems) constituido de enzima polimerase Taq Gold; dNTPs com dUTP;
e os demais componentes do tampdo jad devidamente otimizados; 0.625ul do Mix 40X
MultiScribe™ e Inibidor de RNAse, 1,25 UL do Mix 20X TagMan Gene Expression Assay
contendo primers senso, anti-senso, a sonda marcada com ROX (quencher — fluorescéncia
de referéncia) e FAM (reporter — Fluorescéncia quantificada) e 5,625 plLde dgua Milli-Q
autoclavada duas vezes. Por fim adicionou-se Sul de RNA total a uma concentragdo de

10ng/uL, alcangado um volume final de reagdo de 25pl.

As reacdes foram submetidas ao protocolo de PCR seguindo as orientacdes do fabricante
em um aparelho GeneAmp 7000 (Applied Biosystems — EUA). De forma resumida, 30 min a
48°C (passo 1), 10 min a 95°C (passo 2) e 40 ciclos de 15segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C

(passo 3).

Ao final das reagdes as curvas de amplificacdo foram analisadas de acordo com o valor
de Ct obtido (nimero de ciclos necessarios para atingir o limiar de detec¢do). As amostras
foram amplificadas em duplicatas e o utilizou-se a média dos valores de Cts obtidos para
realizacdo dos célculos. Por fim, fez-se a comparacio dos grupos suscetiveis e resistentes em
relacdo ao aumento ou diminuicdo da expressdo de um determinado gene alvo, através da

férmula:
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DCt= 2-(mCt gene alvo na pele infestada — mCT gene alvo na pele normal)’ tendo a determinagﬁo da Variagﬁo
relativa da expressdo. Na literatura é freqiiente o uso de genes housekeeping para
normaliza¢do dos dados de expressdo génica (Bustin, 2006), utilizando-o como referéncia na
quantificagdo da expressdo. Entretanto, optamos por realizar o cédlculo direto da expressdo
génica pelo uso do valor obtido com RNAtotal, sem normalizacio pelo housekeeping, devido

a influéncia de varios tipos de infeccdes na expressdo de genes constitutivos (Hamalainen et al

2001 e Tricarico 2002), fato que também ocorreu em nosso modelo.

Os dados gerados foram graficamente expressos (Sigma plot 2.0) acompanhados da
andlise estatistica pelo teste t (Sigma Stat). Os valores com P<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Para melhor visualizacdo os valores numéricos de DCt foram
convertidos em imagem cromatografica com auxilio dos softwares Treeview 1.6 (Stanford

University, 1998).
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Figura 1. Demonstragcdo da Curva de Amplificagcao pelo Sistema TaMan de Genes
Expressos em Pele Bovina. O Limiar de deteccdo (linha verde) é passado em um ponto
da fase exponencial da reacdo de modo que possa determinar um valor de Ct para
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3.1.7.2 —Reacgdo de PCR em Tempo Real .

Nas reacdes de PCR em Tempo Real com SYBR® Green PCR Master Mix and RT-
PCR Applied Biosystems), primeiro realizou-se a produ¢do do DNA complementar (cDNA) a
partir do RNA total extraido das bidpsias coletadas. A producdo de cDNA foi obtida através
da reacdo de transcri¢do reversa, para tal, foram utilizados os seguintes reagentes: 10ul do
Tampdo para RT TagMan 10X, 22ul de MgCl, a 25mM, 20ul de dANTP’s, Sul de Hexameros
Aleatérios, 2l de Inibidor de RNAse 2,5ul da Enzima MultiScribe Transcriptase Reversa. O
volume de dgua Milli-q autoclavada duas vezes variou de acordo com o volume de RNAtotal
de cada amostra necessario para uma massa de Ipg de RNAtotal. O volume de agua
completou o volume final de reagdo para 100ul. Todos os reagentes e suas concentragdes
foram utilizados de acordo com as recomendacdes do fabricante. O cDNA foi sintetizado no
termociclador PTC-100 (MJ Research, Watertown, MA) mediante o ciclo de 10 minutos a

25°C, 30minutos a 48°C, Sminutos a 95°C seguido de refrigeracdo a 4°C.

A expressdo dos genes analisados foi quantificada pela técnica de PCR em tempo real,
utilizando-se o sistema SYBR Green em um aparelho GeneAmp 7000 (Applied Biosystems —
EUA). Inicialmente, para maximizar a eficiéncia e a especificidade de amplificagcdo, as
concentragdes ideais de cada par de primers das reagdes de PCR em tempo real foram

determinadas.

Nas reacdes de PCR em tempo real foram utilizados 12,5 pl do reagente 2X SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems contém o fluor6fuo SYBR Green 1; AmpliTaq
Gold® DNA Polimerase, dNTPs com dUTP, Referéncia Passiva ROX, e componentes do
tampdo devidamente otimizados), 6,5ul de dgua Milli-Q autoclavada 2 vezes, 0,5ul do primer
sense a 10uM e 0,5ul do primer anti-sense a 10uM para todos os genes alvo e 5|l do cDNA

obtido anteriormente, resultando em um volume final de reacdo de 25pul.
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As reagOes foram submetidas ao protocolo de ciclos, seguindo as orientacdes do
fabricante em um aparelho GeneAmp 7000 (Applied Biosystems — EUA). De forma resumida,
2 min a 50°C, 10 min a 95°C e quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Ao
final dos quarenta ciclos, os produtos obtidos foram submetidos ao processo de dissociagdo

com tempeatura inicial de 60°C (Figura 2 e 3).

Ao final das reagdes as curvas de amplificacio com um tnico pico no processo de
dissociacdo foram analisadas de acordo com o valor de Ct obtido (ndimero de ciclos
necessarios para o limiar de detec¢do). Por fim, deu-se a comparacdo dos grupos suscetiveis e
resistentes em relacdo ao aumento ou diminuicdo da expressdo de um determinado gene alvo

seguindo os mesmo critérios descritos anteriormente.

Os dados gerados foram graficamente expressos (Sigma plot 2.0) acompanhados da

analise estatistica como descrito anteriormente.
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Figura 2. Demonstragcdo da Curva de Amplificacdo pelo Sistema Sybr Green
de Genes Expressos em Pele Bovina. O Limiar de deteccdo (linha verde) é
passado em um ponto da fase exponencial da reacdo de modo que possa
determinar um valor de Ct no ponto escolhido para todas as amostras presentes
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Figura 3. Andlise das Curvas de Dissociagdo apos o Término da Reagdo do
PCR em Tempo Real pelo Sistema Sybr Green. Apds o término da Reacdo, as
amostras foram analisadas individualmente para cada par de primer frente ao
processo de dissociacdo, sendo escolhidas para o cdlculo da expressdo relativa
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3.2. Quantificacao relativa da expressao dos Genes Codificantes da Resposta Imune
em Pele de Bovinos Resistentes e Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B.

microplus e Manejados em Pasto Apresentando Diferentes Niveis de Infestacao.

3.2.1 Dos Animais: Os bovinos foram introduzidos no experimento com seis meses de
idade livres de qualquer tipo de infestagdo antecedente. Os animais eram ndo aparentados,
machos, da raca Holandés Preto e Branco (Bos taurus taurus, Susceptiveis a infestacio) e
Nelores (Bos taurus indicus, Resistentes a infestacdo), sendo cada grupo constituido por 12
animais, dos quais cinco animais de cada grupo aleatoriamente escolhidos para andlise da
expressdo génica na pele normal e na pele contendo a fémea fixada. Todos os animais foram
mantidos em regime de manejo semi-intensivo com suplementacdo proteica e mineral, ficando
expostos a infestacdo natural pelo B. microplus presente na pastagem. Os animais foram
acompanhados durante 16 meses, e submetidos a trés periodos distintos de coleta das bidpsias

com variacdes frente ao nivel de infestagdo (baixa, média e alta). Todos os animais foram
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vacinados a cada seis meses contra Febre Aftosa e Leptospirose (Bovicel e Lepto-BOV-6,

Valleé).
3.2.2 Obtencao dos Dados Parasitologicos.

Foram realizadas contagens de fémeas ingurgitadas (tamanho superior a 4mm) do lado
esquerdo de cada animal de acordo com a técnica descrita por Oliveira e Alencar (1989) e
preconizada pelo Ministério da Agricultura e Pecudria e Abastecimento. O controle dos
carrapatos em animais susceptiveis foi feito por meio de pulverizacdes com carrapaticidas
tépicos quando a satde clinica se encontrava comprometida devido a infestacdo. As contagens
s6 se sucederam a partir de abril de 2004. Para determinar a intensidade da infestacao fizemos
a contagem de fémeas ingurgitadas em animais suscetiveis durante os 16 meses de estudo e
obtivemos a média das contagens.+/- o desvio padrdo. Os valores obtidos acima da Média
mais o Desvio Padrdo foram considerados como alta infestagdo e aqueles abaixo da Média

menos Desvio Padrdo foram considerados baixa infestagdo.

3.2.3 Obtencao das Biopsias de Pele de Bovinos Resistentes e Susceptiveis Expostos

a Infestacao Natural ao B. microplus Destinadas a Quantificacio da Expressao Génica.

Em cada periodo de coleta os animais eram conduzidos ao brete e condicionados de
forma a permitir a coleta de bidpsia de pele sem carrapatos fixos (pele normal - controle) e
pele com fémeas ingurgitadas fixas (pele infestada com fémeas de B. microplus maior que
4mm) com utilizacdo de um punch 8mm na regido da virilha do animal para uniformizar os
fragmentos quanto a localizacdo no animal e peso de tecido extraido. Apds a coleta do
material, realizava-se a assepsia local com Bacteriovet eembebi¢do dos fragmentos em solugéo
de 600uL RNAlater "(Qiagen) em cama de gelo para adequado condicionamento do RNA
durante o transporte. Depois disso, as amostras permaneciam embebidas em RNA later a uma

temperatura de 4°C por 48hr e congelado a -70°C até o momento da extracdo de RNA.
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3.2.4 Extracao de RNA Total e Verificacio da Integridade do Material Extraido: A
extragdo do RNA tecidual e a verificagdo de sua integridade seguiram a mesma metodologia

detalhada no item 3.1.4 e 3.1.5 respectivamente.
3.2.5 Obtencao de Primes e Sondas a Serem Utilizados na Reacdo de PCR em
Tempo Real.

Para obtencdo dos primers correspondentes aos genes IGF-1, IP-10, MCP-1, MIP1-
o, IFN-a, IDO, IL-5, 1L-4, IL-10, TGF-B1, IFNy, iNOS, B-Actina, TNF-a, IL-18 ¢ ILS,

utilizou-se a mesma metodologia descrita no item 3.1.6.1. (Tabela 2).



Materiais € Métodos 34

Tabela 2 — Caracteristicas dos Primers Utlizados para Quantificacao da Expressiao Génica pela Técnica de PCR em Tempo Real em Pele de Bovinos
Submetidos a Infestacido Natural de B. microplus.

5’ Senso 3’ 5'Ani-senso 3’ 5'Sonda (TagMan)3’ Fluoréfor
o
IFNy 754144 GGGTGGGCCTCTCTTCTCA GTAGAAGGAGACAATTTGGCTCTGA CACTTTCATCTTTCCAATTCT FAM
1L-18 NM174091 CAGATAATGCACCCCAGACCATATT GAGTAGACATTTTCTTACACTGCACAGA TCTGGCCGTAACCATC FAM
TNFo AF011926 CCTCTTCTCAAGCCTCAAGTAACAA GCTGCCCCGGAGAGTT CACGTTGTAGCCGACATC FAM
1L-4 AF395008 TGCCTGTAGCAGACGTCTTTG AATTCCAACCCTGCAGAAGGT CTGCCCCAAAGAACAC FAM
IL-5 TC300586 TCTCATCGAACTCTGCTGATAGGT GCACAGTTGGTGATTTGTATGCT ATGGGAACTTGATGATTCC FAM
IFNo NM174085 GGCGCTGGGTGGCA CCTCGTGGAGCACAGAGATG AGTTGCAGAAGGCTCA FAM
TGFB M36271 AGTGGACATTAACGGGTTCAGTTC CCTCGTGGAGCACAGAGATG CCGGTTCATGCCGTGAAT FAM
1L-10 NM174088 CCAAGCCTTGTCGGAAATGATC TCTCAGCCTGTGGCATCAC TCTTCCAGGTAAAACTG FAM
MCP-1  L32659 AGTCACCAGCAGCAAGTGT GTCCTGGACCCATTTCTGCTT AAAGAGGCTGTGATTTTCAA FAM
IP-10 TC300586 CTGAATCCAGAATCTAAGACCATCAAGAA CCGTGTTCGAGGAGATCTTTTAGT CCTTTGCTTGTTAATTGC FAM
1L-8 AY849380 ACACCTTTCCACCCCAAATTTATCA ACAATGATTTCTGAATTTTCACAGTGTGG CTCTCAATAACTCTCAATTCTT FAM
IGF-1 AF404761 CAGTTCGTGTGCGGAGACA CGACTGCTCGAGCCATACC CCGTGGGCTTGTTGAAA FAM
MIPloe  AY 077840 CCTCTGCAGCCAGGTCTTC GGGCGACATAGGAGAAGCA CAGCGCCAAATGGT FAM
iNOS AF333248 GGGCAGCGGAGTGACTTT TTGCAAGAGAGATCCCCTTTGG CTGGTGAAGCGTGTCTTG FAM
IDO NW001022450 CTTATGATGCCTGGATCTCTATTGCT GCTAACTTCTCAACTTCCACACGTA CCTGAACTGATCAAGAACA FAM
B Actina NM173979 GGCCGGGACCTGACG CCGTGGTGGTGAAGCTGTAG ACTACCTCATGAAGATCC FAM
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3.2.6 Reacdao de PCR em Tempo Real

A quantificacdo da expressdo génica das amostras de peles bovinas normais e infestadas
com carrapato, assim como a andlise dos dados obtidos, segue a mesma metodologia detalhada

no item 3.1.7.2.

3.2.7 — Quantificacio da Matriz Colagenosa em Pele de Bovinos Resistentes e

Susceptiveis a Infestacio Natural pelo B. microplus.

Para a quantificacdo da Matriz Colagenosa escolheu-se, aleatoriamente, amostras de pele
normal e infestada com fémeas ingurgitadas durante todo periodo de observagdo experimental.
As bidpsias de pele normal e infestada foram parafinadas, cortadas em micrétomo (Leica) a
uma espessura de Sum seguida da coloragdo com Picrosirius Red (especifica para

quantifica¢do de matriz colagenosa). Verificar protolo no ANEXO A.

As laminas coradas foram selecionadas ao microscépio de maneira que o tecido
permitisse a visualizacdo da zona 1 ou 2 de fixacdo do carrapato (Szabd, 1999) para
quantificagdo da matriz colagenosa (Verificar ANEXO B). As laminas selecionadas foram
submetidas a quantificagdo de coldgeno pelo programa (Image Tool 2.0), e os resultados
expressos em graficos mediante utilizagdo do programa SigmaPlot 2.0. A érea de ocupagdo de
coldgeno na pele foi determinada em objetiva de 20X e expressa em umz. Na andlise
estatistica utilizou-se o teste ¢ (Sigma STAT), sendo considerados estatisticamente significantes

os valores de P<0,05.
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3.3- Analise Genotipica de Bovinos Resistentes e Susceptiveis a Infestacao ao B.
microplus. Caracterizacdo de Genes Imunes como Marcadores Moleculares de

Resisténcia pela Presenca de SNP's (Single Nucleotide Polimorfisms).

