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COMPONENTE CELULAR INFLAMATORIO NO LOCAL DA FIXACAO DE
CARRAPATOS ADULTOS RHIPICEPHALUS SANGUINEUS LATREILLE, 1806 EM
CAES IMUNIZADOS COM O ANTIGENO BM86

Resumo- A imunizagdo dos hospedeiros contra carrapatos tem sido considerada como
uma alternativa promissora. Vacinas contendo o antigeno Bm86 (Gavac®, TickGard®)
foram desenvolvidas originalmente para controlar infestacdes de Rhipicephalus
Boophilus microplus. Como recentes estudos filogenéticos mostraram que o género
Rhipicephalus inclui todas as cinco espécies de Boophilus, o papel protetor do antigeno
Bm86 em cédes imunizados e desafiados com carrapatos Rhipicephalus sanguineus foi
testado previamente neste laboratério. Dando continuidade, o presente estudo teve
como objetivo descrever o componente celular inflamatério no local de fixagdo do
carrapato em cées imunizados com o antigeno Bm86 e desafiados com carrapatos
adultos R. sanguineus. Para tanto, caes SRD (n=8), foram distribuidos em dois grupos
(ndo vacinado e vacinado) e receberam duas doses de 50 ug do antigeno Bm86
(Hebercan®) ou placebo, com 21 dias de intervalo. Cada animal foi desafiado com 55
carrapatos adultos 15 dias apds a Ultima dose e biopsias da lesédo de fixacdo dos
carrapatos foram coletadas as 48, 96, 144 e 192 horas apés sua fixacdo. Os
fragmentos foram entdo processados histologicamente e as seccOes coradas com
hematoxilina-eosina e Giemsa. Nos animais vacinados predominaram neutrofilos,
eosindfilos e mastocitos na 482 hora PF, enquanto que nos ndo vacinados houve
predominio de eosindfilos, neutrdfilos e linfécitos. Com o decorrer da infestagcéo,
observou-se um infiltrado celular mais intenso a partir de 96h PF, atingindo as camadas
mais profundas da derme, sendo composto principalmente por neutréfilos e linfécitos
nos vacinados, e eosindfilos, linfécitos e neutrofilos nos nédo vacinados. Concluiu-se
que o antigeno Bm86 administrado em cées interfere na resposta inflamatéria induzida

por R. sanguineus.

Palavras-Chave: Rhipicephalus sanguineus, cdo, antigeno Bm86, células inflamatorias



INFLAMMATORY CELLS AT THE ATTACHMENT SITE OF ADULT TICKS
RHIPICEPHALUS SANGUINEUS LATREILLE, 1806 IN DOGS IMMUNIZED BY THE
BM86 ANTIGEN

Summary - Immunization of hosts against ticks has long been considered as a
promising alternative. Vaccines containing the Bm86 antigen (e.g. Gavac®, Heber-
Biotec, Cuba) have been developed to control Rhipicephalus Boophilus microplus
infestations. As recent molecular phylogeny studies showed that the Rhipicephalus
genus includes all five Boophilus species, the protector role of Bm86 antigen in
immunized dogs challenged with adult Rhipicephalus sanguineus was investigated first
at this lab. This study aimed to evaluate the inflammatory cells at the attachment site of
ticks in dogs immunized by the Bm86 antigen against infestations of adults of
Rhipicephalus sanguineus ticks. Mongrel dogs (n=8), were divided into two groups
(non-vaccinated and vaccinated). It was given twice 50 ng of Bm86 antigen (Gavac®,
Heber-Biotec, Cuba) or placebo, at 21 days interval. Each animal was challenged with
55 adult ticks 15 days after the last dose. Biopsies of tick feeding lesions taken 48, 96,
144 e 192 hours post-attachment (PA) were processed through routine histology and
sections 4pum thickness stained with H.E. and Giemsa for general features and cell
counts, respectively. There was an inflamed dermis including an inflammatory cell
infiltrate constituted overwhelmingly by neutrophils, eosinophils and mast cells in
vaccinated dogs at first and eosinophils, neutrophils and lymphocytes in non-vaccinated
hosts. After 96h PA, a dense and diffuse cell infiltrate reached into deep dermis,
constituted overwhelmingly by neutrophils and lymphocytes in vaccinated dogs and
eosinophils, lymphocytes and neutrophils in non-vaccinated dogs. It's been concluded
that antigen Bm86 administered to dogs interferes on the Rhipicephalus sanguineus

induced inflammatory cell influx.

Keywords: Rhipicephalus sanguineus, dogs, Bm86 antigen, inflammatory cells



1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Os carrapatos sdo acarinos pertencentes a ordem Ixodida. Os carrapatos mais
importantes de cades no Brasil sdo o Rhipicephalus sanguineus e carrapatos do género
Amblyomma (LABRUNA & PEREIRA, 2001).

Os carrapatos podem causar desconforto pela picada que produz irritagdo local,
podem causar anemia por perda de sangue, inocular toxinas e transmitir virus,
riquétsias, bactérias e protozoarios patogénicos. Algumas espeécies do género
Amblyomma tém sido incriminadas como vetores da febre maculosa brasileira em
seres humanos (LABRUNA & PEREIRA, 2001). O R. sanguineus transmite para o cao
a Babesia canis, Ehrlichia canis, Hepatozoon canis e Bartonella vinsonii berkhoffii
(GREENE, 1998). A erliquiose monaocitica canina (UNVER et al., 2001) e a bartonelose
canina (ROUX et al., 2000) ja foram identificadas em seres humanos. Pelo menos um
caso de babesiose humana causado por B. canis ja foi relatado (MARSAUDON et al.,
1995). Além disso, o R. sanguineus também pode transmitir para 0 homem a Rickettsia
conorii (RADULOVIC et al.,1994).

1.1.Rhipicephalus sanguineus

O género Rhipicephalus surgiu mais recentemente, provavelmente durante a era
Cenozoica, quando houve uma proliferacdo de mamiferos e aves. A maioria dos
membros deste género continua a parasitar roedores nas suas formas imaturas e
artiodactilos quando adultos (CUPP, 1991).

Rhipicephalus sanguineus, comumente conhecido como carrapato-marrom de
cao, € um carrapato de trés hospedeiros que se alimenta primeiramente em caes e
ocasionalmente em outros hospedeiros, incluindo humanos (DANTAS-TORRES et al.,
2006). Estes carrapatos sdo amplamente distribuidos pelo mundo e sdo vetores de
patbgenos, como Babesia canis, Ehrlichia canis e Rickettsia conorii. O uso
indiscriminado de acaricidas € um problema emergente em todo 0 mundo e tem levado
a selecdo de cepas de carrapatos resistentes (DANTAS-TORRES, 2008).



Os principais problemas econdémicos decorrentes destas ectoparasitoses estao
ligados diretamente a acado espoliativa sobre o hospedeiro, ou indiretamente, pela
transmisséo de outros patégenos, tais como: virus, riquétsias, bactérias e protozoarios,
estando entdo envolvidos na transmissdo de doencas entre animais selvagens e

domeésticos, passaros e até o homem (HARWOOD e JAMES, 1979).

1.2.Relacdo carrapato-hospedeiro. Resposta imune do hospedeiro e

mecanismos de evasao do carrapato

Os carrapatos sao ectoparasitos hematofagos que acarretam grandes prejuizos
a producdo animal. Também causam danos a saude humana e animal pela
transmissdo de agentes causadores de doencas. O principal método de controle
desses parasitos € baseado no controle quimico pelo uso de acaricidas. O controle
imunolégico surge como um método alternativo promissor, todavia para 0 sucesso
desse controle, moléculas fundamentais na fisiologia do carrapato devem ser
identificadas (BECHARA, comunicagao pessoal).

Alguns carrapatos da familia Ixodidae, como por exemplo, Anocentor nitens, se
alimentam sobre os hospedeiros por periodos de mais de duas semanas, ativando as
imunidades inata e adaptativa, como também respostas hemostaticas dos animais
parasitados. Contudo, durante o curso da infestacdo, os carrapatos sdo habeis em
evadirem-se das defesas naturais dos hospedeiros (PARIZI et al., 2007).

Para realizarem seu comportamento hematéfago, caracterizado por longos
periodos de alimentacdo sobre o hospedeiro, 0os carrapatos tiveram que desenvolver
mecanismos para modular muitos dos processos fisiolégicos dos seus hospedeiros
(DAIX et al., 2007), tais como, a vasoconstricdo, a inflamacéo e a resposta imunologica
(TITUS et al., 2006). Apenas uma pequena resposta inflamatoéria na pele é observada
guando os carrapatos estdo se alimentando em seus hospedeiros naturais. Esta
resposta inflamatoéria deficiente deve-se a fatores imunomoduladores secretados pelos
carrapatos durante sua alimentacdo no local da lesdo (DAIX et al.,, 2007). Essa
modulacéo do sistema imune possivelmente ocorre em decorréncia de alteragcbes na
resposta imune mediada por linfécitos T (MEJRI e BROSSARD, 2007).



Para modular as defesas do hospedeiro, os carrapatos secretam substancias
vasodilatadoras e imunossupressoras que favorecem a sua alimentacdo. Com o0s
efeitos de vasoconstricao, inflamacéo e da resposta imune prejudicados, os carrapatos
conseguem se fixar facilmente, mantendo o sangue fluindo, sem a ocorréncia de
resposta fisiologica efetiva do hospedeiro para a eliminacdo do parasito.
Consequentemente, patdgenos tém sua transmisséao facilitada durante o periodo em
gue o carrapato esta se alimentando. Assim, certos patdogenos podem utilizar a leséo
na pele do hospedeiro, que esta profundamente alterada pelos efeitos da saliva do
carrapato, como porta de entrada e causando muitas vezes infeccdo (TITUS et al.,
2006).

Séao relativamente recentes a identificacdo molecular e a caracterizacdo de
componentes da saliva dos carrapatos, com fungdes anticomplemento e
anticoagulantes. Nos Ultimos anos, diversas proteinas vém sendo descritas com essas
atividades na saliva dos carrapatos, revelando um papel fundamental dessas moléculas
na sobrevivéncia desses parasitos. Essa constatacdo tem sido reforcada em estudos
que avaliam os fatores da saliva do carrapato (TITUS et al., 2006). O complemento &
um dos primeiros elementos do sistema imunoldgico a ser ativado pelos carrapatos no
momento do repasto sanguineo no hospedeiro. A ativacdo desse sistema pode resultar
em danos para o carrapato mediado pela resposta inflamatéria do hospedeiro (TURNI
et al., 2007).

