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AQUISICAO COMPARADA DE RESISTENCIA EM CAES DOMESTICOS AO
RHIPICEPHALUS SANGUINEUS (ACARI: IXODIDAE), LINHAGENS
BRASILEIRA E ARGENTINA, APOS INFESTACOES SUCESSIVAS

RESUMO - Resultados no Brasil demonstraram, ao contrario de
laboratérios dos EUA e Japdo, que o cdo doméstico ndo desenvolve resisténcia ao
carrapato Rhipicephalus sanguineus. Além disso, popula¢des de R. sanguineus do
Brasil e da Argentina apresentam diferencas biolégicas, morfologicas e genéticas
marcantes sendo a primeira mais proxima filogeneticamente do R. turanicus da
Africa e a segunda do R. sanguineus da Europa, o que explicaria, em parte, as
diferencas citadas acima. Objetivou-se investigar, de forma comparativa, possivel
aquisicdo de resisténcia em cdes domésticos apos trés infestagcdes sucessivas
com R. sanguineus, linhagens Brasil e Argentina. Cdes domésticos da raca
Dachshund, machos e fémeas, de trés meses a um ano de idade, “naive”, foram
utilizados como hospedeiros. Os cdes (n= 10) foram distribuidos em dois grupos
(G1 e G2) com cinco animais cada e infestados trés vezes com R. sanguineus:
G1- linhagem brasileira, e G2- linhagem argentina. Avaliaram-se: parametros
biolégicos dos carrapatos, histopatologia dos sitios de fixacdo na 1% e 3°
infestacbes e titulacdo de anticorpos séricos dos cades pelo teste ELISA.
Resultados dos parametros biolégicos indicaram melhor desempenho alimentar e
reprodutivo das teledginas ap0s infestacbes sucessivas, em ambos 0s grupos.
Biopsias do sitio de fixacdo dos carrapatos revelaram, em ambos 0S grupos,
infiltrado inflamatério com predominio de células mononucleares 24 horas pés-
liberacdo dos carrapatos e predominantemente neutrofilico em todas as
infestacOes na 482 72% e 144° horas pos-liberagdo. O teste ELISA revelou baixa
producdo de anticorpos séricos no G2, em infestacGes sucessivas, e maior
producéo pos-segunda e terceira infestagcdes no G1. Também demonstrou reacdo
cruzada entre os soros dos cées infestados com R. sanguineus, Brasil e o

antigeno de R. sanguineus, Argentina, e vice-versa. Conclui-se que ndo ha
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diferenca significativa entre aquisicdo de resisténcia pelo cdo domeéstico aos
carrapatos R. sanguineus, Brasil e Argentina.

Palavras-Chave: C&o doméstico, Histopatologia, Imunidade, Infestacao,
Rhipicephalus sanguineus, Teste ELISA
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COMPARED ACQUISITION OF RESISTANCE IN DOMESTIC DOGS TO
RHIPICEPHALUS SANGUINEUS (ACARI: IXODIDAE), STRAINS BRAZIL AND
ARGENTINA, AFTER SUCCESSIVE INFESTATIONS

ABSTRACT - Contrarily to that observed in U.S.A and Japan, previous results
from Brazil have shown that domestic dogs do not develop resistance to the dog
tick Rhipicephalus sanguineus. In addition, populations of R. sanguineus from
Brazil and Argentina have biological, morphological and genetic differences, being
the first phylogenetically closest to R. turanicus from Africa and the second to R.
sanguineus from Europe, what could explain, at least in part, the differences
reported above. The aim now was to investigate, in a comparative way, the
possible acquisition of resistance in domestic dogs after three successive
infestations with R. sanguineus ticks, Brazil and Argentina strains. For this, “naive”
domestic dogs of the breed Dachshund, males and females, aged three months to
one year were used. The hosts (n = 10) were divided into two groups with five
animals each, infested thrice with R. sanguineus: G1- Brazil strain; G2- Argentina
strain. It was evaluated: i. biological parameters of ticks in each infestation; ii.
histopathology of their fixation sites in different times (24, 48, 72 and 144 hours)
post-tick release in the 1st and 3rd infestations, including inflammatory cell
counting; iii. titration of dog sera antibodies by ELISA. Results of the biological
parameters indicated better engorged females feeding and reproductive
performances after successive infestations in both groups. Biopsies of the ticks’
attachment sites in the 1st and 3rd infestations revealed, in both groups,
predominantly mononuclear inflammatory cells infiltrates 24 hours post-tick release
and predominantly neutrophylic in all infestations at 48, 72 and 144 hours post-tick
release. The ELISA revealed low antibody titers in G2, in successive infestations,
and increased titers post second and third infestations, in G1. It also revealed
cross-reactivity between the sera of dogs infested with R. sanguineus, Brazil and

antigen of R. sanguineus, Argentina, and vice versa. It can be concluded that there
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is no significant difference between the acquisition of resistance in domestic dogs

to R. sanguineus ticks, Brazil and Argentina strains.

Keywords: Domestic dog, ELISA, Histopathology, Immunity, Infestation,
Rhipicephalus sanguineus



1. INTRODUCAO

Carrapatos sao ectoparasitos do filo Artropoda, hematéfagos obrigatorios, que
parasitam a maioria dos vertebrados terrestres. As espécies de carrapatos de maior
importancia na medicina humana e veterinaria ttm como hospedeiros 0os bovinos,
caprinos, caes ou aves, entre outros. A domesticacdo destes animais pelo ser humano
permitiu que os carrapatos aumentassem sua habilidade de sobrevivéncia, em parte
devido a concentragcdo de animais sedentérios em estabulos e pastos, propicios para o
desenvolvimento do carrapato, assim como promoveu a disseminacdo de suas
diferentes espécies, através do transporte dos animais (HOOGSTRAAL &
AESCHLIMANN, 1982).

Estima-se que em média 10% das espécies de carrapatos possuem grande
capacidade parasitaria, transmitindo patégenos inclusive para o homem (OLIVER,
1989). Dentre as doencas transmitidas por carrapatos, estdo incluidas a leishmaniose,
febre amarela, babesiose, erliquiose, anaplasmose, leptospirose e doenca de Lyme
(FRASER & MAYS, 1986).

O impacto dos carrapatos na pecuéaria € enorme mesmo quando estes ndo sao
vetores de doencas. Em condi¢des favoraveis (clima e susceptibilidade do gado da
regido) os carrapatos podem parasitar de forma intensa, causando a desvalorizagdo da
pele e couro dos animais, perdas devido a miiases e possiveis abscessos decorrentes
de infeccdo bacteriana secundéria a picada, queda na producdo de leite e carne,
paralisia, e até a morte dos animais. Dentre as principais doencas transmitidas pelos
carrapatos em bovinos estdo a babesiose, theileriose e anaplasmose (JONGEJAN &
UILENBERG, 2004).

Na tentativa de amenizar as infestacGes, programas intensos e dispendiosos de
tratamentos a base de acaricidas quimicos sdo empregados, porém o uso abusivo dos
mesmos leva ao rapido desenvolvimento de resisténcia dos acaros a inUmeros grupos
de produtos quimicos (BIANCHI, BARRE & MESSAD, 2003), além de contaminacéo

ambiental e de produtos de origem animal. Como consequéncia, ha incentivo crescente



na busca por alternativas de controle do carrapato, como por exemplo, o0
desenvolvimento de vacina (RAJPUT et al., 2006).

Uma opcéao considerada sustentavel € a combinacdo de produtos quimicos com
vacina para o controle de carrapatos e doencas transmitidas por eles (GHOSH et al.,
2007). Por hora, o objetivo central do desenvolvimento de uma vacina € combater as
doencas que sao economicamente importantes.

O avanc¢o na bhiologia dos carrapatos via novas tecnologias de descoberta de
genes, podem favorecer o desenvolvimento de vacinas ao abrir novas oportunidades de
identificacdo de candidatos a antigenos (GHOSH et al., 2007). O desenvolvimento de
vacinas anti-carrapato representa uma das alternativas associativas mais promissoras
ao controle quimico dos ectoparasitos, com a vantagem de serem especificas para a
espécie alvo, de facil administracdo e baixo custo, além de ndo oferecerem risco
ambiental (WIKEL, 1996).

Ademais, o uso de endossimbiontes e o desenvolvimento de acaricidas herbais
também s&o promissores e podem se tornar alvo de interesse em futuras pesquisas
relacionadas ao controle de carrapatos (GHOSH et al., 2007).

Resultados do Laboratério de Imunopatologia do Departamento de Patologia
Veterindria da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias - FCAV, UNESP,
Jaboticabal, ao contrario de outros laboratérios dos EUA e Japdo, demonstraram, nas
tltimas duas décadas, que o cdo doméstico ndo desenvolve resisténcia aparente ao
carrapato Rhipicephalus sanguineus apos infestacdes repetidas ou infestacdo desafio
pos-imunizacdo com extrato de carrapato (BECHARA et al., 1994; SZABO &
BECHARA, 1999; SZABO et al., 1995; JITTAPALAPONG et al., 2000a; INOKUMA et
al.,, 1997). Recentemente, um estudo comparativo entre populacdes de R. sanguineus
do Brasil e da Argentina mostrou diferencas biolégicas, morfolégicas e genéticas
marcantes entre ambas; a linhagem brasileira pareceu mais préxima filogeneticamente
do R. turanicus da Africa, enquanto a linhagem argentina relacionou-se mais com o R.
sanguineus da Europa, o que explica pelo menos em parte as diferencas acima
relatadas quanto ao desenvolvimento de resisténcia em cédes a esta espécie de
carrapato (SZABO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005).



A presente investigacdo teve por objetivo estudar, de forma comparativa, a
aquisicdo de resisténcia em cdes domésticos a carrapatos adultos R. sanguineus,

linhagens Jaboticabal (Brasil) e Rafaela (Argentina).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O carrapato do cado Rhipicephalus sanguineus

O “carrapato vermelho do c&o”, Rhipicephalus sanguineus, é um carrapato
pertencente a ordem Acarina e familia Ixodidae. Durante o ciclo evolutivo, estes
parasitos passam por trés estadios: larva, ninfa e adulto, parasitando um hospedeiro em
cada estadio, sendo entdo necessérias trés hospedagens, pois todas as mudas séo
realizadas no ambiente. Segundo Freitas et al. (1978), uma vez ingurgitadas as fémeas
destacam-se do hospedeiro e procuram abrigo para oviporem entre 2000 a 3000 ovos.

O R. sanguineus é amplamente distribuido em todos os continentes e,
provavelmente, € o mais prevalente das espécies de ixodideos de acordo com Pegram
et al.(1987a,b). Ele possui alto potencial como vetor de doencas, tais como febres
maculosa e botonosa e erliquiose no homem e a babesiose e erliquiose em cées
domeésticos (WALKER et al., 2000).

Introduzido na América do Sul por rotas diversas, provavelmente pelos
colonizadores, foi reconhecido em Buenos Aires, Argentina, em 1938 (ROVEDA, 1954),
e em Santiago, Chile, em 1974 (TAGLE, 1976). Acredita-se que o carrapato R.
sanguineus sensu stricto é o Unico representante do género Rhipicephalus na América
do Sul.

Devido sua importancia na Medicina Veterinaria como ectoparasito de cdaes
domeésticos e sua competéncia como vetor, o R. sanguineus € objeto freqiente de
pesquisas no Brasil e em outros paises, com resultados algumas vezes discrepantes,
dependendo da regido considerada. E o principal vetor da Rickettsia conorii- agente
transmissor da febre botonosa ao homem em paises da bacia do Mediterraneo
(ESTRADA-PENA & JONGEJAN, 1999). A Ehrilichia canis, ou espécie relacionada,
isolada de humanos na Venezuela (PEREZ et al., 1996), tem o R. sanguineus como
seu principal vetor (UNVER et al., 2001).

Existem varios registros de humanos parasitados por R. sanguineus em paises

da regido Neotropical, como Argentina, Brasil, Chile, México, Panama, Peru, Porto Rico,



Venezuela e Uruguai (GUGLIELMONE et al., 2003). Nos EUA hé relatos de casos de
humanos parasitados por esta espécie em alguma regibes (ESTRADA-PENA &
JONGEJAN, 1999). Na Africa, o R. sanguineus é predominantemente parasito
doméstico de caes, mas pode infestar o homem, e mais raramente, animais de
producéao criados em sistema de agricultura familiar (WALKER et al., 2000). Em outras
regides, o R. sanguineus é restrito quase que exclusivamente aos cdes domésticos
(PEGRAM et al., 1987b).

A espécie parece mostrar variabilidade em tamanho e peso em diferentes
regides do globo terrestre. A comparacdo de dados publicados mostra que fémeas
ingurgitadas da Regi&o Norte do Estado de S&o Paulo (BECHARA et al., 1995; SZABO
et al, 1995) podem pesar cerca de 50% menos que aquelas dos EUA
(JITTAPALAPONG et al., 2000a) e do Japao (INOKUMA et al., 1997).