3.3.1 Dos Animais:

12 animais da raca Holandés Preto e Branco (Bos taurus taurus, Susceptiveis a
infestacdo) e 12 animais Nelores (Bos taurus indicus, Resistentes a infestacido) da cidade de
Potirendaba, noroeste do estado de Sao Paulo, e quatro Holandés Preto e Branco e quatro
Nelores da cidade de Pirassununga, sudeste do estado de Sdo Paulo, foram introduzidos neste
experimento para Andlise Genotipica. Todos os animais foram mantidos em regime de
manejo semiintensivo com suplementacdo proteica e mineral,vacinados a cada seis meses

contra Febre Aftosa e Leptospirose (Bovicel e Lepto-BOV-6, Valleé).
3.3.2 Obtencao do DNA:

Apo6s obtencdo do sangue periférico dos animais com utilizagdo de Tubos de Coleta a
Vicuo (Sistema Vacutainer™ ; Becton Dickinson Company (BD)) contendo K; EDTA em
concentragdes ja estabelecidas para coleta de 4 mL de sangue e agulha (CE 0,8x25mm),a
extracdo do DNA foi realizada conforme a metodologia sugerida pelo fabricante (Kit de
Isolamento de DNA Gendmico, Pure Gene — Gentra Systems). Em resumo, 3mL de sangue
total foram transferidos para um Tubo Coénico Tipo Falcon de 15mL contendo 9mL de
Solugdo de Lise Globulos Vermelhos incubados por 10 minutos a T.A. . O material foi
centrifugado (2000g/10minutos) e seu sobrenadante descartado. O pelete formato foi
resuspendido, seguido da adicdo de 3mL de Solugdo de Lise Celular e homogenizacdo com
pipeta e ponteira descartdvel. Para preciptagdo das proteinas, ao sobrenadante contendo o
DNA adicionou-se ImL da Solucdo de Precipitacio de Proteinas seguido de agitagdo em

aparelho vortex por 20 segundos e centrifugagcdo (2000g/10minutos) para formagdo do pelete
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contendo o precipitado proteico. O sobrenadante foi transferido para um Tubo Codnico Tipo
Falcon de 15mL contendo 3mL de Isopropanol 100%, invertido 50 vezes para
homogeneizacdo e centrifugado (2000g/3minutos) para obtencdo do pelete, ao qual, foi
adicionado 3mL de etanol 70% para eliminac¢ao das impurezas. Por fim, 250uL. da Solu¢do de
Hidratagdo do DNA foi adicionado e incubado a 65C por uma hora, sendo estocada segunda

as normas do fabricante.

3.3.3 Obtenciao dos primers

Para desenho dos primers utilizou-se seqii€ncias génicas bovinas depositadas na base
de dados do National Center for Biotechnology Information GenBank NCBI (GenBank NCBI

- http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e a base de dados do Institute for Genomic Research (Tigr-

http://www.tigr.org) quando fez-se utilizacdo de ESTs para desenho dos primers. Priorizamos
o desenho dos primers para perfeito alinhamento em éxons para gerar como amplicon o intron
que intercala os éxons onde os primers anelaram. Quando a base de dados da seqiiéncia
gendmica bovina nao fornecia o local de inicio e término de cada éxon, o EST bovino era
alinhado com a seqiiéncia do respectivo gene alvo humano depositado na base de dados do
NCBI para determinagdo dessa localizacdo e consequente desenho dos primers. A seqiiéncia
génica adquirida foi utilizada para desenho dos primers através do Primer Express 2.0
(Applied Biosystems). As sequéncias dos primers obtidas foram submetidas ao BLAST

confirmatério no Banco de Dados do Genoma Bovino depositado no NCBI (Tabela 3).
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Tabela 3 — Caracteristicas dos Primers Utilizados para Amplificac&o (PCR convencional) de Genes Candidatos & Pesquisa de SNPS.

Cod. de Acesso 3 Posi¢do do Primer 5’ Anti-senso3’ Posi¢@o do Primer

IFNy NCBI 754144 CGATTTCAACTACTCCGGCC exon 1 GCAACAGGAAAATCAGCCAAA intron 3
TNFo AF011926 AGCACCAAAAGCATGATCCG exon 1 TCTTCCAGCTTCACACCGTTG exon 4
TGFp1 NW929377 CGCCAGGAATTGTTGCTATATTT exon 5 TGAAGTCTAGCTCGCACAGCATA exon6
IGF-1 AF404761 CCCCAGTCGTTTGAGGGTTA exon 1 CCAGTGCCGAAACAATGAAA intron 3
MCP-1 L32659 TCGCTGCAACATGAAGGTCT exon 1 AAACTGCAGAGGAGAGAGAGGG exon 3
MIP1o NW929444 GCTCTCGCCGTTCTCCTCT exonl CGGCCTTTTTTGGTCTGGA exon4
1P-10 NW931725 GCTGTTCCTGCATCGAGATCA exon 2 CACGGACAATTAGGGCTTGAC exon4
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3.3.4 A Reacao de PCR

O DNA isolado dos animais foi diluido em dgua Milli-Q de forma que todas as amostras
ficassem a uma concentracido de 9ng/mL. Para obtencdo dos fragmentos desejados utilizou-se
o Kit Platinum Taq DNA Polimerase High Fidelity (Invitrogen). Inicialmente, para maximizar
a qualidade da reacdo, testou-se a amplificacdo dos genes alvos em um gradiente de
Temperatura de Anelamento dos primers, Concentracdo dos Primers, Concentracdo da Enzima
Taq Polimerase e a Concentragdo de Magnésio, alcancando os valores, citados seguidamente,
como sendo de condicdes Otimas de amplificagdo. Em resumo, 2,51l de Tampao 10X para
Enzima High Fidelity, 1,5uL de MgSOs, 0,5uL. de dNTP’s, 0,1uL da Enzima Taq Polimerase,
16,4uL de 4gua Milli-Q autoclavada 2 vezes, 0,5uL do primer senso e anti-senso a uma
concentracdo de 10uM cada . As reagdes foram submetidas ao protocolo de ciclos, seguindo
as orientacdes do fabricante em um aparelho PTC-200 (MJ Research, Watertown, MA). De
forma resumida, 5 min a 95°C, e 35 ciclos de 2 min a 95°C, 1 min para Temperatura (°C) de

Anelamento (variou de acordo com o par primer), 1 minuto a 68°C.
3.3.5 Eletroforese em Gel de Agarose

Para confirmagdo do produto de PCR gerado as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose. Para tal, adicionou-se 1mg de Agarose a 100mL de tampao
TAE 1X (4,9¢ de TriBase, 1,14mL de Acido Acético Glacial e 0,75g de EDTA para cada
100mL de agua destilada), estabelecendo uma concentracdo de agarose de 1%. Procedeu-se
seu aquecimento em forno microondas a poténcia maxima durante 1 minuto. Apds o
aquecimento adicionou-se SUL de Brometo de Etidio (0,5 pl/ml), sendo homogeneizado e
invertido em cuba de eletroforese para adi¢do dos pentes e solidificag@o, seguido da retirada
dos pentes e adicao da solucdo TAE 1X (Tampao de Corrida). A cada SuL do produto de PCR

de cada amostra foi adicionado 3uL de Azul de Bromofenol (100 mg/ml) e transferido para o
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pogo correspondente no gel. Para confirmac@o do tamanho do amplicon gerado, utilizou-se o
padrio de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®) adicionando-se 2ul da
solug@o padrdo a 3uL de Bromofenol. Para corrida no gel a cuba foi ligada a uma fonte de

90V, 115mA, 9W por 30 minutos. O gel foi visualizado em luz UV e fotografado.

3.3.6 Seqiienciamento dos Amplicons Gerados

As reacdes de seqiienciamento dos amplicons obtidos apds a reacdo de PCR, assim
como a andlise da presenca dos SNPs no fragmento em questdo, foram de responsabilidade do
Dr. Alexandre Rodrigues Caetano, cabendo ao nosso grupo realizar as andlises estatisticas e

gréficas das freqii€ncias alélicas e genotipicas dos SNPs identificados.

3.3.7 - Purificacido dos Produtos de PCR para o Seqiienciamento

Para o processo de purificagdao dos amplicons, 1pl de mix (0,2l de Exosapit - Amershan
GE + 0,8 ml de 4gua) foi adicionado a SpL. (~15-20ng/pL) de cada produto de PCR. A reacdo
foi incubada a 37°C por 45 minutos e em seguida a 80°C por 15minutos, em um termociclador

PTC200 (MJ Research).

3.3.8 — Seqiienciamento dos Produtos de PCR

Para reacdo de seqiienciamento, 30-40ng de DNA molde foi adicionado ao Mix (2pmol
do primer correspondente , 1ul. de tampdo "Save Money" 5x e 1pL de kit BigDye v 3.1)
(Applied Biosystems), em um volume final de reagdo de 10ul. Uma vez pronto o Mix as
reacdes foram submetidas ao protocolo de ciclos, seguindo as orienta¢des do fabricante em um
termociclador PTC200 (MJ Research). De forma resumida, 20 segundos a 95°C, 15 segundos

a 58°C e 1 minuto 60°C repetidos por 29 vezes.
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3.3.9 - Purificacido das Reacoes de Sequenciamento

Para purificagdo dos produtos de Sequenciamento, 80ul de Isopropanol 65% frio, foi
adicionado em cada poco da placa seguido de 10 inversdes da placa para mistura das solucdes,
e incubacdo por 15 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacdo, a placa foi
centrifugada por 40 minutos a 1900g a 20° C, o sobrenadante de cada poco foi descartado
seguido da adi¢do de 250ul de etanol 60% frio, e centrifugacdo por 10 minutos a 1900 g a

20°C. Por fim, procedeu-se a secagem em Speed vac por 30minutos em temperatura média.

Para injecéo, foi colocado 10ul de formamida HiDye (ABI) por pogo da placa seguido
de incubagdo de 5 min a 95°C e resfriamento da placa. Para eletroforese utilizou-se o

equipamento ABI 3100 (Applied Biosystems) conforme pardmetros do fabricante.

3.3.10 Analise dos Dados

As seqii€ncias produzidas foram processadas com os programas Phred (Ewing, 1998),
Phrap(www.phrap.org/phredphrap/general.html) e Consed (Gordon, 1998) em um computador
com o sistema operacional Linux. Apds o alinhamento e visualizacdo das seqiiéncias de cada
amplicon em contigs, o programa Polyphred foi utilizado para identificar os SNPs e produzir
um arquivo de output contendo o SNP, 30 pb de seqiiéncia flanqueando cada lado do mesmo,
e informagdes sobre o gendtipo de cada individuo e a probabilidade do genétipo identificado

ser real.

Quando o SNP encontrado estava localizado em regides exonicas, fez-se a utiliza¢do do

ExPASy Translate Tool (http://www.expasy.ch/tools/dna.html) para tradu¢do da seqiiéncia de

nucleotideos e verificacdo da alteracdo de aminodcidos na seqiiéncia protéica. A frequéncia e
especificidade alélica e genotipica entre as racas foram determinadas através da andlise
estatistica do Qui-quadrado (Sigma STAT) e geragdo da expressdo grifica dos resultados

(Sigma Plot 2.0), sendo considerados estatisticamente significantes os valores de P<0,05.



42

RESULTADOS



Resultados 43

4. RESULTADOS

A fim de elucidar os mecanismos imunoldgicos envolvidos na resposta imune de
bovinos contra carrapatos quantificamos a expressdo de genes candidatos a mediarem os
fendtipos de infestacdo nos seguintes tipos de tecidos: 1) pele infestada com carrapatos; 2)
pele inoculada intradermicamente com extrato de larvas de carrapatos ndo alimentados. No
caso de pele infestada, comparamos o nivel da expressdo génica com aquela observada em
pele ndo infestada do mesmo animal que sofria infestagdo. No caso do estudo sobre o efeito de
antigenos de carrapatos na expressao de genes, comparamos o nivel de expressao observada na
pele inoculada com extratos de larvas, com aquela observada em pele inoculada com tampao,
observamos a cinética de expressdo de genes candidatos 1, 72 e 96 horas apds a inoculagdo e
também quantificamos o infiltrado celular recrutado pelo antigenos do extrato. Amostras de
pele infestada e ndo infestada foram obtidas de cinco animais resistentes da raca Nelore e de
cinco animais suscetiveis da raca Holand€s Preto e Branco. No caso, a pele estava infestada
com a forma adulta do carrapato que se encontrava no inicio da fase rapida de alimentagdo e
oriunda de infestacdo natural. Todos os animais foram mantidos no mesmo pasto e sujeitos,
portanto, ao mesmo nivel de infestacdo. No caso de pele inoculada com extrato de larvas,
foram estudadas amostras de cinco animais resistentes da raga Nelore e de cinco animais

suscetiveis da Raca Holandés Preto e Branco.
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4.1- Quantificacao da Expressiao Génica Relativa em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis a Infestacao pelo B. microplus apés Tratamento com Extrato de Larva de B.

microplus nao Alimentadas.

Nesse experimento a quantificacdo da expressdo génica foi avaliada em pele bovina
inoculada com extrato de larvas de B. microplus nao alimentadas. As amostras de pele foram
coletadas em bovinos de duas racas que apresentam fendtipos contrastantes para infestacdes
com o carrapato do boi e que ja haviam sido expostos as infestagdes naturais. Animais
resistentes foram representados por bovinos zebuinos da raca Nelore e animais suscetiveis
foram representados por bovinos taurinos da raca Holandés Preto e Branco. O infiltrado
inflamatério elicitado pelo extrato e pelo controle (tampdo diluente do antigeno) foi
caracterizado previamente por Morelli Filho (2005) (APENDICE A). Nesse trabalho ele
estabeleceu que o padréo de infiltrado celular na reacdo tardia ao extrato (72-96 hr) apresenta
aumento significativo do nimero de basoéfilos e eosindfilos em relagdo a pele controle nos
hospedeiros resistentes, mas ndo nos bovinos suscetiveis ao carrapato. As caracteristicas
temporais e celulares desse infiltrado remetem a reacdo de Jones-Mote elicitado por proteinas
soliveis em humanos sensibilizados (Askenase, 1976). Esse trabalho nao examinou nenhum
aspecto sobre as subpopulagdes e o estado de ativacdo das células recrutadas pelo extrato ou
sobre as quimiocinas e citocinas produzidas no local. Esse tltimo aspecto foi estudado no

presente trabalho.
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4.1.1 Cinética da Expressao de Quimiocinas em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis a Infestacao pelo B. microplus Apés Tratamento com Antigenos de Extrato

de larva de B. microplus nao alimentadas.

O nivel de expressdo génica de quimiocinas foi avaliado com o objetivo de detectar

aqueles responsdveis por auxiliar na formacao do infiltrado celular previamente caracterizado.

A expressdo relativa de IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina-1), um fator
quimiotatico seletivo para basdfilos e importante fator de crescimento celular, apresentou-se
aumentada na pele dos animais da raga Nelore no desenvolvimento da reagdo tardia tanto de
72hr (P=0,06; teste t) quanto de 96hr (P=0,03; teste ) quando comparada aos niveis presentes
na reacdo imediata (1h). Os animais HPBs apresentaram um aumento da expressdo relativa de
IGF-1 na rea¢do de 72hr em relacdo aos niveis de expressdo na reagdo imediata, porém a

diferenca nos niveis de expressao nio era significativa (Figura 4 e Tabela 4).

