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RESUMO

O carrapato Boophilus microplus afeta a produtividade bovina causando
perdas econdbmicas na ordem de bilhdes de dolares anualmente. Sabe-se que
a saliva do carrapato exerce efeitos imunomodulatérios, uma adaptacao
evolutiva a resposta do hospedeiro que pode prejudicar a alimentagao do
carrapato. Tem sido sugerido que o resultado de muitas infec¢cbes parasitarias,
com relacdo a resisténcia ou suscetibilidade, € determinada pelo padrao de
resposta das células Ty1 e Ty2, as quais produzem citocinas especificas que
podem direcionar a resposta imune para diferentes mecanismos. As
informacdes relacionadas a resposta do hospedeiro ao B. microplus ainda é
bastante limitada. Na tentativa de ampliar os conhecimentos sobre a resposta
imune dos bovinos ao carrapato, este trabalho determinou os niveis de mRNA
de algumas citocinas em dois grupos de bezerros da raga Nelore (Bos indicus):
um grupo controle e um grupo desafiado por infestagao de carrapatos. Nossos
resultados demonstraram uma reducao dos niveis de mRNA de IL-2 (P < 0.03)
nos animais desafiados, enquanto nenhum efeito foi observado para IL-4, IL-8,
IL-12p35, TNF-a and MCP-1. A reducdo na expressao de uma importante
citocina Ty1 sugere uma tendéncia para o padrao de resposta Ty2, 0 que esta
de acordo com estudos similares conduzidos em outros modelos carrapato-

hospedeiro.



SUMARY

Boophilus microplus tick affects cattle productivity causing economic
losses in the order of billions of dollars annually. It is know that tick saliva exert
immunomodaulatory effects, an evolutionary adaptation to the immune response
of the host that can counteract tick feeding. It has been suggested that the
outcome of many parasitic infections with regard to resistance or susceptibility
is determined by the pattern of response involving Th1 and Th2 cells, which
produce specific cytokines that may direct the immune response towards
different mechanisms. Limited information is available regarding to the host
response to B. microplus tick infestation. In an attempt to improve our
knowledge about cattle immune-response to ticks, this work determined the
expression levels of cytokines mRNAs in two groups of Nelore (Bos indicus)
calves: one control and other challenged by tick infestation. Our results
demonstrated a down-regulation of IL-2 (P < 0.03) mRNA levels in challenged
animals, while no effect of tick challenge was observed for IL-4, IL-8, IL-12p35,
TNF-a and MCP-1. The down regulation of an important Th1 cytokine suggests
a tendency towards a Th2 response pattern, which is in agreement with similar

studies conducted with other tick-host models.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O carrapato Boophilus microplus e as doencgas por ele transmitidas se
constituem numa das principais causas de prejuizos para os rebanhos criados
em areas tropicais e subtropicais do mundo. Os prejuizos anuais, em
levantamento realizado no territério brasileiro, atingem cerca de 2 bilhdes de
dolares (Grisi et al., 2002). Entre os fatores responsaveis por essas perdas
destacam-se: desvalorizag&o do couro pelo ataque direto do parasita, desgaste
do animal pelo hematofagismo, irritagdo no local da picada, estresse a que s&o
submetidos para o controle da parasitose, reducdo da taxa de natalidade,
aumento dos custos de produgdo pelo uso de insumos, construgdes e
manutencdo de instalagbes e, principalmente, transmissdo da tristeza
parasitaria (Babesia ssp e Anaplasma marginale). Os danos causados ao couro
reduzem o valor desse produto no mercado, impossibilitando que o Brasil
desenvolva todo o seu potencial como produtor de couros de alta qualidade.

Correntemente a unica alternativa para o controle do carrapato séo os
caros e trabalhosos tratamentos acaricidas (Wikel et al., 1994; Wikel, 1996).
Deste modo, tém sido realizadas pesquisas em busca de alternativas de
controle, por meio de estudos dos mecanismos imunologicos de resisténcia,
identificacdo de genes que influenciam a resisténcia adquirida ou inata a
parasitas e criagdo de hospedeiros resistentes para reduzir a infestacdo em
rebanhos de bovinos.

A compreensdo da base molecular das estratégias utilizadas pelos
carrapatos para evadir a resisténcia do hospedeiro, € 0s mecanismos

imunolégicos que levam a protecdo do hospedeiro devem abrir novas
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possibilidades para o desenvolvimento de vacinas e outros produtos
alternativos para o controle de ectoparasitas (Ferreira e Silva, 1999).

Deste modo, o estudo do perfil de expressao de genes do sistema imunoldgico
€ de fundamental importancia para o entendimento da resposta imune bovina
durante a infestagao por carrapatos. Tal perfil pode ser determinado por meio
de técnicas de quantificacdo de mRNA, como a técnica de RT-PCR em tempo
real. Esta técnica foi desenvolvida nos ultimos anos e torna a quantificagao da
expressao de mRNA facil, rapida e muito sensivel. Uma vez que todos os
parametros estejam padronizados e todos os fatores de variagao
cuidadosamente controlados, o método permite resultados altamente precisos

(Giulietti et al, 2001).

2. HIPOTESE

A comparacéao do perfil de expressdo de genes do sistema imunoldgico
de animais expostos ou ndo ao carrapato deve possibilitar a identificacdo de
genes alvos, envolvidos na modulagdo da resisténcia dos bovinos a este

ectoparasita.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Gerais
Contribuir para o aumento da quantidade e qualidade das informacgdes

referentes resposta imune do hospedeiro bovino a infestagdes com carrapatos.

3.2. Objetivos Especificos
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Avaliar o nivel de mRNA de 6 genes (IL-2, IL-4, IL-8, IL-12, TNF-a e
MCP-1) envolvidos na resposta imune, em pele e linfonodo de bovinos
submetidos a infestacdo artificial com o carrapato Boophilus microplus,

utilizando a metodologia de qRT-PCR em tempo real.

4. REVISAO DE LITERATURA
4.1. Biologia do carrapato Boophilus microplus

O Boophilus microplus é um carrapato originario da Asia e foi introduzido
no Brasil juntamente com os bovinos trazidos pelos colonizadores portugueses,
ainda no século XVI (Labruna et al., 1997). Atualmente ele se distribui
amplamente entre os paralelos 32° N e 32° S onde o clima é mais apropriado
ao seu desenvolvimento (Gonzales, 1993).

Praticamente todo o territorio brasileiro estd dentro da zona de
ocorréncia desse parasita e, de acordo com as informacgdes disponiveis sobre a
dindmica das populagdes desse acaro na Regido Sudeste do Brasil, o
parasitismo ocorre ao longo de todo o ano (Fonseca et al., 1997).

O carrapato B. microplus € um artropode da classe Arachnida, ordem
Acarina, familia Ixodidae. Esses acaros sao hematofagos obrigatérios e o ciclo
de vida é composto de uma fase de vida livre e outra parasitaria (Marcondes,
2001).

A fase de vida livre se inicia quando a fémea ingurgitada ou teleégina se
desprende do bovino e cai no solo, onde procura um local adequado para
postura com temperatura ao redor dos 27°C e com pouca luz. O numero de
ovos produzidos por fémea varia entre 2 e 3 mil e a eclosao das larvas se inicia

ao redor do 7° dia apds o final da postura e se completa em mais sete dias,
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quando se tornam infestantes sob condigdes ideais de temperatura e umidade
(27-28° C e umidade superior a 70%). Em condi¢cdes desfavoraveis, mais de
100 dias podem transcorrer entre o final da postura e a eclosado das larvas. A
fase de vida parasitaria se inicia com a fixacdo da larva infestante ao
hospedeiro. As larvas tornam-se ninfas, em torno do oitavo dia apds a fixacao,
se alimentam e sofrem novas mudas, originando individuos machos ou fémeas.
Os machos tornam-se adultos por volta do 15° dia apdés a fixacdo e
permanecem no hospedeiro por cerca de 30 dias, percorrendo o corpo do
animal, se alimentando de sangue e fecundando as fémeas. A fémea
fecundada ingurgitada passa a ser denominada teledgina (ao redor do 21°dia)
e cai no solo, iniciando novo ciclo (Gonzales, 1993). O carrapato B. microplus
ao longo de toda sua vida parasitaria ingere um volume de sangue que varia
entre 300 e 350 ul (Mahoney e Ross, 1972).

O prejuizo causado pelo hematofagismo €& agravado pela irritagdo
provocada pela picada do acaro e pela transmissdo de varios agentes de
doengas. Os carrapatos produzem componentes biologicamente ativos que
facilitam a fixagdo e ingurgitamento (Ribeiro et al, 1985; Ribeiro, 1989a), entre
esses estdo varias peptidases secretadas para dissolver o tecido do
hospedeiro, permitindo a criagdo de um sulco de alimentagdo onde o sangue
do hospedeiro se acumula (Ribeiro, 1989b). Outros componentes tém por
finalidade modular a resposta do hospedeiro inibindo vias reguladoras e
efetoras envolvidas na aquisicdo e expressao da resisténcia adquirida (Wikel,

1996).