Para se alimentarem, os parasitas hematéfagos precisam bloquear os
mecanismos de hemostasia do hospedeiro, produzindo substancias antagonistas, que
serédo secretadas por meio da saliva. A atividade anticoagulante dos componentes da
saliva dos carrapatos ainda né&o foi precisamente caracterizada. As pesquisas com
essas substancias tém revelado uma enorme variedade de fungdes anticoagulantes,
estimulando o uso potencial dessas moléculas para terapéutica ou como ferramentas
para estudo da fisiologia dos processos vasculares e hemostaticos (CIPRANDI et al.,
2003).

A resposta imune dos hospedeiros aos ectoparasitas envolve vias efetoras como
anticorpos, complemento e células (BROWN et al., 1982; BROWN e ASKENASE, 1982



e BROWN 1985) e vias regulatérias, que compreendem citocinas, células
apresentadoras de antigenos (APCs) e linfécitos T (LAMOREAUX et al., 2000).

As vias efetoras correlacionadas ndo somente com a resposta imune
anticarrapato, mas com a resisténcia ao mesmo sao descritas como reagcOes de
hipersensibilidade imediata, envolvendo IgE, mastécitos e histamina, e de
hipersensibilidade tardia, envolvendo basdfilos e histamina (BROWN, 1985). A
relevancia dos basdfilos na resisténcia foi comprovada pelo comprometimento desta
quando ha ablacdo experimental dessas células (WIKEL, 1996a). Nos animais
geneticamente resistentes, os componentes da imunidade celular parecem atuar como
mecanismo de controle e/ou rejeicdo ao carrapato (BECHARA et al., 2000).

Entre os bovinos existem racas resistentes (Bos taurus indicus) e suscetiveis
(Bos taurus taurus) ao parasita, sendo herdavel o fendtipo da infestacdo (MELTZER,
1996; MATTIOLI, 1998). Segundo Gonzales (1975), tentou-se explicar tal caracteristica
pelo fato dos zebuinos possuirem mais glandulas sebaceas na pele, produzindo odores
que afastariam o carrapato, bem como uma maior mobilidade geral do animal e
elasticidade de sua pele, o que possivelmente faz com que se defenda melhor da
infestagdo. Neste sentido, Verissimo (1991) sugeriu que o sistema de alimentacdo da
larva de Rhipicephalus (Boophilus) microplus depende de uma reacéo inflamatoéria que
se inicia no momento da fixacdo da mesma. Os zebuinos apresentam uma reacao
inflamatoéria mais intensa que o gado europeu, levando-os a proceder uma autolimpeza
via lambedura mais eficiente, o0 que contribuiria para um equilibrio
carrapato/hospedeiro, sendo a infestacdo minima nestes animais.

Para conseguir se manter no hospedeiro, alimentando-se de seu sangue, 0s
carrapatos, e outros artrépodes hematéfagos desenvolveram sistemas também
redundantes que envolvem um grande numero de substancias farmacologicamente
ativas e relevantes (RIBEIRO, 1995).

Estudos sobre a saliva de diferentes espécies de artropodes hematéfagos
mostram a diversidade de substancias inoculadas no hospedeiro. Entre as moléculas
descritas estdo anticoagulantes como os inibidores de trombina (HORN et al., 2000);

imunossupressores, como as prostaglandinas (RIBEIRO et al., 1985; INOKUMA et al.;



1994; BOWMAN et al.; 1995); ligantes de histamina (PAESEN et al., 2000); inibidores
da via classica do sistema complemento, como a calreticulina que se liga a Clq
(SANDERS et al., 1999); inibidores da C3 convertase do complemento (VALENZUELA
et al., 2000); inibidores de agregacao plaquetaria, como as apirases (RIBEIRO, 1995;
WIKEL, 1996a); inibidoras de bradicinina (RIBEIRO e MATHER, 1998) e proteinas
ligantes de imunoglobulinas (WANG et al., 1994), encontradas também na hemolinfa.

O conhecimento das moléculas envolvidas na indu¢cédo de imunossupressao do
hospedeiro pode ser extremamente importante na identificacdo de antigenos vacinais.
Uma imunizacao estratégica seria aquela que induzisse a expressdo completa de uma
resposta imune eficaz, normalmente suprimida durante a alimentac&o do acaro (WIKEL
et al., 1994).

A fixacdo e desenvolvimento do carrapato induzem uma resposta imune
complexa nos hospedeiros, envolvendo as APCs, linfécitos T, linfocitos B, anticorpos,
citocinas, sistema complemento, basdfilos, eosindéfilos e uma variedade grande de
moléculas bioativas (WIKEL, 1996a; BROSSARD e WIKEL, 1997).

Quando os carrapatos se fixam em animais néo sensibilizados (primoinfestacé&o)
secretam cemento e outros materiais antigénicos (KAUFMAN, 1989). As células de
Langerhans presentes na epiderme fagocitam e processam 0s materiais antigénicos
apresentando-os em seguida aos linfécitos da pele e dos linfonodos drenantes (ALLEN,
1989). Os linfécitos T e B sdo ativados, com producdo de citocinas e anticorpos,
respectivamente. Por sua vez, o complexo antigeno-anticorpo ativa o sistema do
complemento, que produz anafilatoxinas e € quimiotatico para os basofilos. Em animais
de laboratdrio, 40-60% dos leucécitos infiltrando locais de fixacdo de carrapatos até o
3° dia séo neutrdfilos (KAUFMAN, 1989). Um a dois dias depois, quando a maioria das
larvas ja estiver ingurgitada, o influxo de basdfilos e eosindfilos aumenta
significativamente (MONTEIRO e BECHARA, 2008). Em infesta¢cdes subsequentes, os
granulécitos aumentam até niveis muito elevados, quando comparados com a primeira
infestagdo. Este aumento esta relacionado com a presenca de basofilos, que liberam
mediadores vasoativos, como a histamina, que induz um aumento de permeabilidade

vascular, desconforto local, irritacdo, edema e formac&do de vesiculas na epiderme



(ALLEN, 1973; BROWN et al., 1984; GILL e WALKER, 1985; CASTRO e NEWSON,
1993).

Embora exista resisténcia na aceitacdo das vacinas antiectoparasitos, devido ao
efeito mais lento que o de drogas convencionais, a aplicacdo de uma vacina eficaz
oferece vantagens para o desenvolvimento sustentavel, por ser ambientalmente segura
e evitar a multiplicacéo de parasitas resistentes (CARVALHO, 2006).

CAVASSANI et al. (2005) demonstraram que a saliva de R. sanguineus é capaz
de inibir a diferenciacdo e maturacdo de células dendriticas. Esses fatos podem ter
como consequéncia a diminuicdo da apresentacdo de antigenos para células T e,
consequentemente, a diminuicdo da ativacéo de células B e producao de anticorpo.

O estudo da interacdo de diferentes espécies de hospedeiro com carrapatos R.
sanguineus € particularmente interessante, ja que o hospedeiro natural (cdo) e
camundongos ndo desenvolvem resisténcia, nem mesmo apés diversas infestacdes,
enquanto que cobaias desenvolvem uma resisténcia bastante significativa jA& num
segundo contato com o acaro (THEIS e BUDWISER, 1974; SZABO et al., 1995a;
FERREIRA e SILVA, 1998), constituindo-se assim um modelo de elei¢c&o de resisténcia
adquirida a varias espécies de carrapatos. Entretanto, apesar do interesse e de
pesquisas crescentes, 0s mecanismos eficazes de imunidade adquirida contra
carrapatos sado ainda pouco conhecidos. Em alguns casos, a resisténcia de
hospedeiros a carrapatos foi associada a presenca de um infiltrado rico em basofilos no
local de fixac&o do carrapato (ALLEN, 1973; SZABO e BECHARA, 1999) e aumento do
namero dessas células na circulacdo sanguinea (BROWN e ASKENASE, 1982,
SZABO et al., 2003). Ademais, observa-se em hospedeiros resistentes a carrapatos R.
sanguineus e R. (B.) microplus como cobaias e zebuinos, respectivamente, mas néo
em hospedeiros suscetiveis como o cao doméstico e taurinos, o desenvolvimento de
uma reacdo de hipersensibilidade tardia, além da imediata em resposta a injecdo
intradérmica de extrato de carrapato (SZABO e BECHARA, 1999, BECHARA et al.,
2000). Ressalte-se que hospedeiros susceptiveis apresentam tdo somente uma reacao

de hipersensibilidade do tipo imediata aos mesmos extratos.



Um aspecto interessante, € que a imunidade n&o € adquirida a todas as
espécies de carrapato. Por exemplo, cdes repetidamente infestados ou vacinados com
extratos de carrapatos R. sanguineus, seguida de infestacdo-desafio, ndo desenvolvem
resisténcia natural a infestacbes subseqlientes a essa espécie de carrapato
(BECHARA et al., 1994; SZABO et al., 1995b). Estes desenvolvem apenas uma forte
reacdo de hipersensibilidade imediata, enquanto que cobaias desenvolvem uma
discreta reacdo imediata e forte reacdo de hipersensibilidade tardia (SZABO et al.,
1995a; FERREIRA et al., 2003).

Todavia, caes imunizados com extrato de intestino de R. sanguineus mais
adjuvante de Freund, desenvolvem uma resisténcia parcial ao mesmo carrapato
(SZABO e BECHARA, 1997), sugerindo que a imunoestimulacdo celular promovida
pelo adjuvante pode contribuir para o mecanismo de indugdo de resisténcia ao acaro.
Além disso, antigenos ocultos ndo participam da infestacdo natural, estando assim
menos sujeitos aos mecanismos imunomodulatérios promovidos pelos carrapatos.