A expressdo relativa de IP-10, um fator quimiotatico para linfécitos da subpopulacgio
Thl e também para eosinéfilos, apresentou um aumento na pele de ambas as ragas quando
desafiada com extrato de larva, porém, somente Nelores apresentaram aumento significativo
da expressao relativa de IP-10 na reacdo tardia de 96hr quando comparado com a expressiao na
reacdo imediata (P=0,04; teste t). Diferencas de expressdo relativa do IP-10 nido foram
observadas entre as racgas (Figura 5 e Tabela 5). A express@o do gene codificante de IP-10 foi
significativamente maior (P=0,04; teste ) na pele tratada com extrato do que na pele tratada
com PBS apenas na pele de Nelores tratada com extratos 96hr apds o estimulo (Ct para pele
tratada com PBS apds 96 hr: 33,0 £ 0,95; Ct para pele tratada com extrato apés 1 hora: 30,5 +

1,2)

Nos animais HPB a expressdo relativa de MCP-1, um fator quimiotatico para basdfilos,
eosindfilos e mondcitos diminuiu progressivamente no decorrer da formagdo da reacdo tardia,

embora os niveis de expressdo da quimiocina na pele tratada estivessem sempre mais altos do
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que aqueles observados em pele normal. A pele tratada de Nelores manteve a expressdao
relativa de MCP-1 aumentada de forma constante durante os tempos analisados, Apds 96hr a
expressao relativa de MCP-1 era maior na pele tratada de Nelores quando comparado com a
pele de animais HPB coletada no mesmo periodo, embora a diferenca ndo tenha sido
significativa (P=0,09; teste ¢, Figura 6 e Tabela 6). A expressdo do gene codificante de MCP-1
foi significativamente (P=0,04; teste f) maior na pele tratada com extrato do que na pele
tratada com PBS apenas na pele de Nelores tratada com extratos 1h e 72hr apds o estimulo (Ct
para pele tratada com PBS ap6s 1 hr: 28,6 + 1,8; Ct para pele tratada com extrato apés 1 hora:
26,7 £ 1,5; Ct para pele tratada com PBS ap6s 72hr 28,5+0,8; Ct para pele tratada com extrato

ap6s 72: 26,9+0,5 ).

Semelhante ao ocorrido com a expressdo de MCP-1, o MIP-1¢ um fator quimiotatico
para vdrios tipos leucocitdrios, dentre eles eosindfilos e basodfilos, apresentaram em ambas as
racas uma queda da expressdo génica relativa no decorrer da reacdo tardia, chegando a sofrer
inibi¢do da sua expressdo em relagdo a pele normal 96hr apds o tratamento com extrato de
larvas (Figura 7 e Tabela 7). Contudo, a diminui¢do da expressdo em relagdo ao primeiro
tempo analisado foi significativa (P=0,05; teste t) apenas para a raga HBP no tempo de 96 hr.
A expressdo do gene codificante de MIP-1q, foi significativamente (P=0,03; teste ) maior na
pele tratada com extrato do que na pele tratada com PBS, apenas na pele de Nelores tratada
com extratos durante lhora (Ct para pele tratada com PBS apds 1 hora: 39 + 0,5; Ct para pele

tratada com extrato apds 72hr: 37+1,7).

A expressdo génica relativa de IL-16, um fator quimiotético para células que expressam
CD4, incluindo basoéfilos e eosinéfilos ativados, foi maior em pele de animais HPBs quando
comparado a pele de Nelores em todos os tempos examinados, porém ndao houve diferenca

significativa entre os dois grupos de animais. Contudo, quando a expressdo relativa de IL-16
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medida em pele uma hora apds o in6culo do extrato foi comparada com a expressao 72 e 96 hr
apods o indculo, a expressdo aumentou significativamente (P=0,03, ¢ test apenas em Nelores
ap6s 72 hr, mas ndo em animais HPB, aumento este que se manteve até 96hr, embora sem

diferenca significativa (P=0,06 teste 7; Figura 8 e Tabela 8).

A expressdo relativa de SLURP-1, um homélogo solivel do receptor do atividador de
plasminogénio tipo urokinase (uPA), mostrou-se constante nos animais HPBs nos trés tempos
de anélise, sendo levemente maior na pele tratada com extrato durante as reacdes tardias 72hr
e 96hr apés o estimulo. Os Nelores sofrem forte queda da expressdo relativa de SLURP-1
durante a reagdo imediata. Na reacdo tardia de 72hr Nelores exibem um aumento relativo dos
niveis de expressio do SLURP-1 quando comparados aos niveis observados na reacgdo
imediata (P=0,008; teste f), seguido de queda da expressao relativa no tempo de 96hr apds o
estimulo, porém os niveis permanecem maiores do que aqueles observados na reagcdo imediata
(P=0,09; teste r Figura 9 e Tabela 9). A expressdo do gene codificante de SLURP-1 (P= 0,06,
teste 7) foi menor na pele tratada com extrato do que na pele tratada com PBS apenas na pele
de Nelores lhora apés o estimulo e maior 72hr apds o estimulo (P=0,08 teste #; Ct para pele
tratada com PBS ap6s 1 h: 23,8 + 1,5; Ct para pele tratada com extrato apos 1 hora: 27,3 £ 1,7;
Ct para pele tratada com PBS ap6s 72 hr: 27,0 £ 1,8; Ct para pele tratada com extrato apds 72

hr: 25,6 + 1,6)

Em resumo, ha um aumento significativo da expressdo de IGF-1, IP-10, MCP-1 e IL-16
durante a reagdo tardia elicitada por extrato de larvas em pele de animais Nelore, mas ndo em
pele de animais HPB. Esses dados estio de acordo com os dados histolégicos obtidos
anteriormente por Morelli Filho (2005) e sugerem que esses fatores quimiotdticos participam
do recrutamento de eosindfilos e/ou baséfilos na pele de animais resistentes tratada com
extrato de larva. Uma vez que os animais da raca Nelore sdo altamente resistentes ao

carrapato, pode-se inferir que os eosinéfilos e/ou os basoéfilos sdo as células determinantes do
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fenétipo dessa raca porque apresenta maior capacidade de produzir as quimiocinas que

recrutam essa populacio de células.
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Figura 4 — Niveis da Expressdo Génica Relativa de IGF-1 na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nio
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 4 - Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressao Génica Relativa de IGF-1
na pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacées com o carrapato B. microplus.
Meédia dos DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr ap6s tratamento.**: Diferenga Significativa da

Expressdo Génica Relativa na reacdio tardia de 96hr em relacdo a reagcdo imediata de lh apds

tratamento com extrato.

Tempo de

[ d
s
[

Fenoiipo

. . -0.102 7 0.2136 0.1502
Suscepntivel P PP L0212
(HPE) + 0. 1664 + 0.3734 0.2717
Resistente 01677 0.290% 0.3602 °*
{Neloxe) + 0. 2992 02178 + 0.1640
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Figura 5 — Niveis da Expressao Génica Relativa de IP-10 na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 5 - Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressao Génica Relativa de IP-10 na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacoes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr apds tratamento.**: Diferenca Significativa da Expressdo
Génica Relativa na reagdo tardia de 96hr em relagdo a reag@o imediata de 1h apds tratamento com

extrato (P=0,04).

Expressio Relativn de [P-10 (DDt DP)

Inocwlaciho

1h 2he AL o
Fenotipo
P B avel -0,1379 045427 0.5157
Puscepin e +0.2901 + 06512 +0.6502
{rir o)
Resistente -0.0430 04310 0.7"16
(Nelore) +£0.4422 +0 575] +0.3964 °°
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Figura 6- Niveis da Expressio Génica Relativa de MCP-1 na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 6 - Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressao Génica Relativa de MCP-1 na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacoes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt + DP nos tempos de 1h, 72r e 96r apds tratamento

1h “2hs 96hs
05915 0.4199 0252
+0 4419 +0.4031 +£0.I89
- n=-1- PR 0.6352
DoesiIstenre i - LI I Y

{Nelore) + 04990 + 00993
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Figura 7 — Niveis da Expressao Génica Relativa de MIP1-a na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 7 - Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressao Génica Relativa de MIP1-o na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacoes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr apds tratamento.*: Diferenga Significativa da Expressdo Génica
Relativa na reacdo tardia de 96hr em relacdo a reacdo imediata de 1h apds tratamento com extrato
(P=0,05).

Expressio Relativa de DMIP-1la (DDCtx: DP)

1h “2hs 96hs
Fenotipo i ]
Snsceptivel G;ZE}; . ¢ 33?‘:"3 -6.020§é—_4
(HPB) + 0.532 +0.35710 +0 46
Resistente 0.6541 00241 -0.0201

{Nelore) +0,6623 + 05539 109691
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Figura 8 — Niveis da Expressao Génica Relativa de IL-16 na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 8. Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressao Génica Relativa de IL-16 na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacoes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr apds tratamento.*: Diferenca Significativa da Expressdo

Génica Relativa na reacdo tardia de 72hr em relagdo a reagdo imediata de 1h apds tratamento com
extrato e (P=0,03).

Expressio Relativa de [L-1o (DDt £ DP)
Tempo de

Inoculaciio 1h “Xhs O6hs

Fenotipo

Susceptivel -0.1079 Q4219 a.1s821
(HPB) + 03364 + 10 6348 + 03199

Resistente -0.5513 0. 1588 00958

(Nelore) + 0 4983 +021°4 " + 00518
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Figura 9- Niveis da Expressao Génica Relativa de SLURP-1 na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 9. Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressao Génica Relativa de SLURP-1
na pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacoes com o carrapato B. microplus. Média
dos DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr apds tratamento.*: Diferenca Significativa da Expressdo
Génica Relativa na reacdo tardia de 72hr em relacdo a reacdo imediata de 1h apds tratamento com

extrato (P=0,008).

Expressio Relativa de SLURP-1 (DD Ctx DP)

Tempo de

Inoculacio 1L - i
Fenotipo
P fivel -0 1254 0093 anNs2y
Susceptiv A : ol
THEB 4+ 0.2946 + 0.4948 + 06023
Resistente 06731 06584 * 0048~
+ 0. 1602

{Nelore) + 0.6054 L0614
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4.1.2 Cinética da Expressio de Citocinas Pro- e Anti-Inflamatorias em Pele de
Bovinos Resistentes e Susceptiveis a Infestacao pelo B. microplus Apés Tratamento com
Antigenos de Extrato de larva de B. microplus Nao-Alimentadas.

Sabendo que outros hospedeiros que sdo susceptiveis aos carrapatos desenvolvem um
padrao Th2 de resposta (Brossard, 1995; Ferreira e Silva, 1999), a expressdo de genes que
codificam citocinas pré-e anti-inflamatorias foi investigada com o intuito de definir o padrao
de resposta de linfécitos T auxiliares no desenvolvimento dos fendtipos de bovinos infestados

com o carrapato.

A expressio relativa do IFN'y mostrou-se constante em Nelores nas respostas imediatas e
tardias elicitadas com o extrato de larvas. Os animais HPBs manifestaram uma inibicao da
expressdo de IFNY na pele tratada com extrato de larva quando comparado a pele que recebeu
PBS nos tempos de 1h e 96hr apds o tratamento, mas ndo houve diferenca significativa entre

nenhum dos grupos estudados (Figura 10 e Tabela 10).

A expressdo relativa de TNFo demonstrou-se sempre elevada nos trés tempos de
andlises, alcangando seu pico de expressdo 72hr apds inoculacdo do antigeno em ambas as
racas. Apds 72 hr os Nelores sofrem um aumento importante da expressdo génica relativa
quando comparado a expressdo observada uma hora apés o inoculo do extrato de larva, mas a
diferenca nao € significativa (P=0,08; teste 7). Na reacdo tardia que ocorre 96hr apds o
tratamento, os animais HPBs sofrem uma redugdo importante, embora nao significativa
(P=0,06 teste f), dos niveis de TNF-a quando comparado aos indices encontrados no tempo de
72hr.  Em nenhum dos tempos estudados foi observada uma diferenca significativa de

expressdo de TNF-o entre as racas (Figura 11 e Tabela 11).

A expressio de IL-6 mostrou-se muito semelhante em ambas as ragas, atingindo um pico

da expressdo relativa durante a reacdo imediata, e diminuindo apdés 72hr, porém sem
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diferencas significativas entre os tempos e entre os grupos (Figura 12 e Tabela 12). A
expressdo do gene codificante de IL-6 foi significativamente maior (P=0,05; teste f) na pele
tratada com extrato do que na pele tratada com PBS apenas na pele de Nelores tratada com
extratos 1h apds o estimulo (Ct para pele tratada com PBS apds 1 h: 26 + 1,5; Ct para pele

tratada com extrato ap6s 1 hora: 24,2 + 1,0).

Animais resistentes ao carrapato expressam mais IL-17 na reagdo tardia, mas ndo houve
diferenca significativa na expressdo entre os dois grupos de animais em nenhum dos tempos

examinados (Figura 13 Tabela 13).

Em resumo, os resultados aqui obtidos sugerem que Nelores tendem a expressar maiores
niveis de citocinas pro-inflamatorias na pele tratada com extrato de larva, enquanto HPB tem

uma tendéncia a inibi-las durante a formacao da resposta tardia.
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Figura 10 — Niveis da Expressdo Génica Relativa de IFNY na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apé6s inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nio
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 10. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressio Génica Relativa de IFNy na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacoes com o carrapato B. microplus. Média
dos DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr apds tratamento.

Expressio Relativa de IFNy (DDC'tx DP)

Tempo de
Inoculacio

1h “2hr 96hr
Fenotipo
Susceptivel -0.1351 0.2152 -0.0351
(HPE) + 00109 +0,63632 +0.1704
Resistente 0.2613 0,294 0.1320

(Nelore) +0.5083 +0.3821 0.0944
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Figura 11 - Niveis da Expressao Génica Relativa de TNFa na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt..

Tabela 11 - Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressao Génica Relativa de TNFa
na pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infesta¢cdes com o carrapato B. microplus. Média
dos DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr apds tratamento.

Tempo de

Expressio Relativa de TNFa (DDCt £ DP)

Inoculacio 1h - 06l
Fenotipo ]
Susceptivel 0.1570 0.7636 0.1204
¥ h 1=
(HPB) + 04993 + 02151 40,1959
Resistente -0.0295 0.7661 00452
(Nelorey +£0.5056 +0.716" +0.10%0
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Figura 12 — Niveis da Expressao Génica Relativa de IL-6 na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apé6s inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nio
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 12. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressio Génica Relativa de IL-6 na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacoes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr ap6s tratamento.

Expressio Relativa de IL-6 (DD Ct £ DP)
Tempo de

Inoculacio I a—_— 961t

Fenstipo _

Susceptivel 0.7340 04621 0.1912

Sue g e g
(HPB) 03771 +=0.7478 £+ 03566

Resistenre 0.3647 0. 4600 01330

{Nelore) 05074 +£0.7972 L0784
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Figura 13 — Niveis da Expressio Génica Relativa de IL-17 na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apé6s inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nio
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 13. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressao Génica Relativa de IL-17 na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacdes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr apds tratamento.

Expressio Relatva de IL-17 (DDCtcx DP)
Tempo de

Inoculacio L e 961

Fenotipo

Susceptivel -0.2147 -0.0552 -0.2510

Su S )
(HPB) +0 1409 + 02654 +0.1946

Resistente -0.2137 0.2085 0.,0582

{Nelore) +03672 +0.739" + 01958
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Embora outros hospedeiros susceptiveis ao carrapato desenvolvam um padrdao Th2 de
resposta e bovinos resistentes tendam a expressarem mais citocinas do padrdo Thl na pele
tratada com extrato (principalmente de IFNY no desenvolvimento da reacdo tardia como
mostrado anteriormente), o padrdo celular do infiltrado inflamatério elicitado pelo extrato de
larva € constituido de células de padrao Th2, ou seja, basdfilos e eosinodfilos. Sendo assim, a

expressdo de genes codificantes de citocinas anti-inflamatdrias foi investigada.