Outra observacao variavel entre carrapatos R. sanguineus de regides diferentes,
relaciona-se ao desenvolvimento de resisténcia em caes a esta espécie de carrapato
apos infestagdes sucessivas. De fato, Chabaud (1950), Theis & Budwiser (1974) e
Szabo et al. (1995) demonstraram que cdes domésticos ndo desenvolvem resisténcia
apos varias infestacfes. Ferreira & Bechara (1995), ao testarem a hipotese de que o
ancestral do cao doméstico teria perdido esta capacidade protetora, demonstraram que
o cachorro-do-mato Cerdocyon thous também nao desenvolvia resisténcia ao carrapato
R. sanguineus ap6s infestacdes sucessivas, ou mesmo em infestacdo desafio pos-
vacinagao com extrato bruto de carrapato da mesma espeécie.

Contrariamente, outros autores (INOKUMA et al., 1997; JITTAPALAPONG et al.,
2000a) relataram algum grau de resisténcia ao R. sanguineus em caes domeésticos pré-
sensibilizados.

Levando em conta essas diferencas entre linhagens de R. sanguineus, uma
avaliacdo mais acurada de tais variacdes entre diferentes populacdes dessa espécie do
ectoparasito poderia contribuir para o melhor entendimento de diferencas regionais na
epidemiologia de doengas veiculadas, bem como de variagbes na susceptibilidade a

acaricidas.



Neste sentido, Szabo et al. (2005) pesquisaram de forma comparativa a biologia,
DNA mitocondrial e fertilidade de hibridos de duas linhagens de R. sanguineus, uma de
Jaboticabal, Brasil e outra de Rafaela, Argentina. Em relacdo ao ciclo biolégico do
ectoparasito, estes autores observaram que tanto as formas imaturas (larvas e linfas)
como fémeas adultas da linhagem argentina pesaram mais, além do periodo do
ingurgitamento significativamente mais longo que a linhagem brasileira. Por outro lado,
a taxa de recuperacdo (numero de carrapatos ingurgitados e destacados em relacéo ao
liberado) de fémeas do Brasil foi maior. Os mesmos autores detectaram ainda
divergéncia intraespecifica de DNA mitocondrial entre as duas populacbes e marcada
relagdo genética entre as populacdes da Argentina e da Franca, enquanto a do Brasil
pareceu mais relacionada filogeneticamente ao Rhipicephalus turanicus do Zimbabue,
Africa. Ademais, fémeas hibridas de produtos do cruzamento entre carrapatos adultos
argentinos x brasileiros, conseguiram ovipor, todavia 0s ovos eram na maioria inviaveis
guando comparados ao numero de larvas eclodidas de linhagem pura brasileira ou
argentina.

No conjunto, esses resultados demonstram que as diferencas entre essas
linhagens de R. sanguineus sdo marcantes, e que, portanto, a situacao biossistematica
de R. sanguineus da América do Sul deveria ser reavaliada. Além disso, explicaria em
parte as diferencas na biologia e capacidade vetorial destas espécies observadas em
varias partes do mundo.

Paralelamente a este trabalho de Szab6 et al. (2005), estudo sobre a
ultraestrutura externa de fémeas parcialmente alimentadas das duas populacdes de R.
sanguineus, argentina e brasileira, conduzido por Oliveira et al. (2005), revelou diversas
diferencas morfologicas, dentre as quais: dimensdes corpoéreas, forma do poro genital e
morfologia das estruturas sensoriais. Ressalte-se que todas essas diferencas
observadas sédo fundamentais para a identificacdo de espécies do género complexo
Rhipicephalus, indicando mais uma vez a necessidade de uma revisdo taxondmica

destas espécies no Neotropico.



2.2. O hospedeiro cdo domeéstico

A familia Canidae € um grupo de carnivoros dividido em 38 espécies, incluindo o
cédo domeéstico. O Canis familiaris, € o unico membro da familia Canidae considerado
totalmente domesticado (SERPELL, 1996).

A origem do cdo doméstico é bastante divergente. Enquanto uns especulam que
sejam descendentes de outra variagdo canidea, as teorias mais aceitaveis sdo que eles
descendem diretamente do lobo cinzento ou dos cruzamentos entre lobos e chacais
(TEIXEIRA, 2005). John Hunter (1787) propds que devido ao fato de caes produzirem
descendentes hibridos férteis quando cruzados tanto com lobos como com chacais, que
estes trés canideos deveriam ser considerados uma Unica espécie. Contrariamente,
Linnaeus (1758) considerava o cdo como sendo uma espécie distinta pelo fato de
possuir a cauda voltada para cima, caracteristica ndo encontrada em nenhum outro
canideo.

Hoje, no entanto, através de estudo combinado sobre comportamento (SCOTT &
FULLER, 1965; FOX, 1971, 1975; HALL & SHARP, 1978; ZIMEN 1981), vocalizagdes
(LORENZ, 1975; ZIMEN, 1981), morfologia (WAYNE 1986 a,b,c; HEMMER, 1990) e
biologia molecular (WAYNE & O'BRIEN, 1987; WAYNE, NASH & O'BRIEN, 1987) tudo
indica que o principal, se ndo o unico ancestral do cao domeéstico seja o lobo, Canis
lupus.

Ao longo do tempo, houve uma selecdo de animais doceis, tolerantes e
obedientes aos seres humanos, aos quais era permitido o acasalamento e que, quando
adultos, eram de grande utilidade, auxiliando na caca e na guarda. Esse gradual
processo, baseado em tentativas e erros, levou eventualmente a criagdo dos caes
domésticos (JOHNS, 2008; ROSSI, 2005).



2.3. Interacdo carrapato-hospedeiro

Vérios estudos sado realizados na tentativa de compreender melhor os
mecanismos envolvidos na interacdo carrapato x hospedeiros. O sucesso da
associacdo dos hematoéfagos com os hospedeiros esta baseado na habilidade destes
animais de interferir nas reacdes anti-hemostética e inflamatéria do seu hospedeiro
vertebrado (AROCHA-PINANGO et al., 1999). Segundo Wikel et al. (1994) o sucesso é
um balanco entre as limitagdes do parasito pelas defesas do hospedeiro e a habilidade
do parasito de modular, evadir ou restringir a resposta imune.

Os primeiros estudos sobre aquisicdo de resisténcia a carrapatos foram
realizados por Trager (1939) em cobaias submetidas a infestagbes com larvas de
Dermacentor variabilis e, desde entdo, varios trabalhos tém confirmado a aquisi¢cado de
resisténcia a carrapatos em cobaias e coelhos por meio de infestacdes sucessivas ou
de vacinagcdo com extratos do ectoparasito (ALLEN, 1973; WIKEL & ALLEN, 1976;
ASKENASE et al., 1977; BECHARA et al., 1994; SZABO et al., 1995a).

Segundo Tatchell (1969), quando ocorre controle do tipo “feedback”, o
hospedeiro desenvolve resisténcia ao parasito e se torna protegido de infestacbes
macicas enquanto o carrapato mantém sua capacidade de sobreviver e se multiplicar
rapidamente, quando em ambiente favoravel.

Em animais resistentes, a rejeicdo aos carrapatos é frequentemente baseada em
reacfes de hipersensibilidade cutdanea (BROWN et al, 1984). A reacdo de
hipersensibilidade do tipo basofilica foi detectada por Szabé & Bechara (1999) em
cobaias pré-sensibilizadas pelo carrapato R. sanguineus via infestacfes sucessivas
com adultos desse ixodideo. Destaque-se que cobaias, mas ndo cdes domeésticos ou
cachorros-do-mato Cerdocyon thous, desenvolvem marcada resisténcia a essa mesma
espécie de carrapato ja a partir de uma segunda infestagdo (SZABO et al., 1995a;
FERREIRA & BECHARA, 1995).

Ainda, frente a injecdo intradérmica de extrato de carrapato R. sanguineus
adulto, o cdo doméstico desenvolve apenas reacdo de hipersensibilidade do tipo

imediata (imunidade humoral), enquanto que a cobaia responde com reagdes dos tipos



imediata bem como tardia (imunidade celular) (SZABO et al., 1995b) . Isso faz crer que,
pelo menos nessa relacdo parasito-hospedeiro, ao lado dos basdfilos, o braco celular
da resposta imune parece desempenhar papel fundamental no mecanismo de
resisténcia ao carrapato.

Resposta semelhante a do cao apos infestagbes sucessivas com R. sanguineus
foi observada em camundongos e associada com um perfil Th2 de citocinas, mais
relacionado a uma resposta imune humoral, mediada por anticorpos (FERREIRA &
SILVA, 1998, 1999).

O mecanismo pelo qual a imunidade é expressa varia de acordo com a espécie
de hospedeiro e carrapato envolvidos na relagao parasito-hospedeiro.

Os efeitos do hospedeiro sobre a rejeicdo ao parasito relacionam-se a
interferéncias na sua alimentacao, prolongamento no tempo de ingurgitamento, reducao
do peso das fémeas ingurgitadas e da massa de ovos, diminuicdo da viabilidade dos
ovos e, em alguns casos, até morte do parasito (WAGLAND, 1975). Segundo Wikel &
Allen (1982), os achados acima podem ser devidos exclusivamente a nutricdo deficiente
dos carrapatos.

Algumas espécies ou sub-espécies de hospedeiros, mesmo sem nunca ter tido
contato com o carrapato, podem apresentar resisténcia natural ao acaro (imunidade
inata), geneticamente associada a diversos fatores, tais como: tipo de pelagem,
oleosidade da pele, rigueza de vasculatura cutdnea e até mesmo odor exalado do
animal, entre outros (BROWN, 1988).

Enquanto infestacBes por carrapatos sdo freqlientemente caracterizadas no
hospedeiro pelo desenvolvimento de resposta imune celular e humoral a uma variedade
de antigenos do ectoparasito, este por sua vez, desenvolve meios de se evadir daquela
resposta do hospedeiro (WIKEL et al., 1994).
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2.4. Mecanismos de resisténcia do hospedeiro a carrapato

Riek (1962) descreveu dois tipos de mecanismos de resisténcia, sendo o
primeiro denominado resisténcia inata (resisténcia ja presente no animal quando da
primeira infestacdo), e o segundo denominado resisténcia adquirida (que consiste na
aquisicao de resisténcia ap6s algumas infestacdes do animal por carrapatos).

De acordo com a literatura, os bovinos Bos indicus s&o mais resistentes que 0s
bovinos Bos taurus e em cruzamentos, quanto maior a propor¢cdo de sangue zebu,
menor sera a populacdo meédia de carrapatos (HONER & GOMES, 1990). Enquanto o
gado indiano tem convivido ha milhares de anos com o carrapato Boophilus microplus
(THIESEN, 1979; LEMOS, 1986), o gado europeu, segundo Penna (1990), teve pouco
contato com o carrapato, e esta pode ser uma razao para estes animais serem menos
resistentes ao parasito. Porém, Penna (1990) também salientou que existem racas com
diferentes niveis de resisténcia e Gomes (1995) observou que a variacao individual com
relagdo a resisténcia aos carrapatos também acontece dentro de uma mesma raca.
Frente a esses fatos, Wikel (1996) relatou ser necessario, primeiramente, se estudar o
“background” genético de um hospedeiro experimental em estudo sobre resisténcia
imunolégica adquirida.

Apesar de a resisténcia inata resultante das diferencas genéticas entre Bos
indicus e Bos taurus ser a base para se determinar se um animal vir4 a ser resistente a
infestacdo por carrapatos, a resisténcia do hospedeiro € predominantemente
considerada adquirida, pois o maior nivel de resisténcia visto em Bos indicus é aparente
apenas quando seguido de susceptibilidade inicial a uma primoinfestacao
(HEWETSON, 1971; WAGLAND, 1978).

Um componente importante no processo de resisténcia ao carrapato é o
processo de auto-limpeza realizado pelos animais considerados resistentes.
Mediadores imunoldgicos induzidos pelos antigenos inoculados pelos carrapatos na
pele do hospedeiro contribuem para que a regido comece a apresentar prurido
(ALEXANDER, 1986), e na tentativa de livrar-se do parasito, o animal lambe a area
parasitada ou coga-se em locais asperos (ROCHA, 1976).
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Amakiri (1976) observou que existe uma correlagdo direta entre o nimero de
anastomoses artério-venosas na vasculatura dermal, mais rica em Bos indicus,
favorecendo neles uma resposta inflamatéria local mais acentuada. Ademais,
caracteristicas da espécie hospedeira e do parasito (CHABAUD, 1950), raciais e
individuais como a densidade do pélo, quantidade de glandulas seb&ceas, niumero de
mastocitos na pele, espessura da pele, numero de linfocitos circulantes,
comportamento, dentre outras, também determinam a resisténcia inata.

Com relacdo ao fator idade, animais jovens de até seis meses de idade sdo mais
resistentes, provavelmente devido aos cuidados da mae com os mesmos (SUTHERST
et al, 1979) enquanto que aos 72 meses, sdo considerados mais sensiveis
(VERISSIMO, 1991).

Na variavel sexo, os machos geralmente sdo mais susceptiveis do que as
fémeas (STEAR et al., 1984).

Com relac&o a época do ano, Gomes et al. (1989) demonstraram que os bovinos
apresentam-se mais sensiveis no outono, quando o fotoperiodo é mais curto, o que
afeta a resposta inflamatdria no local da fixacdo do carrapato. Animais com pelagem
mais escura podem ser mais sensiveis aos carrapatos por procurarem mais
freqientemente locais protegidos do sol, locais estes que também séo preferidos pelos
carrapatos, facilitando o acesso das larvas aos animais (OLIVEIRA & ALENCAR,
1987). Outros fatores determinantes de aquisi¢do, ou ndo, de resisténcia do hospedeiro
séo o estado nutricional do animal e lactagcdo (TATCHELL, 1987).