4.2. Resisténcia do hospedeiro
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Diferentes niveis de resisténcia dos bovinos ao carrapato sao
observados, tanto entre ragas como dentro de ragas (Wharton et al., 1970;
Moraes et al., 1986; Oliveira et al., 1989; Gomes, 1992; Allen, 1994; Verissimo
et al., 1997; Andrade et al., 1998; Frisch et al., 2000; Andrade et al., 2001).
Tem sido reconhecido que ragas que evoluem na presenca de carrapatos
possuem uma média alta de resisténcia (Frish, 1999). Bovinos de origem
zebuina sao menos suscetiveis a infestacbes por carrapatos Boophilus
microplus quando comparados a animais cruzados com racgas taurinas
(Wambura et al., 1998). Evidéncias histéricas explicam a menor sensibilidade
dos zebuinos ao carrapato, entre elas, a maior convivéncia desses bovinos
com esse acaro desde os primordios de seu processo evolutivo. Por outro lado,
o0 gado europeu veio estabelecer contato com o carrapato somente no
momento de sua introducdo nos trépicos. Varios autores verificaram diferencgas
entre ragas ou grupos genéticos quanto a resisténcia ao carrapato, sendo que
animais zebuinos apresentaram maior resisténcia, seguidos de animais
cruzados de zebu, crioulos e europeus (Villares, 1941; Riek, 1962; Oliveira e
Alencar, 1987; Oliveira et al., 1989; Wambura et al., 1998; Frish et al., 2000).
Em estudo comparativo do desempenho de novilhas quanto a resisténcia ao
Boophilus microplus, Lemos et al. (1985), trabalhando com mesticos Holandés
x Guzera de diversas proporgdes, verificaram que maior propor¢ao da raca
Holandesa estava associada a maior numero de carrapatos. Resultados
semelhantes foram alcangados por Oliveira e Alencar (1990), em estudo com
bovinos de seis graus de sangue Holandés Vermelho e Branco x Guzera,
naturalmente infestados, no qual verificaram que a intensidade parasitaria de B.

microplus aumenta na propor¢ao de aumento do grau de sangue europeu.
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Infestagcbes com B. microplus em ragas puras de Bos taurus causam
uma diminuicdo marginal no numero de linfécitos T, comegcando com a
segunda infestacdo e persistindo até o final da quarta exposi¢cao (Inokuma et
al., 1993).

O sistema imune do hospedeiro parece ser o fator mais importante que
regula esta resisténcia (Mattioli et al., 2000). A capacidade de resposta
mediada por citocinas, mais vigorosa em Bos indicus do que em Bos taurus, na
presenca de moléculas da saliva do carrapato, parece ser um fator que
contribui para a resisténcia dos primeiros (Ramachandra e Wikel, 1995). A
existéncia de genes principais de resisténcia a esse acaro foi sugerida por
Frish (1999), indicando que uma melhora significativa na resisténcia ao
carrapato pode ser conseguida pela introdugcdo desses genes, representando
uma solucao permanente para o controle desse parasita. Estudos posteriores
refutaram a existéncia de tais genes principais (Henshall, 2004) entretanto,
varios QTLs (do inglés, Quantitative Trait Loci) de razoavel magnitude tém sido
descritos para essa caracteristica (Gasparin et al., 2006, Regitano et al., 2006).

Genes envolvidos na determinagéo da cor da pelagem, e no tipo de pelo
também podem ser considerados como candidatos em potencial. Alguns
autores encontraram dados que suportam a hipotese de que a coloracdo do
pélo pode afetar a permanéncia ou sobrevivéncia de carrapatos na superficie
da pele de bovinos. Oliveira e Alencar (1987) em bovinos da raga Canchim,
Andrade et al. (1998) em animais da raga Gir e Verissimo et al. (1997) em
mesticos leiteiros, verificaram que os animais mais claros eram mais
resistentes em relacdo aos mais escuros. A maior suscetibilidade ao carrapato

verificada em animais de pelos mais escuros, segundo os ultimos autores,
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pode ser atribuida a queda da resisténcia provocada pelo maior estresse
térmico observado nesses animais. No entanto, ao estudar a relagcdo entre cor
do pélo, teor de acidos graxos poliinsaturados de 18 carbonos e numero de
carrapatos em bovinos de varios graus de sangue Holandés x Zebu,
GRANADO et al. (1987) concluiram que os animais mais escuros (5/8
Holandés x 3/8 Zebu) possuiam maior teor desses acidos graxos na pele e por
isso apresentavam maior resisténcia ao carrapato. Outros fatores como
comprimento do pélo, espessura e dureza da pele podem influenciar na

resisténcia dos bovinos aos carrapatos.

4.3. Resposta imunoldgica

O sistema imune dos vertebrados tem evoluido para defender o
hospedeiro contra um espectro de patégenos infecciosos (Liew, 2002). Nos
bovinos a resisténcia ao carrapato pode ser classificada em inata e adquirida
(Riek, 1962).

A resisténcia inata manifesta-se ja na primeira infestagdo sem
necessidade de contato prévio do bovino com o carrapato, enquanto a
resisténcia adquirida surge apos sucessivas exposicbes dos animais a
infestacao e envolve vias reguladoras e efetoras da resposta humoral e celular,
estando associada a reagdes de hipersensibilidade a antigenos inoculados no
hospedeiro junto com a saliva do carrapato (Riek, 1962; Wikel, 1996; Wikel e
Bergman, 1997).

Evidéncia inicial da base imunolégica da resisténcia adquirida do
hospedeiro contra carrapatos € o desenvolvimento de infiltrados celulares,

principalmente basdfilos e eosindfilos, nos sitios de ligacdo do carrapato ao
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hospedeiro (Allen, 1973; Brossard e Fivaz, 1982). Envolve componentes
reguladores e efetores do sistema imune, tais como células apresentadoras de
antigenos (APCs), particularmente as células de Langerhans que detectam
imunégenos na epiderme e migram aos linfonodos (Nithiuthai e Allen, 1985),
complemento, linfécitos B e T, citocinas, anticorpos, granuldcitos e mediadores
bio-ativos derivados desses ultimos (Wikel, 1996; Brossard et al., 1991;
Brossard e Wikel, 1997).

Os linfocitos T sdo considerados importantes reguladores e efetores da
resposta imune do hospedeiro ao carrapato (Wikel, 1999), sendo que o
resultado de muitas infeccbes parasitarias com relacdo a resisténcia ou
suscetibilidade pode ser determinado por uma resposta padrao envolvendo um
subconjunto de células CD4 T-Helper (Th). As células T CD4" sdo subdivididas
em Ty1, que produzem interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-8, IL-12, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y) e proteina quimioatrativa de
mondcitos - 1 (MCP-1) e Ty2 que produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13
(Mosmann e Sad, 1996; Seder e Paul, 1994, Else e Finkelman, 1998, Liew,
2002).

Gajewski e Fitch (1988) relataram que os produtos das células T
poderiam agir como fatores de crescimento autécrinos para posterior expansao
dessas células, bem como agentes inibidores reciprocos para o tipo celular
oposto. De modo que IL-4 promovia a expansao clonal de células Ty2 e
limitava a proliferagdo de células Ty1. De maneira oposta, IFN-y aumentava o
crescimento de células Th1, mas diminuia o desenvolvimento de Ty2. Tais
estudos mostraram o mecanismo pelo qual células Ty1 e Ty2 eficientemente

regulam a atividade umas das outras (Liew, 2002).
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No entanto, esses estudos nao foram suficientes para demonstrar o que
inicia o desenvolvimento de uma célula Ty1 ao invés de uma T2 ou quais
seriam os precursores celulares dessas células. Em 1990, foi descoberto que
IL-4 era essencial para o desenvolvimento de células Ty2 a partir de
precursores especificos. Em 1993, Hsieh e Seder mostraram que IL-12 e a
ativacdo do receptor da célula T (TCR) eram necessarias para a indugao das
células Tu1 (Else & Finkelman, 1998; Liew, 2002). Esses resultados
estabeleceram que células Ty1 e Ty2 tém um precursor em comum e que as
citocinas presentes no meio no momento da apresentagao do antigeno sao os
determinantes para o desenvolvimento das linhagens das células Ty (Liew,
2002; Else et al, 1994).

As células Ty1 levam a ativacdo de macrofagos e tém sido associadas
com hipersensibilidade retardada (DTH). De maneira oposta, células Ty2
aumentam o numero de mastécitos e eosindfilos, e acentuam a sintese de
anticorpos. Além disso, os produtos das células Ty1 e T2 podem regular
negativamente a produgdo ou atividade uma da outra (Mosmann e Moore,
1991). Neste contexto, a resisténcia ou suscetibilidade do hospedeiro a
infestacbes com carrapatos podem provavelmente ser explicadas pela

modulagao da rede de citocinas induzidas pelos carrapatos (Wikel, 1999).

4.4. Citocinas

As células do sistema imune secretam uma grande variedade de
glicoproteinas que regulam as respostas imunes por meio de sinalizagao entre
as células. Essas proteinas sdo conhecidas pelo termo genérico citocinas. Elas

sdo secretadas por varias células do organismo frente a um estimulo ativador,
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afetam o comportamento de outras células, induzindo uma resposta imune por

meio da ligacao a receptores especificos (Tizard, 2002; Janeway et al, 2002).