Segundo Szabd et al. (1995b) e Ferreira et al. (2003), o desenvolvimento de
reacdo tardia num teste de hipersensibilidade cutadnea a antigenos de carrapatos em
cobaias (hospedeiros resistentes) sugere o envolvimento do brago celular (Thl) da
resposta imune no processo de aquisicao de resisténcia. Por outro lado, resultados de
estudos sobre modulacdo de citocinas por carrapatos tém proposto que estes induzem
preferencialmente um padrdo de citocinas do tipo Th2 quando infestam animais
suscetiveis (GANAPAMO et al., 1995 e 1996; FERREIRA e SILVA, 1998 e 1999). De
fato, demonstrou-se que células dos linfonodos de camundongos C3H/Hel
sucessivamente infestados por carrapatos R. sanguineus produzem elevadas
concentracOes de IL-4, IL-10 e TGF-B, em detrimento de IL-2, IFN-y e IL-12, quando
comparadas com a sintese de citocinas em linfonodos de camundongos nao
infestados. Considerando que esses camundongos nédo desenvolvem resisténcia a
carrapatos (FERREIRA e SILVA, 1998), € plausivel argumentar que essa condi¢cao
pode comprometer o desenvolvimento de uma resposta protetora anti-carrapatos. A
resposta Th2 desenvolvida por camundongos infestados com carrapatos pode ser

vantajosa para os acaros, considerando que citocinas associadas a um padrédo Th2 tem



sido atribuidas a resposta antiinflamatéria (ABBAS e LICHTMAN, 2005). A inflamagéao
no local de fixacdo dos carrapatos pode prejudicar o ingurgitamento dos acaros
(RIBEIRO et al., 1985).

O conhecimento gerado com estes estudos permite entender melhor os
mecanismos envolvidos na relacdo parasito-hospedeiro e contribui para o
desenvolvimento de medidas de controle a ectoparasitos, bem como, de patégenos por

eles transmitidos.

1.3.0 componente celular inflamatorio no local de fixacdo de carrapatos

Ao descrever a reacao inflamatéria na pele de cdes e camundongos C3H/HeJ
(hospedeiros suscetiveis) re-infestados com carrapatos R. sanguineus, observou-se
que esta € composta principalmente por neutréfilos e eosindfilos, enquanto que a
resposta de cobaias reinfestadas (hospedeiros resistentes) com carrapatos € composta
principalmente por células mononucleares, eosindfilos e basdfilos (SZABO e
BECHARA, 1999; FERREIRA et al., 2003).

Basdfilos sdo granuldcitos circulantes que aparecem nos tecidos de forma
transiente, durante determinadas reacfes imunolégicas. Estas células tém sido
freqientemente associadas a reacdes cutaneas em animais resistentes a carrapatos
(BROSSARD, 1982). Sua participacdo nesta situacdo foi descrita inicialmente por
ALLEN (1973). A ndo caracterizacdo de basofilos no local de fixacdo dos carrapatos se
deve muitas vezes a dificuldade em se demonstrar tais células com técnicas de
coloracéo rotineiras (ALLEN et al., 1977).

Cobaias desenvolvem resisténcia a carrapatos apdés uma Unica infestacéo
(STEEVES e ALLEN, 1990). Durante infestagdes secundarias, cobaias resistentes a
carrapatos apresentam um infiltrado cutédneo basofilico proeminente, e muitas das
células parecem estar degranulando (McLAREN et al., 1983). Nestas rea¢des, que
aparentemente incorporam elementos das reacgdes tipo imediata e retardada, basofilos
passam por degranulagéo anafilatica nos locais de fixacdo de carrapatos.

O papel exato do basdfilo na rejeicdo a carrapatos ndo é conhecido, mas

acredita-se que participem de reacdes anafilaticas locais, liberando mediadores e



prejudicando a salivacdo e alimentacédo do carrapato (KEMP e BOURNE, 1980; PAINE
et al., 1983). A participacdo de basdfilos na reacéo a carrapatos foi também observada
em outros vertebrados como bovinos europeus (ALLEN et al., 1977; BROWN et al.,
1984).

Basdfilos, raramente observados em locais de fixagcdo de R. (B.) microplus em
bovinos taurinos (SCHLEGER et al., 1976), constituiram apenas uma pequena
proporcao do infiltrado em locais de fixagdo de Hyalomma. anatolicum anatolicum em
coelhos (GILL e WALKER, 1985) e praticamente inexistiram na reacdo do cé&o

domeéstico ao carrapato R. sanguineus (SZABO et al., 1995b).

1.4. Controle de carrapatos

Os métodos tradicionais de controle de carrapato incluindo, basicamente, o uso
de drogas quimicas, apresentam como desvantagens o acumulo de residuos nos
alimentos e no meio ambiente e o desenvolvimento de cepas resistentes a estes
compostos (WIKEL, 1988; WILLADSEN e KEMP, 1988; KAY e KEMP, 1994). A
utilizacdo de drogas quimicas comecou no inicio do século passado com o emprego do
arsénico, porém no final da década de 30, comecaram a surgir cepas resistentes a
esse principio ativo. Sempre que novos principios ativos foram lancados no mercado
surgiram cepas resistentes dentro de um periodo médio de uma década, associadas
principalmente ao mau emprego dos compostos quimicos. Por esse motivo e pelos
inconvenientes da contaminacdo dos alimentos, do homem e do ambiente, a procura
de novas formas de controle tem sido intensificada (OLIVEIRA et al., 2009).

O céo é considerado o hospedeiro natural do R. sanguineus e ndo é capaz de
desenvolver resisténcia, mesmo apos repetidas infestagdes (CHABAUD, 1950; GARIN
e GRABAREV, 1972; SZABO et al., 1995; SZABO e BECHARA, 1997).

A imunizacdo dos hospedeiros contra carrapatos tem sido considerada como
uma alternativa promissora contra os tratamentos carrapaticidas caros e trabalhosos.

Extrato intestinal de carrapato parece induzir uma imunidade mais eficiente do
que o extrato de glandula salivar, talvez por serem 0s antigenos intestinais mais

facilmente alcancados pelas células do hospedeiro, anticorpos e outros mecanismos
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efetores durante a alimentacdo de carrapatos. Além disso, 0 extrato intestinal de
carrapato inclui antigenos ocultos, como o antigeno Bm 86 descrito no carrapato
Boophilus microplus por Willadsen et al. (1989).

1.5. Antigeno Bm86

A aplicacdo de vacina anti-carrapatos tem demonstrado ser uma das alternativas
mais promissoras no controle de carrapato se comparada com acaricidas quimicos,
que apresentam uma série de inconvenientes (IMAMURA et al., 2005). O sucesso
dessa estratégia depende da clonagem e caracterizacdo das moléculas do carrapato
que estdo envolvidas em suas funcdes fisiol6gicas basicas. Até agora, em pesquisas
mostrou-se a presenca de um pequeno numero de moléculas bem caracterizadas, com
a capacidade de estimular uma resposta imune contra carrapatos, entre as quais Bm86
€ a mais efetiva (WILLADSEN et al, 2011).

As vacinas existentes contra carrapatos e disponiveis comercialmente como
Gavac® (de origem cubana) e TickGARD® (de origem australiana), tém sido
empregadas com sucesso no controle de infestagcfes de carrapatos R. (B.) microplus e
de patdgenos por eles transmitidos na América do Sul (BOUE et al., 1999).

Estas vacinas sdo baseadas em uma proteina recombinante, a Bm86, um
antigeno de membrana intestinal do carrapato R. (B.) microplus, que permanece
inacessivel (antigeno oculto) ao sistema imune do bovino durante infestagdes naturais.
Os anticorpos especificos contra este antigeno ou proteina recombinante obtidos dos
animais vacinados, junto com outros componentes do plasma como o complemento,
sao ingeridos pelo carrapato junto com o sangue, possibilitando que os anticorpos
especificos formados, se unam ao antigeno (proteina intestinal) provocando um dano
intestinal e passagem (leakage) do sangue dos bovinos para a hemolinfa do carrapato.
O resultado fundamental da vacinacdo ndo é, portanto, a morte direta dos carrapatos
numa so ingestdo, mas o controle progressivo do nimero de carrapatos em geracoes
sucessivas mediante a reducao da capacidade reprodutiva do R. (B.) microplus (KEMP
et al., 1989).
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Estudos microscopicos do trato digestivo de fémeas de B. microplus alimentadas
em bovinos imunizados com a rBm86 e coletadas 30, 40, 50, 60 e 70 dias poés
vacinacao revelaram destruicdo de células digestivas, das secretoras (S; e S,) e, em
casos mais severos, das células basofilicas, permanecendo apenas a lamina basal.
Ocorreram ainda eroséo e ruptura da parede intestinal e extravasamento do contetdo
digestivo para a cavidade celomatica (HERNANDEZ et al.,, 1999). Estas lesdes
incompatibilizam o processo de oogénese neste carrapato e interrompe seu ciclo vital.
O motivo das larvas ndo serem afetadas pelos anticorpos anti-rBm 86 deve-se ao fato
de os componentes celulares do intestino deste instar serem constituidos apenas por
células basais (BALASHOV, 1972; AGBEDE & KEMP, 1985). Também é conhecida a
existéncia de enzimas inibidoras da protedlise, presentes, apenas, no estagio larval
(WILLADSEN et al., 1989).

Assim, o controle imunoldégico do R. (B.) microplus tem sido alcancado pela
vacinacao com o antigeno Bm86 (KEMP et al., 1989) ou com o antigeno recombinante
obtido de células transformadas de Escherichia coli (RAND et al., 1989), Aspergillus
nidulans ou A. niver (TURNBULL et. al., 1990), ou Pichia pastoris (RODRIGUEZ et. al.,
1994 e 1995b).

Bm86 é uma molécula de aproximadamente 86 kDa (RAND et al., 1989) e esta
sendo usada com sucesso em paises da América do Sul e Austrélia em programas de
controle de R. (B.) microplus.

Em Cuba, foi demonstrado que em condicdes de campo a vacina Gavac® (Heber
Biotec S.A., Havana, Cuba), que contém o antigeno recombinante Bm86 (rBm86),
derivado do intestino do carrapato, obtido de células transformadas de P. pastoris,
pode efetivamente controlar populacbes de R. (B.) microplus em gado leiteiro
artificialmente infestado com a cepa cubana Camcord (RODRIGUEZ et al., 1995b).