Trager (1939a,b) observou que cobaias, ap6s serem infestadas uma Unica vez
com larvas de Dermacentor variabilis, desenvolviam imunidade sistémica, observando
com isso que as reacdes cutaneas no sitio de alimentagdo dos carrapatos nas cobaias
resistentes eram caracterizadas por hiperplasia epidérmica, edema e infiltrados
inflamatérios granulociticos. A resisténcia adquirida pode ser transferida para animais
“naive” através de células ou soro isolados de animais infestados (TRAGER, 1939;
ALLEN, 1973; BROWN, 1981).

Através da vacinagdo com extrato de carrapatas adultas ou infestacdo, Trager

(1939a,b) sugeriu que a resisténcia adquirida era devida a resposta imune mediada.
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Essa sugestdo foi posteriormente confirmada por Riek (1956) apds observar intensa
reacdo de pele pos-inoculacdo de extrato de carrapato em bovinos previamente
sensibilizados.

Ao se alimentar, o carrapato induz a via regulatéria e efetora do sistema imune
do hospedeiro, envolvendo anticorpos, complemento, citocinas, células apresentadoras
de antigenos e linfécitos T (BROSSARD, 1982; WIKEL, 1982; WIKEL, 1994;
WILLADSEN, 1980).

Allen (1973) verificou que no sitio de alimentacdo dos carrapatos, as cobaias
desenvolviam reacfGes cutédneas que consistiam principalmente de basdfilos e
eosindfilos. Infiltrados cutaneos ricos em basodfilos sdo respostas de linfécitos T
(DVORAK, 1970) e a reacao de hipersensibilidade tardia € mediada pelos linfocitos Thl
(MOSSMAN, 1989). Aparentemente, os basdfilos estdo relacionados com a limitagéo da
alimentacdo dos carrapatos (WIKEL, 1996). A administracdo de soro anti-basofilico
resultou em reducéo da expressao de resisténcia adquirida (BROWN 1982).

Atraves do infiltrado basofilico ocorre liberacdo de mediadores como a histamina,
ocasionando o aumento da permeabilidade vascular e, consequentemente, edema
(RIBEIRO, 1989). A vasodilatacdo dos capilares locais possivelmente altera o
microclima da pele, tornando-o, assim, inadequado para o carrapato (OBEREM, 1984).
Segundo Willadsen (1979), o teor de histamina presente na pele é diretamente
relacionado com o grau de resisténcia expressada. Estudo revelou que a administracao
de drogas anti-histaminicas em bovinos acarreta significativo aumento na producéo de
fémeas ingurgitadas por animal (TATCHELL & BENNETT, 1969), pois reduz a
expressao de resisténcia. Em outro estudo conduzido por Wikel (1982) demonstrou-se
gue o nivel de histamina presente no sitio de alimentacdo de Dermacentor andersoni
em cobaias resistentes era mais elevado que em animais susceptiveis. A administracéo
de anti-histaminicos anti-hl e anti-h2 reduziu a expressao de resisténcia enquanto a
administracdo isolada de agonistas n&do alterou a resisténcia a carrapatos,
significativamente.

O aumento do fluxo de sangue no sitio de fixacdo do carrapato, principalmente

em animais resistentes, também pode contribuir para maior distribuicdo de antigenos as
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células imunocompetentes e/ou facilitar o trafego de células no local (WIKEL et al.,
1986).

Os mastoécitos podem carrear anticorpos de superficie, e talvez ajam como a
primeira linha de defesa contra carrapatos, induzindo também a vasodilatagédo ao liberar
fatores vasoativos (BROWN, 1988). Uma equipe de pesquisadores sugeriu que em
camundongos, 0s mastdcitos, ao invés dos basdfilos, sdo importantes para a imunidade
adquirida a carrapatos, com base na observacdo que estes ndo foram detectados no
sitio de alimentacdo dos carrapatos e que os camundongos deficientes em mastdcitos
nao adquiriram resisténcia (MATSUDA et al., 1985; 1987; 1990). Por outro lado, outra
equipe de pesquisadores relatou que a mesma estirpe de camundongos deficientes em
mastoécitos  desenvolveu  resisténcia a  outras espécies de carrapatos
(DENHOLLANDER, 1985; STEEVES, 1991).

As células de Langerhans também sdo importantes na resisténcia adquirida,
(ALLEN et al., 1979a; NITHIUTHAI & ALLEN, 1984a; 1984b; 1984c; 1985). diminuindo
em quantidade na epiderme durante a infestacdo priméria e aumentam no sitio de
alimentacdo de carrapatos durante a fase inicial da segunda infestacdo, quando a
resisténcia se expressa (NITHIUTHAI & ALLEN, 1984a). Nas primeiras infesta¢cdes, as
células de Langerhans aparentemente aprisionam antigenos de glandulas salivares dos
carrapatos e acredita-se que elas sejam drenadas para os linfonodos onde apresentam
0s antigenos aos linfécitos pré-sensibilizados (ALLEN et al., 1979b) que por sua vez
secretam fatores quimiotaxicos para basofilos, que ja se encontram ligados a anticorpos
na circulacao.

Wikel & Allen (1976) demonstraram experimentalmente que anticorpos também
desempenham papel na expressdao de resisténcia de alguns hospedeiros. Ao
administrarem ciclofosfamida a cobaias resistentes a carrapatos, observaram que
houve bloqueio da expressdo de resisténcia. Segundo Shapiro et al. (1986), a
resisténcia de cobaias a Rhipicephalus appendiculatus parece ser mediada por
anticorpos.

Segundo Wikel (1996), anticorpos contribuem para a expressao da resisténcia,

porém muitos deles provavelmente ndo reagem com as moléculas envolvidas em
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processos que influenciam na biologia do carrapato. O mesmo autor também relatou
gue se deveria focar a atencdo nos imunogenos originados na glandula salivar que
estimulam os linfécitos T durante a infestacdo e que a importancia relativa das
respostas de Thl e Th2 durante a aquisicdo e expressado de resisténcia deveria ser
determinada.

As células Thl produzem IFN-y enquanto as células Th2 produzem IL-4, IL-13,
IL-5 e IL-10 (MOSMANN & COFFMAN, 1989; MOSMANN & SAD 1996; KOBAYASHI et
al., 2001). Citocinas associadas as células Thl estdo envolvidas na reagcdo de
hipersensibilidade do tipo tardia, assim como na ativacdo de macrofagos. Ja as
citocinas associadas as células Th2 estdo envolvidas na elevacdo do numero de
mastocitos e eosindfilos, assim como na estimulacdo da producédo de anticorpos. Mais
além, produtos de células Thl e Th2 podem regular negativamente a atividade e/ou
producéo um do outro (MOSMANN & MOORE, 1991).

2.5. Mecanismos de evasao do parasito

Embora algumas espécies hospedeiras desenvolvam resisténcia a carrapatos,
nem sempre podemos observar tal acontecimento.

A falha no desenvolvimento de imunidade efetivamente protetora poderia ser
devida a uma incapacidade imunolégica do hospedeiro ou a capacidade de evasao do
parasito (RIBEIRO, 1989). A incapacidade imunolégica do hospedeiro pode ser devido
a expressao antigénica imprépria para a inducéo da resposta imune efetiva, ou devido a
nao utilizacdo dos componentes parasitarios corretos (MORRISON, 1987). Um
mecanismo de evasdo importante do parasito parece estar associado as suas glandulas
salivares. Suas principais fun¢des incluem a absor¢céo de vapor de agua proveniente de
ar insaturado por carrapatos em vida livre, excrecdo do excesso de fluido, concentrando
0 sangue ingerido, e a secrecdo de proteinas bioativas e componentes lipidicos durante
a sua alimentacéo (SAUER et al., 2000). Estes componentes atuam no sentido de opor-

se aos mecanismos de defesa apresentados pelo hospedeiro em resposta a fixacdo do
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carrapato (BOWMAN et al., 1997). Um exemplo € a saliva de carrapatos Ixodes ricinus,
a qual exerce atividade antiinflamatoria, anti-hemostética, inibidora da atividade da
bradicinina, de anafilotoxinas, desativadora de neutrdfilos (RIBEIRO et al., 1985; 1990;
RIBEIRO & SPIELMAN, 1986) e anticoagulante (LIMO et al., 1991, RIBEIRO et al.,
1985). Além disso, proteinas que se ligam a histamina foram encontradas na saliva do
carrapato Rhipicephalus appendiculatus subvertendo o sistema de defesa do
hospedeiro (PAESEN et al., 1999).

Segundo estudo conduzido por Walker & Fletcher (1990), as glandulas salivares
dos carrapatos sao capazes de responder seletivamente a diferentes condi¢cfes no sitio

de fixacdo, aumentando assim as chances de sobrevivéncia do carrapato.
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3. OBJETIVOS

Estudar de forma comparativa a aquisicao de resisténcia em caes domésticos a
carrapatos adultos R. sanguineus, linhagens Jaboticabal, Brasil e Rafaela,

Argentina, apos infestacdes sucessivas e controladas por meio de:

1. Determinacdo de parametros biolégicos alimentares e reprodutivos de

teledginas;

2. Caracterizacdo histopatologica da lesdo de fixagcdo dos carrapatos em
diversos momentos pos-liberacdo na pele dos hospedeiros, incluindo a

contagem de células inflamatérias migradas para o foco inflamatorio;

3. Determinacédo do titulo de anticorpos séricos de caes por meio do teste
ELISA.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Carrapatos

Foram utilizados no experimento carrapatos R. sanguineus adultos das linhagens
brasileira e argentina provenientes de colénias mantidas no Laboratério de
Imunopatologia do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV-UNESP, Campus
de Jaboticabal, SP, Brasil.

A coldnia de R. sanguineus da linhagem brasileira foi iniciada a partir de fémeas
ingurgitadas coletadas em cdes em Jaboticabal - SP, e existe ha aproximadamente 10
anos, sendo renovada periodicamente com a inclusdo de novos exemplares locais. A
colénia de R. sanguineus da linhagem argentina foi iniciada para os estudos de Szabd6
et al. (2005) a partir de exemplares gentilmente cedidos pelo Dr. Santiago Nava do
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecudaria — INTA, Rafaela, Santa-Fé, Argentina,

sendo também renovadas periodicamente.

Para a manutencéo das coldnias, os diversos instares das duas linhagens foram
alimentados em coelhos brancos da raca Nova Zelandia sem contato prévio com
carrapatos, fornecidos pelo Biotério Central da UNESP, campus de Botucatu, SP, de
acordo com técnica descrita por Bechara et al. (1995). Tais hospedeiros foram
alimentados com ragao apropriada e agua ad libitum.

Para metamorfose dos instares ingurgitados, bem como para sua simples
manutencdo, os acaros foram mantidos em estufa para B.O.D. (modelo CD347,
FANEM) a temperatura de 27°C, umidade de 80% e fotoperiodo de 12 horas.
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4.1.1. Identificac&o dos carrapatos adultos

As caracteristicas morfologicas observadas para distincdo dos R. sanguineus
de outras espécies e sexagem estdo descritas abaixo (FREITAS et al.,, 1982). No

presente trabalho, foi realizada a sexagem de cada exemplar antes de cada infestacao.
a) Fémeas:

- Dorsalmente, o escudo cobre apenas a por¢do anterior do idiosoma, a base do

capitulo € hexagonal e os peritremas sdo em forma de virgula.

- Ventralmente a primeira coxa € bifida, o sulco anal € bem distinto e curvado ao

redor do anus, sendo as placas adanais ausentes.
b)  Machos:

- Dorsalmente, o escudo cobre o acaro, sem ornamentacédo, possui duas placas
adanais internas desenvolvidas e duas externas rudimentares, a base do capitulo é

hexagonal e os peritremas s&o em forma de virgula.

- Ventralmente a primeira coxa € bifida, as duas placas adanais internas séo

desenvolvidas e as duas externas rudimentares.

4.2. Hospedeiros

Caes domésticos (Canis familiaris), da raca Dachshund, machos e fémeas, de
trés meses a um ano de idade, pélo curto ou longo, sem contato prévio com carrapatos
(“naive”), foram adquiridos de criadores particulares e utilizados como hospedeiros nas
infestacbes por adultos de R. sanguineus linhagem Jaboticabal, Brasil e linhagem

Rafaela, Argentina.

Previamente aos experimentos, os animais foram submetidos a esquema de
imunizagdo com vacina V-10 (Duramune® Max 5-CvK/4L), vermifugados (Drontal®

Plus) e mantidos em boxes individuais no Canil Experimental do Departamento de
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Patologia Veterinaria da FCAV-UNESP, Jaboticabal, onde recebiam ragéo apropriada
(Royal Canin®) e 4gua ad libitum.

4.3. Infestacdes sucessivas

Os cées (n= 10) foram distribuidos em dois grupos experimentais, compostos
de cinco animais cada, sendo o primeiro grupo (G1), infestado com R. sanguineus
linhagem de Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil, e o segundo (G2), infestado com R.

sanguineus linhagem de Rafaela, Santa-F¢, Argentina.