A producgao de citocinas é estimulada por uma variedade de sinais, tais
como antigenos ou antigenos complexados as moléculas de MHC, atuando
sobre o receptor de células T (TCR) ou o de células B (BCR). Elas atuam em
muitos alvos celulares diferentes, podendo se ligar a receptores na propria
célula que a produziu, apresentando um efeito autdcrino, ou em receptores nas
células adjacentes, efeito paracrino. Algumas citocinas podem atuar de
maneira endocrina, se espalhando por todo o corpo e afetando o
comportamento de células distantes, embora isso dependa de sua capacidade
de entrar na circulagéo e de seu tempo de vida (Tizard, 2002; Janeway et al,

2002).

Dentre as atividades exercidas pelas citocinas, quando essas se ligam a
receptores de varios tipos celulares, estdo a capacidade de induzir a célula alvo
a se dividir ou diferenciar, ou ainda, podem estimular a produgao de novos
receptores ou outras proteinas, mas alternativamente, podem inibir tais efeitos
(Tizard, 2002). As citocinas podem ser agrupadas de acordo com sua estrutura,
constituindo 4 grupos: (Grupo 1) é grupo das hematopoietinas que inclui as
interleucinas: IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, IL-13; os fatores
estimuladores de col6nia: G-CSF, M-CSF, GM-CSF e os interferons, (Grupo 2)
inclui a familia dos fatores de necrose tumoral (TNF), familia da IL-1 e TGF-,
(Grupo 3) inclui a familia das quimiocinas (IL-8, MIP, proteinas quimioatraentes
para mondécitos (MCP)), (Grupo 4) é uma familia onde as citocinas possuem
diferentes motivos estruturais, e inclui a IL-12. Algumas citocinas, que exercem

importante funcédo na resposta imune serao detalhadas abaixo.
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4.4.1. Interleucina - 2

Interleucina 2 (IL-2) € uma citocina secretada pelas células Ty1, e seus
alvos sao as células T, células B, células NK e macréfagos. Para uma célula T
ser responsiva a IL-2 ela deve primeiro ser ativada por um antigeno e pela IL-
12, resultando na secrecao de IL-2 e expressao de receptores de IL-2 (IL-2R).
Por estimular a proliferacdo das células T, a IL-2 € um componente chave na
resposta imune celular, onde sua producdo determina se uma célula T ira se

proliferar tornando-se uma célula efetora (Janeway et al., 2002; Tizard, 2002)

Nas células Ty1 e NK, a IL-2 estimula a proliferagao e a citotoxicidade.
Ela também induz a produgao de IFN-y e IL-5 e regula a expresséao do receptor
do TNF-a. A IL-2 pode ainda ativar os macrofagos, estimular sua secregéao de
citocinas e potencializar a atividade citotéxica contra as células cancerosas e

as bactérias intracelulares (Tizard, 2002).

Portanto, na auséncia de IL-2 ocorre inibicdo da proliferacdo e
diferenciacao das células T ao encontrarem um antigeno, mesmo que este seja
subsequentemente apresentado por APCs. Entretanto, uma vez ativadas,
podem sintetizar todas as moléculas efetoras necessarias as suas funcdes
especializadas como células T citotoxicas ou células T auxiliares (Ty) (Janeway

et al, 2002).

4.4.2. Interleucina - 4

Interleucina-4 é produzida pelas células Tn2, baséfilos e macrofagos

ativados e age nas células B, células T, macréfagos, células endoteliais,
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fibroblastos e mastécitos. Estimula o crescimento e diferenciagao das células B
e reprime a resposta tipo Ty1, além de estimular o crescimento e diferenciacao

de eosindfilos (Janeway et al, 2002; Tizard, 2002; Waldvogel et al, 2004).

IL-4 também pode agir como uma molécula efetora, e nao soé direcionar
e amplificar a resposta das células Ty através das células Ty2. Dentre as
funcdes efetoras, destacam-se a ativacado das células B, a atuagao sobre as
células T em repouso, potencializando o desenvolvimento de células T
citotdxicas, além de fazer com que células Ty cresgam na auséncia de IL-2. Ela
induz a proliferagcado de mastdcitos e a producéo de IgE pelas células B, reduz a
producao de IL-1, IL-6 e TNF-a, mas aumenta a expressdo de moléculas do
MHC de classe Il e, dessa maneira, sua capacidade de apresentacdo de

antigenos e atividade citotoxica (Tizard, 2002).

4.4.3. Interleucina - 12

IL-12 €é uma citocina heterodimérica produzida pelas células
apresentadoras de antigenos, incluindo monécitos e macrofagos, células
dendriticas, células B e queratindcitos . E uma citocina que exerce efeitos
imunoregulatérios sobre as células T e natural killer (NK) e, promove a
diferenciagao de células T CD4+ em Tu1, induzindo a secregéo de IFN-y pelas
células NK e Ty, o que também induz proliferagdo dessas mesmas células. Um
efeito secundario é a inibicdo da resposta Ty2, suprimindo a produgéo de IgE,
devido a supressao que exerce sobre a sintese de IL-4 (Janeway et al, 2002;

Tizard, 2002).
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Os efeitos de IL-12 in vivo e in vitro sdo mediados por sua capacidade
indutora de IFN-y. Todavia, alguns estudos tém sugerido que IL-12 pode ter

funcgdes que séo, em parte, independentes de IFN-y.

Em relagao as citocinas, a administracéo de IL-12 reduziu a secrecéo de
IL-4, IL-13 e IL-10; quando o tratamento com IL-12 foi suspenso, a secregcao de
todas as citocinas foi aumentada. Em contrapartida, a administracéo de IL-12
aumentou os niveis de IFN-y. Quando camundongos com knockout para o gene
do IFN-y foram tratados com IL-12, houve uma diminuicdo de IL-4 e IL-10, e
aumento de IL-13. Assim, esses resultados demonstram que IL-12 pode inibir
certas citocinas Ty2, tais como IL-4 e IL-10 na auséncia de IFN-y.
Intrigantemente, IL-12 pode estimular a produgéo de certas citocinas Ty2, tais
como IL-13, na auséncia de IFN-y. IL-12 também atua no aumento de MCP-1,

sem a interferéncia de IFN-y (Helmby & Grencis, 2003).

Desta maneira, o aumento ou supressdo da resposta Ty2 pela IL-12
pode depender do local da resposta imune, das citocinas presentes e do

estado de maturacao das células T.

4.4.4. Fator de necrose tumoral -a

TNF-a € uma importante citocina inflamatéria, que desempenha papel na
resposta imune e inflamatéria, além de atuar na proliferagdo e diferenciacao
celular, bem como na patogénese de muitas doengas humanas e animais.
Apresenta também fungdes relacionadas a modulacido da producao e ativagao
funcional de diversas outras citocinas (Gupta et al, 2004). E secretada por

macrofagos, células Ty1 e algumas células Ty2, células B e fibroblastos, agindo

26



sobre quase todas as células nucleadas, podendo atuar na resposta imune

celular e humoral.

4.4.5. Quimiocinas: Proteina quimioatraente de monécitos (MCP-1) e

Interleucina - 8

As quimiocinas sdo proteinas pertencentes a classe de citocinas que
apresentam propriedades quimiotaticas, ou seja, promovem o trafego
diferenciado de leucécitos e os induzem a participar da resposta imune

(Janeway et al, 2002).

A fungao principal das quimiocinas € atrair leucécitos, mondcitos,
neutréfilos e outras células efetoras do sangue para os locais da infecgao e
atuarem como guias para as células envolvidas na imunidade inata e para os
leucdcitos da imunidade adaptativa, podendo ainda participar do

desenvolvimento de linfocitos, migragcéo e angiogénese (Janeway et al, 2002).

MCP-1

A MCP-1 é produzida pelos macrofagos, células T, fibroblastos,
queratinécitos e células endoteliais. Ela € quimiotaxica e ativa os mondcitos,
estimulando seu aumento respiratério e a sua liberacdo de enzimas

lizossomais (Tizard, 2002).

Os primeiros estudos sobre esta quimiocina foram realizados por Wenpe
et al. (1994), que caracterizaram o gene da MCP-1 de bovinos, e constataram
ser formado por 3 exons e 2 introns. Intros e exons sdo similares em

comprimento e ambos introns sdo achados em posi¢gdes idénticas da regido
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codificadora dos mRNAs de MCP-1 e MCP-2. Além disso, compararam as
sequéncias homologas localizadas na extremidade 5’ a 400 pb a montante do
inicio da transcricdo do gene MCP-1 de ratos, camundongos, humanos e

bovinos, e observaram 6 sequéncias conservadas entre as espécies

Ha indicios de duplo papel de MCP-1 na polarizagao da resposta imune:
MCP-1 pode promover a imunidade Ty2 em certas circunstancias, enquanto

facilita a resposta Ty1 em outras.

IL-8

IL-8 também é uma quimiocina, produzida e secretada por fibroblastos,
macrofagos, linfocitos, granuldcitos, células endoteliais, hepatdcitos e
queratinécitos. Esta envolvida na resposta inflamatéria local, auxiliando o
recrutamento de neutrdfilos, basofilos e células T para o local da infeccao

(Janeway et al, 2002; Tizard, 2002).