Com base em recentes estudos filogenéticos que demonstraram que o género
Rhipicephalus inclui todas as cinco espécies de Boophilus, Perez-Perez (2009) e
Perez-Perez et al. (2010), ao investigar o papel protetor do antigeno Bm86 em caes
imunizados e desafiados com carrapatos Rhipicephalus sanguineus, demonstraram

uma eficacia parcial do recombinante. Em resumo, carrapatos alimentados em animais
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vacinados apresentaram reducdo no peso de ingurgitamento de fémeas, da massa de
ovos e na taxa de eficiéncia de conversao para ovos. Além disso, animais vacinados
apos a segunda dose de Bm86 apresentaram um aumento significativo no titulo de
anticorpos  séricos.  Concluiu-se que o antigeno Bm86 reduziu a
viabilidade e potencial biotico do R. Sanguineus nos cées imunizados.

Dando continuidade aquele trabalho, o presente estudo teve como objetivo
descrever as alteragdes microscopicas e o componente celular inflamatério no local de
fixacdo e alimentacdo do carrapato em cdes imunizados com o antigeno Bm86 e

desafiados com carrapatos adultos Rhipicephalus sanguineus.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo descrever as alteracdes histopatologicas
e avaliar o componente celular inflamatério no sitio de fixagdo e alimentacdo de
carrapatos adultos Rhipicephalus sanguineus em caes imunizados com o0 antigeno
Bm86.

2.2. Objetivos Especificos

» Descrever, de forma comparada, as alteracGes histopatolégicas do local de
fixacdo dos carrapatos adultos, em cées vacinados e ndo vacinados, nos
diferentes tempos (48, 96, 144 e 192 horas pos-fixacao);

+ Quantificar, de forma comparada, as células inflamatérias presentes no local da
leséo provocada pela alimentagdo dos carrapatos adultos, em cées vacinados e
nao vacinados e em diferentes tempos (48, 96, 144 e 192 horas pos-fixacdo),

por meio de contagens em area determinada;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Hospedeiro

Foram utilizados oito cdes domeésticos (Canis familiaris), seis machos e duas
fémeas, em média com quatro meses de idade, aproximadamente 10 kg e sem raca
definida, provenientes do canil do Departamento de Patologia Veterinaria da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP, campus de Jaboticabal-SP.
Estes cades foram divididos em dois grupos, vacinados e ndo vacinados, com quatro
animais cada e com trés machos e uma fémea por grupo. Durante o periodo os
animais foram alimentados com a dieta comercial (Big Boss™) e agua & vontade. Os
caes permaneceram em baias separadas até o final do experimento e em atendimento

as normas de bem estar animal (Protocolo CEUA n° 02.287/10).

3.2. Carrapato R. sanguineus

Foram utilizados carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus, provenientes
da colénia de carrapatos do Laboratério de Imunopatologia do Departamento de
Patologia Veterinaria da FCAV-UNESP de Jaboticabal. Para manter os diferentes
estagios dos carrapatos, larvas, ninfas e adultos foram alimentados em coelhos
fémeas, raca Nova Zelandia Branco, pesando em média 2 kg. Os carrapatos eram
colocados em camaras de plastico especiais fixadas no dorso tricotomizado dos
coelhos com cola (Brascoplast®) para evitar seu escape. Os coelhos utilizados nao
apresentavam contato anterior com carrapatos. No laboratério, os carrapatos eram
mantidos em condi¢gdes controladas em incubadora BOD (80% de umidade relativa,
temperatura de 28°C, e fotoperiodo de 12horas).

Carrapatos adultos de quatro semanas de idade foram usados nas infestacdes

desafio nos caes vacinados com o antigeno Bm86 e nos cées controle.
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3.3. Imunizacéo e infestagdo desafio

Os animais vacinados receberam duas doses de 50 ug da formulagdo contendo
o0 antigeno Bm86 (Hebercan®, Heber-Biotec, Cuba), fornecida pelo Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia-CIGB, com intervalo de 21 dias; no grupo de animais néo
vacinados foi administrado preparagcdo com o adjuvante montanide, sem o antigeno
Bm86 (Placebo, Heber Biotec, Cuba).

Cada animal foi desafiado 15 dias apés a ultima dose da vacina (ou placebo)
com 55 carrapatos adultos (25 fémeas e 30 machos), os quais foram liberados dentro
de camaras de alimentacéo, coladas no flanco tricotomizado dos caes um dia antes do
desafio. Um colar Elizabetano foi utilizado em cada animal para evitar a remoc¢ao das
camaras pelos céaes.

Como descrito na introducdo, os resultados do potencial biético do R.
sanguineus pela andlise dos dados reprodutivos e alimentares do carrapato durante e
apos a infestacdo desafio, bem como das taxas de anticorpos seéricos nos animais
teste e controle foram ja publicados por Perez-Perez (2009) e Perez-Perez et al.
(2010).

3.4. Histopatologia

Biopsias de pele foram coletadas nos locais de alimentacdo dos carrapatos
adultos na 482, 962, 1442 e 1922 hora pos-fixacdo dos carrapatos, com um “punch” de 5
mm de diametro, logo apés infuséo local de lidocaina.

Em seguida, as amostras foram fixadas em solugao formol a 10% tamponada
com fosfatos (pH 7,4) 0,1M, para processamento de acordo com técnica histolégica de
rotina. Os fragmentos de tecido foram incluidos em parafina e seccionados a 4 um de
espessura e corados com Hematoxilina-Eosina e Giemsa, para descricdo das
caracteristicas gerais da lesdo de fixacdo e contagem de células inflamatérias

migradas, respectivamente.
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3.5. Contagem de Células

A contagem das células foi realizada em objetiva de imersdo (100 X) com o
auxilio de uma ocular quadriculada (Austria/PK 6.3X) de &rea conhecida (0,0052 mm?).

Os resultados obtidos foram corrigidos e expressos como nimero de células/mm?.

3.6. Andlise estatistica

A comparacdo entre os tratamentos dentro de cada tempo foi feita pelo Teste

Né&o-Paramétrico de Kruskal-Wallis, adotando o nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Histopatologia do local de fixagdo dos carrapatos

Observou-se de inicio discreta destruicdo tecidual local e presenca de algumas
células inflamatérias. Com o decorrer da infestacdo, a extensao da lesdo aumentou
gradativamente, principalmente nos animais ndo vacinados (Figura 1).

Em geral, destacou-se a presenca de hiperplasia epidermal em todos os tempos
avaliados, e na derme, edema inflamatorio mais acentuado nos animais ndo vacinados
e caracterizado pela dissociacdo de fibras coldgenas. Também havia a presenca de
hemorragia moderada em ambos os grupos e infiltrado celular inflamatorio tipico
composto, de forma geral, por polimorfonucleares-PMN neutréfilos, eosindfilos e
basdfilos, mastécitos e células mononucleares-MN linfécitos, plasmdécitos e
macroéfagos.

Ademais, nos pontos da lesdo provocada pela alimentagcdo dos carrapatos,
notou-se logo nas 48 horas pos-fixacdo (PF), descontinuidade ou ruptura da epiderme
em ambos o0s grupos e, em alguns casos, a presen¢a do cone de cemento, massa
eosinofilica que garante a fixacdo do carrapato por longos periodos, com a presenca ou
nao de impressdes correspondentes ao hipostdmio do ectoparasito (Figura 2a, b). Com
144 horas PF notou-se a presenca de crosta no ponto de alimentagcdo do carrapato
apenas em cdaes vacinados (Figura 2c).

Nos locais de fixacdo do carrapato houve aumento da espessura da epiderme
(hiperplasia) (figura 2a, b, c¢), edema intercelular e vesiculas intraepidérmicas
preenchidas com células inflamatérias e debris celulares, visualizadas em todos os
intervalos de tempo de ambos os grupos. Observou-se também edema intersticial na
derme, caracterizado pela dissociacéo de fibras colagenas, do inicio ao final do periodo
de alimentacdo, como ilustrado na Figura 2d. Esses achados histopatologicos foram
encontrados nos animais vacinados, porém de forma mais acentuada nos animais néo
vacinados. Além disso, as lesbes na derme incluiram diferentes niveis de infiltrado

celular inflamatorio, e, ocasionalmente, hemorragia e necrose. A reacdo inflamatoria
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estava presente na derme superficial e estendia-se até a derme profunda, com a
distribuicédo do infiltrado de forma difusa, na maioria dos casos.

Nos animais vacinados destacou-se o predominio de neutrdéfilos, eosindfilos e
mastocitos no comeco da reacdo inflamatéria com 48h PF, enquanto que nos néao
vacinados houve predominio de eosindfilos, neutréfilos e linfécitos, respectivamente.
Com o decorrer da infestagdo, mudancas mais significativas foram observadas, como a
extensdo da lesdo, infiltrado celular mais intenso a partir de 96h PF, atingindo as
camadas mais profundas da derme. O padrdo de células inflamatérias também se
modificou, passando a ser composto principalmente por neutrofilos e linfécitos nos
animais vacinados, e eosindfilos, linfécitos e neutrofilos nos ndo vacinados.

Nas figuras 3 a 6 podem ser visualizados, de forma geral, o infiltrado celular
inflamatério em caes vacinados e ndo vacinados, em todos os intervalos de tempo
avaliados (48, 96, 144 e 192h PF) e sob diferentes aumentos (objetiva de 40x e 100x).
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Figura 1 - Fotomicrografias do local de fixagdo de R. sanguineus na pele de cées
vacinados ou ndo com antigeno Bm86. Aspectos gerais. A- cdo vacinado (48h PF). B-
cao néo vacinado (48h PF). C- céo vacinado (96h PF). D- c&o nao vacinado (96h PF).
E- cdo vacinado (144h PF). F- cdo néo vacinado (144h PF). G- cédo vacinado (192h
PF). H- cdo nédo vacinado (192h PF). Notar presenca de hiperplasia epidermal (Hp),
cone de cemento (Cc), infiltrado inflamatério na derme superficial (Ic) e dissociacdo das

fibras colagenas ou edema ( *). Objetiva 10X. Hematoxilina e Eosina.
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Figura 2 — Fotomicrografias do local de fixacdo de R. sanguineus na pele de céaes
vacinados ou ndo com antigeno Bm86. A- cao vacinado (96h PF) (obj. 4x). B- cdo nao
vacinado (96h PF) (obj. 10x). C- céao vacinado (144h PF) (obj. 10x). D- c&o vacinado
(192h PF) (obj. 20x). Notar a presenca de fragmentos do carrapato (seta) em A,
hiperplasia da epiderme (Hp) em todos os cortes; cone de cemento (Cc) em A e B;
crosta (Cr) em C; dissociagcdo de fibras colagenas da derme ou edema (*).
Hematoxilina e Eosina.
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Figura 3 — Infiltrado inflamatério no local de fixagdo de R. sanguineus na pele de
cdes vacinados ou ndo com antigeno Bm86. A- cdo vacinado (48h PF) (obj. 40x). B-
detalhe de A (obj. 100x). C- cao nao vacinado (48h PF) (obj. 40x). D- cdo n&o vacinado
(obj. 100x). Notar a presenca de mastoécitos (Mt), neutrdfilos (N), eosindfilos (E0),

plasmécitos (PI), linfécito (L). Hematoxilina e Eosina.
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Figura 4 — Infiltrado celular inflamatério no local de fixacdo de R. sanguineus na
pele de caes vacinados ou ndo com antigeno Bm86. Céo vacinado (96h PF) (A= obj.
40x e B= obj. 100x). C&o nao vacinado 96h PF (C= obj. 40x e D= obj. 100x). Notar a
presenca de mastécitos (Mt), neutrofilos (N), eosindfilos (Eo), plasmoécitos (PI),

linfécitos (L) e macrofagos (M®). Hematoxilina e Eosina.