O procedimento empregado foi 0 mesmo para as duas linhagens de carrapatos
com a realizagdo de trés infestagdes sucessivas, a intervalos de 30 dias entre uma e
outra, sendo utilizados 10 fémeas e 10 machos/hospedeiro/infestacdo de R. sanguineus
linhagens Jaboticabal (G1) e Rafaela (G2). Os carrapatos foram liberados no interior de
camaras-de-alimentacdo especialmente desenhadas (BECHARA et al., 1995) conforme
ilustrado na Figura 1 e afixadas com cola sintética Brascoplast™ ao dorso

tricotomizado dos animais, conforme ilustrado na Figura 2.

As camaras de alimentacdo eram confeccionadas com tubos coletores
universais estéreis (J. Prolab™) que tiveram sua base cortada e descartada de modo a
ficarem com altura de 2,5 cm. Estes recipientes eram colados no centro de pecas de
borracha (camara de ar de pneu de bicicleta), cortadas em formato arredondado, com
didmetro aproximado de 10,5 cm e 1-2 mm de espessura. Na base das pecas de
borracha era colado tecido de algod&o de dimenséo equivalente ao diametro da mesma
e aberta janela central com diametro equivalente ao recipiente nela colado. As tampas
dos recipientes eram furadas com agulhas 0,70 x 25 mm para permitir uma aeragao
adequada do interior, estando assim prontas as camaras para serem afixadas nos

hospedeiros.

tTM

As camaras foram afixadas com auxilio de cola Brascoplast'™ e esparadrapo,

lateralmente no dorso dos cées, em regido previamente tricotomizada e limpa. No dia
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seguinte a fixacdo das céamaras, os carrapatos (10 fémeas e 10
machos/hospedeiro/infestacdo) foram liberados no seu interior. Durante cada infestagdo
foram colocados colares “Elizabetanos” de restricdo nos animais para evitar que eles

retirassem as camaras.

Figura 1. Camaras-de-alimentagcéo de carrapato desenhadas por Bechara et al. (1995).
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Figura 2. Camara-de-alimentacé&o afixada ao dorso tricotomizado de céo.

Tais camaras foram abertas diariamente para monitoracdo da fixacdo e
alimentacdo dos carrapatos (Figura 3). As fémeas ingurgitadas, ao se desprenderem
do hospedeiro, foram recolhidas, pesadas e acondicionadas em recipientes individuais
com aeracao adequada e mantidas em estufas para B.O.D. (modelo CD 347, FANEM) a

temperatura de 27°C, umidade de 80% e fotoperiodo de 12 horas.

Os seguintes parametros biologicos dos carrapatos foram avaliados durante e
apo6s cada uma das infestagfes: pesos das fémeas ingurgitadas (PFI) e das massas de
ovos (PMO); periodos de fixacdo e ingurgitamento (Ping) e de pré-postura (PPP); indice
de eficiéncia de conversdo da reserva alimentar de fémeas ingurgitadas em ovos
(%IECO); taxa de ecloséo das larvas (%ECLO) e porcentagem de recuperacdo (%Rec)

de carrapatos ingurgitados, em que:
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Ping = numero de dias decorridos desde a liberagcdo dos carrapatos sobre o

hospedeiro até o seu ingurgitamento e desprendimento;

PPP = numero de dias decorridos desde o desprendimento da fémea até o inicio

da ovipostura;

IECO (%) = PMO x 100
PFI

%ECLO = obtida pela média da avaliacdo visual individual, por trés pessoas, da

massa de larvas que eclodiram, segundo Szabd et al. (1995);

%Rec = numero de fémeas adultas ingurgitadas x 100

nimero de fémeas adultas liberadas



23

Figura 3. Monitoragcdo dos carrapatos R.sanguineus, linhagem Jaboticabal, em
diferentes tempos poés-liberacéo; A- 24h; B- 72h; C- 96h; D- 120h.

4.4, Exame histopatoldgico e contagem de células

Fragmentos de pele dos locais de fixacdo dos carrapatos foram colhidos em
diferentes tempos (24, 48, 72 e 144 horas) pos-liberagdo, na primeira e terceira
infestacdes, com auxilio de um saca-bocado (“punch”) de 4 mm de diametro, sob

anestesia local com cloridrato de lidocaina a 2 % (Bravet Ltda), conforme demonstrado
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na Figura 4. Essas biopsias incluiam as pecas bucais do acaro para facilitar a
localizacdo do local de penetracdo de seu hipostdbmio no tegumento cutaneo dos
hospedeiros. Fragmentos de pele normal de cao também foram colhidos para fins de
comparacao histolégica com a pele infestada, totalizando uma biépsia por animal na
primeira infestacdo e uma na terceira infestacao nos diferentes tempos, em atendimento

as recomendacdes da CEUA quanto ao bem estar animal.

Os fragmentos obtidos foram fixados por 24 horas em formalina tamponada
com fosfatos, pH 7,4 e, posteriormente transferidos para alcool 70% e processados
segundo técnicas histologicas de rotina no Laboratorio de Histotecnologia do
Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal.

ApOs esse procedimento, os fragmentos foram seccionados em micrétomo
rotatorio para obtencéo de cortes de 4 um de espessura. Cada amostra foi seccionada
integralmente (cortes seriados) para obtencdo do ponto exato de fixacdo do acaro,
identificado pela presenca dos remanescentes de suas pecas bucais e do cone de
cemento. Finalmente, os cortes foram corados pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina e
May-Grinwald & Giemsa, respectivamente para observacdo de aspectos gerais da

reacdo inflamatéria do hospedeiro e contagem de células inflamatérias infiltradas.
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Figura 4. Retirada de fragmento circular de pele canina infestada com R.
sanguineus, linhagem Jaboticabal, realizada na 72% hora pos-liberacdo. A seta

aponta o local da bidpsia.

A contagem de células foi realizada em trés campos de cada corte histologico,
na derme superficial, logo abaixo do local de fixacdo do carrapato, em microscopio de
luz com o auxilio de uma quadricula acoplada a ocular e cuja area correspondia a
0,0625 mm? usando-se objetiva 40x. Cada resultado das contagens global e diferencial
€, portanto, a média de trés determinacbes e expressa em numero de
células/0,0625mm?. Nos gréficos e tabelas, os valores foram corrigidos para nimero de

células/mm?.
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4.5. Preparo de antigeno de carrapato adulto

Extratos de carrapatos adultos R. sanguineus né&o alimentados (ECANA),
linhagens brasileira e argentina, foram preparados em separado para obtencéo dos
respectivos antigenos para utilizacao na titulacdo de anticorpos por meio do teste
ELISA em soros de animais repetidamente infestados, comparativamente a soros

controle.

Para tanto, carrapatos foram mortos por congelamento em nitrogénio liquido,
seccionados lateralmente para descarte das respectivas quitinas e retiradas de
orgaos internos, que foram entédo triturados em salina tamponada com fosfatos (PBS)
estéril, refrigerada, pH 7,2 em um grau e pistilo de porcelana mantidos em cama de
gelo picado. As suspensfes resultantes, de aproximadamente 10% (p/v), foram
entdo desintegradas a 20 MHZ em trés ciclos de 10 segundos cada e um de 30
segundos em um aparelho de ultrassom (Branson Sonifer 250). Em seguida, 0s
extratos foram centrifugados a 12.000 g por uma hora a 4°C, os sedimentos
descartados e os sobrenadantes resultantes filtrados através de filtros Millex-GV
(Millipore) de 0,22 um de porosidade. A concentracdo protéica presente nos extratos
foi determinada de acordo com o método de BCA Assay (Smith et al., 1985) e os
extratos armazenados a -20°C até seu uso. A concentracdo protéica resultante foi de
173,75 pbL/ml e 141,25 pL/ml para as linhagens argentina e brasileira,

respectivamente.

4.6. Ensaio Imunoenzimatico Indireto — Teste ELISA

Anteriormente a primeira infestacdo por carrapatos, 1,5 mL de sangue foi colhido
de cada animal e uma semana ap0s o término de cada infestacdo uma nova
amostra de mesmo volume foi colhida de quatro animais de cada grupo objetivando
a obtencao de soro, o qual foi utilizado na titulagdo de anticorpos. Foram feitas

titulagcdes em blocos para os antigenos e soros, testando-se os antigenos a 5 pg/mL
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e 10 pg/mL e diluindo-se os soros a 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400. O teste foi realizado
conforme metodologia descrita por Perez-Perez et al. (2010), com pegquenas

modificacdes.

Os soros foram avaliados frente ao antigeno homodlogo e heterélogo.
Resumidamente, 100 pL dos antigenos totais de R. sanguineus linhagem
Jaboticabal (G1) ou Rafaela (G2) previamente preparados e diluidos na
concentracdo de 10 pg/mL em 0.1M Tampéo Carbonato-Bicarbonato, pH 9,6, foram
distribuidos em cada cavidade de microplaca de fundo plano (Poly Sorp, Nunclon™
Surface, Nunc. Denmark) e incubados por 10 horas em camara Umida a 4°C. O
excesso de antigeno foi removido por trés lavagens com PBS + 0,1% Tween-20
(PBST) e bloqueado com 200 pL/poc¢o de PBST contendo soro de coelho normal a
5% por 1 hora e 30 minutos a 37°C. Apés trés lavagens com PBST, a cada cavidade
da placa foi adicionado 100 pL de cada soro a ser testado, diluidos em PBST
contendo soro de coelho normal a 5% na diluicdo de 1:50 para a ambas as
linhagens, seguindo-se de incubacdo da placa por 2 horas a 37° C. Em seguida foi
feita nova lavagem como descrita anteriormente. Foi entdo adicionado a cada
cavidade da placa 100 pL de conjugado anti IgG de c&o na diluicdo 1:4000 (Sigma,
USA, A-0793) seguido de incubacdo por 1 hora e 30 minutos a 37° C. Nova
lavagem foi feita como descrita anteriormente. Adicionou-se 100 pL de substrato
para fosfatase alcalina, P-nitrofenilfosfato (Sigma, USA, N-9389), em cada cavidade.
O substrato foi diluido a 1 mg/ml em Tampé&o Dietanolamina pH 9,8. Apés a
incubacédo de 30 minutos a temperatura ambiente, as densidades oticas foram lidas
em um leitor de Elisa MRX™ de alta performance (DYNEX Technologies, Chantilly-
VA, USA) a 405 nm. Finalmente, os valores da densidade dtica (DO) foram

calculados para os animais dos grupos G1 e G2.

Os soros da preé-infestagao foram utilizados como controle negativo. O ponto de
corte foi determinado, em cada grupo, pelo valor da média da densidade ética dos
soros negativos acrescido de 2x o desvio padrdo da pré-infestacdo (INOKUMA et al.,
2000).
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4.7. Andlise estatistica

Os dados dos parametros biologicos, histopatolégicos e do teste ELISA obtidos
dentro de cada grupo foram comparados com o auxilio do software estatistico
GraphPad Prism 5.01. O teste de Andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de
Tukey, considerando-se p<0,05 foi utilizado para analise dos parametros bioldgicos e
histopatologica e o teste ANOVA, seguido pelo teste de Dunnett, considerando-se

p<0,05 foi utilizado na analise dos resultados do teste ELISA.

4.8. Bem estar animal

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em conformidade com
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo (COBEA) e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal (Protocolo 02.326/10, de
09/02/2010).
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros biolégicos ap0s infestacdes sucessivas

5.1.1. Grupo experimental infestado com R. sanguineus linhagem
Jaboticabal

Os resultados dos parametros biolégicos obtidos ap6s infestacfes
sucessivas para o0 grupo experimental infestado com a linhagem brasileira de R.

sanguineus (G1) sdo apresentados na Tabela 1 e ilustrados na Figura 5.

As médias referentes a massa de ovos, periodo de pré-postura, taxa de
eclodibilidade e taxa de conversdo do peso da fémea ingurgitada em massa de ovos
foram calculadas considerando-se apenas as fémeas ingurgitadas que ndo morreram
antes de ovipor. Assim, dos parametros avaliados, o peso da fémea ingurgitada, peso
da massa de ovos e o periodo de ingurgitamento apresentaram variagdes significativas
nas infestacdes sucessivas. O peso da fémea ingurgitada mostrou variagdo da primeira
e segunda infestacfes em relacéo a terceira, passando de 155,6 mg para 293,7 mg da
primeira para a terceira, respectivamente. O peso da massa de ovos e o periodo de
ingurgitamento mostraram variacao significativa entre as trés infestacfes. Enquanto o
peso da massa de ovos passou de 90 mg na primeira infestacdo, para 56,8 mg na
segunda e 121,8 mg na terceira, o periodo de ingurgitamento variou de 10,07 dias na
primeira infestacdo para 13,25 dias na segunda e 6,97 dias na terceira. A taxa de
conversdo do peso da fémea ingurgitada em massa de ovos, apesar de diminuir da
primeira para a terceira infestacdo, nao apresentou variagcdo significativa. Os demais
pardmetros avaliados também ndo variaram de forma significativa. As variacfes
observadas demonstraram melhor desempenho alimentar e reprodutivo das fémeas da
primeira para a terceira infestacdo, apontando para uma auséncia de resisténcia pelos

hospedeiros.
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Tabela 1. Parametros biolégicos de fémeas de R. sanguineus,linhagem Jaboticabal,
obtidos apds infestacBes sucessivas em cdaes. Resultados expressos em

média + desvio padrao, Jaboticabal- SP, 2012.

