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Avaliacao da resisténcia em caprinos a ninfas do carrapato Amblyomma
cajennense (Fabricius, 1787) e da reatividade cruzada com A. hebraeum (Koch,
1844) (Acari:Ixodidae).

Resumo

No presente estudo avaliou-se o desenvolvimento de resisténcia a ninfas do ixodideo
Amblyomma cajennense, induzida por infestagcdes controladas, e a possivel existéncia
de reatividade cruzada com Amblyomma hebraeum. Para tal, caprinos sem contato
prévio com carrapatos, com seis meses de idade, machos ou fémeas, foram infestados
trés vezes sucessivamente com ninfas de A. cajennense. Ademais, outro grupo de
caprinos foi infestado nas mesmas condi¢ées com ninfas de A. hebraeum e colhidos
soros para pesquisa de possivel reatividade cruzada com A. cajennense. Observou-se
que caprinos desenvolveram resisténcia apenas parcial a ninfas de A. cajennense,
como demonstrado pela alteracao significativa dos seguintes parametros biolégicos das
ninfas, em relagdo a primoinfestacdo: reducdo de 41,7% e 37,1% no peso de
ingurgitamento, respectivamente na 22 e 32 infestagdes; aumento de 20% no periodo de
ecdise e reducao de 25,7% na taxa de ecdise, respectivamente nas 32 e 22 infestacoes.
Nao houve alteracdo no periodo de ingurgitamento nem na porcentagem de
recuperacao de ninfas com as infestagdes sucessivas. A reagdo cutanea induzida pelas
ninfas de A. cajennense durante as infestagdes em caprinos caracterizou-se por
infiltrado de células inflamatérias, predominantemente neutréfilos e baséfilos, estas
tltimas envolvidas na imunidade a carrapatos por meio de hipersensibilidade basofilica
cuténea. Células apresentadoras de antigeno, nomeadamente macréfagos, linfécitos B
e células dendriticas foram detectadas por imunoistoquimica em linfonodos drenantes
de locais de fixacdo dos carrapatos, em maior numero nos linfonodos dos animais
infestados comparativamente aos de animais nao infestados. Polipeptideos de pesos
moleculares comuns (160, 90 e 16 kDa) foram detectados por “western blotting” de
extratos de ninfas ndo alimentadas de A. cajennense, quando se empregou soros de
caprinos re-infestados com A. cajennense assim como com A. hebraeum, apontando

para uma possivel reatividade cruzada entre estas duas espécies de ixodideos.
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Evaluation of resistance in goats to Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)
nymphs and cross-reactivity with A. hebraeum (Koch, 1844) (Acari:Ixodidae).

Summary

This study evaluated the acquision of resistance against Amblyomma cajennense
nymphs in “naive” goats, induced by repeated and controlled infestations, and a
possible cross-reactivity with A. hebraeum. Ten naive goats, of both sexes, aged six
months were used throughout the experiment. Animals were infested artificially thrice,
30 days intervals between infestations. In addition, goats were infested at same
conditions with the tick A. hebraeum as well. Sera from these animals were collected
looking for possible cross-reactivity between antigens from these ixodids. It was
observed that goats developed partially resistance to A. cajennense nymphs from the 1%
infestation on as shown by changes in some biological parameters, as follows: increase
of 41.7% and 37.1% in engorgement weight, respectively at the 2" and 3" infestations,
decrease in 25.7% in nymph’s ecdise rate and increase of 20% in ecdise period,
respectively at the 3@ and 2" infestations. It was not observed alterations in
engorgement period and percentage of yielded nymphs. Biopsies of tick bite lesions
induced by A. cajennense nymphs during infestations in goats were characterized by
inflammatory reaction with cellular influx by neutrophils and basophils predominantly,
being the last one involved in the well-known cutaneous basophilia. Antigen presenting
cells like macrophages, B-lymphocytes and dendritic cells were detected by
immunohistochemical analysis of lymph nodes draining tick infested areas. It should be
stressed that these cells were found in higher numbers at lymph nodes from infested
goats than from the naive ones. “Western blotting” analysis of nymphal A. cajennense
extracts revealed shared polypeptides (160, 90 and 16kDa) when used sera from goats
infested with A. cajennense either A. hebraeum, indicating cross reactivity between
these two tick species.

Key words: Amblyomma cajennense, Amblyomma hebraeum, nymphs, goat,

resistance, cross reactivity



I. INTRODUCAO

Os caprinos (Capra aegagrus hircus) foram os primeiros animais domesticados
pelo homem a serem utilizados para producédo de alimentos, cerca de dez mil anos
atras. Durante todo este periodo vem acompanhando a histéria da humanidade
conforme relatos biblicos, achados arqueoldgicos, citacdes mitolégicas e algumas
expressoes folcléricas. Além de fornecer uma grande variedade de produtos como leite,
carne, couro, pélo, 1a e esterco, os caprinos sdo explorados também como animais de
tracdo. Em certas regides do mundo, o poder de uma pessoa € aquilatado pelo numero
de caprinos que possui, sendo a cabra muitas vezes utilizada como dote que
acompanha a noiva em alguns paises da Africa. Ainda hoje, a cabra, considerada “a
vaca do pobre”, tem um papel muito importante como fornecedora de alimento,
particularmente em paises ou regides em desenvolvimento. Cerca de 94,2% do rebanho
caprino mundial encontra-se nessas regides, evidenciando sua capacidade de
adaptacao as condicdes adversas, justificando assim sua reputacdo de animal rustico
(RIBEIRO, 1997).

Segundo projecdes do IBGE de 2003, o rebanho brasileiro de caprinos era de
9.581.653, com a grande maioria, cerca de 93%, criada na regido nordeste. A
caprinocultura vem se destacando no cenario nacional como uma atividade em franco
crescimento, o que pode ser observado no mercado, pelo aumento em cerca de 200%
nos produtos de origem caprina nos ultimos dez anos. E, apesar da maior parte do
rebanho nacional estar concentrada nos estados nordestinos, esta atividade tem atraido
investidores em outros estados, principalmente em funcao do alto valor agregado que
os produtos de origem caprina alcangam no mercado. Em resposta ao aumento no
interesse despertado pela caprinocultura no setor produtivo, pesquisas com essa
espécie também tem crescido, o que reflete no aumento crescente de publicacdes
(RIBEIRO e RIBEIRO, 2005).

As principais ectoparasitoses que afetam os caprinos nacionais séo a pediculose,
sarna e miiase (SANTA ROSA, 1996). Outros ectoparasitas, inclusive o carrapato,
podem infestar acidentalmente os caprinos (GUIMARAES et al., 2001). No entanto, em

outras regides do mundo, como no continente africano, a infestagédo de caprinos por



carrapatos é um problema preocupante (WALKER et al, 2003). Particularmente,
naquela regiao, incluindo Mogambique, patria da autora dessa dissertacao, caprinos
séo freqlentemente infestados pelo carrapato Amblyomma hebraeum, o principal vetor
da Ehrlichia (Cowdria) ruminantium, agente causal de uma doenca infecciosa conhecida
como “coragao d’agua” (heartwater) (WALKER et al., 2003).

O método convencional de controle de carrapatos emprega acaricidas e baseia-
se na eliminagdo dos ectoparasitas. Esses acaricidas, além de dispendiosos,
apresentam uma série de outras desvantagens, porquanto deixam residuos na carne e
no leite e causam poluicdo ambiental. Ademais, h&d evidéncias crescentes de que o0s
carrapatos desenvolvem marcada resisténcia as moléculas empregadas (BAKER et al.,
1977; JONGEJAN et al.,, 1989; CASTRO e NEWSON, 1993). Preocupacgao social e
cientifica em relacdo a dependéncia aos acaricidas quimicos tem enfatizado a
necessidade de se encontrar alternativas mais seguras de controle do carrapato, menos
nocivas ao ambiente e ao homem. Nesse sentido, o desenvolvimento de estratégias
alternativas para esse controle € uma necessidade bem vinda.

A imunidade adquirida a carrapatos ixodideos tem sido reconhecida como um
método alternativo de controle de carrapatos (JONGEJAN et al., 1989). Neste contexto,
a imunopatologia de infestacbes por carrapatos tem sido amplamente investigada,
principalmente em bovinos e em animais de laboratério. Estudos envolvendo carrapatos
e hospedeiros naturais sdo mais escassos. Dentre esses, a relagdo bovino x
Rhipicephalus (Boophilus) microplus tem sido a mais explorada, inclusive com o
desenvolvimento de duas vacinas comerciais e suas variantes por pesquisadores da
Australia (WILLADSEN et al., 1989) e de Cuba (RODRIGUEZ et al., 1995). Outros
antigenos vacinais tem sido pesquisados em outras associagdes carrapato-hospedeiro,
mas pouco se sabe ainda sobre a imunopatologia de infestacbes por A. hebraeum.
Estudos de aquisicao de resisténcia a carrapatos Amblyomma, em pequenos
ruminantes domésticos, sao limitados. Foi demonstrado em dois estudos (NORVAL,
1987; NORVAL et al., 1988) que ovelhas ndo desenvolveram resisténcia a infestagcdes
repetidas por periodos longos com ninfas de A. hebraeum e que caprinos também nao

desenvolveram resisténcia a infestagcdes sucessivas por ninfas de A. variegatum



(JONGEJAN et al., 1989). Pelo contrario, ovelhas manifestaram resisténcia apds quatro
infestacbes com A. americanum (BARRIGA et al., 1991).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou contribuir com o estudo da
aquisicao de resisténcia em caprinos a ninfas de A. cajennense e da possivel
reatividade cruzada com A. hebraeum, espécie de carrapato de maior interesse em

caprinos na Africa.



Il. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Importancia econémica e sanitaria dos carrapatos

Os carrapatos sao ectoparasitas que infestam animais domésticos, silvestres e o
proprio homem, assumindo grande importancia do ponto de vista tanto econémico-
zootécnico como na saude publica. Pelo seu habito hematofagico os carrapatos sao
vetores potenciais de varios agentes infecciosos como protozoarios, virus, bactérias, e
riquétsias para animais e humanos (CUPP, 1991), s6 perdendo para os mosquitos
como transmissores de biopatdogenos para o homem (HOSKINS e CUPP, 1988). Dentre
as doencas infecciosas transmitidas aos animais e ao homem incluem-se a babesiose,
teileriose, anaplasmose, erliquiose, borreliose, febre maculosa e encefalites virais
(ESTRADA-PENA e JONGEJAN, 1999; JONGEJAN e UILENBERG, 2004).

Além da sua competéncia como vetores, os carrapatos causam danos diretos por
hematofagia, provocando irritabilidade, perda de sangue, lesdes locais com o
desenvolvimento de infec¢gdes secundarias e paralisia por toxinas (JONGEJAN e
UILENBERG, 2004).

No que concerne a pecuaria, quando o controle de carrapatos nao é eficaz,
ocorrem grandes danos nos animais de producdo, quer pelas doencas a eles
transmitidas, assim como pelos elevados custos do tratamento. Além disso, ocorre
reducdo significativa na producédo de leite, carne, 14, e depreciagdo do couro dos
animais infestados. Os custos com o controle quimico, os residuos deixados nos
produtos de origem animal e os danos ambientais decorrentes do uso desses produtos,

acabam por acarretar enormes prejuizos aos criadores.