Durante a reac@o imediata a expressdao de IL-5 foi maior em pele tratada de animais
HPBs e os niveis mantiveram-se elevados até 72 hr apds o tratamento com extrato de larva,
mas os 96hr a expressdo ja declinava. A expressdo de IL-5 em pele tratada de Nelores
mostrou-se maior na pele normal, porém sem varia¢des da expressdo génica relativa nos trés
periodos de observacdo. Embora sem diferencas significativas, os niveis de expressdo relativa
foram sempre menores quando comparados com os niveis presentes nos HPBs no mesmo
periodo (Figura 14 Tabela 14). A expressdo do gene codificante de IL-5 foi significativamente
maior (P=0,03 teste ) na pele tratada com extrato do que na pele tratada com PBS apenas na
pele de Nelores tratada com extratos 1h apds o estimulo (Ct para pele tratada com PBS ap6s 1
h: 35,6 £ 0,5; Ct para pele tratada com extrato ap6s 1 hora: 34,5 + 0,7). A expressdo de IL-10
nos tempos analisados seguiu um perfil muito semelhante em ambas as ragas. A expressao
relativa de IL-10 em uma mesma raga e em um mesmo periodo sempre se manteve aumentada,
ndo havendo, portanto, pontos de inibi¢do da expressao de IL-10, apenas redu¢do do aumento
relativo entre um tempo e outro na mesma espécie (Figura 15 e Tabela 15). A expressdo do
gene codificante de IL-10 foi significativamente maior (P=0,03 teste ) na pele tratada com
extrato do que na pele tratada com PBS apenas na pele de Nelores tratada com extratos 72hr
apods o estimulo (Ct para pele tratada com PBS ap6s 1 h: 30.8 £ 1,7; Ct para pele tratada com

extrato apds 72 hr: 28,0 £ 1,4).
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A expressdo relativa de TGF-f demonstrou-se sempre elevada na pele tratada com
extrato de larva em ambas as racas, com exce¢do da rea¢do imediata observada em Nelores,
que apresentaram uma redug¢@o da sua expressdo quando comparada a pele normal, alcangcando
seu pico de expressdo no tempo de 72hr apds inoculagdo do antigeno. Embora os HPBs
tenham apresentado maior expressdo desta citocina apds 72hr de contato com os antigenos,
ndo houve diferengas significativas em relagdio a outros tempos de andlise dentro da mesma
raca e tampouco em relacdo ao mesmo tempo na raca Nelore. Esta, apesar de apresentar uma
menor expressdo de TGF-f exibiu um aumento significativo da expressio relativa no tempo
de 72hr quando comparada a reagdo imediata no mesmo grupo (P=0,03 teste t, Figura 16

Tabela 16).
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Figura 14— Niveis da Expressao Génica Relativa de IL-5 na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 14. Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressao Génica Relativa de IL-5 na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacoes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt £+ DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr apés tratamento.

Tempo de

Expressio Relatixa de IL-S (DDCtx DP)

Inoculacio L 2l 96h1
Fenotipo _
Susceptivel 03140 04129 662273
" B ﬂ- - - R
(HPB) 02743 +0.6313 + 0.3685
Resistente 0-33:-_‘0 0.1129 0,146:'?
(Nelore) +0.2624 +0.3933 +0.2461
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Figura 15 - Niveis da Expressio Génica Relativa de IL-10 na Pele de Bovinos
Susceptiveis e Resistentes 1h, 72hr e 96hr apds inoculaciao de extrato de larvas de B.
microplus nao alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias

do DCt.

Tabela 15. Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressao Génica Relativa de IL-10 na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacdes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt £ DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr ap6s tratamento.

Tempo de

Expressio Relativa de IL-10 (DD Ct £ DP)

Inoculacio 1L . .
Fomiia
‘;mtpoﬁ 1 02318 0.3393 00,1282
Suscepfive -4z = £ 01119
(HPB) +0,0745 +0 4549
Resistente 0.1496 08278 0.?»12((;
(Nelure-) :I:O.;-’-S: + 0.6566 :I:U.l_ z S
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Figura 16 — Niveis da Expressdo Génica Relativa de TGF-f3 na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 16. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressdo Génica Relativa de TGFf na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacoes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr ap6s tratamento.*: Diferenca Significativa da Expressdo
Génica Relativa na reagdo tardia de 72hr em relacdo a reacdo imediata de 1h apds tratamento com
extrato relacdo (P=0,03).

Expressio Relativa de TGFB (DDCtx DP)
Tempo de

I Uaci

noculagio " . .

Fenotipo _ _ .

Susceptivel 0.3196 0.9186 02623

o 2 G R
(HPB) +0.3442 +0,6610 +0.422]1

Resistente -0.6126 07604 * 01535

(Nelore) +0.8934 +0.726" + 0.1988
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4.1.3 Cinética da Expressio das Enzimas IDO e iNOS na Pele de Bovinos
Resistentes e Susceptiveis a Infestacdo pelo B. microplus. Apés Tratamento com

Antigenos de Extrato de larva de B. microplus niao- Alimentadas.

O nivel de expressdo de IDO (Indoleamina 2,3 deoxigenase) foi avaliado devido ao fato
da enzima estar diretamente relacionada a degradacdo do triptofano (aminodcido essencial
para proliferacdo celular). O triptofano quando metabolizado pela IDO gera quinureninas que
estimulam a apoptose de células Th1, mas ndo Th2 (Terness e al., 2002). O eosindéfilo, célula
abundante no infiltrado celular da pele de Nelores tratada com extrato de larva, é a principal

fonte do IDO, cuja a expressao € induzida pelo IFN-y (Odemuyiwa, et al. 2004).

O iNOS (6xido nitrico sintase induzida) estd envolvido na producdo de NO, metabdlito
que devido a sua ag@o oxidante é potencialmente tdxico para os carrapatos. Com efeito,
macrdfagos de camundongos, que sdo hospedeiros susceptiveis a infestagcdes com carrapatos,
tém a produgdo de NO inibida quando sdo tratados com saliva de carrapatos (Ferreira et al,
1999). Sendo assim, verificamos sua participagdo na resposta local frente a antigenos do B.

microplus.

A expressdo relativa do IDO mostrou-se praticamente constante em todos os tempos
estudados nos animais HPBs, exibindo um nivel de expressdo sempre maior na pele tratada
com extrato de larva. A expressao relativa de IDO em Nelores aumentou no decorrer da reagio
tardia de 72hr e 96hr (P=0,09; teste f) e foi sempre maior quando comparada aos niveis de

expressao exibidos por HPBs nos mesmos tempos de estudo (Figura 17 e Tabela 17).

A expressdo de iNOS nos HPBs foi sempre inibida na pele tratada com extrato de larva
nos trés tempos estudados. Os Nelores exibiram uma expressao de iNOS maior na pele tratada
com extrato de larva 1h e 72hr apds o desafio, sendo que com 72hr ocorre uma diferenca

importante nos niveis de expressdo relativa quando comparados aos niveis exibidos por HPBs
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no mesmo tempo (P=0,09 teste #; Figura 18 e Tabela 18). A expressdo do gene codificante de
iNOS foi inibida (P=0,07 ; teste r) na pele tratada com extrato em comparagdo com a pele
tratada com PBS apenas na pele de HPB 72hr apds o estimulo (Ct para pele tratada com PBS

apo6s 1 h: 26.8 £ 1,5; Ct para pele tratada com extrato apds 72 hr: 29,5 £ 1,4).
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Figura 17 — Niveis da Expressio Génica Relativa de IDO na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 17. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressao Génica Relativa de IDO na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacdes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt £+ DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr ap6s tratamento.

Expressio Relativa de IDODDC't + DP)

Tempo de

Inoculaciio L ol o6ls
Fenotipo
Susceptivel 0.2023 02413 0.2893
e 1na .

(HPB) *0.202% +0.3603 +0.30S0
Resistente 0.1586 0.4220 0,539

(Nelor e) +0.1659 +0.720" +0.2548
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Figura 18 — Niveis da Expressao Génica Relativa de iNOS na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 18. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressiao Génica Relativa de iNOS na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacoes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr apds tratamento.

Expressio Relativa de iNOS (DDCt+ DP)
Tempo de
Inoculacio

1h “2hr 26hr
Fenotipo _ _ :
Susceptivel -0.2619 -0.8680 -0.4303
1) - - . - ’
(HPB) + 0,606 +0.59214 +0.4319
Resistente 03038 04674 -0.0943

{(Nelore) + 0.5890 +09181 +0.198"
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4.1.4 Cinética da Expressao de IFNa e Endotelina-1 na Pele de Bovinos Resistentes
e Susceptiveis a Infestacao pelo B. microplus Apos Tratamento com Antigenos de Extrato

de larva de B. microplus nao- Alimentadas.

A expressdo relativa de IFN-o na pele de Nelores mostrou-se constante nos trés
tempos de andlise, sendo a expressdao na pele tratada com extrato sempre maior quando
comparada a pele que recebeu PBS. Os HPBs demonstraram forte oscilagdo na expressio
relativa de IFN-o no decorrer dos tempos estudados, sendo fortemente expresso durante a
reacdo imediata e inibida na formacdo da reacdo tardia de 72hr e 96hr ap6s estimulo (Figura
19 e Tabela 19). Nelores apresentaram niveis relativos de expressdo maiores 72hr apds o
tratamento da pele com extrato de larva quando comparados aos niveis exibidos por HPBs

(P=0,08 ; teste 1).

A ET-1 € um peptideo sintetizado por varios tipos celulares em presenga de estimulo
inflamatério (Remuzzi et al,. 2002) e caracteriza-se por sua agdo vasoconstritora, mitogé€nica e
antiapoptotica (Bragnato et al., 2004). A expressao relativa da ET-1 em HPBs foi praticamente
inalterada nos trés tempos de anélises. Os Nelores exibiram um aumento da expressdo relativa
de ET-1em 72hr p6s estimulo, quando comparada a reagcdo imediata do mesmo grupo (P=0,07;
teste ), seguido de queda da expressdo relativa no tempo de 96hr apds o estimulo (Figura 20,

Tabela 20).
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Figura 19 — Niveis da Expressao Génica Relativa de IFNa na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 19. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressao Génica Relativa de IFNa na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacoes com o carrapato B. microplus. Média
dos DCt + DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr apds tratamento.

Expressio Relativa de IFN a (DD Ct+ DP)
Tempo de

Inoculacio m -_— .

Fenotpo -

Susceptivel 0.4391 0.7681 -0.1939

' ’ —q - il >
(HPB) +0.7548 + 0.6320 +0.35641

Resistenre 0.1034 0.1816 00793
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Figura 20- Niveis da Expressao Génica Relativa de ET-1 na Pele de Bovinos Susceptiveis e
Resistentes 1h, 72hr e 96hr apés inoculacio de extrato de larvas de B. microplus nao
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 20. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressao Génica Relativa de ET-1 na
pele de Bovinos Susceptiveis e Resistentes a Infestacdes com o carrapato B. microplus. Média dos
DCt £ DP nos tempos de 1h, 72hr e 96hr ap6s tratamento.

Expressio Relatva de Endoreling 1 (DDCc+ DP)
Tempo de

Inoculacio 1L — 06t

Fenotipo

Susceptivel -0.1435 0.1410 0.0324

¥ h - < - -y
(HPB) +0,1970 + 05906 + 06621

Resistente -04795 03603 -0.0682

{Nelorey +0.33]18 L0 66" £ 0 1500
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4.2. Quantificacao Relativa da Expressao de Genes em Pele de Bovinos Susceptiveis

e Resistentes Infestados Naturalmente com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus.

Uma vez determinada a expressdo relativa de genes em pele bovina submetida ao
tratamento com extrato de larva de B. microplus, passou-se a quantificar a expressdo relativa
de genes em pele de bovinos susceptiveis e resistentes contendo carrapatos adultos afixados
que foram adquiridos durante uma infestacio natural. Esse estudo visava identificar os
componentes da resposta imune induzidos ndo somente por antigenos soliveis do carrapato,
mas aqueles induzidos pelo trauma causado pela picada do parasita. A fim de verificar se a
intensidade da infestacdo modulava a expressdo de genes, a pele estudada foi obtida de

animais sofrendo infestacdes de diferentes intensidades.

4.2.1. Quantificacdo relativa da expressiao de Genes Codificantes de Quimiocinas
em Pele de Bovinos Resistentes e Susceptiveis ao B. microplus infestada com carrapatos

adultos

O nivel de expressdo de genes codificantes de quimiocinas foi avaliado com o objetivo
de elucidar os possiveis mecanismos utilizados pelos hospedeiros bovinos no recrutamento de
células que participam na elaboracdo dos diferentes tipos de resposta imune de bovinos

expostos a diferentes niveis de infestagdo por carrapatos adultos de B. microplus.

A expressdo relativa de MCP-]mostrou-se diminuida em ambas as ragas no periodo de
baixa infestacdo. Na média infestacdo, Nelores (P=0,007; teste ) e HPBs (P=0,005; teste 1)
demonstraram um aumento significativo da expressdo relativa quando comparado aos indices
de express@o génica do periodo anterior, porém sem diferengas entre as duas racas. Durante o
periodo de alta infestacdo a expressdo de MCP-1 diminuiu significativamente (P=0,03 teste f)
nos animais HPBs quando comparada a expressdo observada no periodo de média infestacdo e

Nelores expressaram significativamente (P=0,05; teste f) mais MCP-1 que animais HPBs
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(Figura 21 e Tabela 21). A expressdo do gene codificante de MCP-1 foi significativamente
maior na pele infestada do que na pele normal de Nelores (P=0,003; teste t; Ct para pele
normal: 25,7 + 0,7; Ct para pele infestada: 22,7 + 1,5) e HPB (P=0,0006; teste t; Ct para pele
normal: 26,1 + 0,6; Ct para pele infestada: 23,7 + 0,6) no periodo de média infestagcdo e
somente em Nelores quando em alta infestacdo (P=0,002; teste t; Ct para pele normal: 22,5 +
0,6; Ct para pele infestada: 26,7 + 0,6). Tomados em conjunto esses dados sugerem que
infestacdes intensas com carrapatos adultos inibem a expressdo de MCP-1 e que a capacidade

maior ou menor de expressar MCP-1 talvez ndo seja geneticamente determinada.

A expressdo relativa do gene codificante de IP-10) mostrou-se semelhante entre HPBs e
Nelores no periodo de baixa infestacdo, com Nelores exibindo leve reducdo nos niveis de
expressdo na pele infestada quando comparada a pele normal. Durante o periodo de média
infestacdo, Nelores demonstraram um aumento da expressdo relativa quando comparado com
os indices de expressdo génica do periodo anterior, enquanto HPB manifestaram uma inibi¢ao
da expressdo de IP-10 na pele infestada quando comparado a pele normal. No periodo de alta
infestacdo, Nelores e HPB exibiram uma expressio relativa de IP-10 muito semelhante (Figura

22 e Tabela 22).

A expressdo génica relativa de IGF-1mostrou-se semelhante entre HPBs e Nelores no
periodo de baixa infestacdo, ambos exibindo niveis menores na pele infestada quando
comparada a pele normal. Durante infestacdes médias a expressio de IGF-1 foi
significativamente (P=0,01; teste f) maior em pele de Nelores quando comparada & expressio
desse gene durante infestacdes baixas. Os niveis de expressdo de IGF-1 neste periodo também
foram significativamente (P=0,05; teste f) maiores em Nelores quando comparados ao niveis
expressos em pele de animais HPBs. No periodo de alta infestagdo, ambas as ragas exibiram
uma diminui¢do da expressdo de IGF-1 quando comparados aos valores obtidos no periodo de

média infestacdo, porém os niveis manifestados por Nelores permaneceram maiores quando
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comparados aos animais HPBs, os quais sofrem inibicio da expressdo de IGF-1 na pele
infestada pelo artropode (Figura 23 e Tabela 23). A expressdo do gene codificante de IGF-1
foi significativamente maior (P=0,01; teste t) na pele infestada do que na pele normal na pele
de Nelores quando em média infestacdo (Ct para pele normal: 30,2 + 0,2; Ct para pele

infestada: 28,7 £ 0,9).