Figura 5 — Infiltrado inflamatorio no local de fixagdo de R. sanguineus na pele de cées

vacinados ou ndo com antigeno Bm86. A- cdo vacinado (144h PF) (obj. 40x). B-
detalhe de A (obj. 100x). C&o néo vacinado 144h PF (C= obj. 40x e D= obj. 100x).
Notar a presenca de macrofagos (M®), mastaécitos (Mt), neutrdfilos (N), eosindfilos (Eo)

e linfocitos (L). Hematoxilina e Eosina.
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Figura 6 — Infiltrado inflamatorio no local de fixagdo de R. sanguineus na pele de cées

vacinados ou ndo com antigeno Bm86. A- c&o vacinado (192h PF) (obj. 40x). B-
detalhe de A (obj. 100x). Céo nado vacinado 192h PF (C= obj. 40x e D= obj. 100x).
Notar a presenca de mastocitos (Mt), neutrofilos (N), eosindfilos (Eo), linfécitos (L) e
macroéfagos (M®). Hematoxilina e Eosina.
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4.2. Contagem de células inflamatorias

Para facilitar a identificacdo e diferenciacdo entre as células do infiltrado
inflamatério, suas contagens foram realizadas nos diferentes tempos e condigdes
experimentais (vacinado e ndo vacinado) em cortes de tecido corados pela coloracéo

de Giemsa, como ilustrado nas figuras 7, 8 e 9.

Figura 7 — Infiltrado celular inflamatorio na pele de cées vacinados ou ndo com o
antigeno Bm86. Visualizar aspectos das células para contagem celular. Presenca de
eosindfilos (Eo) e mastocitos (Mt). A- Céo vacinado 48h PF (obj. 40x). B- C&o nao
vacinado 48h PF (obj. 40x). Giemsa.
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Figura 8 — Infiltrado celular inflamatério na pele de cées vacinados ou ndo com o

antigeno Bm86. Visualizar aspectos das células para contagem celular. Presenca de
eosindfilos (E0), linfécitos (L), neutrdéfilos (N) e mastdcitos (Mt). A- cao vacinado 96h PF
(obj. 40x). B- Detalhe de A (obj. 100x). C- cdo néao vacinado 96h PF (obj. 40x) e D- cdo
ndo vacinado 96h PA (0bj.100x). Giemsa.
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Figura 9 — Infiltrado celular inflamatorio na pele de cédes néao vacinados com o antigeno
Bm86. Visualizar aspectos das células para contagem celular. Presenca de linfocitos
(L), eosindfilos (Eo) e neutrdfilos (N). A- cdo ndo vacinado 144h PF (obj. 40x). B- céo
nao vacinado 192h PF (obj. 20x). C- Detalhe de B (obj. 40x). Giemsa.



29

Os resultados individuais das contagens de células por mm? no infiltrado
inflamatério presente no local de fixagcdo das formas adultas de R. sanguineus sé&o
apresentados no apéndice deste trabalho. Esse infiltrado era constituido basicamente
por células PMN neutréfilos, eosindfilos e basofilos, bem como por células MN
linfécitos, plasmocitos e macrofagos, além de mastocitos, em diferentes intensidades
durante todo o processo inflamatorio.

As médias do numero de células inflamatérias no local de alimentacdo do
ectoparasito, comparadas estatisticamente em cées vacinados e ndo vacinados sao
apresentadas nas tabelas 1 e 2, e cada célula inflamatéria foi comparada
separadamente nas figuras 10 a 16.

As primeiras 48 horas apoés a fixagcdo dos carrapatos foram caracterizadas pela
predominancia de PMN neutréfilos e eosindfilos e mastécitos respectivamente, nos
animais vacinados. No mesmo periodo houve um aumento do nimero de eosindfilos e
neutrofilos, seguidos de linfécitos nos animais ndo vacinados, em comparagdo com 0s
animais vacinados.

Avaliando-se os eosindfilos, a diferenca entre os tratamentos foi significativa em
todos os tempos, com excecdo do periodo de 144h PF, em que ndo houve diferenca
estatistica. A média de eosindfilos/mm? nos animais vacinados foram 192,31; 0; 32,05
respectivamente para os tempos 48, 96 e 192h PF. Para os animais ndo vacinados a
média de eosindfilos/mm? foi consideravelmente maior (2564,10; 865,38; 352,56 para
0S Mesmos tempos).

Comparando o tratamento 1 (cdes vacinados) com o tratamento 2 (caes nao
vacinados), o numero de linfocitos diferiu significativamente (p< 0,05) somente no
primeiro tempo avaliado, com medianas maiores nos animais ndo vacinados (521
linfécitos/mm?) desde o inicio da fixag&o.

O numero de células PMN neutrdéfilos foi significativamente diferente entre os
tratamentos em todos os tempos estudados. Nos animais vacinados houve uma
prevaléncia acentuada de neutrofilos, apenas no periodo de 96h PF com 2019,23
neutréfilos/mm?. Nos demais tempos, a média de neutréfilos foi maior nos animais néo

vacinados, como mostra a figura 12.
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Tabela 1 — Média e desvio padrdo (D.P.) da densidade de células
inflamatérias/mm? observada em cées vacinados, em diferentes intervalos de tempo

pés-fixagdo (PF) do carrapato Rhipicephalus sanguineus.

48 horas PF
Eosin Linf Neutro Mast Macrof Plasmo Baso
Média 192,31 128,20 256,41 192,30 0 32,05 0
D.P. 384,61 99,31 232,89 121,62 0 78,51 0
96 horas PF
Eosin Linf Neutro Mast Macrof Plasmo Baso
Média 0 576,92 2019,23 0 0 0 0
D.P. 0 403,39 416,91 0 0 0 0
144 horas PF
Eosin Linf Neutro Mast Macrof Plasmo Baso
Media 1038,46 0 769,23 192,31 38,46 153,84 0,20
D.P. 701,33 0 384,61 192,31 86,00 160,89 0,45

192 horas PF

Eosin Linf Neutro Mast Macrof Plasmo Baso
Meédia 32,05 96,15 512,82 0 256,41 0 32,05
D.P. 78,51 160,89 432,87 0 262,74 0 78,51

Eosindfilo (Eosin), Linfécito (Linf), Neutrdfilo (Neutro), Mastoécito (Mast), Macréfago

(Macrdf), Plasmacito (Plasmo) e Basdfilo (Baso).
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Tabela 2 — Média e desvio padrédo (D.P.) da intensidade de células inflamatorias
presentes na pele de cdes nado vacinados em diferentes intervalos de tempo pos-

fixacdo (PF) do carrapato Rhipicephalus sanguineus.

48 horas PF
Eosin Linf Neutro Mast Macrof Plasmo Baso
Média 2564,10 512,82 1955,13 128,20 0 64,10 0
D.P. 830,86 157,02 2083,38 99,31 0 157,01 0
96 horas PF
Eosin Linf Neutro Mast Macrof Plasmo Baso
Média 865,38 737,18 160,25 96,15 32,05 128,20 32,05
D.P. 640,70 283,07 144,76 105,33 78,51 99,31 78,51
144 horas PF
Eosin Linf Neutro Mast Macrof Plasmo Baso
Média 1346,15 0 3012,82 0 96,15 0 0
D.P. 942,11 0 1390,30 0 105,33 0 0

192 horas PF

Eosin Linf Neutro Mast Macrof Plasmo Baso
Média 352,56 160,25 4262,82 96,15 0 32,05 0
D.P. 144,76 144,76 2090,47 160,89 0 78,51 0

Eosindfilo (Eosin), Linfécito (Linf), Neutrdfilo (Neutro), Mastoécito (Mast), Macréfago

(Macrdf), Plasmacito (Plasmo) e Basdfilo (Baso).
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A diferenca entre os tratamentos, em relacdo aos mastécitos, nado foi
estatisticamente significativa nos tempos de 48h, 96h e 192h PF. Porém, no periodo de
144h PF houve diferenca significativa entre os cées vacinados (p< 0,05), com 192,31
mastécitos/mm?, comparados com auséncia de mastdcitos nos cdes ndo vacinados, no
mesmo tempo.

Os macroéfagos apresentaram meédias que nao diferiram estatisticamente entre
os tratamentos 1 e 2 em todos os tempos, com excecao de 192h PF. Neste periodo o
namero de macrofagos foi significativamente (p< 0,05) maior nos animais vacinados,
com 256,41 macréfagos/mm?, enquanto que ndo foram observados macréfagos no
outro tratamento, no tempo referido.

A densidade média de plasmécitos apresentou uma diferenca significativa em
96h, caracterizado por um maior ndmero nos animais nao vacinados (128,20
plasmécitos/mm?) e em 144h PF, com 153,84 plasmdcitos/mm? nos animais vacinados.
Nao houve diferenca significativa nos demais tempos, em relacéo aos dois tratamentos
comparados.

Os basdfilos ndo tiveram diferencas significativas entre os cées vacinados e ndo
vacinados, em todos 0s tempos, e permaneceram ausentes em quase todas as

condicbes experimentais no cao doméstico infestado por carrapato R. sanguineus.