2.2 Controle de carrapatos

Ainda hoje, o controle de carrapatos é feito quase que exclusivamente com base
no uso de acaricidas. Porém, seu uso incorreto, com o emprego de subdoses e
manipulacao incorreta durante as aplicagdes tém favorecido o aparecimento de cepas
de carrapatos resistentes aos principios ativos, aumentando o risco da disseminagao de
patogenos a eles associados (WHARTON, 1976). Por outro lado, o custo de

desenvolvimento e investimento na descoberta de novos acaricidas (GEARY e



THOMPSON, 2003) em relagao ao retorno econémico esperado do seu uso, antes que
a resisténcia tenha surgido, vem desencorajando pesquisas com novas moléculas,
estimulando assim o desenvolvimento de novas formas de controle do carrapato
(WHARTON, 1976).

Outro problema relevante para a saude publica decorrente da utilizacdo de
acaricidas € a permanéncia de residuos quimicos nos produtos animais e efeito de tais
substancias quimicas no meio ambiente, agravando a contaminacdo do mesmo
(WILLADSEN et al., 1995).

Na tentativa de sanar esses problemas, o interesse por formas alternativas de
controle de carrapatos vem aumentando no mundo inteiro, sendo o controle
imunobiolégico por meio de vacinas um caminho bastante promissor (WILLADSEN,
1980; WIKEL, 1982). De fato, a imunidade vacinal como forma alternativa de controle
de carrapatos nos animais domésticos, especialmente no gado bovino, recebeu
particular atengdo nos ultimos anos. Atualmente, duas vacinas comerciais e suas
variantes estdo disponiveis no mercado, a Australiana (Tickgard plus™: Intervet
Bendigo, Victoria, Australia) (WILLADSEN et al., 1989) e a Cubana (Gavac™; Heber
Biotec, Havana, Cuba) (RODRIGUEZ et al., 1995), ambas desenvolvidas a partir do
antigeno Bm86, uma glicoproteina de superficie de células do epitélio do tubo digestivo
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Experiéncias feitas na Austrdlia, Brasil e Cuba provaram a eficiéncia dessas
vacinas contra essa espécie de carrapato (WILLADSEN et al., 1995; RODRIGUES et
al., 1995). Todavia, embora oferecam protecdo apenas parcial aos bovinos contra
futuras infestagdes por R. (B.) microplus, a memoria imunoldgica resultante € curta, e
nao asseguram o grau de protecdo desejado, sinalizando para a necessidade da adigcao
em suas composi¢cdes de mais de um antigeno protetor.

Na tentativa de aumentar a eficdcia das vacinas contendo Bm86, novos
componentes parasitarios tém sido adicionados a sua formulacdo; € o caso, por
exemplo, dos antigenos Bm91 e BMA7 (RIDING et al., 1994; McKENNA et al., 1998),
que isoladamente conferem uma imunidade muito fraca. Entretanto, quando os trés

antigenos sao usados em conjunto, a imunidade induzida é mais eficiente em relagéo



aquela observada com a vacina recombinante comercial (WILLADSEN et al., 1996).
Outro antigeno, o Bm95, também isolado do intestino de R. (B.) microplus da
cepa Argentina A, que nao é controlada pela Gavac, foi capaz de diminuir a infestagao
por diversas cepas dessa espécie, inclusive pela cepa Argentina A (DE LA FUENTE et
al., 2000; GARCIA-GARCIA et al., 2000).
Vacinas sintéticas da Bm86 tém sido também testadas na vacinagao de bovinos contra
o carrapato R. (B.) microplus. E o caso do peptideo SBM7462, que mostrou resultado
positivo na imunoprotecado de bovinos, alcan¢cando 81,5% de eficiéncia (PATARROYO
et al., 2002).

Outras moléculas do carrapato candidatas a alvos de resposta imune, como
enzimas proteoliticas e inibidores de enzimas proteoliticas, estdo sendo estudadas.
Neste sentido, Da Silva et al. (1998) isolaram um precursor de proteina aspartica
denominada Boophilus Yolk Pro-catepsin (BYC) de ovos de R. (B.) microplus. A BYC,
secretada como proenzima na hemolinfa, é ativada numa proteinase “pepstatin mature
sensitiva” dos ovos e tem um papel na degradagéo da vitelina. A capacidade da BYC de
induzir resposta imune protetora, quando testada em bovinos por meio de vacinagao e
inoculacdo de anticorpos monoclonais contra BYC em fémeas completamente
ingurgitadas, conferiu protecéo parcial de 14 a 16% contra o ectoparasita.

Ademais, Andreotti et al. (2002) caracterizaram um inibidor de tripsina extraido
de larvas de R. (B.) microplus (BmTIs). Esse antigeno interferiu no desenvolvimento do
carrapato em 72,8%, com reducdo de seu numero e do peso dos ovos em 69,7% e
71,3%, respectivamente, em vitelos da raga Nelore.

Outra abordagem promissora na elaboragédo de vacinas anti-carrapato baseia-se
no uso de antigenos de secregdes salivares dos carrapatos Estes antigenos, ao
contrario do Bm86, sdo antigenos “expostos”; isto €, sdo secretados normalmente no
hospedeiro durante a alimentagdo dos carrapatos (MULENGA et al., 2000). Estima-se
que durante um periodo de 96 horas de alimentacdo, os carrapatos regurgitam
aproximadamente 500ul de saliva no hospedeiro. Portanto, a contribuicdo da saliva dos
carrapatos na regulacao do microambiente onde a resposta imune ocorre, ndo pode ser
ignorada (BALASHOV, 1972 citado por FERREIRA e SILVA, 1998).



Com o advento da Biologia Molecular, as principais limitacées na producao de
vacinas anticarrapato, principalmente aquelas relacionadas com técnicas apropriadas
para a produgao in vitro de vacinas, foram eliminadas. De fato, na atualidade estdo
sendo realizadas pesquisas focando a identificacdo e caracterizagdo de proteinas do
carrapato responsaveis por fungdes como a modulagdo da resposta imune do
hospedeiro e hemostasia, assim como a transmissdo de patégenos. A medida que
moléculas recombinantes dessas proteinas sdo obtidas, e com a ajuda de bibliotecas
cDNAs dessas proteinas, tem sido bem sucedidos os estudos para elucidar a base
molecular da interagdo carrapato-hospedeiro. Resultados desses estudos levardo ao
descobrimento de outras facetas no desenvolvimento de vacinas anticarrapato e dessa
forma permitindo a selegdo de melhores combinac¢des antigeno-adjuvante (MULENGA
et al., 2003).

2.3 Amblyomma cajennense

O carrapato trioxeno A. cajennense é encontrado freqlientemente infestando
equideos, hospedeiros preferenciais deste ectoparasita. Entretanto, devido a sua baixa
especificidade parasitaria por hospedeiros, principalmente nos estagios imaturos, ele
pode parasitar outros mamiferos como bovideos, cervideos, canideos domésticos e
selvagens, além de aves, roedores e o préprio homem (LOPES et al., 1998; OLIVEIRA
et al., 2003). E um carrapato amplamente distribuido no continente americano,
encontrando-se desde o0 sudoeste dos Estados Unidos, Américas Central e do Sul, a
excecdo do Chile e Uruguai e ao longo da costa atlantica, até ao norte da Argentina
(COOLEY e KOHLS, 1944).

Importadncia crescente vem sendo dada a sua capacidade de transmitir
zoonoses. Neste contexto, é conhecida sua capacidade de transmitir o agente da febre
maculosa, a Rickettsia rickettsii (PEREIRA e LABRUNA, 1998; GUEDES, et al., 2005).
No Brasil, essa doenca foi diagnosticada pela primeira vez em 1929, no estado de Sao
Paulo (S&o Paulo, 2002). A partir de entdo, muitos casos de febre maculosa tem sido
freqientemente notificados nos estados de Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo, Rio de

Janeiro e Sao Paulo (Sao Paulo, 2002).



Linthicum et al. (1991) conduziram experimentos demonstrando que o virus da
encefalomielite equiina venezuelana (VEE) pode infectar A. cajennense em laboratério e
que o carrapato é capaz de manter e transmitir o virus, podendo estar envolvido no ciclo
epizodtico dessa doenca. Em areas de ocorréncia de doenga de Lyme-simile no Brasil,
o A. cajennense € encontrado naturalmente infectado com Espiroquetideos
(YOSHINARI et al., 1995, 1997, 1999 citados por GUIMARAES et al., 2001; BARROS -
BATTESTI et al., 2000).

Além da hematofagia intensa, o A. cajennense é citado na literatura como
responsavel pela inoculagdo de toxinas com efeitos paralisantes e, muitas vezes fatais
para alguns dos seus hospedeiros (SERRA-FREIRE, 1983).

Merece destaque a afirmativa de Uilemberg et al. (1984) de que espécies
Neotropicais de carrapatos como o A. cajennense, A. maculatum e A. dissimile sao
vetores potenciais, portanto capazes de transmitir em condi¢gées experimentais, dentre

outros patdgenos a Ehrlichia ruminantium aos animais.

2.4 Amblyomma hebraeum

O carrapato Amblyomma hebraeum €& conhecido como o principal vetor da
Ehrlichia ruminantium, agente causal da erliquiose “coracdo d’dgua” na regiao sul da
Africa. Ocorre numa variedade de regides climaticas desde o clima mediterraneo ao
temperado, das savanas a estepe. Este carrapato requer calor e umidade e nao
sobrevive em areas abertas. E confinado a regido sudeste da Africa, distribuindo-se ao
longo da faixa costeira da Africa do Sul, este da Suazilandia e do Botswana, sul de
Mogambique, e a sudeste e este do Zimbabwe.

O A. hebraeum é um carrapato trioxeno e tem como hospedeiros para o estagio
adulto, bovinos e herbivoros selvagens de grande porte, particularmente girafas,
bufalos, elandes (Taurotragus oryx) e rinocerontes; por vezes infestam também
caprinos. Os espécimes adultos preferem areas com pouco pélo como a virilha,
embaixo da cauda, regides perineal, genital e axilar e Ubere em bovinos, assim como

regido interdigital de caprinos e ovinos (WALKER et al., 2003). Caprinos, ovinos e



pequenos ruminantes selvagens sao hospedeiros preferenciais dos estagios imaturos
(HORAK et al., 1987).

Em sua morfologia, destaca-se o hipostémio longo que pode causar feridas, que
sdo infectadas por bactérias, favorecendo a formagdo de abcessos, que ocorrem
freqientemente nas patas de caprinos e ovinos (ARNOLD e DIAS, 1978). Em fémeas
lactantes, lesdes na glandula mamaria resultam na perda de um ou mais quartos dos
tetos, diminuindo a producao de leite e consequentemente reduzindo a viabilidade das
crias. Como agravante, as feridas causadas pelas pecas bucais desse acaro sao
atrativas a moscas como a Chrysomya bezziana, cujas larvas, causam miiases graves
(WALKER et al., 2003).