Apresenta um duplo papel no recrutamento de tais células: (1) atuam no
rolamento dos leucdcitos nas células endoteliais presentes no local da
inflamacao, o que consequentemente muda a conformacao dos receptores de
adesao chamadas integrinas. Esse fato permite que os leucécitos atravessem a
parede dos vasos, infiltrando-se nas células endoteliais; (2) dirigem a migracao
dos leucdcitos por um gradiente de quimiocina, que aumenta a concentragao

na direcao do local da infec¢ao (Janeway, 2002).

4.5. Interagao parasita-hospedeiro
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As interagcdes imunoldégicas, na interface carrapato-hospedeiro envolvem
mecanismos de defesa imune inata e adquirida nos hospedeiros, e
mecanismos imunomodulatérios pelos carrapatos, que visam escapar da
resposta do hospedeiro (Riek,1962; Wikel e Bergman, 1997).

Algumas dessas estratégias imunomodulatérias incluem: variagao
antigénica, inibicdo de moléculas que eliminam microorganismos, redugao da
expressao das moléculas de MHC e danos na funcdo das células
apresentadoras de antigeno, bloqueio na ativagdo do sistema complemento,
reducdo na funcio dos linfécitos T, alteracdo na acéo e produgao de citocinas,
clivagem enzimatica de imunoglobulinas e reduzida resposta de anticorpos
(Wikel e Alarcon- Chaidez, 2001; Wikel, 1999).

Devido ao longo periodo em que os carrapatos ficam se alimentando,
sao evidentes as vantagens em serem capazes de deprimir a resposta do
hospedeiro, reduzindo a habilidade deste em produzir anticorpos ou outros
efetores imunes contra moléculas da saliva, o que €& essencial para a
alimentagao e tém grande valor de sobrevivéncia para o ectoparasita (Wikel,
1999).

No entanto, a habilidade dos ectoparasitas suprimirem as defesas
imunes do hospedeiro, consequentemente aumenta o grau de complexidade da
relacdo vetores transmissores/agentes causadores de doengas com seus
hospedeiros mamiferos. Pois 0os mesmos elementos imunes efetores
suprimidos pelo ectoparasita, parecem ser aqueles envolvidos na resposta do
hospedeiro contra os agentes infecciosos transmitidos pelo vetor (Dessaint e

Capron, 1993; Kotwal, 1996; Wikel e Bergman, 1997).
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Varios modelos biolégicos s&o utilizados para estudar as interagdes
parasita-hospedeiro e, alguns deles serdo citados para exemplificar as
respostas imunes dos hospedeiros bem como as estratégias utilizadas pelos
parasitas para modular estas respostas.

Na pele bovina, altas concentragdes de histamina tém sido encontradas
em bovinos resistentes (Willadsen, 1980). Em estudo in vitro, quantidades de
histamina similar aquelas encontradas nos sitios de ligagdo de animais
resistentes, inibiram a salivagdo e ingurgitamento do Dermacentor andersoni
(Paine et al.,, 1983). A intensidade da reacdo de inflamagao induzida pela
picada € um fator importante na indugdo de uma resposta efetiva do
hospedeiro (Kaufman, 1989).

A irritacdo local pode ser causada por varios fatores incluindo elementos
do sistema imune (Alexander, 1986), e leva a uma atividade de autolimpeza,
um fator importante na reducéo de infestagbes por carrapatos (Bennett, 1969).
A saliva de [. scapularis contém um inibidor da bradiquinina, que é um
mediador de dor e coceira e aumenta a permeabilidade vascular (Ribeiro et
al.,1985; Ribeiro e Mather, 1998).

A ativacdo do sistema do complemento tanto pela via alternativa como
pela via classica, pode contribuir para a formacao de lesdo no sitio de
alimentagcao por meio da geragao de anafilatoxinas e atividades quimiotaticas,
que levam a formagao de um complexo de ataque a membrana, que provocam
a lise do organismo invasor (Wikel, 1996; Hugli e Muller-Eberhard, 1978;
Damerau, 1987). Moléculas bio-reativas liberadas por baséfilos, eosindfilos e

mastoécitos podem influenciar respostas fisiolégicas do carrapato, causando
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injuria celular e mudangas comportamentais (Voss-McCowan, 1991 apud
Wikel, 1996).

A saliva de Ixodes dammini (= I.scapularis) inibe a deposicao de
componentes do complemento que poderiam contribuir para iniciacao e
ativacdo sequencial de componentes da via alternativa do complemento
(Ribeiro, 1987). Valenzuela et al. (2000) purificaram e obtiveram a
sequéncia aminoterminal de uma nova proteina anti-complemento da saliva de
I. scapularis (lsac), que comporta-se como um regulador da ativagdo do
complemento.

DAS et al. (2000) clonaram e caracterizaram o primeiro gene induzido
durante o repasto em Ixodes scapularis, SALP 16. A sintese da proteina SALP
16 é especifica para ninfas e adultos ingurgitantes, pois nao foi detectado em
instares ndo ingurgitados e larvas ingurgitadas indicando que, nestas ultimas,
as necessidades biolégicas para o repasto podem ser completamente
diferentes.

Outra proteina imunosupressora, iris, é uma proteina induzida em
glandulas salivares em carrapatos ingurgitados. Caracterizada por Leboulle et
al. (2002), ela suprime a proliferagao de linfécitos T e induz uma resposta do
tipo Th2, que é caracterizada pela inibicdo na producao de IFN- y sem afetar a
expresséo de IL-5 e IL-10 pelos linfécitos T e células APC. iris ainda modula os
mecanismos de imunidade inata pela inibicdo de citocinas pro- inflamatdrias.

Kopecky et al. (1999) observaram um efeito estimulatério dos extratos
de glandula salivar (SGE) sobre a produgédo de IL-10 por esplendcitos de
camundongos tratados com lipopolissacarideo (LPS), contrastando com a

inibicdo da elaboragcdo de IFN-y nas mesmas culturas. A estimulacdo da
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producao de IL-10 pode explicar a maioria dos efeitos imunomodulatérios da
saliva do carrapato. Inicialmente nomeada fator inibitério da sintese de citocina,
IL-10 tem demonstrado inibir fungcdes das células NK (Barral-Netto et al., 1995),
a producao de IL-1 e TNF-a pelos macréfagos (Fiorentino et al., 1991), e IFN-y
e IL-2 pelas células Ty1 (Mosmann e Moore, 1991).

Boppana et al. (2004), estudando o impacto de Hyalomma anatolicum
anatolicum e Haemaphysalis bispinosa em linfocitos no sangue circulante e,
resposta proliferativa a Con A em ovinos, encontraram que as porcentagens do
total de linfécitos B e T (CD4 e CD8 e células T y/5") mudam durante repetidas
infestagdes. Os ovinos infestados apresentaram aumento na razdo CD4/CD8 e
diminui¢ao na razao de linfocitos T/B durante exposicdo a ambas espécies de
carrapatos (Boppana et al., 2004). A analise imunofenotipica dos infiltrados de
linfécitos presentes nos sitios de ligagcdo do carrapato revelou uma
predominancia das células do tipo CD4 sobre as CD8, sendo que essa relagao
aumentou durante a segunda e terceira infestagdes e, linfocitos B ndo foram
encontrados na pele de animais infestados ou controle (MBow et al., 1994).

A infestagcdo por carrapatos reduz a habilidade do hospedeiro de
desenvolver uma resposta de anticorpos primaria contra imundgenos
heterélogos administrados durante o curso da alimentagao do carrapato ou por
varios dias ap6és a infestagcédo (Wikel, 1985). Possivelmente o efeito seja devido
a modulagao das células T e/ou células apresentadoras de antigenos (Wikel e
Alarcon-Chaidez, 2001). A resisténcia adquirida a infestagées por carrapatos
pode resultar na redugao do volume de sangue ingurgitado, diminuicdo do peso

final da fase adulta, duragdo prolongada da alimentagdo, diminuicdo na
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produgcdo e viabilidade dos ovos, inibicdo de muda e morte dos carrapatos

(Wikel, 1996).

4.6. Influéncia de fatores nao genéticos

A ocorréncia de efeito significativo da idade dos animais sobre a
resisténcia ao carrapato tem sido observada por varios autores. Em geral,
verifica-se que a medida que a idade aumenta, ocorre incremento do numero
de carrapatos infestantes, o qual se estabiliza na faixa etaria aproximada dos 5
aos 10 anos, quando entdo volta a decrescer. Avaliando a resisténcia de
animais Australian lllawarra Shorthorn e Brahman por meio de infestacéo
artificial, Utech et al. (1978) verificaram que as vacas mais jovens (3 a 4 anos)
eram mais resistentes do que as mais velhas (5 a 6 anos). Oliveira (2002)
trabalhando com animais mesticos leiteiros, também encontrou numero
significativamente menor de teledginas parasitando bezerros na faixa etaria de
um a quatro meses, em comparagao a um grupo de vacas em lactagao. Por
outro lado, Madalena et al. (1985) e Seifert (1971) ndo encontraram efeito da

idade sobre a infestacao por carrapatos.