Parédmetros 12 Infestacéo 22 Infestacéo 32 Infestacéo
PFI (mQ) 155,6 + 71,20 @ 137,4+81,30° 293,7 +72,05°
PMO (mg) 90 +53,76 * 56,80 + 30,52 ° 121,8+51,88°
Ping (dias) 10,07 +3,70 ° 13,254+ 3,45° 6,97+ 1,14°
PPP (dias) 5,96+1,97° 5,64 +150° 5,85+0,85°
% ECLO 68,83 +3551° 66,40 + 33,87 ° 61,43+37,61°
IECO (%) 51,76+ 20,02% 46,31+ 9,83° 42,30+17,04%
% REC 58 +30,33 % 72+4,47° 72+£19,24°

PFI = peso da fémea ingurgitada; PMO = peso da massa de ovos; Ping = periodo de
ingurgitamento; PPP = periodo de pré-postura; % ECLO = taxa de ecloséao de larvas;
% Rec = taxa de recuperacdo; % IECO = taxa de conversdo do peso da fémea
ingurgitada em massa de ovos. Médias em uma linha seguidas pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 5. Comparacéo das médias dos parametros biolégicos obtidos de fémeas de R.

sanguineus,linhagem Jaboticabal, alimentadas em caes apés infestacfes

sucessivas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente

pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5.1.2. Grupo experimental infestado com R. sanguineus linhagem
Rafaela

Os resultados dos parametros biologicos obtidos apoés infestacfes sucessivas
para o grupo experimental infestado com a linhagem de R. sanguineus argentina (G2)

sao apresentados na Tabela 2 e ilustrados na Figura 6.

Dos parametros avaliados, o peso da fémea ingurgitada, peso da massa de
ovos, periodo de ingurgitamento e periodo de pré-postura apresentaram variacdes
significativas nas infestacfes sucessivas. O peso da fémea ingurgitada e periodo de
ingurgitamento apresentaram variacdo significativa da primeira e segunda infestacfes
em relacdo a terceira. O peso da fémea ingurgitada passou de 151,9 mg para 205,1 mg
e o periodo de ingurgitamento variou de 10,42 dias para 7,96 dias, da primeira para a
terceira infestacdo, respectivamente. O peso da massa de ovos apresentou variagao
significativa da primeira infestacdo em relacdo a segunda e terceira, passando de 30,83
mg para 125,7 mg. Finalmente, o periodo de pré-postura apresentou variagao
significativa entre a primeira e terceira infestagdes, passando de 6,16 dias para 4,45
dias. Os demais parametros avaliados mostraram-se iguais significativamente. As
variagOes significativas observadas, assim como na linhagem brasileira, demonstram
melhor desempenho alimentar e reprodutivo das fémeas da primeira para a terceira

infestagdo, apontando para uma auséncia de resisténcia pelos hospedeiros.

E importante destacar que em média 70% do total de fémeas recuperadas dos
hospedeiros durante as trés infestagdes ficaram com coloracéo escura (Figura 7) apos
alguns dias e morreram antes de iniciarem ou completarem a ovipostura. Ademais,
houve elevada mortalidade das larvas eclodidas de ovos dessas carrapatas.
Aparentemente, tais fatos apontavam para aquisicdo de resisténcia pelos cées a esta
linhagem de carrapatos. No entanto, depois de feitas as analises estatisticas dos
pardmetros biologicos e descartando-se a ocorréncia de desenvolvimento de

resisténcia, pode-se sugerir que as condi¢cdes de temperatura e umidade utilizadas nao



33

foram ideais para esta linhagem de carrapato. Apesar disto, tais fémeas foram incluidas
na analise estatistica de peso e periodo de ingurgitamento.

Y

As médias referentes a massa de ovos, periodo de pré-postura, taxa de
eclodibilidade e taxa de conversdo do peso da fémea ingurgitada em massa de ovos
foram calculadas considerando-se apenas as fémeas ingurgitadas que ndo morreram
antes de ovipor. De fato, considerando-se todos os resultados, a média da massa de
ovos seria de 8,04 mg, 32 mg e 60,52 mg, ataxa de eclodibilidade de 11,30%, 19,13%
e 35,63% e a taxa de conversao do peso da fémea ingurgitada em massa de ovos de

7%, 12,95% e 23,76%, na primeira, segunda e terceira infestacdes, respectivamente.

Tabela 2. Pardmetros biologicos de fémeas de R. sanguineus, linhagem Rafaela,
obtidos apoés infestagdes sucessivas em caes. Resultados expressos em

média + desvio padrao, Jaboticabal-SP, 2012.

Parédmetros 12 Infestacéo 22 Infestacéo 32 Infestacéo
PFI (mg) 151,9 + 59,77 ° 142,8 + 80,02 * 205,1+61,77°
PMO (mg) 30,83+21,54°? 121,6 + 40,96 ° 125,7 +57,78°
Ping (dias) 10,42 +2,39 * 11,60+2,34 % 7,96 £157°
PPP (dias) 6,67 £1,50 2 5+1% 4,77 +1,23°
% ECLO 43,33 +£34,45° 72,70+ 40,68 * 74+32,52?
IECO (%) 28,02+ 20,15 % 51,79 + 11,43% 4752 +22,73°
% REC 48 +£31,94° 40 +25,50 ° 56 +27,02 %

PFI = peso da fémea ingurgitada; PMO = peso da massa de ovos; Ping = periodo de
ingurgitamento; PPP = periodo de pré-postura; % ECLO = taxa de ecloséo de larvas;
% Rec = taxa de recuperacdo; % IECO = taxa de conversdo do peso da fémea
ingurgitada em massa de ovos. Médias em uma linha seguidas pela mesma letra ndo

diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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pelo teste de Tukey (p<0,05).



35

Figura 7. Fémea de Rhipicephalus sanguineus, linhagem Rafaela. Coloracao
escurecida ap6s ser recuperada de cao doméstico e morte antes de iniciar
a oviposicao.

5.1.3. Comparacdo entre 0os grupos experimentais infestados com R.
sanguineus, linhagens Jaboticabal ou Rafaela
Os resultados da comparacdo das médias dos parametros biolégicos obtidos
apos infestagcdes sucessivas entre 0s grupos experimentais infestados com as
linhagens de R. sanguineus, Jaboticabal (G1) ou Rafaela (G2) estéo ilustrados na

Figuras 8 e 9.

Dos parametros avaliados, apenas a taxa de recupera¢do na segunda infestacao
apresentou diferenca significativa na comparacdo das médias. Os demais parametros

apresentaram-se iguais significativamente.
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Figura 8. Comparacdo das meédias dos parametros biologicos das infestacfes
sucessivas entre R. sanguineus, linhagens Jaboticabal (G1) e Rafaela (G2),

alimentados em cées. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente (<0,05).
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Figura 9. Comparacdo das médias dos parametros bioldgicos das infestacfes
sucessivas entre R. sanguineus, linhagens Jaboticabal (G1) e Rafaela (G2),
alimentados em cédes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente (<0,05).
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5.2. Histopatologia do sitio de fixacdo dos carrapatos
5.2.1. Alteracbes Gerais

As seccOes de pele dos caes parasitados pelos R. sanguineus linhagens
Jaboticabal e Rafaela evidenciaram todas as camadas do tegumento do hospedeiro
(epiderme, derme e hipoderme) e a andlise microscopica dessas sec¢cdes demonstrou

gue ocorreram alteracdes em tais camadas.

Essas alteracdes estdo relacionadas com o processo inflamatério que ocorre no
local onde o carrapato se fixa. Durante o processo ocorre infiltracdo de células
inflamatoérias de varios tipos nesse local além da dissociacdo de fibras do conjuntivo
(edema), hemorragia e hiperemia de vasos dérmicos. Em alguns cortes pode-se notar a
presenca de cavidade alimentar local contendo debris celulares e outros componentes
organicos do hospedeiro e do proprio ectoparasito como a saliva, semelhante as vezes

a uma pustula.

Espessamento da epiderme (Figura 10) foi observado em determinados cortes,

em decorréncia de hiperplasia e/ou vacuolizacao intracitoplasmética das células locais.

O infiltrado inflamatério presente no tegumento dos caes era principalmente
composto por neutréfilos e mononucleares, embora tenha sido observada também a

presenca de mastécitos e eosindfilos (Figura 11).

Em alguns cortes notou-se a presenca do cone de cemento (Figura 12), massa
acidofilica em forma de sino, com a base instalada na superficie da epiderme e que tem
como funcédo promover melhor adesdo do carrapato a pele do hospedeiro. No centro

destes cones pdde-se por vezes visualizar pecas bucais do parasito.
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Figura 10. Espessamento da epiderme (seta) de cdo infestado com R. sanguineus.
Hematoxilina-eosina (objetiva 40Xx).

Figura 11. Infiltrado inflamatério em derme de cao reinfestado com R. sanguineus, linhagem
Jaboticabal, 72h pos fixacdo do acaro; E — eosindéfilo, M — mastécito, MN — célula

mononuclear, N — neutréfilo. Hematoxilina-eosina (objetiva 100x).
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Figura 12. Cone de cemento presente na epiderme de céo infestado com R.
sanguineus; C- cone de cemento, Rs — fragmentos do hipostdémio de

carrapato R. sanguineus. Hematoxilina- eosina (objetiva 10x).

5.2.2. Contagens celulares

A reacdo inflamatoéria presente em cada corte histologico foi classificada como

leve, moderada ou severa, conforme ilustrado na Figura 13.

A pele normal, ndo parasitada, dos cdes apresentou pequena quantidade de

células, sendo as poucas presentes do tipo mononuclear e mastocitos.
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Figura 13. Pele de cdo: A — reacdo inflamatéria leve; B — reacao inflamatéria moderada; C —
reacdo inflamatéria severa. Hematoxilina-eosina (objetiva 10x).
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5.2.2.1. Contagens celulares global e diferencial do grupo
experimental infestado com R. sanguineus, linhagem Jaboticabal

Durante a primeira infestacdo, o grupo infestado com R. sanguineus, linhagem
Jaboticabal (G1), apresentou leve reacdo inflamatéria na 24% e 48% horas pés-liberacao.
Ja na 72% hora, a reacdo inflamatdria passou a ser severa, e na 144® hora se mostrou

moderada.

Na terceira infestacdo, apresentou moderada reacdo inflamatéria na 24° e 48°

horas pos-liberacédo sendo que na 72%hora ela se elevou, e na 144% hora passou a leve.

Em todos os tempos analisados, exceto 24 horas poés-liberacdo cujo predominio
celular era mononuclear, o infiltrado inflamatério era predominantemente neutrofilico,
seguido por células mononucleares e mastocitos (Figura 14). Observou-se a presenca

de eosindfilos durante a terceira infestacgao.

As médias das contagens celular global entre a primeira e terceira infestacdes
com R. sanguineus linhagem Jaboticabal ndo apresentou variagdo significativa
(p<0,05), sugerindo que os cdes ndo adquirem resisténcia a respectiva linhagem de

carrapatos (Tabela 3 e Figura 15).

Figura 14. Contagens global e diferencial das células da area de fixacdo do carrapato R.
sanguineus, linhagem Jaboticabal, 24h, 48h, 72h e 144h poés liberacdo dos
carrapatos, durante a primeira e terceira infestacdes.
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Tabela 3. Contagens global e diferencial das células de cées no ponto de fixacdo do R.
sanguineus, linhagem Jaboticabal em diferentes tempos pds-liberacéo.
Resultados expressos em média + desvio padréo, Jaboticabal-SP, 2012.
Grupo 1 Neutrofilos Mononucleares Mastécitos Eosinofilos Total de
células/mm?
Pele normal 0+0 37,33+ 18,47 5,33+9,24 0£0 42,67 +9,24
1%infestacéo
24h 16+0 53,33+ 78,93 16 £ 16 0+0 85,33 +£78,93
48h 69,33 + 18,47 37,33+£33,31 21,33+9,24 00 128 £+ 55,42
72h 298,67 +178,41 101,33 £9,24 16 + 16 00 416 +194,65
144h 234,67 +80,53 128 +16 42,67 + 9,24 00 405,33 +82,10
3% infestacéo
24h 85,33 + 66,61 272 £152,63 32+16 00 389,33 £224,76
48h 240 + 80 213,33 £129,33 16 £ 16 00 469,33 £113,51
72h 298,67 + 176,24 272 +32 16 +16 181,33 161,06 768 + 16
144h 74,67 + 46,19 64 +32 16 +£16 00 154,67 + 80,53
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Figura 15. Contagem global das células da area de fixacdo do carrapato R.
sanguineus, linhagem Jaboticabal, em cdes durante a primeira e
terceira infestacdes. Resultados expressos em média. Médias seguidas

pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05).

5.2.2.2. Contagens celulares global e diferencial do grupo

experimental infestado com R. sanguineus, linhagem Rafaela

Em acordo com o G1, durante a primeira infestagdo o grupo infestado com R.

sanguineus, linhagem Rafaela, apresentou leve reacdo inflamatéria na 242 hora pos-

liberacdo. Na 48% hora, diferente ao que foi apresentado pelo G1, ocorreu severa

reacao, e nos tempos seguintes, houve leve reacao inflamatoria.