O “coracao d’agua”, doencga transmitida por esse ixodideo em bovinos, ovinos,
caprinos e também em antilopes selvagens susceptiveis, € caracterizada por febre alta,
distarbios respiratorios, sintomatologia nervosa e hidropericardio. O A. hebraeum
transmite também as bactérias Ricketsia africae e R. conori, responsaveis pela febre do
carrapato em humanos (BAKER et al., 1977), bem como o protozoario Theileria mutans,
agente da teileriose benigna nos bovinos (WALKER et al., 2003). Formas severas de
dermatofilose causada pela bactéria Dermatophilus congolensis s&o também
associadas a presenca desse carrapato, apesar de nao ser ele o vetor (JONGEJAN e
UILENBERG, 1994).

Deve-se ressaltar que a importancia econbémica do “coracdo d’agua” como
doenca de ruminantes na Africa s é sobrepujada pela teileriose e tripanosomiase
(BEZUIDENHOUT et al., 1994). Nas areas endémicas na Africa do Sul, a mortalidade
causada pela riquetsiose € trés vezes maior que a causada por outras doencas
transmitidas por carrapatos juntas, tais como a babesiose e anaplasmose
(UILENBERG, 1982). No Zimbabue e Quénia, essa riquetsiose € uma das maiores
causas de mortalidade de caprinos na agricultura familiar (CHATIKOBO et al., 2001;
KAGINA e KANYARI, 2001). No Caribe, essa doenca de notificacdo compulsoria,
principalmente nas ilhas de Guadalupe, Antigua e Marie Galante, é transmitida por outra
espécie de Amblyomma, o A. variegatum, um carrapato de origem africana introduzido
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na regiao a partir de 1930 com a importacao de animais do Senegal (UILENBERG et
al., 1984).

A erliquiose “coracao d’agua” € um dos maiores obstaculos a implantacao do
programa de repovoamento pecuario em curso em Mogcambique. Mortes causadas por
E. ruminantium sao regularmente reportadas em todo o pais, em ruminantes
domésticos e buafalos d‘agua (MOCAMBIQUE, 1998; 1999; 2000). Estudos
epidemiolégicos mostram que a taxa de soroprevaléncia dessa erliquiose pode atingir
67,5%, sendo mais alta no sul em relagdo ao norte do pais (ASSELBERGS et al., 1993;
ATANASIO, 2000). Esta informacdo é de particular interesse quando animais

susceptiveis sao transferidos de areas livres de erliquiose para areas endémicas.

2.5 Mecanismos de resisténcia ao carrapato

A primeira descricdo de aquisicdo de resisténcia a carrapatos em animais

vertebrados foi observada em bovinos por Johnston e Bancroft (1918). No entanto, a
demonstragdo experimental da aquisi¢ao de resisténcia iniciou-se com Trager em 1939,
ao observar que cobaias desenvolviam imunidade apds uma infestagdo com larvas de
Dermacentor variabilis. Esse autor sugeriu que a aquisi¢ao de resisténcia era mediada
imunologicamente ao verificar a transferéncia de resisténcia passiva pelo soro, ou a
possibilidade de se imunizar animais com extratos de carrapatos e a existéncia de certo
grau de resisténcia cruzada entre D. variabilis e D. andersoni.
A partir da constatacdo de Trager, diversos grupos de investigadores vém confirmando
a aquisicao de resisténcia por cobaias a diferentes espécies de ixodideos (ALLEN,
1973; WIKEL e ALLEN, 1976; SZABO et al., 1995). A transferéncia de imunidade a
carrapato de uma cobaia para outra utilizando células linféides ou soro de hospedeiros
resistentes foi revisada por Brown et al. (1982).

Mais recentemente, a inducéao artificial de resisténcia tem sido confirmada com
base no uso de extratos de glandulas salivares e de outros tecidos dos carrapatos
(WIKEL, 1981). Entretanto, os niveis de resisténcia induzida artificialmente ndo atingem
aqueles induzidos por infestagdes naturais de carrapatos (ALLEN, 1991).
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A imunologia da interacdo carrapato-hospedeiro tem sido caracterizada a niveis
celular e molecular. Os carrapatos ao se alimentarem induzem um complexo de
respostas imuneinflamatérias em seus hospedeiros, ao mesmo tempo em que lancam
mao de um verdadeiro arsenal de armas imunomoduladoras (WIKEL, 1982, 1996,
WIKEL et al., 1994). Os carrapatos desenvolvem assim mecanismos para se evadir das
estratégias de defesa do hospedeiro, principalmente contra componentes na sua saliva
(WIKEL, 1996). Dentre esses, componentes com propriedades anticoagulante,
antiinflamatéria e vasodilatadora, foram encontrados na saliva dos carrapatos (SAUER
et al., 1995). Alteracées da homeostase do hospedeiro, modulagdo da inflamagéao e
possivelmente da resposta imune sdo presumivelmente algumas ferramentas evolutivas
que permitem que os carrapatos se mantenham vivos. Ha cada vez mais evidéncias de
que os patégenos transmitidos por carrapatos levam vantagem em relagao aos efeitos
imunomoduladores dos componentes das glandulas salivares (TITUS e RIBEIRO,
1988).

Por outro lado, durante o seu repasto sanguineo, 0s carrapatos estimulam
mecanismos reguladores e efetores da resposta imunolégica do hospedeiro. Essa
resposta envolve anticorpos, complemento, citocinas, células apresentadoras de
antigenos, linfécitos T e B (WIKEL e BERGMAN, 1997), em associagdo com a
hipersensibilidade basofilica cutdnea em animais resistentes (BROWN et al., 1984).
Simultaneamente, gracas a destruicdo de tecidos pelo hipostémio do carrapato, é
estimulada uma resposta inflamatéria do hospedeiro, caracterizada por aumento de
permeabilidade vascular, desconforto local, edema, formacao de vesiculas na epiderme
e infiltracao de células inflamatérias (BEAUDOQUIN et al., 1997).

Logo apds a fixagdo dos carrapatos, vasos da microcirculagdo sanglinea do
hospedeiro proximos de suas partes bucais dilatam-se e tém sua permeabilidade
incrementada, resultando em edema. Isso acontece devido a agcdo de substancias
vasoativas presentes na saliva dos carrapatos, como as prostaglandinas, e a acao de
aminas biogénicas, como histamina e serotonina (5-hidroxitriptamina), liberadas de
mastécitos dermais degranulados. Ocorre também hemorragia nos locais de fixacao
dos carrapatos (WIKEL, 1982).
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Quando os carrapatos se fixam em animais nao sensibilizados (primoinfestacao)
secretam cemento e outros materiais antigénicos (KAUFMAN, 1989). As células de
Langerhans presentes na epiderme fagocitam e processam os materiais antigénicos
apresentado-os em seguida aos linfécitos da pele e dos linfonodos drenantes (ALLEN,
1989). Os linfocitos T e B sdo ativados com producdo de citocinas e anticorpos,
respectivamente. Por sua vez, o complexo antigeno-anticorpo ativa o sistema do
complemento, que produz anafilatoxinas e € quimiotatico para os baséfilos. Em animais
de laboratério, 40-60% dos leucdcitos infiltrando locais de fixagio de carrapatos até o 3°
dia sdo neutréfilos. Um a dois dias depois, quando a maioria das larvas ja estiver
ingurgitada, o influxo de baséfilos e eosindfilos aumenta significativamente (KAUFMAN,
1989). Em infestacbes subsequentes, os granulécitos aumentam até niveis muito
elevados quando comparados com a primeira infestacdo. Este aumento esta
relacionado com a presencga de baséfilos, que liberam mediadores vasoativos como a
histamina. Estes mediadores induzem um aumento de permeabilidade vascular,
desconforto local, causam irritagdo, edema e formacdo de vesiculas na epiderme
(MOORHOUSE e TATCHELL, 1966; ALLEN, 1973; BROWN et al., 1984; GIL e
WALKER, 1985; GILL, 1986; CASTRO e NEWSON, 1993).

A aquisicao de resisténcia a carrapatos tem sido mais estudada usando como
modelo animais de laboratério e associagdes carrapato-bovino (WILLADSEN, 1980;
NEWSON e CHIERA, 1989). O mecanismo pelo qual a imunidade é expressa varia
bastante de acordo com o hospedeiro e as espécies de carrapatos envolvidas nessas
relagdes. O grau de resisténcia adquirida em cada hospedeiro é avaliado por meio de
parametros bioldgicos de carrapatos alimentados em infestacées sucessivas
(WILLADSEN, 1980, SZABO et al., 1995). Assim, a imunidade adquirida é expressa e
mensurada por redu¢cao no numero de carrapatos que se fixam no hospedeiro, reducao
do numero de carrapatos que se alimentam completamente em infestacoes sucessivas,
prolongamento do periodo de ingurgitamento, redugéao da habilidade de larvas e ninfas
sofrer ecdise, reducdo do peso de ingurgitamento, e reducdo da fecundidade,
resultando em reducgdo significativa na populacdo de carrapatos e morte dos mesmos
(WILLADSEN, 1980).
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Um exemplo de resisténcia adquirida é aquela desenvolvida por cobaias a varias
espécies de carrapatos. Esse hospedeiro impede a alimentagdo e o desenvolvimento
adequados dos parasitos ja a partir da segunda infestacdo (ALLEN, 1973; BROWN,
1988a; SZABO et al., 1995). Entretanto, apesar do interesse e de pesquisas crescentes,
0s mecanismos eficazes de imunidade adquirida contra carrapatos sdo ainda pouco
conhecidos. Em alguns casos, a resisténcia de hospedeiros a carrapatos foi associada
a presenca de um infiltrado rico em basdéfilos no local de fixacdo do carrapato (ALLEN,
1973; SZABO e BECHARA, 1999) e aumento do nimero dessas células circulantes
(BROWN e ASKENASE, 1982; SZABO et al., 2003).

Ademais, observa-se em hospedeiros resistentes a carrapatos R. sanguineus e
R. (B.) microplus como cobaias e zebuinos, respectivamente, mas nao em hospedeiros
suscetiveis como o cdo doméstico e taurinos, desenvolvimento de uma reacdo de
hipersensibilidade tardia além da imediata em resposta a injecdo intradérmica de
extrato de carrapato (SZABO e BECHARA, 1999, BECHARA et al., 2000). Ressalte-se
que hospedeiros susceptiveis apresentam tdo somente uma reagdo de
hipersensibilidade do tipo imediata ao mesmo extrato.

A aquisicao de imunidade adquirida varia consoante a espécie de carrapato, o
hospedeiro, a raca e mesmo entre individuos, provavelmente dependendo da selecao
natural de animais expostos ao carrapato em questdo durante muitas geracdes. Na
Australia, estudos sobre infestagdes de bovinos com R. (B.) microplus mostraram que
existem diferencas raciais na aquisicao de resisténcia. De fato, racas zebuinas (Bos
indicus), ou produtos de cruzamento com estas racas de bovinos, mostram ser mais
resistentes a essa espécie de carrapato do que individuos de racas européias (Bos
taurus). A herdabilidade dessas caracteristicas é alta. O controle biolégico de ixodideos
por selecdo de gado resistente a esses parasitas para controlar a populagcéo de R. (B.)
microplus de um hospedeiro, tornou-se uma pratica aceitavel na Australia (SEIFERT,
1984).