A expressdo génica relativa de MIP1gumostrou-se semelhante entre HPBs e Nelores no
periodo de baixa infestacdo sendo que os niveis encontrados em HPBs eram ligeiramente
maiores. No periodo seguinte, de média infestacdo,, Nelores e holandeses apresentaram um
aumento significativo (respectivamente P=0,003 e P=0,03; teste ) da expressao relativa desse
gene em relacdo aos indices de expressdo observados no periodo anterior.. Os niveis de
expressdo de MIP-1ow neste periodo foram maiores em Nelores quando comparados a
expressao relativa exibida por HPBs, embora sem diferencas significativas. No periodo de alta
infestacdo, ambas as ragas exibiram uma diminui¢do da expressio de MIPla quando
comparados aos valores obtidos no periodo de infestacio média, tendo ocorrido uma
diminuicdo significativa (P=0,003; teste t) da expressdo relativa na pele dos HPBs, além da
inibicdo da expressdo génica na pele infestada em relagdo aquela da pele normal. Os Nelores
permaneceram com niveis significativamente (P=0,02; teste f) maiores quando comparados
aos HPBs no mesmo periodo,, como demonstrado na figura 24 e tabela 24. A expressdo do
gene codificante de MIPla foi significativamente maior na pele infestada do que na pele
normal de Nelores (P=0,02; teste t; Ct para pele normal: 36,2 + 1,7; Ct para pele infestada:
32,7 £2,3) e HPB (P=0,03; teste t; Ct para pele normal: 32,7 + 1,; Ct para pele infestada: 34,5

+ 1,0) no periodo de média infestacdo.

Durante o periodo de baixa infestagdo a expressdo relativa do gene codificante de IL-

8foi maior em pele de animais HPBs quando comparada a sua expressdo em pele de Nelores,
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embora sem haver diferencas significativas entre os grupos. Durante o periodo de média
infestacdo animais Nelores e HPB apresentaram um aumento significativo (respectivamente
P=0,006 e P=0,03; teste t) da expressao relativa da quimiocina quando comparado aos niveis
de expressdo no periodo anterior. No periodo de alta infestagdo HPBs sofrem uma diminuicao
significativa (P=0,04; teste t) da expressdo relativa de IL-8 em relacdo ao periodo de média
infestacdo (figura 25 e tabela 25). A expressio do gene codificante de MIPlo foi
significativamente maior na pele infestada do que na pele normal de Nelores (P=0,00008;
teste t, Ct para pele normal: 29,7 £ 0,7; Ct para pele infestada: 24,2 + 1,5) e HPB
(P=0,000003teste t; Ct para pele normal: 31,2 + 0,5,; Ct para pele infestada: 25,2 + 1,0) no
periodo de média infestagdo e somente em Nelores quando em alta infestagdo (P=0,001 teste

t; Ct para pele normal: 26,9 + 0,8; Ct para pele infestada: 21,8 £ 0,8).
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Figura 21- Niveis de Expressao Relativa do Gene Codificante de MCP-1 na Pele de Bovinos
Resistentes (Nelore) e Susceptiveis (HPB) Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus e

Manejados em Pasto Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo.. Resultados de PCR em

Tempo Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 21. Expressao Relativa do Gene Codificante de MCP-1 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestagdo
seguido do Desvio Padrdo. H= Diferenca significativa da expressdo relativa de MCP-1 em HPBs quando
comparado aos indices de expressdo gé€nica do periodo anterior para mesma raga (P=0,005) H*=
Diferenca Significativa da Expressdo Relativa de MCP-1 em HPBs no periodo de alta infestacdo quando
comparado aos indices de expressdo do periodo anterior para mesma raga (P=0,03). N= Diferenca
Significativa da Expressdo Relativa de MCP-1 em Nelores quando comparado aos indices de expressao
do periodo anterior para mesma raca (P=0,007). R= Diferenca significativa entre a Expressdo Relativa
de MCP-1 em HPR e Nelores (P=().05).

Expressao Génica MCP-1(DDC't) + Desvio Padrao

Niveis de
infestagao Baixo Medio Alto
Fenotipo
] 0.,1240 0.8850 0.0201

Suscethe' +0,2231 + 10,3361 H + 05871 H

(HPB)

0.9934
. 0.0569 0.9513

Resistente +0.2520 +0.5659 N 0.2366 R

{Nelore)
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Figura 22— Niveis de Expressio Relativa do Gene Codificante de IP-10 na Pele de Bovinos
Resistentes (Nelore) e Susceptiveis (HPB) Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus e
Manejados em Pasto Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo.. Resultados de PCR em
Tempo Real representados pelas médias do DCt

Tabela 22. Expressao Relativa do Gene Codificante de IP-10 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestacdo
seguido do Desvio Padrao.

Expressao Génica IP-10 (DDC'r) + Desvio Padriao

Niveis de
infestagao -
E Baixo Medio Alto
Fenotipo
. 0.0108 0.1024 0.1555
Susceptivel + 0.3351 + 0.3490 +0.2183
(HPB)
0.3060
Resistente AN ity +0.1253

{Nelore})
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Figura 23— Niveis de Expressio Relativa do Gene Codificante de IGF-1 na Pele de Bovinos
Resistentes (Nelore) e Susceptiveis (HPB) Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus e
Manejados em Pasto Apresentando Diferentes Niveis de Infestacido.. Resultados de PCR em
Tempo Real representados pelas médias do DCt

Tabela 23. Expressio Relativa do Gene Codificante de IGF-1 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestacao
seguido do Desvio Padrdo. N= Diferenca Significativa da Expressdo Relativa de IGF-1 em Nelores
quando comparado aos indices de expressdo do periodo anterior para mesma raca (P=0,01). R=
Diferenca significativa entre a Expressdo Relativa de IGF-1 em HPB e Nelores (P=0,05)

Expressio Génica IGF-1 (DD<C't) + Desvio Padrao

Niveis de
infestacao . C e
& Baixo Medio Alto
Fenotipo
) 0.3284 0.0361 0.4214
Susceptivel + 0.3295 = 03110 + 0 5575
(HPB)

. 20.0795 0.4425 0.2358

Resistente +0.1133 +0.3631 RN + 0.3694

(Nelore)
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Figura 24— Niveis de Expressao Relativa do Gene Codificante de MIP1a na Pele de Bovinos
Resistentes (Nelore) e Susceptiveis (HPB) Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus e
Manejados em Pasto Apresentando Diferentes Niveis de Infestacao. Resultados de PCR em Tempo
Real representados pelas médias do DCt.

Tabela 24. Expressao Relativa do Gene Codificante de MIP1a em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacao.. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestacdo
seguido do Desvio Padrdo. H= Diferenca significativa da expressdo relativa de MIP-1oo em HPBs
quando comparado aos indices de expressdo génica do periodo anterior para mesma raga (P=0,03). H¥*=
Diferenca Significativa da Expressdo Relativa de MIP-1oc em HPBs no periodo de alta infestacdo
quando comparado aos indices de expressdo do periodo anterior para mesma raga (P=0,003), N=
Diferenca Significativa da Expressdo Relativa de MIP-1o em Nelores quando comparado aos indices de
expressdo do periodo anterior para mesma raca (P=0,003), R= Diferenca significativa entre a Expressdo
Relativa de MIP-1a em HPB e Nelores (P=0,02).

L. Expressio Génica MIP1a (DDCt) + Desvio Padrie
Niveis de

infestaca .
inrestagao Baixo Medio Alto
Fenotipo
. 5.7196e-3 0.5569 0.7325
Susceptivel + 0.4368 + 02248 H + 0.5657 H'
(HPB)

. 0.3275 10536 0.6271

Resistente + 0.4656 +0.5198 N +0.2785 R

{Nelore)
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Figura 25- Expressao Relativa do Gene Codificante de IL-8 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacao. Resultados de PCR em Tempo Real representados
pelas médias do DCt.

Tabela 25. Expressao Relativa do Gene Codificante de IL-8 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestacio
seguido do Desvio Padrdo. H= Diferenca significativa da expressao relativa de IL-8 em HPBs quando
comparado aos indices de expressdo génica do periodo anterior para mesma raca (P=0,03). H*=
Diferenca Significativa da Express@o Relativa de IL-8 em HPBs no periodo de alta infestagdo quando
comparado aos indices de expressdo do periodo anterior para mesma raga (P=0,04), N= Diferenca
Significativa da Expressdo Relativa de IL-8 em Nelores quando comparado aos indices de expressao
do periodo anterior para mesma raga (P=0,001).

Expressio Génica |lL-8 (DDC't) + Desvio Padrio

Niveis de
infestagdo Baixo Médio Alto
Fenotipo
. 0.6602 1.9158 H 0.5268H"
Susceptivel +0.9453 + 0.4170 + 1.0981
(HPB)
. 0.1550 16226 N 1.5152
Resistente + 0.4815 +0.3703 + 0.0920

{Nelore)
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4.2.2 Quantificacao relativa da expressao de Genes Codificantes de Citocinas Pro- e
Anti-Inflamatérias na Pele de Bovinos Resistentes e Susceptiveis Expostos a Diferentes

Niveis de Infestacao Natural por Fémeas Ingurgitadas de B. microplus.

O nivel de expressdo de genes codificantes de citocinas pré-inflamatérias foi avaliado
com o objetivo de elucidar a participagdo das citocinas pré-inflamatérias na elaboracdo de
uma resposta imune eficiente de bovinos expostos a diferentes niveis de infestacdo por fémeas

ingurgitadas de B. microplus.

A expressdo do gene de TNFq mostrou-se diminuida em ambas as ragas no periodo de
baixa infestagdo, quando comparada com as respectivas peles normais, porém sem diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos. Entretanto, nos periodos subseqiientes de
infestacdo, a pele de Nelores apresentou um aumento da expressio relativa quando comparada
aos niveis de expressdo génica do periodo anterior, exibindo niveis sempre maiores em
comparagdo aos HPBs. Na alta infestacdo, Nelores apresentaram uma maior expressdo relativa
de TNFa significativamente maior (P=0,04; teste t) quando comparada aos niveis de TNFo

exibidos por Nelores na baixa infestacio (Figura 26 e Tabela 26).

A expressdo relativa de IL-18 foi muito semelhante em ambas as racas para cada nivel
de infestacdo observado. Somente no periodo de alta infestacdo verificou-se uma sutil
diferenca da expressdo relativa entre as racas, onde HPBs sofrem inibi¢do da expressao de IL-

18 na pele infestada. Nesse mesmo periodo, Nelores apresentam um aumento da expressio
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relativa de TNFo quando comparado ao nivel exibido na baixa infestacdo (P=0,06 teste t;

Figura 27 e Tabela 27).

A expressao relativa de IFNyno periodo de média infestacdo foi maior em Nelores
quando comparado aos niveis obtidos por HPB (P=0,04; teste 1), os quais sofreram inibicao da

expressdo de IFNy na pele infestada em ambos os periodos (Figura 28 e Tabela 28).
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Figura 26— Expressao Relativa do Gene Codificante de TNFo em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacao. Resultados de PCR em Tempo Real representados
pelas médias do DCt.

Tabela 26. Expressio Relativa do Gene Codificante de TNFa em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacio. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestacao
seguido do Desvio Padrdo. N= Diferenca Significativa da Expressdo Relativa de TNFo em Nelores
quando comparado aos indices de expressdo do periodo anterior para mesma raca (P=0,04).

Expressioc Génica TNFa(DDC't) + Desvio Padriao

Niveis da
infestagdo Baixo Medio Alto
Fenotipo
. 0.0750 0.0241 0.6021
Susceptivel +0.1904 + 0.1981 + 0.9262
(HPB)

. 0.1291 0.2619 0.1856N

Resistente +0.1941 +0.4428 + 0.1280

{Nelore)
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Figura 27- Expressao Relativa do Gene Codificante de IL-18 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Resultados de PCR em Tempo Real representados
pelas médias do DCt.

Tabela 27. Expressao Relativa do Gene Codificante de IL-18 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacio. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestac@o
seguido do Desvio Padrdo. N= Diferenca Significativa da Expressdo Relativa de IL-18 em Nelores
quando comparado aos indices de expressdo do periodo anterior para mesma raga (P=0,05)

Exprescio GénicalL-18 (DDCty + Desvio Padrao

Niveis de
infestacio ) .
s Baixo Medio Alto
Fenotipo
) 0.02141 0.0813 0.3161
Susceptivel +0.2331 + 03123 + 07714
(HPB)
. 0.1312 0.1836 0.2408
Resistente +0.2699 +0.1118 + 0.0261

{(Nelore)




Resultados 85

Balxau IMédia
IFNy Infestagéo Infestacéo
2,5 2 &
1 Nelore P=004 | oy b Ixe 5
I HPB oy = [ =

204 P=0,06 == = =~ =
[u] _—
L7 15 =————
og 104
o5 ~ .
o 5 067 — Legenda: Expressao Génica
(o)
iielatiya
Helafy

o
8 ¥ ol || ]
= 1.0 4 s £ ] £ ] .
Eipay e |
1,5
.

ma
=
'
[l
L=

Baixa _ IMédia
Infestacio Infestacdo

Figura 28— Expressao Relativa do Gene Codificante de IFNY em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Resultados de PCR em Tempo Real representados
pelas médias do DCt.

Tabela 28. Expressao Relativa do Gene Codificante de IFNy em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestagio
seguido do Desvio Padrdo. R= Diferenca significativa entre a Expressdo Relativa de IFNy em HPB e
Nelores (P=0,04).

Expressao Génica IFNy(DDCt) + Desvio Padrao

Niveis de
infestagao Medio Baixo
Fenotipo
. 1.1319 0.3743
Susceptivel + 0.8663 + 1.0586
(HPB)
. 1.5814 R 0.4988
Resistente + 09133 + 0.1590

{(Nelore)
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O nivel de expressdo de genes codificantes de citocinas anti-inflamatdrias foi avaliado
com o objetivo de elucidar sua participagdo na elaboracdo de uma resposta imune eficiente de

bovinos expostos a diferentes niveis de infestacdo por fémeas ingurgitadas de B. microplus.

A expressdo relativa de TGF-3 mostrou-se elevada em HPBs quando comparada aos
niveis de expressdo exibidos por Nelores na baixa infestagdo (P=0,01; teste f), os quais
manifestaram uma reducéo da expressdo génica de TGF-P na pele infestada por B. microplus
quando comparado a sua pele normal. No periodo de média infestacdo, Nelores obtiveram
uma recuperagdo significante do nivel de expressdo relativa de TGF-B em comparagdo ao
periodo anterior (P=0,03; teste ). Quando expostos a alta infestacdo, a expressdo relativa de
TGF-B sofreu um aumento em Nelores quando comparada aos niveis de expressdo exibidos
por HPBs, os quais manifestaram uma redugdo da expressdo de TGF-f na pele infestada por
B. microplus em relacdo a sua pele normal (Figura 29 e Tabela 29). A expressdo do gene
codificante de TGF-f foi significativamente maior na pele infestada do que na pele normal de

Nelores (P=0,04 teste t; Ct para pele normal: 29,5 + 0,7; Ct para pele infestada: 28,3 + 0,8).

A expressao relativa de IL-4 mostrou-se elevada em HPBs (n=2) quando comparada ao
nivel de expressdo exibidos por Nelores (n=2) no periodo de baixa infestacdo (P=0,02; teste
1), o nivel de expressdo de IL-4 na pele infestada de Nelores foi menor quando comparado a
pele normal. No periodo de média infestacdo seguinte, Nelores obtiveram uma recuperagao

significante do nivel de expressdo relativa de IL-4 em comparacdo ao periodo anterior
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(P=0,03; teste t), com niveis semelhantes aos detectados nos HPB. No periodo de alta
infestacdo, Nelores e HPBs apresentaram niveis semelhantes da expressdo relativa de IL-4
(Figura 30 e Tabela 30). Na média infestacdo a expressdao do gene codificante de IL-4 foi
significativamente maior na pele infestada do que na pele normal de Nelores (P=0,007 teste t;
Ct para pele normal: 35,6 + 1,0; Ct para pele infestada: 32,7 + 1,6) e HPB (P=0,02; teste ¢, Ct

para pele normal: 36,1 + 1,7; Ct para pele infestada: 33,2 £ 1,6).