33

Contagem de Eosindfilos
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Figura 10 — Contagem de Eosindfilos no local de fixacdo e alimentacdo do R.
sanguineus na pele de cées vacinados e ndo vacinados em 48, 96, 144 e 192h PF.

Notar significancia (*) ou nao significancia entre os tratamentos.
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Figura 11 — Contagem de Linfécitos no local de fixagcdo e alimentacdo do R.
sanguineus na pele de cées vacinados e ndo vacinados em 48, 96, 144 e 192h PF.

Notar significancia (*) ou n&o significancia entre os tratamentos.
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Contagem de Neutréfilos
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Figura 12 — Contagem de Neutrdfilos no local de fixacdo e alimentacédo do R.
sanguineus na pele de cées vacinados e nédo vacinados em 48, 96, 144 e 192h PF.

Notar significancia (*) entre os tratamentos.
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Figura 13 — Contagem de Mastdcitos no local de fixacdo e alimentacdo do R.
sanguineus na pele de cées vacinados e nao vacinados em 48, 96, 144 e 192h PF.

Notar significancia (*) e néo significancia entre os tratamentos.
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Contagem de Macrofagos
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Figura 14 — Contagem de Macrofagos no local de fixacdo e alimentacdo do R.
sanguineus na pele de cées vacinados e néo vacinados em 48, 96, 144 e 192h PF.

Notar significancia (*) e ndo significancia entre os tratamentos.
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Figura 15 — Contagem de Plasmadcitos no local de fixacdo e alimentacdo do R.
sanguineus na pele de cées vacinados e nao vacinados em 48, 96, 144 e 192h PF.

Notar significancia (*) e ndo significancia entre os tratamentos.
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Contagem de Basofilos
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Figura 16 — Contagem de Basdfilos no local de fixacdo e alimentacdo do R.
sanguineus na pele de cées vacinados e nao vacinados em 48, 96, 144 e 192h PF.

Notar ndo significancia entre os tratamentos.
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5. DISCUSSAO

A imunidade adquirida a carrapatos ixodideos tem sido reconhecida como um
método alternativo de controle de carrapatos (JONGEJAN et al., 1989). Neste contexto,
a imunopatologia de infestagcbes por carrapatos tem sido amplamente investigada,
principalmente em bovinos e em animais de laboratério. Estudos envolvendo
carrapatos e hospedeiros naturais sdo mais escassos. Dentre esses, a relagdo bovino x
Rhipicephalus (Boophilus) microplus tem sido a mais explorada, inclusive com o
desenvolvimento de duas vacinas comerciais e suas variantes por pesquisadores da
Australia (WILLADSEN et al., 1989) e de Cuba (RODRIGUEZ et al., 1995a).

O grau de resisténcia adquirida em cada hospedeiro é avaliado por meio de
pardmetros biolégicos de carrapatos alimentados em infestacfes sucessivas
(WILLADSEN, 1980, SZABO et al., 1995). Assim, a imunidade adquirida é expressa e
mensurada por reducdo no niumero de carrapatos que se fixam no hospedeiro, reducéo
do numero de carrapatos que se alimentam completamente em infestacdes sucessivas,
prolongamento do periodo de ingurgitamento, reducdo da habilidade de larvas e ninfas
sofrer ecdise, reducdo do peso de ingurgitamento, e reducdo da fecundidade,
resultando em reducgdo significativa na populacdo de carrapatos e morte dos mesmos
(WILLADSEN, 1980). O mesmo foi encontrado por Perez-Perez (2009) e Perez-Perez
et al. (2010) em estudos prévios no Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV-
UNESP, Jaboticabal, em que se investigou o potencial bidtico de carrapatos R.
sanguineus em cédes imunizados com o antigeno Bm86.

Dando continuidade a este trabalho, avaliou-se agora o componente celular
inflamatério no local da fixacdo de carrapatos adultos Rhipicephalus sanguineus em
cdes imunizados ou n&o com antigeno Bm86.

Os carrapatos desenvolvem mecanismos para se evadir das estratégias de
defesa do hospedeiro, principalmente contra componentes na sua saliva (WIKEL,
1996a). Dentre esses, componentes com propriedades anticoagulante, antiinflamatoria

e vasodilatadora, foram encontrados na saliva dos carrapatos (SAUER et al., 1995).
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Por outro lado, durante o seu repasto sanguineo, os carrapatos estimulam
mecanismos reguladores e efetores da resposta imunoldgica do hospedeiro. Essa
resposta envolve anticorpos, complemento, citocinas, células apresentadoras de
antigenos, linfocitos T e B (WIKEL e BERGMAN, 1997), em associacdo com a
hipersensibilidade basofilica cutanea em animais resistentes (BROWN et al., 1984).
Simultaneamente, gracas a destruicdo de tecidos pelo hipostébmio do carrapato, é
estimulada uma resposta inflamatéria do hospedeiro, caracterizada por aumento de
permeabilidade vascular, desconforto local, edema, formacé&o de vesiculas na epiderme
e infiltracdo de células inflamatérias (BEAUDOUIN et al., 1997). Logo apés a fixacéo
dos carrapatos, vasos da microcirculacdo sangiinea do hospedeiro proximos de suas
partes bucais dilatam-se e tém sua permeabilidade incrementada, resultando em
edema.

A reacdo inflamatoria dos cdes aos carrapatos foi de moderada intensidade no
comeco da infestagcdo, caracterizada por discreta exsudacéo de fluidos (edema) e
células inflamatdrias em 48h PF e aumentando gradativamente nos demais intervalos
de tempos avaliados. Isso acontece devido a acdo de substancias vasoativas
presentes na saliva dos carrapatos, como as prostaglandinas, e a acdo de aminas
biogénicas, como histamina e serotonina, liberadas de mastocitos dermais
degranulados (WIKEL, 1982; RIBEIRO et al.,, 1985). A liberacdo destes mediadores,
com consequente vasodilatacdo dos capilares locais, altera o microambiente da pele,
tornando-o inadequado para o carrapato (OBEREM, 1984). Ocorreu também
hemorragia nos locais de fixagcdo dos carrapatos, assim como demonstrado por Wikel
(1982) e a lesdo foi mais intensa nos animais ndo vacinados. O edema € bastante
evidente no local de fixagcdo do carrapato em animais resistentes (TATCHELL, 1969;
WIKEL e ALLEN, 1982).

Nas primeiras 48 horas pos-fixacdo (PF) dos carrapatos ja havia a presenca de
uma massa eosinofilica denominada cone de cemento. Quando os carrapatos se fixam
em animais ndo sensibilizados (primoinfestacéo) secretam cemento e outros materiais
antigénicos (KAUFMAN, 1989).

A epiderme mostrou hiperplasia no ponto de fixacdo do carrapato e a derme

apresentou infiltrado de células inflamatdrias. Estas alteracfes sdo decorrentes da
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acao mecanica causada pelo carrapato, da atuacdo de sua saliva e da reacao do
hospedeiro. O trauma mecanico provocado pelo R. sanguineus nao € tado significativo
guando comparado a outras espécies de carrapatos como do género Amblyomma, ja
gue suas pecas bucais penetram fundo na derme, ao contrario do R. sanguineus.
Porém, estes achados ndo séo indicativos de resisténcia ao parasita (LIMA e SILVA,
2004)

A identificacdo e o reconhecimento das células inflamatorias polimorfonucleares
e mononucleares sao relevantes para a determinagcdo dos mecanismos de resisténcia
do hospedeiro contra o parasita. A diferenca na resisténcia entre cées e cobaias ao R.
sanguineus é acompanhada pelas diferencas na infiltracdo celular no sitio de fixacéo
do carrapato (SZABO e BECHARA, 1999).

Os PMN neutréfilos e eosindfilos e o0s mastécitos predominaram
respectivamente nesta ordem, nas primeiras 48 horas apés a fixagdo dos carrapatos,
nos animais vacinados. No mesmo periodo houve um aumento considerado do nimero
de eosindfilos e neutréfilos, seguidos de linfécitos nos animais ndo vacinados, em
comparacdo com o0s animais vacinados. O numero de células PMN neutrdfilos foi
significativamente diferente entre o grupo de caes vacinados e controle, em todos os
tempos estudados. Nos animais vacinados houve uma prevaléncia acentuada de
neutréfilos apenas no periodo de 96h PF. Nos demais tempos, a média de neutrdfilos
foi maior nos animais ndo vacinados, respectivamente para 48, 144 e 192h PF.

De forma geral, uma participacdo mais intensa desta célula j4 foi notada por
Brown (1988) e Kaufman (1989), em hospedeiros, sofrendo primeira infestacao,
principalmente nos trés primeiros dias do parasitismo. As mesmas chegaram a
representar 40 a 60% das células infiltradas. Esta infiltracdo representa a classica
reacdo inflamatoria aguda e ndo imune a um estimulo lesivo inespecifico. Neutrofilos
séo capazes de lesar tecidos por meio de liberacdo de enzimas liticas de seus granulos
(WEISS, 1989). Assim, estdo envolvidos na formagdo da cavidade de alimentacéo,
espaco criado pela dissolucdo do tecido dos hospedeiros, imediatamente abaixo das
pecas bucais do carrapato. Esta observacdo sugere que os neutrofilos ndo estdo
exercendo seu potencial lesivo em caes nao vacinados, uma vez que foram

observados por Szab6 e Bechara (1999) em cées parasitados por carrapatos
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Rhipicephalus sanguineus, hospedeiros que ndo desenvolvem resisténcia contra estes
ectoparasitas. Pode-se supor que esta caracteristica esteja relacionada com os
mecanismos de modulacdo do carrapato contra os mecanismos de defesa do seu
hospedeiro.

Estes achados apontam que a natureza do infiltrado celular vesicular esteja
relacionada possivelmente ao grau de resisténcia ou susceptibilidade do hospedeiro a
espécie de carrapato em estudo (SZABO E BECHARA, 1999).

Face ao exposto, de forma semelhante ao cédo, os tamanduas-bandeira reagem
ao carrapato Amblyomma sp., segundo Lima e Silva (2004), envolvendo no processo
inflamatério, a participagéo de neutrofilos em sua maioria, sugerindo, também, resposta
imune ineficaz neste hospedeiro.