Fatores como menor espessura da pele, niumero aumentado de mastécitos

dérmicos, menor densidade de pelagem e de glandulas sebaceas, maior nimero de
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linfécitos circulantes, sdo algumas das caracteristicas individuais ou raciais
relacionadas com a resisténcia inata de hospedeiros a carrapatos (BROWN, 1988a).

Um aspecto interessante, € que a imunidade nao é adquirida a todas as espécies
de carrapato. Por exemplo, caes repetidamente infestados ou vacinados com extratos
de carrapatos R. sanguineus seguida de infestacdo desafio nao desenvolvem
resisténcia natural a infestagdes subseqiientes a essa espécie de carrapato (SZABO et
al., 1995; BECHARA et al., 1994). Todavia, caes imunizados com extrato de intestino de
R. sanguineus mais adjuvante de Freund, desenvolvem resisténcia ao mesmo carrapato
(SZABO e BECHARA, 1997), sugerindo que a estimulagdo da imunidade celular
promovida pelo adjuvante pode contribuir para o mecanismo de indugao de resisténcia
ao acaro. Além disso, os antigenos ocultos ndo participam da infestagdo natural
estando menos sujeitos aos mecanismos imunomodulatérios promovidos pelos
carrapatos.

Infestagcbes repetidas em caprinos com ninfas de Amblyomma variegatum nao
induzem imunidade nos hospedeiros (JONGEJAN et al., 1989). O mesmo se observou
em ovelhas parasitadas por ninfas de A. hebraeum (NORVAL, 1987). Além disso, o
peso de ingurgitamento de adultos de A. hebraeum nao diminuiu depois de repetidas
infestagcdes em bovinos e ovinos (NORVAL et al., 1988). Evidéncia de imunossupressao
foi encontrada também quando adultos de A. variegatum foram alimentados em ovelhas
que tinham sido experimentalmente infestadas com Dermatophilus congolensis. Um
efeito sistémico significante do carrapato na progressdo da doenga foi encontrado,
como demonstrado pela reducdo das respostas imunes humoral e celular. Os
mecanismos envolvidos ndo sdo ainda bem conhecidos, mas componentes na saliva
dos carrapatos adultos A. variegatum sao sabidamente mediadores do desenvolvimento
de formas severas de dermatofilose em animais infestados por esses carrapatos
(LLOYD e WALKER, 1993). No entanto, esse efeito imunossupressor aparente, parece
ser especifico para dermatofilose, ndo havendo evidéncia de que esse carrapato induza
efeito similar quando se trata de outras doencgas.

O conhecimento das moléculas envolvidas na inducdo de imunossupressao do

hospedeiro pode ser extremamente importante na identificagdo de antigenos vacinais. A
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resposta imune do hospedeiro a carrapatos poderia resultar em dano ou rejeicao do
acaro, caso nao houvesse algum tipo de imunossupressdo. Uma imunizagdo
estratégica seria aquela que induzisse a expressao completa de uma resposta imune
eficaz, normalmente suprimida durante a alimentagao do acaro (WIKEL et al., 1994).

Basofilo

Basofilos sdo granuldcitos circulantes que aparecem nos tecidos de forma
transiente durante determinadas reag¢des imunoldgicas. Estas células tém sido
freqlentemente associadas a reagbes cutaneas em animais resistentes a carrapatos
(BROSSARD et al., 1982). Sua participagao nesta situacao foi descrita inicialmente por
ALLEN (1973). A demora na caracterizagao deste tipo celular no local de fixacdo dos
carrapatos se deve a dificuldade em se demonstrar tais células com técnicas de
coloracao rotineiras (ALLEN et al., 1977).

As funcgdes deste tipo celular ndo estao ainda bem esclarecidas. Aparentemente,
participam na reacgao inflamatéria, principalmente na manutencdo de permeabilidade
vascular aumentada e também de forma marcante nas reagdes aos parasitos
(HUNTLEY, 1992).

Os granulos citoplasmaticos dos basofilos contém glicosaminoglicanos sulfatados
que se coram metacromaticamente com corantes basicos em condi¢ées apropriadas
(SCHWARTZ e AUSTEN, 1984). Assim como mastdcitos, baséfilos humanos sintetizam
e armazenam histamina, e baséfilos sdo a fonte da maioria, se nao de toda a histamina
do sangue humano normal (PORTER e MITCHELL, 1972).

Basofilos possuem receptores da membrana plasmatica, especificos e de alta
afinidade para a regido Fc de imunoglobulinas homocitotropicas. Segundo Whellen e
Wikel (1993), infestagbes com carrapatos induzem sintese de anticorpos anticarrapato
que sao homocitotrépicos. Eles se ligam a receptores Fc na membrana plasmatica de
basoéfilos e mastécitos, resultando na formacao de complexos que induzem a liberagao
do conteudo de seus granulos. De fato, baséfilos degranulam mais prontamente durante
reinfestagdes com carrapatos (BROSSARD, 1982). A reacdo cutdnea de basdfilos

durante reinfestacées com carrapatos apresenta caracteristicas de hipersensibilidade
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dos tipos | e IV, sendo também relacionada a um tipo complexo de reacdo de
hipersensibilidade tardia, denominada reacao de hipersensibilidade cutanea basofilica —
HCB (GORMAN e HALLIWELL, 1989). Esta reagao difere da hipersensibilidade tardia
classica pela histologia da lesdo e por propriedades imunolégicas e imunoquimicas
proprias (RICHERSON et al., 1970). Linfocitos pré-sensibilizados sao essenciais para a
inducao e expressao da HCB, estando estes envolvidos na modulagéo da aquisi¢cao de
imunidade a carrapatos (ASKENASE, 1979). Trata-se, portanto de um fenémeno
bastante heterogéneo que envolve varios mecanismos.

Cobaias desenvolvem resisténcia a carrapatos ap6s uma unica infestacao
(STEEVES e ALLEN, 1990). Durante infestacbes secundarias, cobaias resistentes a
carrapatos apresentam um infiltrado cutaneo basofilico proeminente, muitos dos quais
parecem estar degranulando (McLAREN, et al., 1983). Nestas reacbes, que
aparentemente incorporam elementos das reagdes tipo imediata e retardada, baséfilos
passam por degranulagcao anafilatica nos locais de fixagdo de carrapatos. Como o
tratamento de cobaias resistentes a carrapatos Dermacentor andersoni e Amblyomma
americanum com soro anti-baséfilo levou a eliminacdo da resposta basofilica e também
da resisténcia, acredita-se que o basdfilo é necessario para a expressao de resisténcia
em cobaias (BROWN et al., 1982). O papel exato do baséfilo na rejeicdo a carrapatos
ndao é conhecido, mas acredita-se que participem de reacdes anafilaticas locais,
liberando mediadores e prejudicando a salivagdo e alimentacédo do carrapato (KEMP e
BOURNE, 1980; PAINE et al., 1983). A participacdo de basdfilos na reagdo a
carrapatos foi também observada em outros vertebrados como bovinos europeus (Bos
taurus) (ALLEN et al., 1977; BROWN et al., 1984).

Mastécito

Por sua distribuicdo cuténea, e por possuirem granulos com componentes
similares aos dos basoéfilos, com caracteristicas pro-inflamatérias, mastocitos sao fortes
candidatos a participarem da reatividade tegumentar a estimulos lesivos, ai inclusos os
carrapatos. Entretanto, sua participacdo nesta situacdo é bastante controversa.

Schleger et al. (1976) observaram degranulagdo maior destas células no local de
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fixacdo de carrapatos R. (B) microplus em bovinos previamente infestados em relagao
aqueles sofrendo uma primoinfestacdo. Moraes (1988) atribuiu a resisténcia adquirida
ao carrapato R. (B) microplus, significativamente maior no gado indiano (Bos indicus), a
uma densidade maior de mastdcitos no tegumento destes animais. Matsuda et al.
(1985) observaram que linhagens de camundongos desprovidas de mastocitos eram
incapazes de adquirir resisténcia contra larvas de carrapatos Haemaphysalis
longicornis. Den Hollander e Allen (1985) observaram que linhagens de camundongos
deficientes em mastocitos eram capazes de adquirir resisténcia a carrapatos
Dermacentor variabilis, mas em grau menor do que camundongos de linhagens com
mastécitos. A degranulagcdo dos mastécitos libera mediadores quimicos, sendo o
principal a histamina. Esta amina biogénica vasoativa desempenha um papel importante
na resisténcia de hospedeiros a carrapatos. Neste contexto, verificou-se que animais
resistentes tém concentragdo tecidual de histamina duas vezes maior do que animais
susceptiveis (WIKEL, 1982); a inoculacao de histamina no local de fixacdo de acaros
resulta em desprendimento ou morte dos carrapatos (KEMP e BOURNE, 1980); e que
animais tratados com antagonistas de receptores H1 (BROSSARD, 1982) e H1+H2
(WIKEL, 1982) da histamina expressam menor reagado cutanea e resisténcia reduzida. A
histamina liberada no local de fixacao de carrapatos pode também ocasionar prurido e
assim estimular comportamento de autolimpeza, fenédmeno que ja foi descrito como

forma eficiente de controlar carrapatos (WILLADSEN, 1980).

Eosinéfilo

Eosindfilos sdo caracterizados por sua imensa afinidade por corantes acidos
como a eosina. Reagdes com eosindfilos sdo caracteristicas de alergias, parasitos e
inflamacéo crénica. As fungdes precisas dos eosindfilos ndo estdo bem claras, mas
devem variar conforme as circunstancias (JONES, 1993). Até recentemente, acreditava-
se que o eosindfilo tinha por funcdo a defesa contra infecgdes parasitarias e protecao
do organismo contra mediadores liberados por mastécitos e basofilos. A presenca
nestas células de determinadas proteinas catibnicas e enzimas conferem a elas efeitos

antiparasitarios, mas apesar da demonstragcdo de alguma capacidade regulatéria da
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inflamacéo, o efeito da atividade do eosindfilo parece ser pré-inflamatério (McEWEN,
1992). Quatro proteinas distintas que representam aproximadamente 90% das
proteinas dos granulos dos eosindfilos possuem atividade citotoxicas, sendo capazes
de eliminar células de mamiferos e de ndo mamiferos (VENGE, 1990). Provavelmente,
o eosindfilo esta presente e ativo em praticamente qualquer doenca inflamatéria, mas
isto ndo se tornou claro até recentemente, pela dificuldade em se identificar eosinéfilos
em tecidos inflamados, local no qual esta célula perde suas caracteristicas tintoriais
(VENGE, 1990).

Cobaias, coelhos, hamsters e bovinos sensibilizados apresentam intensa
infiltracdo de eosindfilos no local de fixacdo do carrapato (ALLEN, 1973; GIL e
WALKER, 1985, LATIF et al., 1990; SZABO e BECHARA, 1995). Brown et al. (1982),
testando os efeitos de soros anti-eosinéfilo e anti-basoéfilo alternadamente e em
conjunto em cobaias pré—sensibilizadas e infestadas, sugeriram uma ag¢ao cooperativa
destes dois tipos celulares na expressao da resisténcia aos carrapatos. Os mecanismos
pelos quais eosinofilos afetam os carrapatos ndo sdo conhecidos. Brown et al. (1982)
sugeriram o envolvimento da peroxidase e da proteina basica principal dos granulos do
eosindfilo na expressdo da resisténcia a carrapatos. Esta proteina tem um papel
antiparasitario como demonstrado por sua capacidade de inativar e matar protozoarios
in vitro (KIERSZENBAUM et al., 1981).