O efeito do sexo do hospedeiro sobre as infestacbes por carrapatos foi
verificado em varios trabalhos de pesquisa, onde de modo geral, pode ser
observado que as fémeas sdo mais resistentes, quando comparadas aos
machos. Esses resultados foram obtidos tanto em trabalhos onde se utilizaram
infestacbes artificiais (Wharton et al., 1970; Oliveira e Alencar, 1987), como
naqueles em que foram utilizadas as infestagdes naturais (Seifert, 1971;
Burrow et al., 1991). De acordo com Seifert (1971) a diferenca na resisténcia

ao carrapato verificada entre os sexos pode ser atribuida a influéncia dos
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horménios sexuais. No entanto, discordando desses achados, Wharton et al.
(1970) e Gomes et al. (1989) nao encontraram efeito significativo do sexo sobre
a resisténcia ao carrapato em infestagdes naturais. Utech et al. (1978)
verificaram interacédo entre sexo e estagdo do ano, ao encontrarem diferencas
na resisténcia ao carrapato entre os sexos no verdao, mas nao no inverno. O
efeito da estagao do ano sobre a taxa de infestacdo dos bovinos pelo carrapato
Boophilus microplus pode ser interpretado como resultante de fatores
climaticos sobre o desenvolvimento desse parasita e sobre o hospedeiro. Os
fatores climaticos agem indiretamente na expressao do nivel de resisténcia do
bovino ao carrapato, devido a alteragbes fisiologicas determinadas pela
disponibilidade e qualidade das forrageiras.

Na Australia, Wharton et al. (1970) verificaram que a suscetibilidade dos
bovinos aumentava na época da seca. No Brasil, Brum et al. (1987),
trabalhando com a raga Holandesa, Souza et al. (1988), com a raga Flamenga
e Alves-Branco et al. (1989), com as racas Hereford e |Ibagé, apontaram o
outono como a estacdo que apresenta as maiores médias de infestacdo por
carrapatos. Na raga Canchim, Oliveira et al. (1989) verificaram que o outono e

o inverno foram as estag¢des de maior infestacao.

Wharton et al. (1970), O’Kelly e Spiers (1976) e Oliveira et al. (1989)
atribuiram a baixa resisténcia dos bovinos no periodo seco a deficiéncias
alimentares proprias de bovinos criados extensivamente. No entanto, segundo
Doube e Wharton (1980) o ciclo sazonal na expressdo da resisténcia ao
carrapato em bovinos independe do estado nutricional do animal. Corroborando
esse ponto de vista, Sutherst et al. (1983) observaram que, administrando-se

boa alimentagdo nos periodos de menor disponibilidade de forragem os
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animais ainda apresentavam baixos niveis de resisténcia. De acordo com
Guaragna et al. (1988), os efeitos climaticos sdao mais desfavoraveis a
populacdo de carrapatos nos pastos, do que aos animais pelo estresse
nutricional.

Outro possivel fator associado a queda da resisténcia dos bovinos aos
carrapatos observada no outono estaria ligado a reducdo do fotoperiodo
(Sutherst et al., 1983; Oliveira et al., 1989; Verissimo et al., 1997).

Alguns autores verificaram que altas precipitagbes precedem as
infestacbes mais altas (Sutherst et al., 1978; Rawlins, 1979; Guaragna et al.,
1988). Segundo Andrade et al. (1998) a queda da infestagdo no verdao pode
estar associada a concentragdo de chuvas que prejudicam o desenvolvimento

das formas de vida livre, nos pastos.

4.7. PCR em tempo real

Uma variedade de métodos sao utilizados para quantificar a expressao
de mRNA, tais como Nothern blotting, hibridizagao in situ, arranjos de cDNA e a
transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)

(Giulietti et al, 2001).

RT-PCR vem sendo amplamente utilizado em estudos de expressao
génica, tais como na expressao de citocinas, frequentemente expressas em
baixos niveis. E considerado o método mais sensivel e preciso para tal
procedimento pois, além de permitir a quantificacdo de transcritos raros,
também possibilita a detecgdo de pequenas mudangas na expressao génica

(Giulietti et al, 2001; Pfaffl, 2001), sendo capaz de determinar eventos iniciais
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em sua cinética de expressdao e diferenciacdo da resposta Ty1/Ty2

(Leutenegger et al, 1999).

Desde a descoberta da PCR, numerosas aplicagdes vém sendo
descritas para quantificacdo da expressdo génica, tais como o método
semiquantitativo, quantitativo competitivo e mais recentemente, PCR em tempo
real. A introdugdo dessa nova metodologia, baseada na cinética de
fluorescéncia, possibilita a quantificacdo do produto de PCR em tempo real,
processo que combina amplificacéo e detecgdo em um so passo (Giulietti et al.,
2001). E de facil execucdo, oferece a precisio necessaria e produz resultados
confiaveis, possiveis de serem reproduzidos em periodo de tempo

relativamente curto (Pfaffl, 2001).

4.8. Métodos de quantificagao

A escolha do método de quantificacdo depende da sequéncia alvo, da
quantidade de mRNA presente no tecido, do grau de precisao desejado e do

tipo de quantificagao (relativa ou absoluta) (Pfaffl, 2001).

Ha dois tipos de quantificagdbes em PCR em tempo real: (1)
quantificacdo relativa baseada na expressao relativa do gene de interesse
versus um gene referéncia, (2) quantificagdo absoluta, baseada tanto numa
curva de calibracdo interna como externa. Essa quantificacdo determina o
numero de copias do transcrito de interesse, por relacionar o sinal de PCR a
uma curva padrao (Livak & Schmittgen, 2001). Quantificagcéo relativa deve ser
utilizada quando o objetivo é comparar diferengas de expressao génica entre

tratamentos (Livak & Schmittgen, 2001).
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Para quantificar mudancgas relativas na expressdao de um gene usando
PCR em tempo real, € necessario levar em consideracdo as variaveis que
podem influenciar tais expressodes. Pfaffl (2001) desenvolveu um modelo
matematico para determinar a quantificacado relativa de um gene de interesse
em comparagao com um gene referéncia. A expressao relativa (R) do gene de
interesse € calculada baseada na eficiéncia de amplificagao (E) e no ciclo onde
€ detectado o inicio do aumento da fluorescéncia (Ct) (ponto onde inicia-se a
deteccdo da amplificagdo do produto desejado) de uma amostra desconhecida

versus uma amostra controle, ambos expressos em relagdo ao gene referéncia:

( )Ct gene alvo (Media do grupo controle — Media do grupo desafiado)
genealvo

RazaO = ( gene referéncia (Media do grupo controle — Media do grupo desafiado)

gene referéncia

5. MATERIAL E METODOS
5.1. Animais

Com a finalidade de obtermos 10 bezerros com diferenga minima de
idade, 12 fémeas da raca Nelore foram estabuladas por ocasido do tergo final
da gestacdo. Estas vacas foram pulverizadas com carrapaticida a base de
formamidinas (amitraz). Apds o nascimento, os bezerros foram mantidos com
suas maes em baias projetadas para abrigar uma fémea com seu bezerro e

ambos foram mantidos livres de ectoparasitos por meio de banhos intensivos.
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O experimento foi conduzido na Embrapa Pecuaria Sudeste, localizada no

municipio de Sao Carlos, Sao Paulo (22°01’S e 47°53’'W).

Quando os bezerros completaram 4 meses de idade, foram divididos

aleatoriamente em 2 grupos: Controle e Desafiado.

5.2. Infestagoes

Fémeas ingurgitadas de B. microplus foram coletadas e mantidas em
uma incubadora do tipo Demanda Biolégica de Oxigénio (BOD) a 27+ 1°C.
Aliquotas de 1g de ovos (aproximadamente 20.000 ovos) foram pesadas e
utilizadas para produzir larvas. Apenas aliquotas com mais de 90% de larvas

produzidas foram utilizadas.

Animais do grupo desafiado (5 bezerros) permaneceram 30 dias sem
banho carrapaticida antes de serem submetidos a infestacao artificial com as
larvas de B. microplus, a fim de evitar interferéncia com a viabilidade dos
carrapatos. Aliquotas de larvas foram entdo espalhadas no dorso do animal.
Nas manhas do 19° e 23° dia do ciclo do parasita foram realizadas contagens
de carrapatos, e todas as fémeas adultas com tamanho superior a 4,5 mm

presentes no corpo do animal foram recolhidas.

5.3. Coleta dos tecidos

No 9° dia apds a infestagdo com carrapatos (dia modal de ninfa), foram
coletadas amostras de pele e do linfonodo inguinal, por meio de procedimento
cirargico, apos anestesia local. As amostras eram imediatamente congeladas

em nitrogénio liquido e foram mantidas a -80°C até o momento da sua
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utilizacao para extragao de RNA. Para 1 animal do grupo controle a amostra de

linfonodo foi insuficiente para a analise.