A expressdo génica relativa de IL-5 mostrou-se diminuida em HPBs nos trés periodos de
andlise. No periodo de média infestagdo, Nelores demonstraram um aumento significativo da
expressdo relativa de IL-5 quando comparado ao periodo anterior (P=0,01; feste t), assim
como um maior nivel de expressdo quando comparado aos exibidos por HPBs no mesmo
periodo (P=0,02; teste t). No periodo de alta infestacdo, Nelores mantiveram uma maior
expressdo génica relativa quando comparada com HPBs, porém sem diferencas significativas
(Figura 31 e Tabela 31). Na média infestacdo a expressdo do gene codificante de IL-5 foi
significativamente maior na pele infestada do que na pele normal de Nelores (P=0,009; teste t,

Ct para pele normal: 34,8 + 0,7; Ct para pele infestada: 32,5 + 1,3).

A expressdo génica de IL-10, mostrou-se diminuida em ambas as ragas no periodo de
baixa infestacio quando comparada as respectivas peles normais, porém sem diferengas
significativas entre os grupos. No periodo de média e alta infestacdo Nelores apresentaram um
aumento significativo (respectivamente P=0,04 e P=0,006; teste t) no nivel da expressio

relativa quando comparado ao periodo de baixa infestacdo (Figura 32 e Tabela 32).
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Figura 29- Expressio Relativa do Gene Codificante de TGF-f em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacio. Resultados de PCR em Tempo Real representados
pelas médias do DCt.

Tabela 29. Expressio Relativa do Gene Codificante de TGF- em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacio. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestacao
seguido do Desvio Padrdo. R= Diferenca significativa entre a Expressdo Relativa de TGF- em HPB e
Nelores (P=0,01). N= Diferenca Significativa da Expressdo Relativa de TGF- em Nelores quando
comparado aos indices de expressdo do periodo anterior para mesma raga (P=0,03). N*= Diferenca
significativa da Expressdo Génica Relativa de TGF-B em Nelores na alta infestagdo quando comparado
aos niveis de expressdo gé€nica na baixa infestacio para mesma raga (P=0,01).

Expressao Génica TGFB (DDC't) + Desvio Padrao

MNiveis de
infestagao Baixo Medio Alto
Fenotipo
_ 0.1033 0.2327 0.3211
Susceptivel +0,0752R + 0.2599 +0.5978
(HPB)

, 0.1219 0.3612 N 0.1064 N

Resistente +0.1324 +0.3909 +0.3322

{Nelore)
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Figura 30- Expressao Relativa do Gene Codificante de IL-4 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacio. Resultados de PCR em Tempo Real representados
pelas médias do DCt.

Tabela 30. Expressao Relativa do Gene Codificante de IL-4 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestacdo
seguido do Desvio Padrdo. R= Diferenca significativa entre a Expressdo Relativa de IL.-4 em HPB e
Nelores (P=0,02) N= Diferenca Significativa da Expressdo Relativa de IL-4 em Nelores quando
comparado aos indices de express@o do periodo anterior para mesma raga (P=0,03).

Expressao Génica IL4(DDCt) + Desvio Padrao

Niveis de
infestagao Baixo Médio Alto
Fenotipo
. 0.4914 0.8850 0.2960
Susceptivel +0.1245 R + 0.6406 +0.1057
(HPB)

- 0.3063 0.8640 0.1054

Resistente +0.1245 + 05325 N + 04141

{Nelore)
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Figura 31- Expressao Relativa do Gene Codificante de IL-5 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Resultados de PCR em Tempo Real representados
pelas médias do DCt.

Tabela 31. Expressiao Relativa do Gene Codificante de IL-5 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacio. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestacao
seguido do Desvio Padrdo. R= Diferenca significativa entre a Expressdo Relativa de IL-5 em HPB e
Nelores (P=0,02) N= Diferenca Significativa da Expressdo Relativa de IL-5 em Nelores quando
comparado aos indices de expressdo do periodo anterior para mesma raga (P=0,01). N*= Diferenca
significativa da Expressdo Génica Relativa de IL-5 em Nelores na alta infestagdo quando comparado aos
niveis de expressdo génica na baixa infestacdo para mesma raca (P=0,005).

Expressio Génica IL-5(DDCt) + Desvio Padrio

Niveis de
infestagao Baixo Medio Alto
Fenotipo

. 0.1571 0.1806 0.2107
Susceptivel +0.1639 +0.4263 +0.5860

(HPB)
0.5268N"
) 20,0659 07044 R'N

Resistente . 0.0731 ~ 05128 +0.3143

{(Nelore)
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Figura 32— Expressiao Relativa do Gene Codificante de IL-10 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Resultados de PCR em Tempo Real representados
pelas médias do DCt.

Tabela 32. Expressao Relativa do Gene Codificante de IL-10 em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestac@o
seguido do Desvio Padrio. N= Diferenca Significativa da Expressdo Relativa de IL-10 em Nelores
quando comparado aos indices de express@o do periodo anterior para mesma raca (P=0,04). N * =
Diferenca significativa da Expressd@o Génica Relativa de IL-10 em Nelores na alta infestagdo quando

comparado aos niveis de expressdo géfcaprebnd onGdrgiopita-TsDaracey(REdGio Padrao

Niveis de
infestac¢ao Baixo Medio Alto
Fenotipo
. 0.1510 0.2438 0 .14867
Susceptivel +0.2230 +0.2819 + 07526
(HPB)

. 0.4245 0.2231 N 0.3311N’

Resistente + 01647 + 03979 +0.1850

(Nelore)
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4.2.3 Quantificacdo da Expressao Génica Relativa de iNOS, IDO e IFNa na Pele de
Bovinos Resistentes e Susceptiveis a Infestacao pelo B. microplus Submetidos a Diferentes

Niveis de Infestacao Natural pelo Carrapato.

A expressdo relativa do gene codificante para iNOS mostrou-se maior em HPBs quando
comparado aos niveis de expressdo em Nelores no periodo de baixa infestacdo, embora sem
diferencas significativas entre os grupos. No periodo de média infestacdo, HPBs (P=0,002;
teste ) e Nelores (P=0,007; teste t) demonstraram um aumento significativo da expressio
relativa de iNOS quando comparado aos niveis do periodo anterior. Na alta infestacdo Nelores
apresentaram niveis de expressao relativa de iNOS significativamente maior (P= 0,004, teste
1) do que na baixa infestacio e HPBs apresentaram uma diminui¢do significativa (P=0,02;
teste f) da expressdo quando comparado a média infestagdo (P=0,02 teste t; Figura 33 e
Tabela 33). Na média infestacio a expressio do gene codificante de iNOS foi
significativamente maior na pele infestada do que na pele normal de Nelores (P=0,001 teste t;
Ct para pele normal: 30,4 £ 1,2; Ct para pele infestada: 27,0 + 1,1) e HPB (P=0,0003 teste t;

Ct para pele normal: 31,2 £+ 0,7; Ct para pele infestada: 26,2 + 1,0).

A expressdo relativa do gene codificante da enzima IDO mostrou-se semelhante nos
Nelores em todos os periodos de coleta, obtendo sempre maior expressdo na pele infestada. Os

HPB embora mantendo niveis da expressdo relativa constante nos trés periodos analisados,
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sempre apresentaram inibi¢do da expressdo na pele infestada do animal quando comparado a
pele normal; sendo mais evidente durante o periodo de alta infestacdo. O periodo de média
infestacdo representou o momento de maior diferenca estatistica da expressdo relativa entre os

grupos (P=0,07 teste t; Figura 34 e Tabela 34).

A expressao relativa de IFNo mostrou-se diminuida em ambas as ragas no primeiro
periodo de baixa infestacdo e no periodo de alta infestagdo quando comparada as respectivas
peles normais, porém sem diferencas estatisticas entre os grupos. No periodo de média
infestacdo seguinte, os HPB apresentaram um aumento da expressdo relativa quando
comparado ao periodo de baixa infestagdo (P=0,05; teste f) e quando comparado aos niveis

expressos por Nelores no mesmo periodo (P=0,06 ; teste t, Figura 35 e Tabela 35).
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Figura 33— Expressao Relativa do Gene Codificante de iNOS em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacio. Resultados de PCR em Tempo Real representados
pelas médias do DCt.

Tabela 33. Expressao Relativa do Gene Codificante de iNOS em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestagdo
seguido do Desvio Padrdo. H= Diferenca significativa da expressdo relativa de iNOS em HPBs quando
comparado aos indices de expressdo no periodo anterior para mesma raga (P=0,003), H*= Diferenca
Significativa da Expressdo Relativa de iNOS em HPBs na alta infestagcdo comparado aos indices de
expressdo génica do periodo anterior para mesma raga (P=0,02), N= Diferenca Significativa da
Expressdo Génica Relativa de iNOS em Nelores na média infestacdo comparado aos indices de expressdo
do periodo anterior para mesma raga (P=0,008). N*= Diferenca Significativa da Expressdo Relativa de
iNOS em Nelores na alta infestagdo quando comparado aos indices de expressdo no periodo de baixa
infestacdo para mesma raga (P=0,004).



Resultados 95

Expressio Génica iNOS (DDCrt) + Desvio Padrio
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Figura 34— Expressao Relativa do Gene Codificante de IDO em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. microplus ¢ Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Resultados de PCR em Tempo Real representados
pelas médias do DCt.

Tabela 34. Expressiao Relativa do Gene Codificante de IDO em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto
Apresentando Diferentes Niveis de Infestacdo. Média dos DCt nos diferentes niveis de infestago

seguido do Desvio Padrdo.. Expressio Génica IDO (DDC't) + Desvio Padrio
Niveis de
infestagao Baixo Medio Alto
Fenotipo
! ; 01171 0.2980 0.3913

Susceptivel +0.3298 + 0.3539 +0.7310

(HPB)

. 0.0479 0.2092 0.1405

Resistente +0.3781 +0.4138 + 0.1226

{Nelore)
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Figura 35— Niveis de Expressiao Génica Relativa de IFNa na Pele de Bovinos com Fenétipo
Resistente (Nelore) e Susceptivel (HPB) Submetidos a Infestacio Natural com Fémeas
Ingurgitadas de B. microplus em Diferentes Periodos. Resultados de PCR em Tempo Real
representados pelas médias do DCt.

Tabela 35. Expressao Relativa do Gene Codificante de IFNa em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Infestados com Fémeas Ingurgitadas de R. microplus ¢ Manejados em Pasto

Apresentando Diferentes Niveis de Egﬁgﬁgg% a/lg@ml@a i}f}q @pg Q}fe]qn.teplgge,;kﬂp Wao

seguido do [%s 10 ﬁa‘anao H= Dife o A
comparado aos 1n310e§ c;l‘e expressao anmm:lo anterior para mesMard;m(P 0,05). A Ito
Fenotipo
. 0.2532 0.1746 0.6221
Susceptivel +0.3351 + 0.254H +0.7376
(HPB)
0.2408
. 0.6689 0.4034
Resistente + 0.4895 . 0.5325 + 0.9107

{Nelore)




Resultados 97

4.3 Quantificacdo da Matriz Colagenosa em Pele de Bovinos Resistentes e
Susceptiveis Naturalmente Expostos a Infestaciao pelo B. microplus Mediante Utilizacao

da Coloracao de Picrosirus Red.

Além das diferencas na elaboragdo da resposta imune, outros fatores podem estar relacionados
com a resisténcia de Nelores ao desenvolvimento do carrapato. Dentre eles, sugerimos uma possivel
diferenca na producio e manutencdo da matriz colagenosa que conferiria aos Nelores uma importante
barreira fisica contra a fixacdo do artrépode. Junto a essa hipétese, ditos populares em relacdo a uma
maior espessura e resisténcia do couro de Nelores quando comparado a outras ragas enfatizam a
importancia da barreira fisica na resisténcia ao processo de infestagdo. E sabido, como mencionado na
introducdo desta tese, que carrapatos de diversas espécies liberam metaloproteases (MMP) em sua
saliva que auxiliam na degradacdo tecidual e conseqiientemente permitem o repasto sanguineo do

artrépode.

Os resultados mostram que hd uma queda significativa da matriz colagenosa na pele infestada
quando comparado a pele normal em ambas as racas (Fig. 37), porém sem diferencas significativas
entre as ragas. Isto nos permite dizer que o carrapato possui a mesma capacidade de degradagdo da
matriz tecidual em ambos os hospedeiros, ndo nos permitindo ligar a constituicdo colagenosa da matriz

extracelular com o desenvolvimento de resisténcia frente a infestagao.
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Figura 36- Quantificacao de Colageno em Pele Normal e Infestada com Fémeas Ingurgitadas de
B. microplus.1) A — Pele Normal de Nelore, B- Pele Infestada de Nelore, C- Pele Normal de HPB, D-
Pele Infestada de HPB. A 4rea vermelha representa o coldgeno presente no tecido em objetiva de 20X
(Coloragio de Picrosirius Red). 2) Representacdo Grifica da Area de Coldgeno Quantificada.

4.4 - Analise Genotipica dos Animais e Caracterizacio de Marcadores Moleculares

de Resisténcia Através da Determinacao de SNP's (Single Nucleotide Polimorfisms).

Apo6s determinar que ocorrem diferencas nos niveis de expressdo génica relativa de
diversos genes alvos possivelmente envolvidos com a elabora¢do da resposta imune bovina
frente a antigenos do carrapato, pesquisamos a presenca de polimorfismos genéticos em
alguns genes pertencentes ao sistema imunoldgico. Para desenvolver esse experimento foi
obtido DNA de Nelores (n=16) e Holandeses Preto-Branco (n=16) como descrito em materiais

e métodos.

4.4.1 — Determinacdo da Posicao e Freqiiéncia dos SNP’s Mapeados em Genes
Imunolégicos Anti-inflamatérios e Pro-Inflamatérios em Nelores e Holandeses Preto-
Branco.

Os SNP’s encontrados apds o seqiienciamento dos produtos de PCR dos genes TNFq

IFNYy e TGFp foram analisados de acordo com sua freqiiéncia na populag¢do bovina estudada.

O seqiienciamento do amplicon com 1400pb posicionado entre os éxon 1 e intron 3 do
IFNY identificou a presenca de sete posi¢des distintas contendo SNP’s, sendo as alteracdes que
ocorreram nas posicdes 3028, 3024, 2896 (distribuidos nos introns) e 2781 (presente no éxon

1) especificas para Nelores. A freqiiéncia de todos os SNP’s especificos para Nelores era
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significativamente maior (P<0,05; Chi®). A alteracdo na posicdo 2781 ndo acarretou alteracio
de aminoicido na seqiiéncia protéica, sendo, portanto, considerado uma muta¢do pontual

conservativa (Figura 37 A e Tabela 36).

O seqiienciamento do amplicon com 1400pb posicionado entre os éxons 1 e 4 do TNFa
identificou a presenca de quatro posicoes distintas contendo SNP’s, sendo que as alteragdes
nas posi¢des 2329 e 2440 eram especificas para Nelores e a da posi¢do 2697 especifica para a
raca HPB. A freqii€ncia dos SNP’s encontrados nas posi¢cdes 2329 e 2440 era
significativamente maior em Nelores (P<0,05; Chi’) e a dos SNPs nas posi¢des 2416
(correspondente ao éxon 3 do gene) e 2659 era significativamente maior em HPB (P<0,05;
Chi’). Nelores apresentaram quatro dele¢des nucleotidicas identificadas e HPB duas delecoes

na regido génica analisada (Figura 37B e Tabela 36).