Avaliando-se os eosindfilos, a diferenca entre os tratamentos foi significativa
(p<0,05) em todos os tempos, com excecdo do periodo de 144h PF. A média de
eosindfilos nos animais vacinados foi consideravelmente maior que no grupo controle.
Os eosindfilos foram predominantes nos animais ndo vacinados em 48 e 96h PF,
seguidos pelos neutrdéfilos. Porém uma reducdo dramatica do niumero de eosindfilos
nestes mesmos cdaes foi observada quando comparado o primeiro e o Ultimo tempo
avaliado. Segundo Gil e Walker (1985), tal reducdo ocorreria pela degranulacdo dos
eosindfilos associada a inativagcdo do efeito de mediadores derivados dos mastécitos.
Eosindfilos sdo caracterizados por sua imensa afinidade por corantes acidos como a
eosina. Reacdes com eosindfilos sdo caracteristicas de alergias, parasitos e inflamacao
cronica. As funcdes precisas dos eosindfilos ndo estdo bem claras, mas devem variar
conforme as circunstancias (JONES, 1993). Até recentemente, acreditava-se que o0
eosindfilo tinha por funcdo a defesa contra infeccdes parasitarias e protecdo do
organismo contra mediadores liberados por mastécitos e basdfilos. A presenca nestas
células de determinadas proteinas catidnicas e enzimas conferem a elas efeitos
antiparasitarios, mas apesar da demonstracdo de alguma capacidade regulatoria da
inflamacédo, o efeito da atividade do eosindfilo parece ser pro-inflamatério
(MCEWEN,1992). Cobaias, coelhos, hamsters e bovinos sensibilizados apresentam
intensa infiltracdo de eosindfilos no local de fixagcdo do carrapato (ALLEN, 1973; GIL e
WALKER, 1985, LATIF et al., 1990; SZABO e BECHARA, 1995).



41

Nos animais vacinados, os valores de eosinéfilos/mm? apresentaram uma
grande diferenca entre 96h PF e 144h PF, com auséncia de eosinéfilos/mm? no
primeiro e 1038,46 eosindfilos/mm? no segundo tempo avaliado. Este resultado sugere
que a superficie de corte por ocasido da microtomia pode ter ficado a uma certa
distdncia do cone de cemento, visualmente localizado pelo ponto de fixagdo do
carrapato na pele do cdo, onde a resposta inflamatoria € evidentemente mais intensa.

Os numeros de linfécitos diferiram estatisticamente (p<0,05) entre os dois
grupos (cées vacinados e cdes ndo vacinados) somente no primeiro tempo avaliado,
estando em maior nimero nos animais ndo vacinados (521 linfécitos/mm?) desde o
inicio. A participagdo do linfécito na reagcdo ao carrapato ndo € surpreendente pelo
papel central e variado, desenvolvido por este tipo celular nas rea¢cdes imunes de forma
geral. Entretanto, € desconhecida a participacao relativa das diversas subpopulacdes
de linfécitos na génese de uma resisténcia eficaz ao acaro. Algumas observacdes
isoladas, entretanto, apontam para a participacao de linfocitos T e B, e de células Thl e
Th2 na expressdo da imunidade (SZABO, 1995, FERREIRA E SILVA, 1998, 1999;
FERREIRA et al., 2003). Ademais, ensaios anteriores demonstraram a participacao de
linfocitos T e B na resisténcia ao carrapato incluindo o uso de drogas supressoras
(WIKEL e ALLEN, 1976), testes de blastogénese (WIKEL te al.,, 1978) e testes
cutaneos de hipersensibilidade (WIKEL et al., 1978; WALKER e FLETCHER, 1990).
Porém, nem toda resposta imune é caracteristica de resisténcia eficaz. A presenca de
determinado tipo de célula inflamatéria pode, muitas vezes, estar associada a acao
moduladora dos carrapatos contra as barreiras imunolégicas de seu hospedeiro.
Carrapatos podem agir diretamente no sistema imune, levando a auséncia de
resisténcia do hospedeiro (WILLADSEN e JONGEJAN, 1999). A funcdo dos linfécitos
Th2 esta relacionada com reacdo de hipersensibilidade imediata, e especula-se que a
saliva de carrapatos induza a uma resposta envolvendo estas células (SZABO et al.,
1995a), ja que ela esta relacionada com resisténcia ineficaz contra estes parasitos.

Linfécitos e macrofagos sdo exemplos de células apresentadoras de antigenos,
as quais estado diretamente relacionadas com a resposta imune adquirida. Os linfécitos
T participam da resposta de hipersensibilidade tardia, caracterizada por acumulo de

macréfagos, os quais isolam e ajudam a destruir imunogenos (WIKEL, 1996b).
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Os macroéfagos apresentaram-se ausentes, nos cdes vacinados, em 48 e 96h
PF, e nos cdes nao vacinados em 48 e 192h PF. Assim, s6 houve diferenca estatistica
em 192h PF, com 256,41 macréfagos/mm? nos animais vacinados, enquanto que nao
havia macréfagos no outro tratamento, no tempo referido.

Os mastaocitos foram encontrados ocasionalmente no infiltrado inflamatorio, mas
com variagao estatisticamente significante apenas em 144h PF com 192,31
mastécitos/mm? nos animais vacinados e auséncia nos animais ndo vacinados, no
mesmo periodo de tempo avaliado. Para ambos os tratamentos, o numero de
mastocitos diminuiu em 96h, sendo a redu¢do mais drastica para os animais vacinados.
Esta reducdo pode estar relacionada com sua degranulacdo e com a expansdo da
derme pela infiltracdo de leucécitos e pelo edema, uma vez que 0s mastocitos sao
residentes normais da pele com tendéncia a aumentar seu namero e se degranularem
em caso de reacOes de hipersensibilidade (MONTEIRO e BECHARA, 2008).

A degranulac&o dos mastécitos libera mediadores quimicos, sendo o principal a
histamina. Esta amina biogénica vasoativa desempenha um papel importante na
resisténcia de hospedeiros a carrapatos. Neste contexto, verificou-se que animais
resistentes tém concentragao tecidual de histamina duas vezes maior do que animais
susceptiveis (WIKEL, 1982).

A presenca de mastécitos e basdfilos, ainda que em quantidade moderada,
indica que estas células participam da reacdo inflamatéria como em outras doencas
parasitarias (ABBAS et al., 2000). De acordo com trabalho realizado por SZABO et al.
(1995), os mastocitos podem ser vistos em numeros significativos na pele de caes
parasitados por Rhipicephalus sanguineus. Essas células possuem IgE ou IgG de
superficie, que sé&o liberadas quando expostas aos antigenos do parasita.

Neste estudo, os basofilos permaneceram ausentes em quase todas as
condicbes experimentais no cdo doméstico infestado por carrapato R. sanguineus e
nao foram significativos entre os caes vacinados e nao vacinados em todos os tempos.

Em bovinos, Schleger et al. (1976) demonstraram que os basofilos eram
raramente observados em locais de fixagdo de R. (B.) microplus. Estas células
constituiram apenas uma pequena propor¢do do infiltrado em locais de fixacdo de

Hyalomma anatolicum anatolicum em coelhos (GIL e WALKER, 1985) e praticamente
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inexistiram na reacdo do cdo doméstico ao carrapato R. sanguineus (SZABO et al.,
1995).

O papel das células inflamatorias na determinacdo de resisténcia a parasitos é
complexo e sujeito a muitas indagac¢des. No caso dos carrapatos, basofilos sdo os mais
freqientemente associados a resisténcia do hospedeiro (ALLEN, 1973; WIKEL, 1996a).

Pouco se conhece sobre o mecanismo da interrup¢cdo no repasto sangiineo do
carrapato, prejudicando a producdo de ovos e a viabilidade destes. As substancias
biologicamente ativas liberadas por basdfilos, eosindfilos e outros tipos celulares séo
apenas fatores que podem contribuir no fendbmeno da resisténcia (SOARES et al.,
1999).

Diferente da imunidade adquirida a carrapato, a imunidade induzida
principalmente por antigenos ocultos ndo apresenta reacdes de hipersensibilidade,
atuando sobre o estagio adulto do ectoparasito. Os carrapatos sobreviventes sédo
pequenos e apresentam sinais de lesdes internas, com cor avermelhada e, ao exame
histolégico, observam-se severas lesGes no trato digestivo (AGBEDE e KEMP, 1985;
HERNANDEZ et al., 1999), acompanhadas de redugcdo no peso e postura das fémeas
ingurgitadas (MASSARD et al., 1995; HERNANDEZ et al., 1997, PEREZ PEREZ et al.,
2010). Assim, esta imunidade expressa seus efeitos principalmente nos sistemas
digestivos e reprodutivos do carrapato.

O principal mecanismo de atuacdo dos anticorpos contra o0s antigenos
recombinantes rBm86 se da pelo bloqueio da atividade endocitica das células
digestivas do carrapato, associada por conseguinte as lesdes (HERNANDEZ et al.,
1999).

Os carrapatos sdo capazes de modular os macrofagos do hospedeiro e a
resposta de citocinas de células T, suprimir proliferacdo de linfécitos T, diminuir a
resposta de anticorpos e inibir as atividades dos componentes do sistema
complemento. O bloqueio dessas atividades € diretamente sobre elementos da
resposta imune envolvidos na aquisicdo e expressao da resisténcia adquirida pelo
hospedeiro contra as infestacbes e, consequentemente, influenciando também na
transmisséo de patégenos ao hospedeiro (WIKEL E BERGMAN, 1997).
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Os linfocitos sdo os elementos-chave nas funcdes efetoras e de regulacdo do
sistema imune, incluindo producéo de anticorpos, hipersensibilidade tardia e linfocitos T
citotoxicos (GREEN et al., 1983). Infestacfes repetidas com ninfa de Ixodes ricinus em
camundongo BALB/c estimularam a migracdo dos linfécitos dos linfonodos para o local
da picada produzindo significantes niveis de fator de necrose tumoral (TNF-u) e fator
estimulador de macrofago (GM-CSF) quando estimulado in vitro com concanavalina A
ou com anticorpo anti-CD3 (GANAPAMO et al., 1997).