Durante a terceira infestacdo houve leve reacdo inflamatéria na 242 hora pos-

liberacdo, seguido por severa reacdo na 48% e 72% horas. Na 144% hora a reacdo

inflamatdria se apresentou leve.
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Em todos os tempos analisados, exceto 24 horas pos-liberacdo, cujo predominio
era de células mononucleares, o infiltrado inflamatdrio era composto principalmente por
neutrdfilos, seguido por células mononucleares e mastécitos (Figura 16). Observou-se

a presenca de eosindfilos durante a terceira infestagao.

A contagem celular global e diferencial entre a primeira e terceira infestagdes
com R. sanguineus linhagem e Rafaela ndo apresentou diferenca significativa,
sugerindo que os cdes nao adquirem resisténcia a respectiva linhagem de carrapatos
(Tabela 4 e Figura 17).

Figura 16. Contagens global e diferencial das células da érea de fixagdo do carrapato
R. sanguineus, linhagem Rafaela, 24hr, 48h, 72h e 144h pés liberacdo dos

carrapatos, durante a primeira e terceira infestacdes.
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Tabela 4. Contagens global e diferencial das células de cées no ponto de fixacdo do R.

sanguineus,

linhagem Rafaela em diferentes

tempos pos-liberacao.

Resultados expressos em média *+ desvio padrdo, Jaboticabal-SP, 2012.

Grupo 2 Neutroéfilos Mononucleares Mastécitos Eosinofilos Total de
células/mm?
Pele normal 5,33+£9,24 32+27,71 10,67 £9,24 00 50 +41,39
1*infestacéo
24h 16 + 27,71 74,67 + 64,67 64 +42,33 0+0 154,67 + 133,23
48h 378,67 £24,44 357,33 £ 148,67 80 +£48 00 816 £ 127
72h 37,33+£9,24 26,67 £9,24 16 £ 16 0+0 80 +£16
144h 37,33+£9,24 160 10,67 £9,24 0+0 64 + 16
3% infestacéo
24h 69,34 + 120,09 282,67 +392,68 10,67 £9,24 00 362,67 £503,51
48h 474,67 £129,33 442,67 £11351 26,27 £ 24,44 64 +£110,85 1008 + 138,56
72h 442,67 £217,23 368 + 173,07 42,67+ 24,44 0+0 853,33 £ 370,89
144h 405,33 +£328,81 368 £ 305,26 26,67 +£33,31 74,67+129,33 874,67 £553,41
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Figura 17. Contagem global das células da area de fixacdo do carrapato R.
sanguineus, linhagem Rafaela, em cées durante a primeira e terceira
infestacOes.Resultados expressos em meédia. Médias seguidas pela

mesma letra n&o diferem estatisticamente (p<0,05).

5.2.2.3. Comparacdo entre a contagem celular global dosgrupos
experimentais infestados com R. sanguineus, linhagens Jaboticabal e

Rafaela

A andlise comparativa entre a contagem celular global das infestacbes com R.
sanguineus linhagens Jaboticabal e Rafaela na primeira e terceira infestacdes nao

apresentou diferenca significativa (Figura. 18).
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Figura 18. Comparacdo entre a contagem celular global da primeira e terceira
infestacbes dos cdaes infestados com R. sanguineus, linhagem
Jaboticabal (G1), e Rafaela (G2) em diferentes tempos poés-liberacao.
Resultados expressos em média. Médias seguidas pela mesma letra

nao diferem estatisticamente (p<0,05).
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5.3. Ensaio Imunoenzimatico Indireto - Teste ELISA

O teste ELISA demonstrou que o grupo de animais infestado com a
linhagem Jaboticabal (G1) apresentou maior densidade 6tica principalmente poés -
segunda e terceira infestacbes em relacdo a pré-infestacdo, porém nao houve
diferencas estatisticamente significantes (Figura 19). J& o grupo de animais
infestado com a linhagem Rafaela (G2) apresentou variagdo significativa entre a
média das densidades oticas pos-segunda infestacdo em relacdo a média da
pré-infestacdo (Figura 20). As médias da titulagcdo de anticorpos de ambas as
linhagens de cées repetidamente infestados estdo apresentadas na Tabela 5.
Em andlise individual, enquanto no grupo G1 um animal apresentou anticorpos
contra antigeno de carrapatos apos a primeira infestacdo (Figura 21), no grupo

G2 em dois animais foi possivel detectar anticorpos anti-carrapato (Figura 22).

Na analise de reacdo cruzada entre os antigenos demonstrou-se que 0s
soros dos animais infestados com R. sanguineus linhagem Jaboticabal
apresentaram anticorpos contra antigeno de R. sanguineus linhagem Rafaela, e

vice-versa (Tabela 6 e Figuras 23 e 24).

Tabela 5. Titulo de anticorpos anti-Rhipicephalus sanguineus, linhagens Jaboticabal

(G1) e Rafaela (G2), de caes domésticos repetidamente infestados. Os
resultados estdo expressos em média *+ desvio padréo das densidades oticas
obtidas, Jaboticabal —SP, 2012.

Controle P6s 1%infestacdo Poés 2%infestacédo P6s 3%infestacao
Gl 0,240 + 0,058 0,361 + 0,132 0,811 + 0,450 0,736 £ 0,381
G2 0,243 + 0,020 0,294 + 0,028 0,484 + 0,175 0,395 + 0,073
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Comparacdo das médias dos titulos de anticorpos anti-Rhipicephalus
sanguineus adultos, linhagem Jaboticabal, em cdes domésticos
repetidamente infestados. P.C.= Ponto de corte. Médias nédo diferem

estatisticamente com a pré-infestagéo (p<0,05).

G2
0.8001

0.6004
0.4004

P.C.=0.283
0.2004

Densidade otica (405nm)

0.000
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sanguineus adultos, linhagem Rafaela, em cdes domésticos repetidamente
infestados P.C.= Ponto de corte. Média com * difere estatisticamente da pré-

infestacdo (p<0,05).
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Figura 21. Titulo de anticorpos individual anti-Rhipicephalus sanguineus adultos,

linhagem Jaboticabal, de cdes domésticos repetidamente infestados. P.C.=

Ponto de corte, *: Soro inviabilizado.
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Figura 22. Titulo de anticorpos individual anti-Rhipicephalus sanguineus adultos,

linhagem Rafaela, de cdes domésticos repetidamente infestados.

Ponto de corte, *: Soro inviabilizado.

pP.C.=



Tabela 6.
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Titulo de anticorpos anti-Rhipicephalus sanguineus de cdes domésticos
repetidamente infestados com R. sanguineus linhagem Jaboticabal (G1)
contra antigeno de R. sanguineus linhagem Rafaela (G2), e dos soros dos
cdes domésticos repetidamente infestados com R. sanguineus linhagem
Rafaela (G2) contra antigeno de R. sanguineus linhagem Jaboticabal.
Resultados expressos em meédia + desvio padrdo das densidades oOticas
obtidas. Ag= Antigeno. Jaboticabal —-SP, 2012.

P6s 1%infestacdo P6s 2%infestacdo P6s 3%infestacao

G1l-Ag G2

G2-Ag G1

0,468 = 0,209 0,863 + 0,467 0,880 = 0,288

0,248 =+ 0,020 0,450 £ 0,234 0,384 £ 0,101
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Figura 23. Titulo de anticorpos anti-Rhipicephalus sanguineus adultos de caes domésticos
repetidamente infestados com R. sanguineus linhagem Jaboticabal, contra
antigeno de R. sanguineus adultos, linhagem Rafaela. Resultados expressos
em média. P.C.= Ponto de corte. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem estatisticamente (p<0,05).
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Figura 24. Titulo de anticorpos anti-Rhipicephalus sanguineus adultos de caes domésticos
repetidamente infestados com R. sanguineus, linhagem Rafaela, contra
antigeno de R. sanguineus adultos, linhagem Jaboticabal. Resultados
expressos em média. P.C.= Ponto de corte. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho estudou de forma comparativa a aquisicdo de resisténcia
pelo cdo domeéstico a duas linhagens do carrapato R. sanguineus, uma originaria de
Jaboticabal, Brasil, e a outra de Rafaela, Argentina. Estas duas linhagens foram
utilizadas dando continuidade a uma linha de pesquisa comparativa, que mostrou a
existéncia de diferencas biolégicas, morfolégicas e de DNA mitocondrial entre elas,
sugerindo a necessidade de reavaliacdo da situacdo biossistemética de carrapatos R.
sanguineus da América do Sul (OLIVEIRA et al., 2005; SZABO et al., 2005).

Trabalhos anteriores do laboratério demonstraram que cdes domésticos, ao
contrario de cobaias e hamsters, ndo adquirem resisténcia ao R. sanguineus ap0s
sucessivas infestacdes (SZABO et al., 1995a), ou apds imunizacdo com extrato de
carrapatos adultos ndo alimentados (BECHARA et al., 1994). Ademais, Ferreira &
Bechara (1995) observaram que o cachorro-do-mato, hospedeiro filogeneticamente

préximo ao cao domestico, também ndo adquire resisténcia ao ectoparasito.

A resisténcia adquirida pelo hospedeiro é expressa pela rejeicdo ao carrapato
através de interferéncia na sua alimentacdo com reducdo no peso das fémeas
ingurgitadas e da massa de ovos, prolongamento no tempo de ingurgitamento,
diminuicdo da viabilidade dos ovos e, em alguns casos, até morte do parasito
(WAGLAND, 1975). Porém, segundo Heller-Haupt et al. (1981), o parametro mais
seguro para se avaliar a aquisicdo ou nao de resisténcia por um hospedeiro é o peso da
carrapata ingurgitada. De fato, Brown & Askenase (1981) observaram que em cobaias
previamente infestadas, carrapatas ingurgitadas das espécies Amblyomma americanum
e R. sanguineus atingiam pesos inferiores aos atingidos pelos alimentados em cobaias
“naive”. Este fato também foi observado por Szab6 (1991) e Szabd et al. (1995a), que
constataram que em cobaias e hamsters, mas ndo em cdaes, carrapatas ingurgitadas

apresentavam variagao significativa da média de seus pesos, entre as infestagdes.
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No presente trabalho, a analise comparativa dos parametros biolégicos dos
carrapatos nas diferentes infestacdes demonstrou que, apesar de haver variacao
significativa entre os pesos médios da fémea ingurgitada e massa de ovos e do periodo
de ingurgitamento em ambas as linhagens, e do periodo de pré-postura no grupo
infestado com a linhagem argentina, as variacbes favoreceram o0s carrapatos,
demonstrando que os cdes nao parecem adquirir resisténcia as linhagens estudadas.
Resultados diferentes foram obtidos em estudo conduzido por Ferreira (1994) e Ferreira
& Bechara (1995), que observaram a n&o ocorréncia de variacdo significativa entre as
médias correspondentes ao periodo de ingurgitamento e de pré-postura de R.
sanguineus linhagem brasileira em cdes domésticos. No presente estudo, as variacbes
significativas obtidas no grupo infestado com a linhagem brasileira podem ter sido
decorrentes da utilizagcdo de diferentes lotes de carrapatos, com variacdo na idade e
tamanho dos acaros. Ressalte-se que na segunda infestacdo foram utilizados
exemplares mais velhos e menores, enquanto na terceira foram utilizados exemplares
mais novos e visivelmente maiores. Deve-se destacar ainda que, em ambas as
linhagens, os periodos de ingurgitamento e de pré-postura foram determinados com

base em observac¢des diarias, sendo inviaveis niveis de distingdo menores que um dia.

Os exemplares de R. sanguineus, linhagem Rafaela, foram inicialmente liberados
em camaras-de-alimentacao fixadas em coelhos “naive” para ampliacéo da col6nia. No
entanto, observou-se que o0s adultos de tal linhagem ndo se alimentavam
adequadamente no hospedeiro escolhido. Por isso, um cdo SRD, macho, com 10
meses de idade, foi utilizado como hospedeiro, e assim, a col6nia pode ser ampliada.
Por outro lado, os demais instares do parasito se alimentaram normalmente em coelhos

“naive”.

Deve-se ressaltar que, no decorrer do estudo, em média 70% do total de fémeas
ingurgitadas da linhagem argentina adquiriu coloragdo escura apos alguns dias de
destacadas do hospedeiro, e morreram antes de iniciarem ou completarem a
oviposicdo. Este fato possivelmente explica o ocorrido entre a primeira e segunda

infestagdes, em que a média do peso das fémeas ingurgitadas foi superior na primeira
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infestacdo, porém a média do peso da massa de ovos foi inferior em relacdo a segunda
infestacdo; teoricamente o0 peso da carrapata ingurgitada possui relacdo direta com o
peso da massa de ovos que ela ovipde (CONNAT et al., 1986). Ou seja, na primeira
infestacdo, a maioria das carrapatas morreu antes de ovipor, ou assim que iniciou a
oviposicdo, diminuindo significativamente a média do peso dos ovos e obtendo-se
resultado inferior ao que foi observado na segunda infestacéo, que apesar de também
ter apresentado alta mortalidade das carrapatas, estas conseguiram ovipor mais ou por
um periodo de tempo maior antes de morrerem. Ademais, houve elevada mortalidade
das larvas eclodidas de ovos dessas carrapatas, isto €, as larvas eclodiam
normalmente, porém passados alguns dias, morriam. Tais fatos sugeriram, a principio,
aquisicdo de resisténcia pelos cédes. No entanto, depois de feitas as analises
estatisticas dos parametros bioldgicos e descartada a ocorréncia de desenvolvimento
de resisténcia, pode-se sugerir que as condi¢cdes de temperatura e umidade utilizadas
ndo foram ideais para manutencdo dessa linhagem de carrapato. De fato, Szabé et al.
(2005) também observaram baixa taxa de recuperacdo das carrapatas de linhagem
argentina, o que os levaram a testar a hipotese de manutencéo dos acaros, dois meses
antes do inicio das infestacfes, a temperatura constante de 20°C, umidade relativa de
80% + 5% e fotoperiodo de 14 hr de luz:10 hr de escuro, obtendo assim melhores taxas

de recuperacéo das carrapatas nas infestagdes.