O seqiienciamento do amplicon com 1350pb posicionado entre os éxons 6 e 7 do TGFf
identificou a presenca de seis posicdes distintas contendo SNPs. As posicdes 9634, 9888,
10358 e 10643 foram especificas para Nelores e a posicdo 9691 especifica para a raca HPB.
Embora os SNPs fossem raca-especificas, nenhum alcancou uma freqiiéncia populacional
significantiva. Nelores apresentaram também duas delecdes nucleotidicas identificadas nas

posicdes 9919 e 9920 do gene (Figura 37C e Tabela 36).
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Figura 37- Analise da Freqiiéncia de Single Nucleotide Polimorfisms (SNP’s) Mapeados em Genes Codificantes de Proteinas do Sistema Imune com
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4.4.2 — Determinacdo da Posicio e Freqiiéncia dos SNP’s Mapeados em Genes

Imunolégicos com Funciao Quimiotatica em Nelores e Holandeses Preto-Branco.

Os SNP’s encontrados apds o seqiienciamento dos produtos de PCR dos genes IGF-1 IP-
10, MCP-1 e MIP-1o foram analisados de acordo com sua freqiiéncia na populagdo bovina

estudada.

O seqiienciamento do amplicon com 830pb posicionado entre o éxon 1 e intron 3 do
IGF-1 identificou a presenca de trés posicodes distintas contendo SNP’s, sendo a alteracdo que
ocorreu na posi¢do 1914 especifica para raca HPB. Embora com especificidade raca-
especifica, o SNP da posicdo 1914 ndo obteve uma freqiiéncia significante. O SNP presente
na posicdo 1388, embora ndo sendo raca-especifica apresentou uma freqiiéncia

significativamente maior (P<0,05; Chiz) em HPB (Figura 38 A e Tabela 36).

O seqiienciamento do amplicon com 970pb posicionado entre os éxons 1 e 4 do IP-10
identificou a presenca de trés posi¢des distintas contendo SNP’s, sendo a alteracdo que
ocorreu na posi¢do 1550 (presente no éxon 1) especifica para raca Nelore. Embora com
especificidade raca-especifica, o SNP da posicdo 1550 apresentou uma freqii€ncia significante.
O SNP presente na posicdo 1078, embora ndo sendo racga-especifica, apresentou uma

freqiiéncia significativamente maior (P>0,05) (Figura 38B e Tabela 36).

O seqiienciamento do amplicon com 1300pb posicionado entre os éxons 1 e 3 do MCP-1
identificou a presenca de nove posicdes distintas contendo SNP’s, sendo as alteragdes que
ocorreram nas posi¢des 2577, 2457, 2430 e 2157 especificas para raca HPB e nas posi¢des
2420 e 2057 especificas para raga Nelore. Dos SNP’s especificos para raca HPB as mutacdes
pontuais nas posi¢cdes 2577, 2430 e 2157 apresentaram uma freqii€ncia significativamente
maior (P<0,05; CHIZ); assim como as duas alteracdes identificadas em Nelores (P<0,05;

Chi’) (Figura 38C e Tabela 36).
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O seqiienciamento do amplicon com 1350pb posicionado entre os éxons 1 e 3 do MIP-
1o identificou a presenca de onze posicdes distintas contendo SNP’s, sendo as alteragdes que
ocorreram nas posi¢gdes 135, 330, 974 (éxon 2) e 1042(éxon 2) especificas para raca Nelore.
Desses SNP’s, somente a mutagdo pontual na posi¢do 1042 (éxon 2) obteve uma freqiiéncia
significativamente maior (P<0,05; Chi’). Os SNP’s presentes nas posi¢des 380 e 1041,
embora ndo sendo raga-especifica, apresentou freqii€ncia significativamente maior em Nelores
(P<0,05; Chi®), o mesmo ocorreu para o SNP da posi¢do 548 que foi mais freqiiente na raca

HPB (P<0,05; Chi®) (Figura 38D e Tabela 36).

Nossos resultados sugerem que essas disposi¢des de SNPs podem ser tuteis na associagio
dos estudos de segregacdo das populacdes resultante do cruzamento de B. taurus e B. indicus
averiguando se estes marcadores sdo associados com modificagcdes que conferem marca de

resisténcia para B. indicus.
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Tabela 36. Freqiiéncia dos Genotipos dos SNPs Mapeados em Genes Codificantes de Proteinas
do sistema Imune em Racas Bovinas Susceptiveis ou Resistentes a Infestacoes pelo B. microplus
Comparagdo da Freqiiéncia Genotipica dos SNP’s em Nelores e Holandeses para os genes estudados.
Os numeros em vermelho representam genétipos especificos para a raga. :Diferenga Estatisticamente
Significante na Proporcio de Alelos nas Diferentes Racas.Teste do Chi”, sendo P<0,05.

tene/Posicio do SNP Genotipo HPEB Nelors " Valor de P
IP-10 AA 0 3
1078 AG 1 8 0,001
GG 15 4
TNFCQ GG 4 11
2659 6T 1 0 0,027
AA 2 0
AG 9 3
AA le 1
2440 AG 0 10 0,001
GG 0 3
TT 9 13
241e AT 6 1 0,001
AA 1 0
GG 0 1
2329 AA 1 0 0,01
AG 0 7
MIP-100
cC 0 4
0,004
380 cT 1 6
TT 13 5
AA 1 0 0,07
AC 5 1
548 cc 8 14
cC 9 14
0,08
608 cT 5 1
GG 15 9 0,03
AG 0 3

1042 AA 0 )
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Continuagdo
GanziPesicio do SNP Ganotipe HPB MNelora “Valerda P
IGF-1 cC g 15
cT 4 0 o202
1388 TT 4 1
IFN-y GG 14 3
2781 GT 1 5 i
TT 4
2787 cT 5 1 0.06
TT 11 9
GG le 8
2896 GT 0 6 CLOCE
TT 0 2
3021 T7 1 12 002
GT 0 4
T7 16 2
3024 GT 0 8 o0
GG 0 5
TT 16 a
3028 GT 0 7 Lo

GG 0 5
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Continuagdo
Gene/Posi¢an do SNP Genotipo HFE Nelors “Valorde P
MCP-1 GG 16 7

AA 0 2 oL

2057 AG Q 7
GG 1 9

2159 AG 15 5 oo
AA 0 1
TT 15 9

2206 aT 1 5 Qa7
GG 0 1
cc 16 5

2420 cT 0 7 OO
TT 0 3
TT 11 15

2430 cT 4 0 .05
cc 1 0
cc 11 15

2577 cT 4 o] 005
TT 1 0
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5 - DISCUSSAO

Para obterem sangue, os carrapatos ixodideos necessitam permanecer fixados ao
hospedeiro por um longo periodo de tempo, permitindo que ele tenha tempo suficiente para
desenvolver reacdes contra a infestacdo. No entanto, o sucesso do parasitismo do carrapato é
possivel gracas as estratégias imunomoduladoras que desenvolveu e que s@o capazes de
reduzir a resposta do hospedeiro e garantir o repasto sanguineo até o fim. O repertorio
imunomodulador estd contido na saliva de carrapatos que vem sendo descrito por diversos
autores. O que as diferentes espécies de carrapatos possuem em comum € o fato de todos
neutralizarem componentes da reacdo inflamatdria inata e resposta adaptativa presente no
momento da fixacdo (Ribeiro, 1995). A saliva também pode ser toxica ou irritante para o
hospedeiro, fato refletido pela ocorréncia de intoxicagdes ou reacdes pruriginosas apds picadas

de carrapatos.

O tipo de resposta elaborada pelo hospedeiro determina ou ndo o desenvolvimento de
resisténcia a infestagdo pelo artrépode. Experimentos com camundongos infestados com
carrapatos R. sanguineus, demonstraram que esses animais ndo sdo capazes de desenvolver
uma resposta imune eficaz contra o parasita, mesmo apds diversas infestacoes (Ferreira &
Silva, 1998) e polarizam a resposta adaptativa para o tipo Th2. Por outro lado, alguns
hospedeiros sdo capazes de reagir contra as infestacdes e terminam por inibir a hematofagia.
Tal fenomeno ¢é refletido por um menor peso da fémea ingurgitada e da massa de ovos, menor
tempo de postura e de eclosdo dos ovos, dentre outros parametros bioldgicos. Cobaias
apresentam, no local da picada, infiltrado inflamatério formado de mononucleares e baso6filos
(Szab6 e Bechara, 1999) e também desenvolvem reacdes de hipersensibilidade imediata e
tardia (Szabd et.al, 1995), enquanto que em camundongos o infiltrado inflamatério provocado
pela picada de mesma espécie de carrapato € composto predominantemente por neutréfilos e

eosindfilos e desenvolvem apenas reagcdes de hipersensibilidade imediata (Ferreira et al,
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2003). Linfécitos T de camundongos infestados apresentam uma proliferacdo reduzida

(Ganapamo et al., 1996).

Os bovinos sdo hospedeiros naturais do carrapato B. microplus e apresentam racas
susceptiveis (Bos taurus - Holandés Preto e Branco) e resistentes ao processo de infestacio
(Bos indicus - Nelores). Constituem o unico hospedeiro de carrapatos onde é possivel estudar
numa mesma espécie as respostas elicitadas pelos fenétipos contrastantes de infestacdes. Neste
estudo, quantificamos a expressao relativa de genes candidatos a participarem dos fenétipos de
infestacdes tanto na pele de bovinos submetidos a infestacio natural com B. microplus quanto

na pele de animais imunes tratada com extrato de larva do carrapato.

a) Genes Envolvidos no Recrutamento de Leucdcitos:

Como dito acima, as propriedades téxicas e irritantes da saliva e do cone de cemento do
carrapato, bem como a lesdo causada pelos palpos e o hipostomio do carrapato promovem
reacOes inflamatorias cutdneas. Os mecanismos moleculares responsdveis por essas reagdes
ainda ndo foram estudados na interface carrapato-hospedeiro, mas observagdes feitas sobre
outras patologias cutaneas permitem inferir que a reagdo ocorre por meio da indugdo da
producdo de citocinas pré-inflamatérias, moléculas de adesdo e quimiocinas por células
residentes da pele. De fato, alguns alérgenos de contato induzem diretamente a ativacio de
queratindcitos para produzirem quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias e ICAM-1 (Pivarsci,
2007). A natureza das células efetoras recrutadas durante a reagdo ao carrapato dependerd, por
sua vez, do perfil de quimiocinas induzido inicialmente. Como informado acima, a
composicdo celular dessa reacdo correlaciona-se com o sucesso da hematofagia apesar da
reacdo do hospedeiro ou com prejuizo para o parasitismo do carrapato. Com efeito, a fim de
escapar da resposta inflamatéria, a saliva de carrapato possui um ligante genérico de

quimiocinas (Hajnicka, et. al, 2001). Em trabalho recente foi identificado um ligante das
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quimiocinas CCL3 (MIP1a) e CCL2 (MCP-1) em biblioteca de cDNA de glandula salivar de
R. sanguineus denominado evasina-1 (Frauenschuh, et. al, 2007) o que evidencia um
importante papel dessas moléculas na constru¢do do infiltrado inflamatério e nos mecanismos
de ataque ao artropode. Com base nos achados dos estudos anteriores que mostram um
predominio de eosindfilos e basdfilos nos animais resistentes e de neutrdfilos e polarizagio de
resposta adaptativa para o perfil Th2 nos animais suscetiveis, o presente trabalho focalizou
seus esfor¢os sobre as quimiocinas que recrutam basofilos, eosinéfilos, neutrdfilos e linfécitos

T helper tipo 1.

No experimento em que bovinos foram desafiados com extrato de larva ndo alimentadas
de B. microplus, Nelores, mas ndo HPBs, elaboraram uma reagao tardia caracterizada por um
aumento significativo no nimero de basoéfilos e eosindfilos 72 e 96hr apds receber o estimulo.
A reacdo tardia envolvendo basdfilos pode representar a hipersensiblidade tipo Jones-Mote,
definida na introdug@o. O recrutamento maior de baséfilos em pele de Nelores foi
acompanhado pelo aumento significativo da expressdo relativa de IGF-1 na reagdo tardia ao
extrato de larvas de carrapatos. Quando expostos a uma infestagdo natural por B. microplus, a
pele infestada de bovinos Nelores também expressam mais IGF-1 do que a pele infestada de
HPB, os quais exibiram uma inibicdo da expressdo de IGF-1 na pele infestada em todos os
periodos de coleta. O IGF-1 é um fator quimiotitico seletivo para baséfilos (Hartnell et al.,
2004) e modula liberagdo de histamina por essas células (Hirai et al., 1993), sendo também
fator de crescimento que estimula a mitose e diferenciag@o celular de queratindcitos (Sharp et
al., 2005). Recentemente foi descrito a presenca de uma molécula ligante, tipo lipocalina, de

IGF-1 (IGFBP) em transcriptomas de glandulas salivares de B. microplus (Mulenga, 2007).

A expressao relativa de MCP-1 (CCL2) em Nelores aumentou de forma significativa
72hr apds o tratamento com extrato de larva, fato que ndo foi observado em HPBs. Na

infestacdo natural, Nelores exibem um aumento da expressdo relativa de MCP-1 comparado
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aos HPBs na alta infestacio. O MCP-1 é um importante fator quimiotdtico para basoéfilos e
estimulador da desgranulagdo de histamina por essas células independente da presenca de IgE
(Kuna, et al 1993). Alguns trabalhos demonstram que a reacdo cutinea tardia com participacio
de mastdcitos, eosindfilos e basofilos estd associada com resisténcia ao artrépode (Szabd e
Bechara, 1999). Enfatizando os possiveis efeitos deletérios da histamina no desenvolvimento
do artrépode, foi identificada uma proteina ligante de histamina na saliva de carrapatos
(Ribeiro, 1995). Esses achados fortalecem a hipdtese da ativagdo basofilica e desgranulacdo
histaminica na resposta imune de hospedeiros resistentes. Na reacdo tardia de 72hr, Nelores
apresentaram um aumento significativo da expressdo relativa de IL-16, que é quimiotatico
para basofilos, linfécitos T e eosindfilos (Ferland et al, 2004), participa do desenvolvimento
da reacdo de hipersensibilidade tardia e estimula a produgdo de triptase nos granulos de
baséfilos (Qi et al, 2002), enzima que pode estimular o aumento prurido local (Steinhoff,
2003), contribuindo para irritabilidade do animal e remocdo mecénica do artrépode. A
expressdo relativa de MIP1q (CCL3) comportou-se de forma contrastante nos experimentos
realizados. Quando expostos a antigenos de extrato de larva, ambas as ragas exibiram uma
queda da expressdo de MIP1a no decorrer da reacdo tardia, enquanto que, durante a infestagéo
natural, variados niveis de expressdo foram observados. No periodo de alta infestacdo, Nelores
exibem um aumento da expressao relativa de MIP1a comparado a HPBs, os quais sofrem uma
forte inibicdo da sua expressdo na pele infestada. O aumento da expressdo relativa de MIP1a
nos animais resistentes pode estimular o recrutamento de baséfilos e eosindfilos (Heinemann
et al., 2000) ao local de fixag¢do do carrapato. O MIP1¢ é uma quimiocina capaz de estimular
a producio de superéxidos em neutréfilos (Oliveira et al 1999). E sabido que a saliva de R.
sanguineos inibe a producdo de NO por macréfagos murinos (susceptiveis) quando
submetidos a cultura com saliva de R. sanguineos (Ferreira e Silva, 1999), caracterizando uma

possivel participacdo da producgdo de superdxidos na rejei¢do do ectoparasita.
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Um achado interessante na expressao génica na pele de bovinos desafiados com extrato
de larva de B. microplus, foi do SLURP-1. Em nossos experimentos constatou-se um aumento
da expressdo relativa de SLURP-1 na pele de Nelores e HPBs nos tempos de 72hr e 96hr apds
inoculacdo do extrato de larva, porém somente Nelores apresentara indices significativos. O
SULRP-1 é um homoélogo solivel do receptor do ativador de plasminogénio tipo urokinase
(uPA) e sua seqii€ncia peptidica € muito semelhante a toxinas de veneno de cobra (Fischer,
2001). Dados da literatura mostram que uPA € um potente agente quimiotatico para basdfilos,
porém ndo estimula sua desgranulagdo tampouco a produgdo de citocinas (de Paulis, 2004). O
SLURP-1 induz a expressdo de caspase 3 e 8 em queratindcitos e regula o indice apoptotico
dessas células (Arredondo, 2005). Mutacdes presentes no gene humano esta associado ao
desenvolvimento do Mal de Meleda (Fischer, 2001). Junto a essas informag¢des sugerimos a
participacdo do SLURP-1 na regulacdo do indice migratério de basdfilos e no controle
apoptotico dos queratindcitos. Animais HPB t€ém um aumento continuo da expressdo relativa
do SLURP-1 na formacdo da reagdo tardia, enquanto Nelores demonstram uma queda da
expressao relativa de SLURP-1 96hr apds o estimulo. Embora sem bases conclusivas para este
perfil de expressdo, pode-se sugerir que Nelores exibem uma espécie de feedback negativo
entre quimiocinas recrutantes de basoéfilos e a expressdo de SLURP-1 regulando o potencial

quimiotatico do ambiente inflamatério no local da picada.