5.4. Extracao de RNA total

RNA total foi isolado utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen) seguindo
instrucdes do fabricante. De modo que 1 ml de TRIzol foi utilizado para cada
0,1 grama de tecido e 200 ul de cloroférmio foi adicionado a essa mistura que
ficou incubada 5 minutos a temperatura ambiente (25 °C) antes de ser
centrifugada a 11.000 rpm por 15 minutos, a 4 °C. Apo6s centrifugacéo a fase
aquosa foi recuperada, 500 pl de isopropanol foram adicionados, e as amostras
foram novamente incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente antes de
serem centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos, a 4 °C. O RNA precipitado
foi lavado com 1 ml de etanol 75%, e uma nova centrifugacéo foi realizada, a
10.000 rpm por 5 minutos, a 4°C. O RNA precipitado foi seco a temperatura
ambiente e ressuspendido em 20 ul de agua tratada com dietil pirocarbonato
(DEPC). Todo material utilizado durante o procedimento para extragdo do RNA
foi devidamente tratado, ficando livre de RNAses, por meio de tratamento com

DEPC 0,1%, e esterilizagdo a 180° C.

A concentracdo de RNA foi determinada em espectrofotbmetro a
ODysonm, a qualidade e integridade foram verificadas pela razdo OD25p:ODo2go €

em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

5.5. Sintese de cDNA
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A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de RNA
total, utilizando o Kit SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen). Para 5 ug de RNA total obtidos das amostras de tecidos foi
adicionado 1 ul de primer oligo (dT) (0.5ug/ul) e 1ul de dNTP mix (10 mM) e
essa mistura foi incubada a 65° por 5 minutos, apos a qual foi resfriada em gelo
por 1 minuto. A essa reacao foram adicionados 2 pul de Buffer RT 10X, 4 nul de
MgCl, (25mM), 2 ul de DTT (0,1 M) e 1 ul de Rnase OUT (40u/ul) em um
volume final de 20 pl, e foi incubada a 42°C por 2 minutos. Apds esse tempo,
foram adicionadas 50 unidades da enzima SuperScript II RT (Invitrogen). A
transcricao reversa foi feita a 42°C por 50 minutos, procedendo-se a inativagao
da enzima a 70°C por 15 minutos. Para remocdo do RNA molde da molécula
hibrida cDNA:RNA adicionou-se 2 unidades de Rnase H por 20 minutos a

37°C, para digestao da molécula.

5.6. Desenho dos primers

Os primers utilizados nesse trabalho foram desenhados por Zaros et al.
(in press) using Primer3 primer design software (Rozen & Skaletzky, 2000 —

www.frodo.wi.mit.edu/cqi-bi/primer3/primer3_www.cgi) utilizando sequéncias

especificas de bovino disponiveis no GenBank. Na Tabela 1 estédo listados os
primers utilizados. Os primers foram desenhados de modo a hibridizarem a
dois exons adjacentes, com a finalidade de distinguir a amplificagao a partir de

moldes de DNA.

5.7. Confirmagao da especificidade dos primers
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A especificidade dos produtos de gRT-PCR foi
eletroforese em gel de agarose 2% e por andlise das curvas de desnaturagao
(melting), que possibilita a verificagdo da temperatura de desnaturagao do

produto amplificado, o que permite diferenciar produtos inespecificos dos

produtos esperados.

A reacao de amplificacdo e a analise das curvas de desnaturagao foram

realizadas em um equipamento LightCycler™ (Roche Diagnostics, Mannheim,

Germany).

Tabela 1. Sequiéncia dos primers

Sequéncia dos Primers Tamanho do Numero de
Gene Direto e reverso (5'- 3')) a acesso®
produto (bp)
IL-2 F- TCCAAGCAAAAACCTGAACC 151 AF535144
R- CAGCGTTTACTGTTGCATCATC
IL-4 F- TGCATTGTTAGCGTCTCCTG 450 M77120
R- AGGTCTTTCAGCGTACTTGT
IL-8 F- TGGGCCACACTGTGAAAAT 203 AF061521
R- TCATGGATCTTGCTTCTCAGC
IL-12p35 F- GAGGCCTGTTTACCACTGGA 143 AJ271034
R- CTCATAGATACTTCTAAGGCACAG
MCP-1 F- CAAGTCGCCTGCTGCCTATAC 278 L32659
R- AGAGGGCAGTTAGGGAAAGC
TNF-a F- TAACAAGCCGGTAGCCCACG 279 AF011926
R- TCTTGATGGCAGACAGGATG
RPL-19 F- GAAATCGCCAATGCCAAC 410 BC102223

R- GAGCCTTGTCTGCCTTCA

%bp: pares de base

® Seqliéncias bovinas obtidas do banco de dados EMBL/ GenBank, a partir das

quais os primers foram desenhados.
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5.8. Eficiéncia de Amplificagao

A eficiéncia de amplificagao de cada gene, foi calculada por Zaros et al.
(in press) por meio da construgao de uma curva de diluicdo em série de cDNA.
A partir dos dados obtidos, um grafico do Ct (threshold cycle = ciclo de inicio da
detecgdo do produto amplificado) versus o logio do numero relativo de copias
da diluicdo em série foi produzido. Uma regresséao linear foi realizada para
determinacgao do coeficiente angular da reta, o qual é utilizado para determinar
a eficiéncia de amplificagdo usando a férmula desenvolvida por Pfaffl (2001):

Eficiéncia (E) = 10 ¢1/slope) |

Os valores de (E) obtidos para cada gene, foram utilizados para o
calculo da expressao relativa e podem ser visualizados na Tabela 2. As
analises de regressdo revelaram valores acima de 0.96 para R ? demostrando a
existencia de uma relacao linear entre a quantidade de amostra utilizada e os
valores de Ct. Segundo Wilkening & Bader (2004) a maxima eficiéncia possivel
na PCR é 2, ou seja, a cada ciclo da reagao o produto de PCR ¢é duplicado e,

um valor minimo de 1 corresponde a nenhuma amplificacéo.

Tabela 2. Valores obtidos a partir da analise de regressao linear, para calculo
da eficiéncia de amplificacdo (E). S: Coeficiente angular da reta; R% Coeficiente

de determinagao da regressao.

Gene Slope R? E
IL-2 -3,77 0,98 1,8
IL-4 -3,53 0,97 1,9
IL-8 -3,34 0,98 1,9
IL-12 -3,77 0,98 1,8
TNF-a -2,81 0,97 2,2
MCP-1 -3,08 0,99 2.1
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RPL-19 -3,24 0,99 2,0

5.9. Reagao de qRT-PCR em tempo real

As reagbes de gqRT-PCR em tempo real foram realizadas utilizando
equipamento LightCyclerTM(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) e corante
SYBR Green |. As reagbes foram compostas por: MgCl, em concentragdes
otima para cada primer (Tabela 2), 2-2.5 pmol/ul de cada primer, 0.4 pl de
dNTP (10 mM), 0.3 ul de Taq Platinun DNA polimerase (Invitrogen, 5 U/ul),
0.25 pl BSA (20 mg/ml), 0.04 ul de Syber Green, 2 ul de tampéao 1X (50mM de
KCI, 10mM Tris-HCI pH 9,0), 0.5 pl de Dimetil Sulféxido(DMSO) e agua ultra-
pura até o volume de 19 ul. Um volume de 19 ul da mistura de reacao foi
adicionado a cada capilar seguido de 1 ul de cDNA. A reagao foi incubada no

rTM

equipamento LightCycle seguindo condi¢des especificas para cada gene

(Tabela 3)

Tabela 3. Condicbes da reacédo de PCR.

Condi¢coes da Reacao de

Conce.ntrag:ao MgCl, PCR
Genes dos primers M -

(pmol) (mM) Anelamento  Extensao

(°C/sec) (°C /sec)

IL-2 2.5 2.0 57/ 7 sec 72/ 6 sec
IL-4 2 3.0 56/ 6 sec 72/ 17 sec
IL-8 2.5 3.0 53/ 5sec 72/ 9 sec
IL-12p35 2 3.0 58/ 7 sec 72/ 7 sec
MCP-1 2.5 2.5 56/ 5 sec 72/ 12 sec
TNF-a 2 2.5 57°C /7 sec 72°C/ 12 sec
RPL-19 2.5 2.5 60/ 7 sec 72/ 16 sec
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Um passo de desnaturacdo inicial foi realizado, para assegurar a
completa desnaturacdo do cDNA. Tanto o passo da desnaturacgio inicial, como
os passos de desnaturagdo a cada ciclo foram os mesmos para todos os
primers, ou seja, 95°C por 5 minutos e 95°C por 10 segundos respectivamente.

A temperatura de aquisi¢édo de fluorescéncia foi de 72°C para todos os genes.

5.10. Quantificagao relativa da expressao génica

A fim de revelar diferencas de expressao entre 2 grupos estudados
(Controle e Desafiado), optou-se pelo método de quantificagao relativa (Pfaffl,
2001). Este método € baseado na quantificacdo do gene de interesse em
relacdo a um gene constitutivo denominado referéncia, de modo a minimizar as
possiveis variagdes quanto a quantidade de RNA total inicial e a eficiéncia na
transcricao reversa.

A razao de expressao relativa € baseada na eficiéncia de amplificacéo e
na variagao do C; do grupo desafiado em relagao ao grupo controle. A equagao

abaixo ilustra o método de quantificagao relativa:

( )Ct genealvo(Mediado grupo controle— Media do grupo desafiado)
genealvo

RCZZCZO = ( )Ct genereferéncia(Mediado grupo controle— Media do grupo desafiado)

genereferéncia

Onde:
Egene avo = eficiéncia de amplificagdo do gene alvo
Egene referencia = €ficiéncia de amplificagéo do gene referéncia

C: = Ciclo de inicio da deteccao do produto amplificado
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Para o calculo dessa razdo para cada gene, foi utilizado um software
desenvolvido por Pfaffl et al. (2002), denominado Relative Expression Software

Tool (REST)©.