Célula de Langerhans

Outra célula que vem sendo observada neste processo é a de Langerhans. Estas
células sdo encontradas na epiderme de mamiferos como uma rede de células
dendriticas suprabasais. A demonstracdo de receptores para Fc de imunoglobulinas e
para fragdo C3 do complemento, e da expressao constitutiva de antigenos la (MHC 1I)
na superficie das células de Langerhans indicam que elas dividem caracteristicas
comuns com os macrofagos. Células de Langerhans sdo potentes estimuladoras de
respostas antigeno especificas e restritas ao MHC (STINGL et al., 1978). Segundo Moll
(1993) as células de Langerhans parecem ter por fungcao a ingestao, processamento e

apresentacdo de antigenos da pele e apresentagdo a células T no linfonodo de
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drenagem. A associacao deste tipo celular com antigenos de glandula salivar de
carrapatos em animais infestados (ALLEN et al., 1979) e a falha de animais imunes em
expressar resisténcia apds deplecdo destas células por irradiacdo ultravioleta
(NITHUITHAI e ALLEN 1984b) sugerem um papel de processamento e apresentacao
de antigenos de carrapatos pelas células de Langerhans. O envolvimento destas
células foi ainda reafirmado por Nithuithai e Allen (1984a) ao demonstrarem o aumento
no seu numero no inicio da reinfestacdo de cobaias com carrapatos Dermacentor
andersoni. Wikel et al. (1994) consideraram a participacao dos macréfagos e de células
“tipo macréfagos”, como as células de Langerhans, de importancia fundamental na
resisténcia ao carrapato, por também proverem a reagdo com sinais regulatérios

através da rede de citocinas.

Linfocito

A participacao do linfécito na reagdo ao carrapato nao é surpreendente pelo
papel central e variado, desenvolvido por este tipo celular nas reagdes imunes de forma
geral. Entretanto, é desconhecida a participacao relativa das diversas subpopulacoes
de linfécitos na génese de uma resisténcia eficaz ao acaro. Algumas observacoes
isoladas, entretanto, apontam para a participacao de linfocitos T e B na expressao da
imunidade. Estas observagdes experimentais ressaltam uma agao das respostas imune
celular e humoral, as vezes de forma cooperativa, mas com eficacia maior da primeira.
Assim, a presenca de anticorpos anticarrapatos em cobaias e coelhos expressando
resisténcia esta bem documentada e baseada em ensaios in vitro (FUJISAKI, 1978),
testes cutaneos in vivo (BOESE, 1974) e transferéncia passiva de imunidade com soro
(TRAGER, 1939, BROWN e ASKENASE, 1981). O anticorpo envolvido na imunidade de
coelhos é da classe IgG e em cobaias da classe IgG1 (BROWN e ASKENASE, 1983).

O envolvimento da imunidade celular na expressao de resisténcia em roedores
foi demonstrado pela capacidade de células do linfonodo e do exsudado peritoneal de
animais resistentes em conferir imunidade em animais ndo sensibilizados (BROWN,
1988a). Chama a atencao o fato de roedores receptores de células e soros imunes

também desenvolverem reacao cuténea basofilica nos pontos de fixagdo de carrapatos
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(BROWN e ASKENASE, 1981). Esta observacao segundo Brown (1988a), demonstra
uma associacao entre reacdo imune, baséfilos e resisténcia a carrapatos. Deve-se
ressaltar que neste caso o soro transferido isoladamente conferiu protecdo menor, mas

também induziu basofilia menor do que aquela obtida pela transferéncia de células.

Neutréfilo

Os neutréfilos representam talvez o tipo celular menos proeminente no estudo
das reagdes de hospedeiros a carrapatos. De forma geral, uma participacdo mais
intensa desta célula foi notada em hospedeiros sofrendo primeira infestacéo,
principalmente nos trés primeiros dias do parasitismo (BROWN, 1988a e KAUFMAN,
1989) quando chegaram a representar 40 a 60% das células infiltradas. Esta infiltracao
representa a classica reacao inflamatéria aguda e nao imune a um estimulo lesivo
inespecifico. Observou-se que neutréfilos estdo envolvidos na formagédo da cavidade de
alimentacédo, espaco criado pela dissolucdo do tecido dos hospedeiros imediatamente
abaixo das pecas bucais do carrapato. Entretanto, a participacdo de neutréfilos pode
ser nula uma vez que foram observados inclusive em relagdes carrapato-hospedeiro
caracterizadas por nao aquisicao de resisténcia como nas relagdes R. sanguineus X cao
doméstico (SZABO e BECHARA, 1995) e R. sanguineus x camundongo (FERREIRA et
al., 2003).

Citocinas

A analise de citocinas € uma ferramenta importante para caracterizagdo da
resposta imune a parasitas e outros agentes infecciosos. De acordo com o perfil de
citocinas que produzem em animais de laboratério, os linfocitos T auxiliares (Th) s&o
divididos em dois grupos: Th-1 e Th-2. Os primeiros produzem interferon gama (IFN-y) e
interleucina-2 (IL-2) e estdo relacionados principalmente com a imunidade celular
(hipersensibilidade tardia e ativacao de macréfagos), enquanto que os Th-2 produzem
IL-4, IL-5, IL-10 e participam mais ativamente da imunidade humoral (MBOW et al.,
1994). Alguns estudos experimentais demonstram a participagdo de citocinas no
desenvolvimento de resisténcia a carrapatos. Neste sentido, pele de camundongos
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BALB/C infestados com ninfas de /. ricinus foi examinada por hibridacao in situ para
deteccdo de RNAm de citocinas. Setenta e duas horas depois da infestacdo inicial, as
células mononucleares infiltrando o local de fixagcdo do carrapato eram positivas ao
RNAm de IFN-y, poucas para IL-4, mas nenhuma foi positiva para IL-2. Durante a
segunda infestacao, a maioria das células infiltrando os locais de fixagao (mais de 50%)
foram positivas para o RNAm de IFN-y, enquanto 20 a 50% das células foram positivas
ainda para IL-2 ou IL-4. Na terceira infestacdo, os resultados foram semelhantes aos
encontrados durante a segunda infestagdo, exceto a observagdo de poucas células
positivas para a IL-4. A regido paracortical dos linfonodos drenantes do local de fixagao
também continham células positivas para IL-2 e IFN-y, enquanto que células positivas
para IL-4 foram raramente encontradas. O mesmo perfil de resposta se manteve
durante as segunda e terceira infestacdes, sugerindo uma polarizagao de resposta Th-1
(MBOW et al., 1994).

Em outro estudo, linfécitos colhidos dos linfonodos axilares e braquiais drenantes
de locais de infestacdo de ninfas de [ ricinus em camundongos BALB/c, foram
estimulados in vitro com o mitdgeno Concanavalina A - ConA para células T, e
determinados por ELISA os niveis de citocinas IL-4 e IFN-y no sobrenadante da cultura
(GANAPANO et al., 1995). A estimulacao in vitro de linfocitos colhidos nove dias apds o
inicio da primeira infestagcdo com ConA induziu a liberagao de altos niveis de IL-4 e
baixos niveis de IFN-y. Durante as reinfestagdes, uma relagdo similar ocorreu entre
essas duas citocinas, mas os niveis de IFN-y estavam aumentados. Este estudo sugere
que infestagdes de camundongos BALB/C com carrapatos /. ricinus induzem um padrao
de resposta Th-2 (GANAPAMO et al., 1995).

O mesmo padrdo de citocinas foi observado em outro estudo envolvendo
camundongos e o carrapato R. sanguineus. Esplenécitos de camundongos C3H/Hed
infestados, quando estimuladas por Con-A mostraram proliferacdo reduzida e
desenvolveram um perfil de citocinas Th-2 representada pela produgdo aumentada de
IL-4, IL-10 e TGF-B em detrimento da sintese de IL-2, IFN-y e IL-12 (FERREIRA e
SILVA, 1999).
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As relagbes entre as respostas Th-1 e Th-2 durante as infestagcbes com
carrapatos precisam ser melhor definidas. Ambas as respostas parecem ocorrer, e €
provavel que as diferentes associacdes carrapato-hospedeiro afetem o balanco das
subpopulacdes de células Th. Foi sugerido que a expressado da aquisi¢ao de resisténcia
envolve células Th-1, as quais mediariam uma reacado de hipersensibilidade tardia
juntamente com os anticorpos circulantes IgM, IgG. As citocinas do padrao Th-1, IFN-y
e IL-2, sdo provavelmente importantes na mediacao destas respostas. Ja as respostas
Th-2 sdo melhor ilustradas pelo desenvolvimento de anticorpos responsaveis pelo
componente da hipersensibilidade imediata na aquisicao de resisténcia. A contribuicao
das células de Langerhans, queratindcitos e células T epidermais na resposta de
citocinas e imunidade a carrapatos também necessitam ser melhor analisadas (WIKEL
e BERGMAN, 1997).
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lll. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais:
3.1.1 Contribuir para o estudo da relagéo parasita-hospedeiro no modelo A. cajennense-

caprino, avaliando a aquisicao de resisténcia em caprinos a ninfas desse acaro.

3.1.2 Verificar a possivel existéncia de reatividade cruzada entre antigenos de A.

cajennense e A. hebraeum.

3.2 Objetivos especificos:
3.2.1 Avaliar o desenvolvimento de resisténcia ao carrapato A. cajennense por meio da
andlise de parametros biolégicos de ninfas alimentadas em caprinos, durante

reinfestacdes, comparativamente a uma primoinfestacao;

3.2.2 Caracterizar macroscépica e microscopicamente a lesdo de fixacao de ninfas de
A. cajennense em caprinos, incluindo contagens de células inflamatérias infiltradas

nas infestacdes sucessivas;

3.2.3 Imunomarcar células dendriticas, macréfagos e linfécitos B em linfonodos
drenantes dos locais de fixagdo de ninfas de A. cajennense em caprinos

sensibilizados, por meio de técnica imunoistoquimica;

3.2.4 Detectar possiveis alteracbes hematoldégicas em caprinos decorrentes do

parasitismo em uma primoinfestagédo e nas reinfestacoes;

3.2.5 Caracterizar polipeptideos em homogenatos de ninfas de A. cajennense reativos a
soros de caprinos infestados e verificar a existéncia de reatividade cruzada com A.
hebraeum, por meio da técnica de “Western blotting”.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1 Parasita

Foram usadas no experimento ninfas de A. cajennense com 20 a 30 dias de
idade, provenientes da coldnia de carrapatos estabelecida e mantida no Departamento
de Patologia Veterindria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias UNESP,
campus de Jaboticabal (FCAV-UNESP).