O método utilizado para estimar a taxa de eclodibilidade das larvas, em ambas
as linhagens, foi a observacao visual e registro da porcentagem de larvas eclodidas, por
trés individuos separadamente, sendo o resultado final a média obtida dos trés
registros. Apesar de aparentemente subjetivo, os valores registrados por cada
observador para eclodibilidade larval foram proximos uns dos outros. Poucos trabalhos
da literatura utilizam a taxa de eclodibilidade como parametro de avaliacdo do
desempenho do carrapato sobre o hospedeiro (FERREIRA, 1994), no entanto, algumas
citacOes relativas as relacdes parasita-hospedeiro resistente demonstram reducéo na
porcentagem de larvas eclodidas (BOWESSIDJAOU et al, 1977). De fato, Szabd

(1991) e Szabo et al. (1995a) constataram reducdo significativa da taxa de
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eclodibilidade das larvas provindas de R. sanguineus alimentadas em cobaias
previamente infestadas, quando comparadas as carrapatas alimentadas em cobaias

“naive”.

A andlise histopatologica do local de fixacdo dos carrapatos nos caes foi
realizada, por meio de microscopia de luz, para avaliagdo dos aspectos gerais da lesado
e contagem global e diferencial das células inflamatérias infiltrantes, e assim fornecer
indicios dos mecanismos de reacdo envolvidos na aquisicdo ou ndo de imunidade ao
acaro. As alteragdes gerais observadas representaram aspectos inespecificos
presentes em uma reacdo inflamatéria, tais como espessamento da epiderme
(hiperplasia), infiltracdo celular inflamatoria, edema de derme e neovascularizagéo,
dentre outros. Estas alteracbes podem ser justificadas, em parte, pela ruptura da
epiderme decorrente da fixacdo do carrapato, assim como pela inoculacdo de enzimas
liticas, como esterases, presentes na saliva do ectoparasito (KEMP et al., 1982). Os
tipos celulares identificados e contados por meio de uma quadricula montada na ocular
foram os polimorfonucleares neutréfilos e eosinofilos, os mastocitos, e os macrofagos,
fibroblastos e linfocitos, estes ultimos englobados em um Unico grupo e computados
apenas como mononucleares devido a dificuldade de identificacdo exata desses tipos
celulares através das técnicas adotadas (SZABO, 1995).

Nas contagens globais de células, na primeira infestacdo, o grupo infestado com
R. sanguineus, linhagem Jaboticabal (G1), apresentou leve reacdo inflamatéria nas
primeiras 48 horas pos-liberacdo dos carrapatos e reacdo moderada nos demais
tempos estudados. Na terceira infestacdo os animais apresentaram moderada reacao
nas primeiras 48 horas, severa na 722 hora e leve na 1442 hora poés-liberacdo. Esta
diminuicdo da reacdo inflamatdria no dltimo tempo avaliado pode estar relacionada a
resolucdo do processo. Outro fator que pode estar relacionado ao resultado
apresentado é que a contagem celular foi realizada apenas na derme superficial, logo
abaixo do ponto de fixacdo do carrapato, onde a presenca de infiltrado celular € mais
elevada devido a maior concentracdo de saliva do ectoparasito e de mediadores

guimicos da inflamacédo presentes no local. Com o tempo, a infiltragcdo celular se
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estendeu para a derme profunda, regido ndo considerada nas contagens celulares do
presente trabalho. Um terceiro possivel fator que pode ter influenciado no resultado
obtido é o fato que os carrapatos tentam se fixar varias vezes, em diferentes locais, até
se fixarem definitivamente e ingurgitarem. Logo, mesmo o0s carrapatos estando
aparentemente afixados pelo mesmo periodo de tempo, o periodo de repasto

sanguineo ndo € exato, podendo interferir na quantidade de células infiltrantes
presentes na amostra coletada (SZABO, 1995; SZABO & BECHARA, 1999).

Os cées infestados com R. sanguineus, linhagem Rafaela (G2), apresentaram,
na primeira infestacéo, reacao inflamatoria leve nas primeiras 24 horas poés-liberagao
dos carrapatos, severa na 482 hora e leve nos demais tempos estudados,
possivelmente pelas mesmas razdes apresentadas para o G1. Na terceira infestacao,
por sua vez, os hospedeiros apresentaram moderada reagao inflamatéria nas primeiras

24 horas e mais severa nos demais tempos estudados.

Em ambas as linhagens, durante a terceira infestagcdo houve infiltracdo celular
mais acentuada nos diferentes tempos, em comparacdo com a primeira infestacao,
possivelmente devido a uma resposta de memoéria que modulou a reacdo inflamatoria
(SZABO & BECHARA, 1999).

Nas contagens diferenciais na primeira infestacdo, em ambas as linhagens, as
poucas células presentes nas primeiras 24 horas poés-liberacdo eram, em sua maioria,
provavelmente células mononucleares proprias (residentes) do tecido celular
subcutaneo, portanto ainda ndo migradas em resposta ao estimulo inflamatério. Em
outras palavras, possivelmente o nimero reduzido de células inflamatérias se deva a
uma migracéo celular ainda pouco significativa para o local da lesdo nesse tempo. No
entanto, a partir da 48% hora pos-liberacéo dos carrapatos foi observado um predominio
de neutrdfilos. Estes fatos também foram observados por Szabd (1995) e Szabo &
Bechara (1999), que constataram predominancia surpreendente de neutrofilos no tecido
lesionado até 96 horas pos-fixacdo do ectoparasito, independentemente da infestacéo,

se primeira ou terceira. A migracdo crescente de neutrofilos para o local lesionado
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observada no presente estudo e no conduzido por aqueles autores pode ser
considerada atipica, porquanto se espera em uma reacdo inflamatéria comum,
inespecifica, uma migracao inicial e marcante de neutrdfilos, com posterior predominio
de células mononucleares (McKAY & SEDGWICK, 1985).

Na terceira infestacdo, observou-se presenca inicial marcante de neutréfilos em
ambas as linhagens, j4 nas primeiras 24 horas pos-liberacdo, apesar de inferior a
guantidade de mononucleares, com migracdo crescente dos neutréfilos nos demais
tempos avaliados; fato semelhante foi observado em estudo conduzido por Szab6 &
Bechara (1999). Neutrofilos tém a capacidade de liberar enzimas liticas que produzem
espécies reativas de oxigénio que séao lesivas para os tecidos (WEISS, 1989). Assim,
Szabd & Bechara (1999) sugeriram que, em cédes, os neutrofilos que migram para o
sitio de fixacdo dos carrapatos estdo inativos ou sem exercer seu potencial lesivo, o
gue possivelmente explica o que foi observado neste estudo, em que o0 céao
desenvolveu apenas lesdo branda no local acometido, caracterizada por edema

moderado.

Deve-ser ressaltar que, preocupada em atender as recomendagdes da CEUA
local, a quantidade de amostras coletadas foi pequena, sendo realizada apenas uma
bidpsia por grupo, por tempo avaliado, o que possivelmente justifica o elevado desvio
padrdo observado nas contagens global e diferencial das células infiltrantes. Assim
como as variagfes nos tipos celulares presentes nos diferentes cortes histologicos, pois
cada tempo avaliado representou um animal diferente (sendo a mesma sequéncia de
animais utilizada na primeira e terceira infestacfes). A variacdo individual de cada
animal também pode ter influenciado os diferentes graus de reacdo inflamatoria
observados nos diferentes tempos avaliados, na primeira e terceira infestacbes, em

ambos 0s grupos.

Para realizacao do teste Elisa, inicialmente, os extratos de R. sanguineus adultos
ndo alimentados (ECANA), linhagens brasileira e argentina, foram preparados, em

separado, seguindo protocolo de trituracdo dos carrapatos inteiros. No entanto, por
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meio da técnica do BCA, constatou-se uma baixa concentracdo protéica em ambas as
amostras. Assim, novo protocolo foi testado, desintegrando-se apenas 0s 0Orgaos
internos do &caro, descartando-se assim a cuticula quitinosa. Nova determinacéo foi
realizada, encontrando-se também baixas concentracdes protéicas em ambas as
linhagens, porém maiores em relagcdo ao primeiro protocolo testado. Assim, e apesar
disso, escolheu-se este protocolo para ser utilizado neste trabalho. Destaque-se que
em media, dez casais de cada linhagem foram utilizados por ser inviavel a utilizacdo de
mais exemplares devido a pouca disponibilidade de cada colénia ao final das
infestacBes. Talvez isso explique em parte o porqué dos baixos teores protéicos nas

amostras preparadas.

Concentracdes 6timas dos antigenos e diluicdes dos soros foram estabelecidas
testando-se os antigenos as concentracbes de 5 pg/ml e 10 pg/ml e os soros nas
diluicbes 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400. Para realizacdo do bloqueio dos antigenos e
diluicdo dos soros dos cdes foram testados leite em p6 desnatado a 5% e soro de
coelho normal a 5%. A microplaca de fundo plano com IgG anti-cdo conjugada a
fosfatase alcalina foi lida ap6s 30, 40 e 50 minutos de incubac&do para avaliacdo do
tempo ideal para se realizar a leitura da placa apos adi¢cdo do substrato. Apds andlise
dos resultados obtidos, o teste ELISA foi padronizado ajustando-se o antigeno para a
concentracdo de 10 pg/ml em ambas as linhagens de carrapatos, diluindo os soros a
1:50 em ambas as linhagens, utilizando-se o soro de coelho normal a 5% no bloqueio
dos antigenos e diluicdo dos soros dos cédes e incubando-se a placa com IgG anti-céo

conjugada a fosfatase alcalina por 30 minutos.

Os soros pré-infestacdo dos cées foram utilizados como controle negativo e o
ponto de corte para determinacdo de sorologia positiva contra R. sanguineus foi
determinado através da média das densidades ¢Gticas dos soros pré-infestacdo +
acrescido de 2 vezes o valor do desvio padrdo. Apds a segunda e terceira infestacfes
todos os animais, de ambas as linhagens, desenvolveram anticorpos contra R.
sanguineus adultos, sendo que no grupo infestado com linhagem Rafaela, houve

diferenca significativa entre a média obtida pos-segunda infestacdo, em relacdo a
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obtida na pré-infestacdo. Ainda assim, as médias da titulacdo de anticorpos pos
infestacdes repetidas no G2 foram baixas, abaixo de 0,500 nm. Ressalte-se que em
estudos conduzidos por Szabd et al. (2003), e Jittapalapong et al. (2000) também
observou-se baixos valores de densidade oOtica contra antigeno de saliva e saliva e
intestino, respectivamente, de R. sanguineus, avaliados pelo teste ELISA, sugerindo
gue, ao menos em infestagdes naturais, cdes domésticos respondem com baixos titulos
de anticorpos séricos anti-carrapato. A baixa resposta por anticorpos pode estar
relacionada com a imunossupressao humoral causada por componentes da saliva do
carrapato, conforme descrito por Inokuma et al. (1993), em bovinos infestados com B.
microplus, e que pode, portanto, representar um mecanismo de evaséo do ectoparasito
(SZABO et al, 2003). No entanto, dois Dachshunds do G1, os Gnicos representantes de
pélo longo, descendentes de pais importados do Japao, apresentaram maiores titulos
de anticorpos anti-R. sanguineus ap6s a segunda e terceira infestacdes.
Semelhantemente, Szabd et al. (2003) também relataram, no estudo mencionado
acima, que um animal apresentou elevada densidade 6tica no teste ELISA. Finalmente,
sugeriram a dissociacao entre os niveis de anticorpos IgG e capacidade de desenvolver
resisténcia a carrapatos. De fato, observagdes anteriores envolvendo ovelhas
infestadas com Amblyomma americanum demonstraram relacdo inversa entre a
expressao da resisténcia do hospedeiro e formacédo de anticorpos (BARRIGA et al.,
1991), fato observado no presente estudo em que a producdo de anticorpos nao
conferiu resisténcia aos cdes domesticos. J&4 Perez-Perez et al. (2010) observaram
aumento significativo na titulacdo de anticorpos em cées duplamente imunizados com
Bm86 e desafiados com 3 instares de R. sanguineus, demonstrando resposta

imunoldgica especifica eficiente.

A andlise das reacdes cruzadas dos soros dos animais do G1 com antigeno do
R. sanguineus, linhagem Rafaela, e vice-versa demonstrou producdo de anticorpos em
ambas as reagdes. Os mesmos animais que no G1 apresentaram altas titulagdes de

anticorpos anti-R. sanguineus, linhagem Jaboticabal, apdés a segunda e terceira
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infestagdes apresentaram resultados semelhantes quando testados com o antigeno do

carrapato da linhagem Rafaela.