5.11. Analise Estatistica

O coeficiente de variacdo das quantificagbes realizadas para os genes
alvo foi estimado por uma anadlise de variancia (ANOVA), utilizando o
procedimento GLM do SAS (SAS, 2003). A mesma analise foi empregada para

validar o gene constitutivo RPL-19, que foi utilizado como gene referencia
, por meio de um teste T.

A significancia das diferengas existentes entre os grupos experimentais,
em relagdo a quantificagdo do mRNA dos genes estudados, foi avaliada em
uma analise ndo-paramétrica, utilizando o REST®, que testa a significancia das
diferencas de C; por um teste denominado Pair Wise Fixed Reallocation
Randomisation Test©. Em todas as analises estatisticas, a significancia

considerada foi P<0.1, devido ao reduzido numero amostral.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Extracao de RNA total

RNA total foi extraido a partir de amostras dos tecidos de pele e
linfonodo inguinal de 5 animais do grupo desafiado e 5 do grupo controle, e

estdo ilustrados na Figura 1.
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Figura 1. Amostras de RNA apods eletroforese em gel de agarose 1%, corado
com brometo de etidio. Linhas 1 a 4 correspondem a RNA extraido a
partir de amostras de pele. Linhas 5 a 8 correspondem a RNA

extraido a partir de amostras de linfonodos.

A eletroforese em gel de agarose 1% permitiu verificar a integridade das
amostras de RNA total, avaliada pelas bandas estruturais do RNA ribossémico
(28S, 18S e 5,8S) e a quantificagcdo em espectrofotdmetro permitiu verificar a

qualidade e concentracdo das amostras de RNA.

6.2. Confirmacgao de especificidade dos primers

O cDNA sintetizado a partir do RNA total extraido das amostras de
tecidos foi empregado nas reagdes de PCR em tempo real com o objetivo de
estabelecer as condi¢gbes de amplificagdo para cada um dos genes estudados
por meio da verificacdo da especificidade dos primers, que foi confirmada por

eletroforese em gel de agarose 2% (Figura 2).
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IL-2 BN IL-8 IL-12 TNF-0. MCP-1 RPL-19

Figura 2. Analise da especificidade dos produtos da qRT-PCR. Eletroforese em
gel de agarose, corado com brometo de etidio. A primeira linha de
cada gel corresponde ao padrao de peso molecular, Phi-X174 Haelll.
1: 603bp; 2: 310bp; 3: 194bp; 4: 118bp.

A especificidade pode ser também confirmada pela analise das curvas
de desnaturacao, que foram realizadas de 70 °C a 95°C a 0.1°C/s para todos
0s genes estudados, os quais mostraram somente o produto esperado, como
ilustrado na Figura 3, e cujas temperaturas de desnaturagcdo foram obtidas e

podem ser visualizadas na Tabela 4.

Tabela 4. Temperaturas de desnaturagao.

Gene Temperatura de desnaturagao
IL-2 82.5
IL-4 86
IL-8 82
IL-12p35 82.5
TNF-a 88.5
MCP-1a 85
RPL19 87.5
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Figura 3. Curva de desnaturagdo para o gene MCP-1. No eixo Y esta
representada a fluorescéncia emitida durante o aumento da
temperatura e no eixo X a variagado de temperatura. Cada linha da

curva representa uma amostra submetida a gqRT-PCR.

A analise da curva de desnaturagao € um método preciso e rapido para
verificar a especificidade dos produtos de PCR, mas nado deve ser utilizado
como unica fonte de confirmacgédo de especificidade, uma vez que em alguns
casos, produtos de diferentes comprimentos podem ter a mesma temperatura

de desnaturacédo, sendo indistinguiveis por essa analise.

6.3. Verificagao do gene referéncia

Para se obter resultados confiaveis a partir de gRT-PCR em tempo real, é
necessario corrigir variagdes experimentais tais como, diferencas na
quantidade e qualidade do material inicial, na extracdo de RNA e na sintese de

cDNA. A quantificagdo de um gene constitutivo na mesma amostra em que se
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pretende quantificar o gene alvo possibilita a normalizacdo dessas diferencas
(Al-Bader & Al-Sarraf, 2005) e é o método mais aceitavel (Giulietti et al. 2001;

Bustin et al. 2005).

Diferengcas na transcricdo reversa podem resultar em quantidades de
cDNA que néao correspondem a quantidade de RNA inicial e, sendo a PCR de
natureza exponencial, pequenas diferencas na amplificacdo podem resultar em

maiores diferengas no produto final (Giulietti et al. 2001).

Um gene constitutivo ideal deve apresentar expressao constante entre
diferentes tecidos e sob diferentes tratamentos. Neste trabalho utilizou-se o
gene RPL-19 (ribossomal protein large subunit — 19) como gene referéncia,
uma vez que os niveis de mRNA deste gene nao diferiram (P>0.1) entre os

grupos dentro de cada tecido (Tabela 5).

Apesar da diferenga entre tecidos ter sido significativa (P<0,05), esse
resultado ndo afeta nosso experimento ja que nenhuma comparacéo entre

tecidos foi realizada para os genes alvos.

Tabela 5. Andlise de variancia para o gene controle RPL-19 entre os grupos,

para cada tecido.

Tecido Grupo  MédiaxzDP N CV(%) P
P C 18.40 + 0.89 5 4.82 0.45
D 18.01 £ 0.62 5 3.45
LN C 20.94 £1.19 4 5.69 0.96
D 20.99+1.14 5 5.45

P: pele, LN: linfonodo, C: grupo controle, D: grupo desafiado, DP: desvio

padrao, CV: coeficiente de variacao, P: probabilidade associada ao teste T.
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6.4. Quantificacao relativa da expressao génica

As citocinas sao proteinas que desempenham papel central na
regulacédo da resposta imune, de modo que muitos parasitas tém desenvolvido
a habilidade de modular a rede de citocinas para facilitar sua sobrevivéncia na
presenca de defesas imunes do hospedeiro (Wikel, 1996). Neste contexto, tem
sido sugerido que o resultado de muitas infecgbes parasitarias, com relagéo a
resisténcia ou suscetibilidade, é determinado pelo padrdo de resposta,
envolvendo subconjuntos de células T CD4™ (Ty1 e Th2), as quais produzem
citocinas capazes de direcionar a resposta imune para diferentes mecanismos
(Mosmann and Sad, 1996).

Varios trabalhos demonstraram que os carrapatos modulam as
respostas de citocinas, resultando em um padrao geral de redugao de citocinas
Tu1 e aumento nas citocinas Ty2 (Ferreira and Silva, 1999; Schoeler et al.,
2000; Mejri et al., 2001). KovarF et al. (2002a,b), em estudo sobre o impacto dos
SGE de carrapatos Ixodes ricinus sobre a proliferacdo de linfécitos T em
camundongos e humanos, encontraram uma redugdo sobre a proliferagéo
desses linfécitos e uma clara modulacéo da reposta imune para o padrao Ty2.
Eles verificaram que SGE resultou em um aumento nos niveis de IL-4 e
reducdo nos niveis de IL-2, o principal fator de crescimento autécrino dos
linfocitos Ty1, tanto no nivel protéico como nos niveis de mRNAs, similar a
outros dados obtidos a partir de experimentos com células de camundongos
(Guanapamo et al, 1995; Ferreira and Silva 1999; Schoeler et al. 1999, 2000).

Nos estagios iniciais da infecgéo, os niveis de IL-4 e |IL-12 determinam qual tipo
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de resposta imune sera ativada: celular (Ty1) ou humoral (Ty2) (Wang et al.,
1999).

Neste trabalho, os dados dos Cts obtidos a partir da gqRT-PCR em tempo
real para quantificacdo de algumas citocinas, foram utilizados para calculo da
expressao relativa segundo método descrito por Pfaffl (2001), no software
REST (Pfaffl et al., 2002). A partir desta analise que utiliza a (E) encontrada
para cada gene bem como um gene constitutivo como referéncia, para
normalizar diferencas acumuladas durante os procedimentos preliminares,
foram gerados os graficos de expressado relativa para pele (Figura 4) e
linfonodo (Figura 5). De acordo com as figuras podemos observar que existem
algumas diferencas entre os animais controle e aqueles submetidos a

infestagao.

o
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RPL-19 IL-2 IL-8 IL-12 MCP-1 TNF-o

Figura 4. Razao de expressao de citocinas na pele entre o grupo desafiado e o
grupo controle, normalizado para um gene referéncia (RPL-19). As
barras representam o intervalo interquartil, ou 50% das observacdes,

expressas como n-vezes a diferengca entre os grupos (C e D). As
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linhas pontilhadas representam a média de expressao génica. As

linhas representam as observagdes maxima e minima. ++: P<0.10.
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Figura 5. Razdo de expressdo de citocinas no linfonodo entre o grupo
desafiado e o grupo controle, normalizado para um gene referencia
(RPL-19). As barras representam o intervalo interquartil, ou 50% das
observagbes, expressas como n-vezes a diferenga entre os grupos
(C e D). As linhas pontilhadas representam a média de expressao

génica. As linhas representam as observagdes maxima e minima. *:

P<0.05.