A colénia foi iniciada com a colheita de teledgenas, que foram acondicionadas
individualmente em recipientes de plastico (50 mm de altura x 25 mm de didmetro) com
tampa perfurada e telada, de modo a permitir a aeragdo do frasco. Os recipientes de
plastico eram mantidos dentro de dessecadores contendo solugdo saturada de cloreto
de potassio (KCI PA Synth) com o objetivo de manter a umidade relativa em cerca de
85% (WIKEL, 1979). Os dessecadores eram mantidos em estufas para BOD (modelo,
TECNAL TE-400) a temperatura de 27° C e com fotoperiodo de 12 horas para que as
fémeas podessem ovipor.

As larvas, ninfas e adultos eram alimentados em coelhos virgens de infestacao
como descrito por Bechara et al. (1995). De forma resumida, carrapatos nao
alimentados (larvas, ninfas ou adultos) eram restritos aos hospedeiros por camaras de
alimentagdo de plastico transparentes fixadas com cola Brascoplast® (Brascola LTDA,
Brasil) no dorso depilado de coelhos. Os carrapatos ingurgitados e desprendidos
naturalmente eram entdo recolhidos diariamente, pesados e mantidos para 0 processo

de ecdise em dessecadores na estufa para B.O.D., como descrito acima.

4.2 Hospedeiro

Como hospedeiros foram utilizados 10 caprinos, machos ou fémeas, com seis
meses de idade e isentos de contacto prévio com o carrapato. Os animais eram de raga
nao definida, provenientes do Capril Onga em Monte Santo, criatério do sul do estado
de Minas Gerais. Os animais foram alojados em recinto apropriado no Departamento de
Patologia Veterinaria da FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal, separados

individualmente em boxes telados, medindo 2 m de comprimeno por 1 m de largura,
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durante todo o experimento, e alimentados com concentrado, feno e agua ad-libitum.
Antes do inicio do experimento todos os caprinos foram vermifugados.

Os coelhos usados como hospedeiros para a manutencdo da coldnia de
carrapatos eram procedentes do Biotério Central da UNESP, campus de Botucatu, e
mantidos no Biotério do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV-UNESP,
campus de Jaboticabal.

4.2.1 Grupos experimentais

Dois grupos experimentais foram considerados no experimento, ambos com
cinco caprinos cada. Os caprinos do primeiro grupo (G1) foram infestados trés vezes
sucessivamente com ninfas de A. cajennense, a intervalos de 30 dias entre as
infestacdes. O outro grupo (G2) serviu de controle das infestacbes, sendo ai incluidos
dois caprinos na segunda e trés na terceira infestagdo num sistema de rodizio
semelhante ao usado por Allen (1973), de modo que nestas infestacdes houvesse
sempre alguns animais submetendo-se a uma primeira infestagdo. O objetivo desse
rodizio foi evitar um possivel efeito sobre os resultados das diferentes amostras de
ninfas nas infestagdes sucessivas, permitindo dessa forma uma analise mais acurada e

confiavel.

4.3 Infestacoes controladas

Os caprinos foram infestados trés vezes consecutivas com ninfas do carrapato A.
cajennense, provenientes da col6nia deste carrapato estabelecida, como descrito
anteriormente, no Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV-UNESP, campus de
Jaboticabal.

Para a infestagdo dos caprinos foi usado o método de frascos plasticos afixados
ao dorso dos animais, e utilizados como cadmaras de alimentagdo para as ninfas, de
acordo com Bechara et al. (1989). Essas camaras, especialmente projetadas para tal,
foram construidas a partir de frasco plastico transparente, de 5 cm de didmetro e 3 cm
de altura. O fundo do frasco foi cortado e um anel de borracha colado em sua borda

para facilitar a fixacdo da camara ao dorso dos animais. Uma peca de tecido de algodao
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foi colada por baixo da borracha de forma a evitar o seu contato diretamente com a pele
dos animais. Para permitir uma aeragcado mais adequada das camaras, um orificio telado
era construido em sua tampa. Estas eram entdo afixadas ao dorso dos animais com
auxilio de cola Brascoplast® (Brascola LTDA, Brasil) apés tricotomia da &rea. Para
permitir que a cola secasse e aderisse totalmente a pele dos animais, € que seu odor
nao interferisse na fixacdo dos carrapatos, as camaras ficavam 24 horas presas ao
dorso dos animais sem suas respectivas tampas. A figura 1 ilustra essas etapas.

No dia seguinte, as ninfas eram liberadas no interior das camaras. Utilizou-se em
cada infestacdo uma amostra de 115 ninfas por caprino, que eram distribuidas em duas
camaras de alimentacdo, uma com 100 exemplares, para avaliagdo de seus parametros
biolégicos, e a outra com 15 para exame histopatologico do local de fixagdo do acaro.

Para maior facilidade em sua liberacdo nos hospedeiros, as ninfas eram
acondicionadas em seringas plasticas descartaveis de 3 mL, com a porgéo inicial
cortada na altura da marca 0,2 ml. Apos sua contagem em placa de petri contendo agua
para evitar o escape, € secagem em papel absorvente, os carrapatos eram transferidos
para as seringas, contidos com um chumaco de algodao, e em seguida liberados no
hospedeiro.

A partir de 24 horas apés a liberacao dos acaros, as camaras de alimentagao
eram diariamente abertas para acompanhamento do processo de fixagao,
ingurgitamento e desprendimento das ninfas alimentadas e colheita de fragmentos de
pele para biopsia.

Figura 1. Camaras para alimentacdo de carrapatos. Em A, desenho esquematico; observar
tampa (a), anel de borracha (e), base do frasco (f). Em B, camara fixada a pele
depilada de caprino e em C, tampa mostrando orificio telado para aeracdo da camara
(seta).
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4.3.1 Determinacao de parametros bioldgicos.

A medida que as ninfas ingurgitadas se desprendiam do hospedeiro elas eram
colhidas, pesadas em grupo e postas em frascos de plastico (6 cm de altura x 2,5 cm de
didmetro), com tampa perfurada, para sofrerem ecdise.

A avaliacdo da aquisicao de resisténcia pelos caprinos foi feita por meio da
observacdo dos seguintes parametros bioldégicos das ninfas: percentagem de
recuperacao (%REC); peso médio de ingurgitamento (PNI); periodos de ingurgitamento
(pING) e de ecdise (pECD) e taxa de ecdise (%ECD), segundo metodologia descrita por
Bechara et al. (1995). Para o célculo da %REC, foram consideradas como recuperadas
ninfas que ingurgitavam e se desprendiam do hospedeiro. O PNI foi determinado em
balanca analitica, imediatamente apds sua retirada das camaras de alimentacao pos-
desprendimento. O pING indicou o tempo decorrido entre a liberacao dos carrapatos e o
seu desprendimento do hospedeiro. A %ECD foi estimada a partir da porcentagem de
ninfas que sofreram ecdise em relacdo as ninfas ingurgitadas, e o pECD indicou o

intervalo de tempo entre o destaque dos acaros do hospedeiro e o inicio da ecdise.

4.3.2 Hemograma

O perfil hemético de todos os caprinos infestados foi acompanhado pela
realizacao peridédica de hemograma completo. Para tanto, 5 mL de sangue era colhido
da veia jugular externa dos animais, imediatamente antes da primeira infestacdo e das
reinfestagdes. Uma parte do sangue era recolhida em tubos BD Vacutainer ™ de 5 mL
contendo o 4cido etilenodiamino tetra-acético (kK3EDTA 15%) como anticoagulante, para
exame hematologico, e a outra em tubos sem anticoagulante com a finalidade de
obtencdo de soros para utilizagcdo nas técnicas de imunoistoquimica e “Western
blotting". As amostras de sangue para hemograma foram processadas nos Laborato6rios
de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal.
Foi analisado o hematécrito, porcentagem de hemoglobina, contagem global de

hemacias e contagens global e diferencial de leucécitos.
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4.4 Exame Histopatolégico

A analise histopatolégica da les&o no ponto de fixacdo do carrapato na pele é um
instrumento importante para a compreensdo da interface parasita-hospedeiro,
porquanto as alteracbes locais, incluindo numero e tipos de células inflamatorias
migradas nas diversas situacdes (primoinfestacdo e reinfestacbes) e tempos pos-
fixacdo, apontam processos ou mecanismos envolvidos na imunopatologia da
resisténcia ao carrapato.

Para tanto, fragmentos de pele para bidpsia foram colhidos nos locais de fixacao
de ninfas incluindo suas pecas bucais para facilitar a localizacdo do ponto exato de
penetracdo de seu hipostdmio no tegumento cutdneo. Foram colhidos em cada
infestacéo, quatro fragmentos de pele para biépsia, em diferentes tempos (24, 48, 72 e
120 horas) pos-fixagao dos carrapatos. Foram também colhidas biépsias de pele normal
de caprino para efeito de comparacao histolégica com a infestada. A excisao da pele foi
feita com ajuda de um saca-bocado (“punch”) com diametro de 0,5 cm e sob anestesia
local com cloridrato de lidocaina a 2 % (Bravet Ltda). Os fragmentos obtidos foram
fixados por 24 horas em formalina tamponada com fosfatos, pH 7,0 e, posteriormente
transferidos para alcool 70% sendo processados segundo o procedimento histologico
de rotina no Laboratério de Histotecnologia do Departamento de Patologia Veterinaria
da FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal.

Apo6s processamento histoldgico, os fragmentos foram incluidos em parafina
histologica e seccionados em micrétomo rotatério para obtengéo de cortes seriados de
4um de espessura de forma a localizar o ponto exato de fixagao do acaro, identificado
pela presenca dos remanescentes de suas pegas bucais e do cone de cemento.

As laminas dai resultantes foram submetidas a duas técnicas de coloragao:
hematoxilina-eosina e May-Griinwald & Giemsa; a primeira para observacdo de
aspectos gerais da reacdo do hospedeiro ao carrapato e a segunda para melhor
evidenciar e distinguir células inflamatérias infiltradas na les@o de fixagao das ninfas de

A. cajennense.
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4.4.1 Contagens celulares na area da lesao

A contagem de células inflamatorias foi feita em microscépio de luz em cortes
corados com May-Grinwald e Giemsa, empregando-se uma ocular integradora
quadriculada Carl Zeiss (West Germany Kpl, 10x) e objetiva de 100x, totalizando um
aumento de 1000x. A area delimitada pela ocular integrada, determinada por meio de
um micrémetro, foi de 0,0052 mm? e as contagens de células feitas na derme
inflamada, em area adjacente ao cone de cemento. O numero de células infiltradas foi

expresso, apds correcdo, por mm? de area.

4.5 Realizacao de ensaio Imunoistoquimico

Seccgbes de linfonodos pré-escapulares, drenantes de areas de fixacdo das
ninfas de A. cajennense foram empregadas em ensaios imunoistoquimicos. Os
linfonodos foram colhidos de caprinos naive e de pré-sensibilizados via infesta¢des
repetidas e controladas, para pesquisa de células apresentadoras de antigeno, usando
marcadores de superficie de células B, células dendriticas e macréfagos. Esses ensaios
foram conduzidos no Laboratério de Imunoparasitologia da FMRP-USP, Ribeirdo Preto.