O presente trabalho também demonstrou que Nelores apresentam niveis mais elevados
de expressio do IP-10 (CXCL-10) 96h apds tratamento com extrato de larva. Em pele
infestada os niveis de expressdo relativa do IP-10 também sdo maiores em Nelores quando sdo
comparados aos HPB. O IP-10 estd envolvido no recrutamento de células Thl e manutencao
das respostas de hipersensibilidade tardia (Goebeler et. al., 2001), no recrutamento de
mastécitos (Marone, et al. 2005 e de eosindfilos participantes de reacdes tardias (Akahira-

z

Azuma, 2004). Queratindcitos estimulados com IFNY, citocina cuja expressdo € maior em
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Nelores, e eosindfilos, célula presente em maior nimero na pele de bovinos resistentes tratada
com extrato de larvas ou infestada com ninfas e com adultos do que na pele de bovinos

suscetiveis, sdo fontes importantes desse fator quimiotatico (Klunker, 2003 e Gillitzer, 1991).

Por fim, quantificamos a expressdao de IL-8. Experimentos prévios demonstraram a
inibicdo da atividade biologica de IL-8 quando exposta a antigenos salivares in vitro
(Hajnicka, 2001). Importante no recrutamento de neutréfilos, fato condizente com o fendtipo
susceptivel de acordo com Szabd, et al. (1995), a IL-8 apresentou-se elevada na pele de HPBs,
com excec¢do do periodo de alta infestacdo, evidenciando um forte papel do nivel da infestagéo

no processo de resposta imune.

Os resultados obtidos em relacdo a expressdo de quimiocinas em hospedeiros resistentes
e susceptiveis ao carrapato, nos permite dizer que Nelores utilizam diversas vias de
recrutamento para formacgdo do infiltrado celular local, vias estas que estdo envolvidas na
quimiotaxia de eosindfilos, baséfilos e linfécitos Thl para a pele em contato com antigenos do

carrapato.

b) Citocinas Pré-Inflamatdrias

H4 uma aparente discrepincia entre os estudos que associam uma resposta imune tipo
Th2 ora a susceptibilidade, ora a resisténcia (hospedeiros resistentes recrutam eosinofilos,
baséfilos e liberam mais histamina) ao carrapato. Informacdes recentes mostram que o
paradigma Th1/Th2 ndo se aplica a mastdcitos, eosindfilos e basdfilos porque podem ser
modulados por citocinas Thl e Th2, com desfechos funcionais distintos (Lebman e Coffman
1988). Por outro lado ja foi demonstrado que hospedeiros resistentes ao carrapato apresentam
reacOes tardias a antigenos parasitirios. Ao analisar o padrdo de citocinas inflamatdrias e
estimuladoras da manutengdo da reagfo tardia, verificamos que bovinos resistentes expostos a

antigenos de extrato larva ou a infestacfo natural, t€m aumento relativo da expressdo génica
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de IFNYy na pele quando comparado a HPB. Animais susceptiveis sofrem intensa inibicdo da
expressdao de IFNy. Dentre os diversos efeitos bioldgicos ja descritos envolvendo a
participacdo do IFNY, destaca-se sua participacdo no desenvolvimento da hipersensibilidade
tardia (Mosmann, 1989) e a capacidade indutora da producdo de outras moléculas imunes, tais
como, MCP-1 e IP-10 por eosindfilos (Dajotoy et. al, 2004). Corroborando esses achados,
observamos o aumento dos niveis de expressdo relativa do MCP-1 e IP-10 no
desenvolvimento da reacdo tardia ja descritos anteriormente. O IFNY € a principal citocina
indutora da expressdo de IDO por eosindfilos (Dajatoy et al, 2004). Nelores aumentam o
nimero de eosinéfilos em reacdo tardia de 96hr e maior producao de IDO quando comparado
a outros tempos de andlise no mesmo grupo de animais. Na infestagdo natural o aumento da
expressdo relativa de IFNyY na média infestacdo, foi acompanhado do aumento IDO por
Nelores. Estes resultados sugeremuma participagdo importante do IFNY na inducido da
producgdo de IDO na pele desses animais. A IDO degrada o amino 4cido triptofano, gerando
quinureninas, substancias que impedem a proliferacdo de linfécitos Thl, mas ndo de Th2
(Odemuyiwa et. al, 2004). A producdo de IDO aumentada em Nelores sugere que esses
animais ndo somente primam pela ativacdo do sistema imune como também pelo controle na
elaboracdo da resposta. O controle da resposta local evita uma possivel lesdo tecidual que

poderia beneficiar o processo de repasto sanguineo e desenvolvimento do artrépode

O carrapato expressa abundantemente proteinas ligantes de histamina (Mulenga, 2007;
Ribeiro, 1995; Brandio et al., 2007, manuscrito em preparacio), indicando que esse mediador
¢ prejudicial ao seu repasto sanguineo. Quando ativado, o mastdcito € uma das maiores fontes
de TNF-q, citocina cuja expressdo aumenta significativamente em pele de Nelores durante a
alta infestacdo, embora, ndo aumente na pele desses animais quando desafiada com extrato de

larva. O TNFa liberado por mastdcitos pode ativar a maturagdo de células dendriticas e
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hipertrofiar linfonodos, contribuindo para uma maior ativacdo imunoldgica e capacidade de
resposta aos antigenos salivares (McLachlan et. al, 2003). Quando em contato com células
endoteliais o TNF-o aumenta a expressdo de E-selectinas e diapedese de linfécitos para o sitio
inflamatério (Walcheck et. al, 1993). O TNFa € um forte indutor da expressdo de iNOS
(Katedra et. al, 2004). A iNOS apresentou maior expressdo em pele de Nelores durante a alta
infestacdo. A iINOS é mediadora da produgédo de radical reativo potencialmente téxico para

carrapatos, podendo auxiliar no processo de rejei¢do a fixacdo do ectoparasita.

Enfatizando o ambiente inflamatério gerado nos animais resistentes, destacamos a
inibicdo da expressdo de IFNq durante a infestacido natural em ambas as racas de bovinos. A
IFN-o inibe a expansdo de linfécitos T y8 WC1™ pré-inflamatérias e estimula a expansdo de
linfécitos T Y8 CD8" que modulam a inflamacdo e sdo abundantes em pele (Tuo, et al 1999).
Antigenos salivares aumentaram a expressdo dessa molécula em animais susceptiveis, mas
ndo em resistentes, o que poderia conter o poder inflamatério das células Tyd WCI", desses
animais. O IFN-o é secretada por células da epiderme, inclusive células dendriticas
plasmacitéides (pDCs), e inibe a liberacdo de IL-4 por basoéfilos primados com IL-3, mas ndo

a liberacdo de histamina e LTC,4, atenuando a dermatite atépicam (Chen et. al, 2003)

Desses resultados conclui-se que hospedeiros resistentes possuem um maior poder de
montar e manter uma resposta inflamatdria ao B. microplus ao conseguir controlar a evolugdo

do parasita fixado.

¢) Citocinas Antiinflamatdrias

O TGFp, citocina envolvida com reparo tecidual, revelou um aumento da expressao
relativa na reacdo tardia de 72hr apds inoculacdo do extrato de larva na pele de Nelores

quando comparado aos valores obtidos na reacdo imediata para mesma raca. Durante a
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infestacdo natural, com excecdo da baixa infestagdo, Nelores exibiram uma maior expressao
relativa quando comparado aos HPBs. Uma das principais fontes produtoras de TGFJ séo os
eosindfilos, células envolvidas no reparo tecidual (Phipps et. al, 2002). Sua atividade é
controlada de forma pardcrina pela IL-5 (Phipps, 2004). A expressdao de IL-5 foi maior em
pele de Nelores durante a infestacdo natural, porém sem diferencas quando em contato com
extrato de larva. Podemos dizer que a salivacdo continua durante o processo de repasto
sanguineo do artrépode, estimula a producdo de IL-5 em Nelores e isto pode contribuir para
ativacdo de eosindfilos. Como Nelores apresentam um aumento significativo dessas células
no local da inoculacido do extrato de larva em 72hr e 96hr apés inoculagdo, os reusltados
indicam que os animais da raca Nelore possuem maior poder de reparo tecidual e controle da

resposta imune ao carrapato do boi.

Estudos prévios demonstraram ocorrer inibicdo da producdo de IL-10 por macréfagos
murinos (hospedeiros susceptiveis) quando em contato com a saliva de I. ricinus (Hannier, et
al 2003). De encontro a essa informagao, nosso trabalho enfatiza uma maior expressdo de IL-
10 tanto no decorrer da infestagdo natural quanto na reacdo tardia induzida apés tratamento
com extrato de larva nos animais resistentes. A principal fung¢do da IL-10 na regulacdo da
resposta imune € inibicdo da producdo de IFNy (Sher et. al, 1992). Isto pode explicar a
reducdo na expressdo do IFNYyap6s o pico de expressdo de IL-10 quando os animais sdo
tratados com extrato de larva. Na baixa infestagdo, Nelores comportam-se de forma a
expressar uma fraca resposta imunoldgica. Genes antiinflamatérios como IL-4 e TGFp,
apresentam um aumento significativo de expressdao em HPBs quando comparados aos Nelores
para este periodo. No entanto, quando expostos a niveis maiores de infestacdo os niveis de
expressdo de genes codificando proteinas quimiotaticas e inflamatdrias aumentam de forma
significativa em Nelores e acabam por estimular o aumento de expressdo dos genes

codificantes de proteinas antiinflamatdrias mantendo o equilibrio da resposta imune.
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Os achados histoldgicos e moleculares na pele de bovinos resistentes e susceptiveis
desafiados com extrato de larva de B. microplus sugere que basdfilos e eosinéfilos sdo células
que estdo relacionadas ao desenvolvimento do fenétipo de resisténcia, sendo que no ambiente
inflamatério de animais resistentes manifesta um maior poder quimiotatico para essas células
e um padrdo de misto de citocinas expressas. O nivel de infestagdo do B. microplus tem uma
enorme capacidade de interferir no nivel de expressdo gé€nica tanto em animais resistentes

quanto em animais susceptiveis para diversos genes-alvos analisados.

A diferenca de expressdo em diversos genes participantes do processo de elaboracdo da
resposta imune estimulou a pesquisa de mutagdes de alguns dos genes que estudamos. Alguns
trabalhos buscam marcadores moleculares para qualificagdo da maciez de carne bovina e/ou
relacionados a resposta imune (Higushi, 1999). Existe polimorfismo genético descrito para
promotor de TNF-a bovino que afeta niveis de transcri¢do (Higuchi et al, 1999). Em outros
mamiferos, ha relatos de polimorfismo no iNOS com diferentes niveis de expressdo do gene
(Burgner, et al 1998), mas nada ainda foi caracterizado em relacdo ao processo de resisténcia
bovina ao carrapato. A pesquisa de SNP’s nos permitiu comprovar a existéncia de diversas
mutagdes pontuais, sendo algumas, com freqii€ncia alélica e genotipica raca-especifica. Esses
dados aumentaram o repositério de informagdes que poderdo fornecer possiveis marcadores
moleculares de resisténcia genética de bovinos e gerar melhores condi¢des de manejo frente a

presenca do carrapato.

Em resumo, este trabalho descreve a participacdo de alguns dos componentes da
resposta imune local frente aos antigenos do carrapato no desenvolvimento do fenétipo de

resisténcia bovina a esse parasita.
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6- CONCLUSOES

Este trabalho descreve a participagdo de alguns dos componentes da resposta imune
local frente a antigenos ou a infestagdes do carrapato no desenvolvimento do fendtipo de
resisténcia de bovinos contra esse parasita. Baseado nas diferencas observadas para os perfis
de expressdo génica apresentados em pele de diferentes ragas de bovinos submetida a

diferentes tipos de estimulos, o presente trabalho permite concluir que:

1- O perfil de expressdo de alguns genes codificantes de moléculas envolvidas na
resposta imune varia de acordo com a composicdo genética do hospedeiro bovino e

correlaciona-se com o fen6tipo apresentado pelo hospedeiro para infestagdes com carrapatos.

2- A expressdo relativa de fatores envolvidos no recrutamento de baséfilos e eosinéfilos
(IGF-1, MIP-1a, MCP-1, SLURP-1), células que estdo presentes em maior nimero na pele de
bovinos resistentes tratada com extratos de larvas, foi maior em pele de hospedeiros bovinos
resistentes (Nelores) quando comparada a pele tratada de bovinos suscetiveis (HPB) ao

carrapato.

3- A expressdo relativa de fator quimiotdtico envolvido no recrutamento de linfécitos
Th1 (IP-10) foi maior em pele tratada de hospedeiros bovinos resistentes quando comparada a

pele tratada de bovinos suscetiveis ao carrapato.

4- O nivel de intensidade da infestacdo natural com carrapatos modula a expressdo de
genes codificantes de moléculas envolvidas na resposta imune em ambas as racas, porém o0s
perfis de expressdo de genes codificantes de citocinas quimiotéticas e pré-inflamatérias sao
semelhantes aos encontrados no experimento com extrato de larva, sendo maiores nos animais

resistentes.
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5- Mutagdes pontuais (SNP’s) foram detectadas em alguns dos genes estudados, sendo
que alguns alelos e gendtipos eram encontrados apenas em uma das racas avaliadas. Esses
dados contribuem para o repositério de marcadores moleculares, importantes ferramentas para
o melhoramento genético de bovinos para resisténcia a carrapatos, para criagdo de melhores

condicdes de manejo frente a presenca do carrapato.
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ANEXO A- Descricio da Técnica de Colaracao Picrosirius-red em Biopsias de Pele
Bovina Exposta a Infestacao Natural pelo B. microplus.

1- O tecido cortado foi colocado em banho histolégico 45°C para extensdo e aquisi¢io
do tecido com utilizag@o de 1amina histoldgica.

2- As laminas contendo os cortes foram armazenadas em estufa a 60°C para
desparifinizacdo e fixacdo do tecido por um periodo de 24 horas. Uma vez retirado o excesso
de parafina as ldminas permaneceram 2hr em T.A.

3- Xilol I por 20min,
4- Xilol II por 20min,

5- Banhos rapidos em Alcool Absoluto I, Alcool Absoluto IT e Alcool 95 Alcool 80, em
sequéncia.

6- Banho em Agua corrente da torneira 3 min.

7- Acido Fosfomolibidco (GOLD LAB) 5% por 2min.
8- Lavar em Agua destilada (1 banho répido).

9- Picrosirius Red (SIGMA) por 90min.

10- Lavar em Agua destilada (3 banhos seguidos)

11- Acido Cloridrico 0,01N por 2min.

12- Banho em 4gua destilada

13 - Etanol 70% por 40seg.

14 — Montagem da lamina
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ANEXO B - Ilustracdo da Fixacdo do B. microplus em Pele Bovina e Divisdo
Esquemadtica das Zonas de Contagem Preconizadas por Szabé (1995).
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