Na pele e nos linfonodos, a quantificagao relativa demonstrou baixos
niveis de mRNA de IL-2, menos da metade, no grupo desafiado em relagéo ao
grupo controle, apresentando nivel de significancia de P<0.06 na pele e
P<0.03 nos linfonodos. Em estudo com células de linfonodos de camundongos

infestados com R. sanguineus, Ferreira e Silva (1999) verificaram prejuizos na
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producao de IL-2 e reduzida resposta proliferativa a concanavalina A (Con A)
desde a primeira infestagao.

IL-2 € um fator de crescimento que guia a proliferagao e diferenciacao
das células T, e é produzida pelas proprias células T ativadas (Janeway, 2002),
portanto, prejuizos na produgdo de IL-2 podem afetar a ativacdo de células
CD4" T virgens e sua diferenciacdo em células efetoras, levando a uma
reducdo nas reagdes DTH, nas respostas das células T citotoxicas, bem como
na producao de anticorpos. Tal estado imunossupressivo pode impedir a
resisténcia do hospedeiro contra carrapatos e patdgenos transmitidos por este
(Wikel, 1996).

Ramachandra and Wikel (1992) estudando os efeitos de SGE de
carrapatos Dermacentor andersoni sobre os linfocitos T, também verificaram
uma supressao na proliferagao de linfécitos, devido a reducéo nos niveis de IL-
2 e outras citocinas de resposta Ty1 (IL-1, TNF-a e IFN-y). Concluiram que a
reducdo nos niveis de citocinas pode suprimir as respostas imunes
direcionadas para os imundégenos introduzidos pelo carrapato durante o
repasto, indicando atividade imunomodulatéria dos carrapatos sobre o
hospedeiro a fim de facilitar a alimentacdo e, consequentemente, facilitando
também a transmissao de patégenos.

Os baixos niveis de mRNA de IL-2 encontrados em nosso estudo, tanto
na pele como nos linfonodos, sugere a ocorréncia de um mecanismo de
modulacio da transcricdo, em B. microplus, direcionada para esta citocina.

Gillespie et al. (2001), atribuiu os niveis reduzidos de IL-2 a sua
neutralizagcdo por uma proteina que se liga a IL-2, presente na saliva do

carrapato Ixodes scapularis. Anguita et al. (2002) também identificaram uma
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proteina presente na saliva em I. scapularis, denominada Salp15, que inibe a
ativagcdo de células T CD4". O efeito inibitério da Salp15 é devido a sua
atuacao sobre a transcricdo de IL-2, uma vez que esta citocina atua como um
fator autécrino de crescimento de células T, e que células T CD4" efetoras néo
foram inibidas quando incubadas com Salp 15, provavelmente porque essas
células sdao menos dependentes de IL-2 e ndo, ou ndo grandemente, produzem
essa citocina em resposta a estimulagéo antigénica.

Guanapano et al. (1995, 1996), estudando linfocitos obtidos a partir de
linfonodos de camundongos infestados de 1 a 3 vezes com ninfas de /. ricinus,
verificaram que 9 dias apds a primeira infestacao os linfonodos que drenam o
sitio de infestagcdo produziram altos niveis de IL-4 e baixos niveis de IFN-y, e
que a quantidade de IL-4 produzida por esses mesmos linfonodos 9 dias apds
a terceira infestacdo permaneceu elevada, enquanto os niveis de IFN- y
aumentaram durante a terceira infestacao.

No presente estudo, nao foi detectado mRNA de IL-4 na pele de ambos
grupos estudados enquanto nos linfonodos, embora ndo estatisticamente
significativo (P<0.19), as amostras apresentaram altos niveis de mRNA para IL-
4, sendo quase 4 vezes mais abundante no grupo desafiado em relagdo ao
grupo controle. Este resultado indica uma possivel polarizacdo da resposta
imune para linfécitos T2, desde que uma citocina do perfil Tyl (IL-2)
apresentou niveis reduzidos em animais submetidos a infestacdo, e uma
citocina do perfil Ty2 (IL-4) foi possivelmente estimulada.

O fato da IL-4 ndo apresentar diferenca significativa pode ser em parte
explicado pela variacao existente entre os bezerros, pois, embora 0os animais

estudados sejam de uma racga resistente (Nelore), algum grau de variagcéao para
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a resisténcia ao carrapato foi observado entre eles, como pode ser visto pela
contagem de carrapatos (Tabela 6). Esta variacao pode ter ocultado respostas
relevantes.

As diferencas das quantificacbes dos niveis de mRNA de IL-8, IL-12p35,
TNF-a e MCP-1, tanto na pele como nos linfonodos, n&o foram significativas
(P>0.10) entre os grupos, embora tenham sido descritas importantes atuagdes

desses genes na resposta imune, sendo alvos de modulagao pelo o carrapato.

Tabela 6. Numero de carrapatos ingurgitados observados entre os 19° e 21°

dias apos infestacao.

Animais Numero de
carrapatos

1 34

2 27

3 13

4 9

5 0
Média (EP) 16.6 (13.76)

EP: Erro padréo.

IL-8 desempenha fungao critica no processo inflamatério, devido sua
importante atividade quimioatraente e ativadora de neutrdfilos. Kocakova et al
(2003) estudaram a atividade anti-IL-8 de 3 espécies de carrapatos ixodideos, e
atribuiram esta atividade a moléculas presentes na glandula salivar que se
ligam a IL-8 prevenindo a ligagdo dessa quimiocina ao seu receptor especifico.

Eles encontraram, nas espécies de carrapatos estudados, que os SGE
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possuem atividade anti-IL-8 o que indica a importante fungcdo desempenhada
pelos neutréfilos na resposta imune do hospedeiro. MCP-1 também & uma
quimiocina importante no processo inflamatério devido a sua atividade
quimioatraente para mondcitos e basdfilos, Hajnicka et al. (2005), estudando
saliva e SGE de trés espécies de carrapatos, encontraram uma atividade anti-
MCP1 na saliva dos carrapatos Dermacentor reticulatus e Amblyomma
variegatum.

IL-12, uma citocina que atua junto com IFN-y para promover a
diferenciacao de linfécitos Ty1 (Coffman et al., 1991; Seder and Paul, 1994), a
secrecao reduzida por células de camundongos infestados com o carrapato
Rhipicephalus sanguineos (Ferreira and Silva, 1999), e produgao reduzida
pelas células dendriticas cultivadas em meio lipopolissacarideo em presenca
da saliva deste carrapato (Cavassani et al., 2005).

Alguns trabalhos descreveram que danos na pele, como aquele causado
pela fixagao do carrapato, estimulam a infiltracdo de células T e podem resultar
na producado de TNF-a (Wood et al., 1992; Mbow et al., 1994). Gwakisa et al.
(2001) estudando o impacto do SGE do carrapato Rhipicephalus
appendiculatus sobre uma linhagem celular semelhante a macrofagos,
demonstraram um efeito supressor sobre a secrecdo, bem como sobre a
transcricdo de mRNA de TNF-a , IL-1a e IL-10.

Tais mecanismos imunomodularérios ndo podem ser deduzidos a partir
de nossos resultados sobre um hospedeiro bovino (Bos indicus) em reposta ao
carrapato Boophilus microplus.

Mas o que ja foi verificado nos diversos trabalhos citados € que as

fungdes reguladoras e efetoras dos linfocitos T sdo chaves para as defesas do
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hospedeiro contra os carrapatos (Wikel, 1999), pois influenciam a producéao de
anticorpos e respostas DTH, sendo que ambas s&o importantes componentes
da resposta imune adquirida a infestagbes (Wikel e Bergman, 1997). Deste
modo, s&o alvos dos carrapatos, os quais tém apresentado uma tendéncia para
modular a resposta do hospedeiro para o padrao T2, sendo que a supressao
das células Ty1 pode inibir a expansao clonal de linfécitos T especificos, a
diferenciagao de linfécitos B, a ativacdo de macrofagos e a atividade das
células NK (Ramachandra and Wikel, 1992; Wikel, 1996), retardando uma

resposta efetiva do hospedeiro contra o carrapato.

7. CONCLUSAO

Verificamos que o estudo para comparacado do perfil de expressao de
genes do sistema imunoldgico entre animais expostos e ndo ao carrapato tem
grande potencial para identificacdo de genes alvos, envolvidos na modulagéo
da resisténcia dos bovinos ao carrapato.

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram uma reducéo nos niveis
de IL-2, demonstrando uma possivel tendéncia para resposta Ty2 por meio do

aumento nos niveis de IL-4.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos resultados encontrados neste trabalho ainda é dificil afirmar
se existe um padrdo geral de resposta Ty2 estimulado pelo carrapato B.
microplus em bovinos, desde que foram verificadas variagdes em relagdo a

resisténcia entre os animais estudados. Neste sentido, estudos adicionais
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devem ser realizados na tentativa de entender o padrdo de resposta em

animais resistentes e sensiveis.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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