4.5.1 Colheita de linfonodos regionais

Para obtencéao de linfonodos, trés animais do experimento foram eutanaziados e
linfonodos regionais escapulares colhidos de um caprino ndo infestado, de um segundo
caprino 15 dias apo6s a primeira infestacdo e de um terceiro animal 15 dias apds a
terceira infestagdo. Logo em seguida, os linfonodos foram embebidos no composto
OCT Tissue Teck®, congelados em nitrogénio liquido e conservados a —70°C até o
momento de seu processamento. Para confeccao das laminas, foram feitas seccdes de
5 um em criostato e distribuidas em nimero de quatro de cada linfonodo em laminas
recobertas com Poli-L-Lisina, fixadas em acetona gelada por 1 minuto, embrulhadas em
papel aluminio e conservadas a —20 °C, no freezer, até o momento de sua utilizagio na

técnica imunoistoquimica.
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4.5.2 Procedimento imunoistoquimico

Trinta minutos antes do inicio da reacao, as laminas foram retiradas do freezer
para descongelamento a temperatura ambiente. As amostras foram lavadas entre as
incubagc6es com solugao tamponada com fosfato (PBS) 0,01M (pH 7,2). A peroxidase
enddgena foi inativada por incubacao dos cortes de 20 minutos em solucao de peréxido
de hidrogénio a 3% em PBS. Na sequéncia, realizou-se o bloqueio de reacao
inespecifica por incubagdo durante uma hora em soro normal de cabra na diluicdo de
1:100 em PBS. Os cortes foram entdo incubados “overnight” com os anticorpos
primarios listados na Tabela 1, de acordo com determinac¢des especificas de cada
anticorpo. Em seguida, incubou-se com anticorpo secundario biotinilado contra 1gG e
IgM de camundongo por 30 minutos e depois com o complexo ABC (Avidina-biotina) por
mais 30 minutos. A revelacado da reacao foi realizada incubando-se os cortes por tempo
determinado por inspecao visual em cromégeno a base de diaminobenzidina (DAB). Por
ultimo, os fragmentos foram contracorados com hematoxilina de Harris diluida 1:1 em

agua destilada, montados em balsamo do Canada e recobertos por laminula de vidro.

4.5.3 Anticorpos primarios
Foram utilizados os anticorpos primarios discriminados na Tabela 1.

Tabela 1. Anticorpos primarios empregados nas reacoes de imunoistoquimica de linfonodos
drenantes de locais de fixagdo de ninfas de A. cajennense em caprinos.

Anticorpo Catalogo Especificidade Caracteristica Origem Diluicado  Fonte

Anti- MCA Macréfagos Monoclonal ~ Camundongo 1:30 Serotec
bovino 1425G IgG

CD11b

Anti- MCA Célula B Monoclonal Camundongo 1:30 Serotec
bovino 1424G IgG

CD21

Anti- BAC Célula Monoclonal ~ Camundongo 1:10 VMRD
bovino 1532 dendritica IgM

CD11c
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4.6 “Western blotting”

A presenca de antigenos em homogenato de ninfas de A. cajennense capazes
de induzir resposta imune humoral em caprinos e a possivel existéncia de reacao
cruzada desses antigenos com os de A. hebraeum foram investigadas, utilizando-se a
técnica de “Western blotting”, conduzida no Laboratério de Imunoparasitologia da
FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal. Foram testados soros de caprinos infestados,
obtidos 30 dias apds primeira e terceira infestacbes com ninfas de A. cajennense ou

com A. hebracum. Como controle, foram utilizados soros de caprinos nao infestados.

4.6.1 Material colhido em Mocambique

Tendo em vista que o ixodideo A. hebraeum é exo6tico no Brasil, as infestagdes
sucessivas e controladas com ninfas de A. hebraeum foram conduzidas em 2004 na
Faculdade de Veterinaria da Universidade Eduardo Mondlane, em Maputo,
Mocambique. Para tal, cinco caprinos sem raga definida, provenientes da granja da
Faculdade de Veterinaria sofreram trés infestacbes sucessivas com ninfas de A.
hebraeum a intervalos de 30 dias entre as infestacbes. Amostras de sangue foram
colhidas a partir da veia jugular externa, em tubos sem anticoagulante, antes das
infestacbes e 30 dias depois de cada infestacdo. Soros dai resultantes foram
congelados a -20°C e usados no presente estudo, especificamente na técnica de

“Western blotting”.

4.6.2 Preparacao do extrato total de ninfas de A. cajenense

O extrato de ninfas ndo alimentadas foi preparado de acordo com a técnica
utilizada para o preparo de extrato do carrapato adulto ndo alimentado da espécie R.
sanguineus (SZABO, 1995a). Resumidamente, os carrapatos foram mortos por
congelamento em nitrogénio liquido depois de lavagem exaustiva dos mesmos em PBS
estéril gelado. Na sequéncia, foi acrescentado meio de homogenizagcao e as ninfas
trituradas em um grau e pistilo de porcelana mantido em cama de gelo. A suspensao
resultante foi ultrasonicada a 20 MHZ em 10 ciclos de 30 segundos cada em um

aparelho de ultrasom (Branson Sonifier 250). A seguir, a suspensao foi centrifugada a
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12000 x g por uma hora a 4° C. Por fim, descartou-se o sedimento e o sobrenadante foi
filtrado em Millipore® de 0,22um de porosidade. O conteudo protéico do extrato das
ninfas, determinado pelo método do &cido bicinconico, utilizando-se o Kit de reagentes
BCA (BCA Reagent Kit—Pierce Chemical Company) de acordo com recomendacdes do
fabricante, foi de 10 pg/pl. Por Gltimo, o extrato foi aliquotado e conservado a —20°C até

0 momento de seu uso.

4.6.3 Técnica de SDS-PAGE

A eletroforese do extrato de ninfas de A. cajennense (~50 pg de proteina por
pocinho) foi realizada em mini-gel de poliacrilamida (PAGE) na presenca de 10% de
duodecil sulfato de sodio (SDS) segundo técnica preconizada por Laemmli (1970). A
concentracao do gel de empilhamento foi de 5% e do gel de separagéo de 12%.

Como padrio de peso molecular utilizou-se o Multimark® multi-colored standard
(Invitrogen Lc 5725), com pesos moleculares variando de 6 a 185 kDa.

A corrida eletroforética foi realizada a temperatura ambiente com uma diferenca
de potencial de corrente de 80 V durante duas horas e meia. Apds a corrida, um dos
geis foi corado com Coomassie brilliant Blue Rasp em agua destilada (0,05%) e deixado
em baixa agitagao (50 rpm) por até 20 minutos. A remocao do excesso de corante fez-
se mediante solugdo descolorante (30% de metanol e 7% de acido acético), sob baixa
agitacao (50 rpm) por cerca de 3 horas. O outro gel foi eletrotransferido para membrana

de nitrocelulose, para realizagdo do “Western blotting”.

4.6.4 Técnica de “Western blotting”

A técnica de “Western blotting” foi realizada segundo modelo preconizado por
Towbin et al. (1979). A transferéncia das proteinas do gel para a membrana de
nitrocelulose foi feita a 90 V por um periodo de uma hora, a temperatura ambiente.
Apés a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi corada por 5 minutos com
solugcdo “Ponceau-S” a 0,1% e, em seguida descorada com agua destilada. Na
seqliéncia, a membrana foi cortada em tiras, sendo estas bloqueadas “overnight” com

uma solucdo de TBS-tween, pH 8, contendo 5% de leite desnatado, sob agitacao
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constante a temperatura ambiente. Em seguida, as tiras foram incubadas com soro dos
animais infestados ou ndo (1:50 em TBS-Tween) durante 2 horas, sob agitagdo e a
temperatura ambiente. Depois de trés lavagens a intervalos de 10 minutos com TBS-
Tween, as tiras foram incubadas por duas horas com o anticorpo secundario, anti-lgG
de caprino conjugada a fosfatase alcalina (Sigma), na diluicdo de 1:75.000 em TBS-
Tween. Finalmente, a revelacdo da reacado foi feita utilizando-se como substrato
enzimatico o 5-Bromo-4-cloro-3-Indolly phosphate e o azul de nitrotetrazolium (BCIP /
NBT Sigma).

4.6.5 Absorcao de anticorpos nos soros controle

Para reduzir a reatividade dos soros controle com extratos de ninfas de A.
cajennense foi realizada a absor¢cdo dos anticorpos séricos destes por teste ELISA
indireto. Para tal, uma placa ELISA (Nunclon™ surface, cat. No. 167008) foi
sensibilizada com o extrato de ninfas “overnight” a 4°C. Em seguida, a placa foi
bloqueada com solugao tampéao carbonato-bicarbonato, pH 9,6 com 5% de leite em p6
desnatado, por uma hora a 37°C. Depois de trés lavagens com PBS-Tween 20, foram
acrescentados aos pocinhos da placa os soros nas diluicbes 1:50, 1:100, 1:500 e
1:1000 e a placa foi incubada por duas horas em estufa a 37°. No final, os soros
absorvidos foram colhidos da placa ELISA, com cuidado, e utilizados na reagédo de

“Western blotting”.

4.6.6 Calculo do peso molecular das proteinas

Efetuou-se o calculo do peso molecular das proteinas separadas por eletroforese
por meio da curva padrdo, gerada com base na razado entre a distancia migrada pela
proteina e a distancia percorrida pelo corante e o peso molecular conhecido (padrao de
peso molecular). O peso molecular das proteinas de interesse foi extrapolado a partir
desta curva.
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4.7 Analise estatistica

Para avaliacdo estatistica utilizou-se analise de variancia de medidas repetidas,
em um fator com trés niveis (infestagdes) entre os animais e um fator tempo com quatro
variaveis dentro das infestagdes. As comparagdes dos pares de valores médios foram

feitas usando-se o teste de Tukey, considerando-se um nivel de significancia de 5%.
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V. RESULTADOS

5.1 Parametros bioldgicos dos carrapatos

Os resultados dos parametros bioldégicos das ninfas de A. cajennense
observados nas trés infestacoes em caprinos sdo apresentados na Tabela 2.

O periodo de ingurgitamento (pING) e a porcentagem de recuperacao das ninfas
(% REC) nao apresentaram variagdo significativa, ao passo que tanto o peso de
ingurgitamento (pING) como a porcentagem de ecdise (% ECD) das ninfas diminuiram
significativamente (p<0,05) com as re-infestacbes e na segunda infestagao,
respectivamente. Por outro lado, o periodo de ecdise (pECD) aumentou

significativamente (p<0,05) na terceira infestagéo.

Tabela 2. Pardmetros médios observados em ninfas de A. cajennense durante infestagcbes
sucessivas e controladas em caprinos e realizadas a intervalos de 30 dias. Resultados
expressos em média + desvio padrdo. Jaboticabal, 2007.

Infestacado n pNI (mg) pING (dias) pECD (dias) % REC % ECD
12 5 12,55%3,21 10,00°+0,37 15,00°+0,82 59,8°+15,45 96,89°+3,38
28 5 7,32°+0,95 10,00°+1,69 14,00°+1,42 51,6°+15,39 71,91°+17,38
32 5 7,89°+1,09 11,00°%+22 18,00°+2,83 57,9°+58  95,55°+4,9

pNI= peso da ninfa ingurgitada; pING= periodo de ingurgitamento; pECD= periodo de ecdise;
%REC= taxa de recuperacao; %ECD= taxa de ecdise.