Assim, apesar das diferencas morfoldgicas, biologicas e genéticas anteriormente
descritas entre as linhagens argentina e brasileira de R. sanguineus, elas parecem se

comportar de maneira semelhante frente a infestagdes sucessivas em cdes domésticos.
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Conclusodes

Os resultados apresentados e discutidos no presente trabalho permitem sugerir que:

1.

O cao doméstico ndo desenvolve imunidade ao carrapato R. sanguineus,
linhagens Jaboticabal e Rafaela, fato demonstrado pelo melhor desempenho

alimentar e reprodutivo das teledginas apos infestagcdes sucessivas;

O exame histopatolégico das biopsias de pele de cédo no sitio de fixagcdo dos
carrapatos de ambas linhagens revelou alteragcfes gerais tipicas e inespecificas
de uma reacdo inflamatoria, variavel com o tempo de fixacdo do ectoparasito,
sendo o infitrado celular inflamatério composto por  neutrdfilos,

predominantemente;

O teste ELISA revelou baixa producédo de anticorpos séricos pelo cdo doméstico
contra R. sanguineus linhagem Rafaela, em infestacdes sucessivas, e maior
producdo pos-segunda e terceira infestagcdes pelos cées infestados com R.

sanguineus linhagem Jaboticabal, porém sem conferir resisténcia.

O teste ELISA demonstrou ocorréncia de reacdo cruzada entre os soros dos
animais infestados com R. sanguineus, linhagem Jaboticabal, com antigeno de

R. sanguineus, linhagem Rafaela, e vice-versa, porém sem conferir resisténcia.

Portanto, apesar das diferencas morfologicas, biolégicas e genéticas

anteriormente descritas entre as linhagens argentina e brasileira de R.
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sanguineus, elas parecem se comportar de maneira semelhante frente a

infestagdes sucessivas em cdes domésticos.
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Tabela 1. Dados coletados referentes aos parametros bioldgicos do Rhipicephalus
sanguineus, linhagem Jaboticabal, durante a primeira, segunda e terceira

infestacBes, Jaboticabal — SP, 2012.

Fémea PFI  PMO Ping PPP % % %
Infestacdo Animal ingurgitada (mg) (mg) (dias) (dias) Eclo IECO Rec
1% inf 1b 1 217 6 6 6 0 2,76 20
2 224 139 7 6 32,5 62,05
2b 1 185 119 7 6 99 64,32 70
2 238 147 7 6 98,5 61,76
3 161 106 7 6 98,5 65,84
4 140 93 7 5 97,5 66,43
5 203 135 8 5 98,5 66,50
6 116 73 8 7 96,5 62,93
7 55 - 12 - - -
3b 1 167 106 9 4 95 63,47 40
2 216 121 9 7 70 56,02
3 191 136 10 4 50 71,20
4 130 77 10 4 98 59,23
4b 1 206 134 7 7 99,5 65,05 100
2 183 113 7 6 30 61,75
3 265 182 7 5 97 68,68
4 232 154 8 5 95 66,38
5 255 34 8 14 4 13,33
6 46 9 8 8 40 19,56
7 130 - 10 - - -
8 225 137 9 5 50 60,89
9 227 141 10 4 30 62,11
10 63 - 13 - - -
5b 1 37 3 14 7 0 8,11 60
2 80 38 14 6 98 47,5
3 99 46 17 6 98 46,46
4 55 22 17 6 60 40
5 81 27 17 6 55 33,33
6 84 42 19 4 99 50
2% inf 1b 1 100 52 14 5 75 52 70



2 97 48 14 5 97 49,48
3 113 54 14 5 96 47,79
4 97 42 14 5 90 43,30
5 106 49 14 6 92 46,23
6 103 55 14 5 99 53,40
7 77 38 16 4 45 49,35

2b 1 85 41 14 5 97 48,23 70
2 96 48 14 5 30 50
3 110 59 14 5 55 53,64
4 92 46 14 5 90 50
5 69 30 14 6 80 43,48
6 118 64 16 5 50 54,24
7 81 - 17 - - -

3b 1 126 34 14 9 10 26,98 70
2 138 23 15 5 45 16,67
3 142 78 16 5 85 54,93
4 83 36 16 4 90 43,37
5 79 37 17 6 10 46,83
6 80 31 18 5 80 38,75
7 34 - 18 - - -

4b 1 117 - 13 - - - 70
2 130 - 13 - - -
3 105 27 13 11 10 25,71
4 110 - 13 - -
5 87 - 13 - - -
6 138 70 17 5 30 50,72
7 148 74 17 7 5 50

5b 1 242 129 7 6 100 53,30 80
2 150 - 7 - - -
3 369 - 7 - - -
4 242 138 7 6 99 57,02
5 334 - 7 - - -
6 224 117 7 6 100 52,23
7 377 - 7 - - -
8 147 - 12 - - -

3%inf 1b 1 306 160 6 6 98,5 52,29 70

2 282 168 6 6 3,5 59,57
3 214 117 6 6 55 54,67
4 135 61 6 7 88 45,18
5 275 155 6 6 45 56,36
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6 294 161 6 6 90,5 54,76
7 287 122 7 5 60 42,51
2b 1 188 - 6 - - - 60
2 361 208 6 5 85 57,62
3 292 - 6 - - -
4 351 108 6 7 60,5 30,77
5 319 - 7 - - -
6 341 200 8 5 100 58,65
3b 1 320 104 6 7 80 32,5 80
2 304 177 6 6 85 58,22
3 262 143 6 6 93,5 54,58
4 217 116 6 6 95 53,46
5 342 184 6 6 0 53,80
6 310 167 6 6 0 53,87
7 349 146 6 6 98 41,83
8 247 137 7 5 99 55,46
9 225 123 7 5 45 54,67
4b 1 417 100 7 6 90 23,98 100
2 348 71 7 7 0 20,40
3 352 - 7 - - -
4 334 - 7 - - -
5 366 109 7 6 88 29,78
6 385 - 8 - - -
7 315 26 8 7 50 8,25
8 276 53 8 5 50 19,20
9 233 136 8 4 99 58,37
10 318 11 9 4 - 3,46
5b 1 206 - 8 - - - 50
2 396 119 8 7 0 30,05
3 399 - 8 - - -
4 139 28 10 6 0 20,14
5 161 - 10 -

PFI = peso da fémea ingurgitada; PMO = peso da massa de ovos; Ping = periodo de
ingurgitamento; PPP = periodo de pré-postura; % ECLO = taxa de eclosao de larvas; %
Rec = taxa de recuperacao; % IECO = taxa de conversao do peso da fémea ingurgitada

em massa de ovos.



83

Tabela 2. Dados coletados referentes aos parametros biolégicos do Rhipcephalus
sanguineus, linhagem Rafaela, durante a primeira, segunda e terceira

infestagOes, Jaboticabal — SP, 2012.

Fémea PFI PMO Ping PPP % % %
Infestacdo Animal ingurgitada (mg) (mg) (dias) (dias) Eclo IECO Rec
1% inf la 1 164 - 9 - - - 10
2a 1 51 - 8 - - - 40
2 102 - 8 - - -
3 241 - 8 - - -
4 205 - 9 - - -
3a 1 106 - 7 - - - 90
2 152 - 8 - - -
3 106 43 9 5 0 40,57
4 227 17 9 5 50 7,49
5 197 - 12 - - -
6 159 - 12 - - -
7 201 - 12 - - -
8 224 3 14 9 40 1,34
9 179 - 14 - - -
4a 1 230 - 8 - - - 70
2 176 - 8 - - -
3 62 - 8 - - -
4 116 - 11 - - -
5 140 - 11 - - -
6 236 - 12 - - -
7 77 - 12 - - -
5a 1 120 64 13 7 70 53,33 30
2 95 36 14 7 10 37,89
3 80 22 14 7 90 27,5
2%inf la 1 79 - 12 - - - 20
2 58 - 13 - - -
2a 1 83 - 13 - - - 50
2 87 - 13 - - -
3 111 - 13 - - -
4 115 - 14 - - -
5 54 - 14 - - -
3a 1 110 - 12 - - - 30
2 87 - 13 - - -




3 31 - 14 - - -

4a 1 116 - 12 - - - 20
2 76 - 13 - - -

5a 1 294 167 7 4 90 56,80 80
2 202 65 8 6 88,5 32,18
3 257 155 8 5 0 60,31
4 179 104 8 4 93 58,10
5 244 - 8 - - -
6 249 - 12 - - -
7 196 - 12 - - -
8 227 117 13 6 92 51,54

3% inf la 1 238 - 7 - - - 80

2 214 - 7 - - -
3 179 - 7 - - -
4 133 - 7 - - -
5 267 - 7 - - -
6 154 - 7 - - -
7 159 - 7 - - -
8 181 - 8 - - -

2a 1 246 149 7 5 93 60,57 40
2 191 93 7 5 99 48,69
3 257 157 9 4 98 61,09
4 226 - 12

3a 1 92 - 7 - 30
2 276 12 7 6 45 4,35
3 203 - 7 -

4a 1 255 156 7 5 97 61,18 90
2 169 - 7 - - -
3 248 146 7 6 92,5 58,87
4 234 140 7 4 93 59,83
5 271 165 8 4 70 60,88
6 342 214 8 3 50,5 62,57
7 217 - 8 - - -
8 258 159 9 3 100 61,63
9 196 110 9 4 30 56,12

5a 1 145 - 8 - - - 40
2 217 118 8 6 94 54,38
3 99 15 12 7 0 15,15
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4 77 - 12 - - -

PFl = peso da fémea ingurgitada; PMO = peso da massa de ovos; Ping = periodo de
ingurgitamento; PPP = periodo de pré-postura; % ECLO = taxa de ecloséo de larvas; %
Rec = taxa de recuperacao; % IECO = taxa de conversao do peso da fémea ingurgitada
em massa de ovos

Tabela 3: Contagem total das células da area de fixacdo do carrapato R. sanguineus,
linhagem Jaboticabal, em cées durante a primeira e terceira infestagoes,
Jaboticabal — SP, 2012.

Total
Grupo 1 tempo neutréfilos mononucleares mastdcitos eosinofilos céls/mm?®

pele normal 0 0 37 5 0 42
12infestacdo  24h 16 53 16 0 85
48h 69 37 21 0 127

72h 299 101 16 0 416

144h 235 128 43 0 406

3%infestacdo  24h 85 272 32 0 389
48h 240 213 16 0 469

72h 299 272 16 181 768

144h 75 64 16 0 155
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Tabela 4: Contagem total das células da area de fixacdo do carrapato R. sanguineus,
linhagem Rafaela, em cées durante a primeira e terceira infestacdes,
Jaboticabal — SP, 2012.

Total
Grupo 2 tempo neutréfilos mononucleares mastocitos eosinéfilos  céls/mm2

pele normal 0 5 32 11 0 48
1% infestagao 24h 16 75 64 0 155
48h 379 357 80 0 816

72h 37 27 16 0 80

144h 37 16 11 0 64

3% infestagéo 24h 69 283 11 0 363
48h 475 443 27 64 1009

72h 443 368 43 0 854

144h 405 368 27 75 875

Tabela 5: Deteccao individual de anticorpos anti-Rhipicephalus sanguineus, linhagens
Jaboticabal (G1) e Rafaela (G2), de caes domésticos repetidamente

infestados. Resultados expressos em densidade 6tica, Jaboticabal — SP,

2012.
Animal Pré-inf Pés 1% inf Pos 2% inf Pos 3% inf

Gl

1 0,192 0,974 0,771
2 0,305 0,301 0,342 0,376
3 0,223 0,269 0,567 0,545
4 0,512 1,360 1,253
G2

1 0,229 0,275 0,359 0,321
2 0,307 0,685 0,495
3 0,235 0,327 0,410 0,388
4 0,266 0,267 0,376
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Solucdes necessarias para realizacdo do teste ELISA:

1. Solucao PBS-Tween 20 pH 7,4 —0,01M

NazHPO 4 (0,2M) ..o e e e 40,5 ml (28,39g anidro)
NazH2PO4 (0,2M) ... 4,4 ml (27,6009)
NACH (1,4M)..eiieiiieiieiiieiiee ettt eeeneennes 100 ml (81,82g para 1 L)

+ Completar com agua destilada para 1000 ml;
# Colocar 0,5 ml Tween 20;

* Verificar o pH e completar o volume;

2. Tampao Carbonato — Bicarbonato de s6dio pH 9,6

NB2C O 3. ettt et e e 0,3975¢
NAHC O . oo e 0,7325 g
NGNS B L0000, e e e e e e e e e e 0,5 ml
[ DY@ 0 (5] 1] F=To = W0 (RS TN o J RSP T 250 ml

= Acertar o pH com &cido citrico 1N



3. Tampéo Dietanolamina (pH 9,8)

(DIT= =1 alo] F= 10 [T a =TT 20 ml
MgCl, anidro (ou MgClz X 6H20 — 0,040) ... v e 0,02 g
H>0 deionizada oU deStilada........c.veeneeniee e 200 ml

+ Acertar o pH com HCI 5N e colocar 0,2 ml de azida sédica 10%

Formalina Tamponada pH 7,4:

FOrmaldeido 400 .... oo e e e 500 mL
N E T 1 © TR 32,59
NAHIP O e e et 20 ¢

[ YO 0 =15 1] = o = VR 4.500 mL
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