O GM-CSF induz a maturacdo das células de Langerhans (células
apresentadoras de antigenos ou APCs) na epiderme e induz alta expressdo de
moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) classe Il (HEUFLER et
al., 1988). A migracdo dessas células da pele para os linfonodos regionais e sua
acumulacdo nesses 6rgdos secundérios € controlada pelo TNF-y (CUMBERBATCH e
KIMBER, 1995).

A supressao da funcdo das APCs e linfocitos T reduz a habilidade de gerar e
expressar imunidade efetiva para qualquer tipo de imundogeno, incluindo aqueles
associados aos patdgenos transmitidos pelo carrapato (WIKEL, 1996).

Os carrapatos devem permanecer em um hospedeiro por varios dias ou
semanas até que eles completem a sua alimentagdo. Para modular as respostas do
hospedeiro, potencialmente prejudiciais, os carrapatos inoculam saliva contendo
componentes com propriedade anti-hemostatica, antiinflamatéria e imunossupressora
(RIBEIRO, 1987; FRANCISCHETTI et al.,, 2002). De fato, a saliva de diferentes
espécies de carrapatos inibe a funcdo dos neutrdfilos, dificulta a acdo do sistema
complemento, células natural Killer (NK) e a atividade de macréfagos, diminui a
producéo de citocinas, como a interleucina (IL)-12 e interferon-c (IFN-c), e diminui a
proliferacdo de células-T (RIBEIRO et al., 1990; FERREIRA e SILVA, 1998).
Determinar 0 mecanismo deste efeito inibitério pode ter implicagdes importantes sobre
a incapacidade do hospedeiro em expressar respostas imunes eficazes a carrapatos e
transmissédo de patdgenos.

Segundo Cavassani et al. (2005), a saliva de R. sanguineus é capaz de inibir a

diferenciacdo e maturacdo de células dendriticas (CD). Este fato pode ter como
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consequiéncia a diminuicdo da apresentacdo de antigenos para células T e,
consequientemente, a diminuicdo da ativacado de células B e producédo de anticorpo.

A identificac&o de fatores que podem afetar a diferenciacéo e maturacdo de CD
€ crucial, uma vez que estas células, ao invés de macréfagos e mondcitos, sédo
responsaveis pela iniciagdo da imunidade mediada por células-T. Dado que a saliva do
carrapato pode dispersar-se, ou mesmo ser transportada e atingir 6érgdos distantes
(KAUFMAN, 1989; SAUER et al., 1995), a perturbacdo induzida pela saliva no
processo de diferenciagdo das CD poderia resultar em nimero reduzido dessas células
nos tecidos periféricos durante a infestacdo de carrapatos. A diminuicdo do namero de
CD na pele pode ser prejudicial ao desenvolvimento de uma resposta imune anti-
carrapato pelo hospedeiro. Além disso, a saliva significativamente bloqueia a
maturacéo terminal de CD, reduz a producdo de IL-12 e prejudica a producdo de
citocinas.

Tendo em conta que os carrapatos inoculam saliva continuamente em seus
hospedeiros (KAUFMAN, 1989; SAUER et al., 1995) e que a saliva reduz o namero de
moléculas co-estimulatorias da CD, é possivel que, quando essas células migrem para
os linfonodos possam nédo ativar as células-T de forma eficiente, prejudicando a
resposta imune do hospedeiro, como observado in vivo (FERREIRA et al., 2003) e
como demonstrado com Herpes simplex virus, citomegalovirus e Plasmodium
falciparum (SALIO et al., 1999 e ANDREWS et al., 2001). Segundo CAVASSANI et al.
(2005), a saliva do carrapato inibi a producédo de IL-12 e esta modulacdo demonstrou
em ratos infestados com carrapatos, uma resposta imune com o desenvolvimento de
um padréo de citocinas Th2 (FERREIRA e SILVA, 1999). Estes resultados destacam
uma recente propriedade imunomoduladora da saliva do carrapato. Assim, ndo sO a
saliva exerce seus efeitos imunossupressores, inibindo a proliferagdo de células T
(RAMACHANDRA e WIKEL, 1992; FERREIRA E SILVA, 1998), mas também
prejudicando a funcdo das APCs. Portanto, a resposta imunolégica ineficaz gerada na
presenca de saliva € causada pela inibicdo da diferenciacdo e maturacdo de CD,
evitando a polarizacao das células-T naives. A elucidacdo dos efeitos da saliva nas CD
pode levar a descoberta de novos agentes imunossupressores de amplo interesse

terapéutico.
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6. CONCLUSOES

6.1 O antigeno Bm86 elicita em animais imunizados uma resposta inflamatoria
caracterizada por hiperplasia da epiderme e alteragcdes circulatorias e infiltracdo de
células inflamatérias na derme, diferentes quanto a prevaléncia, quando

comparadas aos animais controle.

6.2 Nos animais vacinados predominaram neutrofilos, eosindéfilos e mastocitos na
48?2 hora PF, enquanto que nos ndo vacinados houve um predominio de eosindfilos,

neutrofilos e linfocitos.

6.3 A partir de 96h PF observou-se um infiltrado celular mais intenso atingindo as
camadas mais profundas da derme, e composto principalmente por neutréfilos e

linfocitos nos vacinados, e eosindfilos, linfécitos e neutréfilos nos ndo vacinados.

6.4 Basodfilos, diferentemente do que ocorre em imunidade adquirida pos
infestacdes sucessivas, ndo parecem desempenhar papel crucial no mecanismo de

resisténcia ao carrapato R. sanguineus induzido em caes pelo antigeno Bm86.
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8. APENDICE

Contagem do numero de células inflamatdrias presentes em cées vacinados com

antigeno Bm86 (tratamento 1) e cdes nado vacinados (tratamento 2) em diferentes

intervalos de tempo (48, 96, 144, 192 horas)

Rhipicephalus sanguineus, com 6 repeticdes. Valores corrigidos para n® células/mm?.

Eosindfilo (Eosin), Linfécito (Linf), Neutrofilo (Neutro), Mastocito (Mast), Macréfago

(Macrdf), Plasmacito (Plasmo) e Basdfilo (Baso).

apos a fixacdo do carrapato

Obs Trat Tempo Repet Eosin Linf ~ Neutro Mast Macr6f Plasmo Baso
1 1 48 1 0.00 0.00 576.92 192.31 0.000 0.00 0.00
2 1 48 2 192,31 192.31 384.62 192.31 0.000 0.00 0.00
3 1 48 3 0.00 0.00 384.62 0.000 0.000 0.00 0.00
4 1 48 4 0.00 19231 19231 19231 0.000 192.31 0.00
5 1 48 5 96154 19231 0.00 192.31 0.000 0.00 0.00
6 1 48 6 0.00 19231 0.00 384.61 0.000 0.00 0.00
7 2 48 1 1538.46 384.62 4230.77 0.000 0.000 384.61 0.00
8 2 48 2 269231 576.92 5000.00 0.000 0.000 0.00 0.00
9 2 48 3 1730.77 384.62 384.62 192.31 0.000  0.00 0.00
10 2 48 4  3269.23 384.62 576.92 192.31 0.000 0.00 0.00
1 2 48 5 2500.00 576.92 961.54 192.31 0.000  0.00 0.00
12 2 48 6 3653.85 769.23 576.92 192.31 0.000  0.00 0.00
13 1 96 1 0.00 384.62 1923.08 0.00 0.000 0.00 0.00
14 1 96 2 0.00 576.92 2307.69 0.00 0.000 0.00 0.00
15 1 96 3 0.00 384.62 1923.08 0.00 0.000 0.00 0.00
16 1 96 4 0.00 576.92 1730.77 0.00 0.000 0.00 0.00
17 1 96 5 0.00 1346.15 153846 0.00 0.000  0.00 0.00
18 1 96 6 0.00 192.31 269231 0.00 0.000 0.00 0.00
19 2 96 1 115385 961.54 384.62 0.00 0.000 192.31 0.00
20 2 96 2 1346.15 1153.85 192.31 0.00 192.308 192.31 0.00
21 2 96 3 576.92 576.92 192.31 192.31 0.000 192.31 0.00
22 2 96 4 1730.77 38462 0.00 192.31 0.000 0.00 0.00




Obs Trat Tempo Repet Eosin Linf ~ Neutro Mast Macr6f Plasmo Baso
23 2 96 5 192.31 769.23 192.31 192.31 0.000  0.00 0.00
24 2 96 6 192.31 576.92 0.00 0.00 0.000 19231 192.31
25 1 144 1 96154 0.00 1346.15 0.00 0.000 192.31 0.00
26 1 144 2 0.00 0.00 576.92 384.615 0.000 192.31 0.00
27 1 144 3 192308 0.00 96154 384.615 0.000 384.61 0.00
28 1 144 4 1346.15 0.00 576.92 0.000 0.000 0.00 1.00
29 1 144 6 96154 0.00 384.62 192.31 192.308 0.00 0.00
30 2 144 1 57692 0.00 3846.15 0.00 192.308 0.00 0.00
31 2 144 2 38462 0.00 538462 0.00 192.31 0.00 0.00
32 2 144 3 96154 0.00 269231 0.00 0.00 0.00 0.00
3 2 144 4 115385 0.00 2500.00 0.00 0.00 0.00 0.00
34 2 144 5 269231 0.00 153846 0.00 192.31 0.00 0.00
35 2 144 6 230769 0.00 211538 0.00 0.00 0.00 0.00
36 1 192 1 0.00 384.62 38462 0.00 192.31 0.00 0.00
37 1 192 2 0.00 19231 19231 0.00 192.31 0.00 0.00
38 1 192 3 0.00 0.00 1346.15 0.00 192.31 0.00 0.00
39 1 192 4 0.00 0.00 384.62 0.00 192.31 0.00 0.00
40 1 192 5 192.31  0.00 576.92 0.00 0.00 0.00 0.00
4 1 192 6 0.00 0.00 19231 0.00 769.23 0.00 192.31
42 2 192 1 192.31 192.31 7307.69 0.00 0.00 0.00 0.00
43 2 192 2  384.62 384.62 403846 0.00 0.00 0.00 0.00
44 2 192 3 384.62 192.31 6346.15 0.00 0.00 0.00 0.00
45 2 192 4 384.62 192.31 2884.62 192.31 0.00 0.00 0.00
46 2 192 5 192.31 0.00 2307.69 384.61 0.00 192.31 0.00
47 2 192 6 576.92 0.00 269231 0.00 0.00 0.00 0.00
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