Letras diferentes em cada coluna representam diferencga estatisticamente significativa (Teste de
Tukey, 5%).

5.2 Resposta do hospedeiro a alimentacao dos carrapatos

5.2.1 Alteracdoes macroscopicas nos locais de fixacao dos carrapatos
Nos locais de fixacdo das ninfas de A. cajennense, observou-se nas

reinfestagdes, além de hiperemia nos locais de fixagcdo dos carrapatos, a formacao de



36

vesiculas repletas de liquido seroso, que se rompiam com o decorrer dos dias e

formavam uma espécie de crosta que muitas vezes envolvia os carrapatos (Figura 2).

Figura 2. Pele de caprino infestada com ninfas de A. cajennense. Em A, notar hiperemia ativa
local, hemorragia (seta branca) e presenca de ninfas ingurgitadas (setas pretas),
vesiculas rompidas expondo conteddo seroso (v) e vesiculas intactas (a). Em B,
detalhe de A.
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5.2.2 Histopatologia do local de fixacao dos carrapatos

No ponto de fixagdo das ninfas notou-se logo na 24% hora apds a primeira
infestacao, descontinuidade ou fratura da epiderme, e em alguns casos, a presencga do
hipostémio do carrapato circundado por uma massa eosinofilica, denominada cone de
cemento. Observou-se também pouca destruicao tecidual local e presenca de algumas
células inflamatérias. Com o decorrer da infestacdo, a extensdo da lesdo foi
aumentando gradativamente, agravando-se o quadro com as reinfestagcdes. Proximo a
essa area verificou-se ainda hiperplasia da epiderme e formagéo de vesiculas intra-
epidérmicas preenchidas por células polimorfonucleares, principalmente neutrofilos.

Na derme, distal ao cone de cemento, observou-se formagdo de cavidades
alimentares, caracterizadas como pequenas areas necroéticas preenchidas por células
inflamatérias, mormente neutréfilos, e por restos de células mortas. Morfologicamente, a
reacdo do hospedeiro a fixagdo de ninfas de A. cajennense foi marcada por reacao
inflamatéria exsudativa, caracterizada por alteragdes circulatérias locais com hiperemia
de vasos dérmicos, hemorragias puntiformes, edema inflamatério espelhado pela
dissociacdo de fibras do tecido conjuntivo e de infiltrado celular tipico. Este era
composto principalmente por polimorfonucleares neutréfilos, baséfilos e eosindfilos,
mastécitos e células mononucleares como macréfagos e linfécitos, cuja intensidade
variou conforme o tipo de situagcao experimental em estudo. Essas células foram melhor
evidenciadas em cortes corados pelo May-Grinwald & Giemsa, o que facilitou
sobremaneira a sua contagem. Fibroblastos foram também observados nos cortes
histolégicos. As Figuras 3 e 4 ilustram algumas destas alteracbes microscdpicas em
caprinos submetidos a infestacbes controladas e sucessivas por ninfas de A.

cajennense.
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Figura 3. Histopatologia do local de fixacdo de ninfas de A. cajennense em caprinos: A- pele
normal, antes da infestacao: notar epiderme (ep) € derme (de) inalteradas (Obj. 40x).
B- pele infestada: notar hiperplasia, vacuolizacdo celular e vesiculas contendo células
inflamatérias (v) na epiderme (Obj. 10x). C- visdo geral da lesdo com presenca de
cone de cemento (cc), pecas bucais do carrapato (seta) e derme (de) com infiltrado
inflamatério (Obj. 10x). D- detalhe de C (Obj. 20x). E- notar cone de cemento (cc) e
cavidade alimentar (seta) (Obj. 10x). F- detalhe de E (Obj. 40x). Coloragcédo HE.
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Figura 4. Fotomicrografias de pele de caprino durante infestacbes com ninfas de A.
cajennense. Em A, B e C detalhes do infiltrado celular evidenciando eosindfilos (e),
mastécitos (m) e baséfilos (b). Coloragdao May Grinwald & Giemsa (Obj. 100x).
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5.2.3 Contagens celulares na area da lesao

Os resultados das contagens de células por mm? no infiltrado inflamatério
presente no local de fixagéo de ninfas de A. cajennense sdo apresentados na Figura 5.
Esse infiltrado era constituido basicamente por neutréfilos, baséfilos, células
mononucleares (linfocitos e macréfagos), eosinéfilos e mastécitos, em ordem
decrescente de sua participagdo no processo.

A primeira infestagdo foi caracterizada por predominancia de células
polimorfonucleares neutréfilos até a 722 hora. Na 1202 hora, o numero de basofilos
aumentou consideravelmente se sobrepondo ao numero de neutréfilos. Eosindfilos,
células mononucleares e mastécitos ndo apresentaram alteragdes significativas ao
longo da infestagéo.

Na segunda infestacdo, a contagem de neutréfilos permaneceu elevada,
entretanto o numero de basoéfilos superou o de neutréfilos na 482 e 722 hora, inclusive
com um aumento significativo (P<0,05) quando comparado com o de basoéfilos na
primeira infestacdo. O numero de células mononucleares aumentou gradualmente a
partir da 722 hora, com um aumento significativo na 1202 hora (P<0,05) quando
comparada com a primeira infestagdo. Por seu turno, as contagens de eosindfilos e de
mastocitos ndo apresentaram alteragées significativas.

Na terceira infestacdo o nimero de basofilos continuou relativamente elevado,
com pico na 482 hora quando sua contagem passou a superar o niumero de neutrofilos.

As células mononucleares formaram o terceiro tipo celular mais numeroso no
infiltrado inflamatério, com pouca variagao entre as infestagées. No entanto, houve um
aumento significativo (P<0,05) do numero destas células na 1202 hora durante a
segunda infestacéo.

O numero de eosindfilos reduziu consideravelmente na 722 e 1202 hora apos as
reinfestacdes, apesar desta redugédo nao ter sido estatisticamente significativa.

Os mastécitos foram encontrados ocasionalmente no infiltrado inflamatério, as
vezes degranulados, mas sem variagdes estatisticamente significativas quando

comparada a primeira infestagcdo com as reinfestacoes.
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Figura 5. Contagem diferencial de células inflamatérias em area adjacente a lesdo de fixagao
de ninfas de A. cajennense em caprinos durante a primeira, segunda e terceira

infestacdes. *Diferencas estatisticamente significativas (Teste de Tukey, 5%).

Jaboticabal, 2007.
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5.3. Hemograma

Os parametros hematolégicos observados nos caprinos antes e 30 dias depois
de cada infestagdo sdo apresentados nas Tabelas 3 e 4. Observou-se que, de uma
forma geral, os parametros hematoldgicos dos caprinos analisados, antes e depois de
cada infestacdo, permaneceram dentro ou proximos dos limites de normalidade

estabelecidos para essa espécie nesta idade.

Tabela 3. Eritrograma de caprinos infestados com ninfas de A. cajennense, realizado antes das
infestagdes e 30 dias depois de cada infestacdo. Jaboticabal, 2007.

Dia 0 Infestacao 1 Infestacao 2 Infestacao 3
Hematocrito (%) 20,8+1,46 25,6+0,6 32,0+4,23 28,6+1,5
Hemoglobina (g/dL) 8,5+0,64 9,41+0,2 11,1+1,32 9,2+0,7
Hemaceas / pl 8806+-670,4 14540+-5192  16340+-1861,8 15120+-2318,8

Tabela 4. Leucograma de caprinos infestados com ninfas de A. cajennense, realizado antes das
infestacdes e 30 dias depois de cada infestacdo. Jaboticabal, 2007.

Dia 0 Infestacao 1 Infestacao 2 Infestacao 3
Leucocitos/uL. ~ 11.500+1576,5 11.040+954,3  11.220+3545,3 10.830+2285,9

Basofilos (%) 1,0+0,31 0,4+0,24 0,2+0,2 0+0
Eosinofilos (%) 2,2+0,86 1,0+0,55 1,6+0,9 0,6+0,2
Neu. Segm. (%) 1,0+0,32 1,040 1,6+0,7 0,4+0,4
Neu. Basto. (%)  40,2+2,8 35,6+2,9 53,8+7,5 50,0+6,4
Linfocitos (%) 54,443,7 59,8+3,2 42,2477 46,2+6,19

Monécitos (%) 1,240,2 2,240,2 0,6+0,2 3,040,54
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5.4. Imunoistoquimica de linfonodos regionais

Os anticorpos monoclonais: CD11b, CD11c e CD21, utilizados para evidenciar,
respectivamente, superficie de macréfagos, células dendriticas e células B em
linfonodos drenantes da lesdo de fixagdo de ninfas de A. cajennense em caprinos
naives e pré-sensibilizados, marcaram positiva e especifica esses tipos celulares
(Figura 6).

Desse modo, observou-se marcagdo de células pelos anticorpos monoclonais
CD11b e CD11c nas regides paracortical e medular de linfonodos pré-escapulares de
caprinos pré-sensibilizados. Por outro lado, o anticorpo CD21 marcou mais
intensamente células na regido de foliculos linfaticos. Os resultados das contagens de
células marcadas sao apresentados na Tabela 5.

Nos linfonodos dos animais ndo infestados, observou-se marcacdo de poucas
células, se comparados com aqueles de animais sensibilizados. Comparando-se
linfonodos de animais primoinfestados com os de terceira infestagdo notou-se marcacao
ligeiramente mais intensa nos de terceira infestacdo. No entanto, ndo se observou

diferenca significante no numero de células marcadas.

Tabela 5. Analise imunoistoquimica de células apresentadoras de antigeno infiltrando
linfonodos drenantes de local de fixacdo de ninfas de A. cajennense em caprinos
durante a primeira e terceira infestagdes.Jaboticabal, 2007.

Anticorpos Linfonodo controle Linfonodos de animais infestados
monoclonais 1? infestacao 3%infestacao
CD11b + +++ +++
CD11c + ++ ++
CD21 ++ +++ ++++

+ (até 25 células), ++ (26 a 50 células), +++ (51 a 75 células) e ++++ (mais de 75 células)
por campo microscopico (Obj. 400x).
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Figura 6. Imunoistoquimica de linfonodos drenantes de &rea de fixagdo de ninfas de A.
cajennense. (A) Linfonodo controle da reacao (obj. 10x); (B) Células marcadas com
anti-CD21: notar marcagao no foliculo linfatico de linfonodo de 32 infestacao (obj. 40x);
(D) Células da regido para-cortical do linfonodo de 3% infestagdo marcadas com o
anticorpo anti-CD11b (obj. 40x); (E) Marcacado anti-CD11c, regido para-cortical de
linfonodo de 1% infestagao (obj. 20x). Técnica ABC, contracoloragdo com hematoxilina.
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5.5 “Western blotting”

Os resultados da eletroforese (SDS-PAGE) de extratos de ninfas de A.
cajennense estao apresentados na figura 7. Foram observadas cerca de 10 bandas
protéicas variando entre 7 e 92 kDa, com as de 7, 58 e 92 kDa fortemente marcadas.
Polipeptideos identificados pelo “Western blotting” de extratos de ninfas de A.
cajennense sao ilustrados na figura 8. No caso de caprinos infestados com A.
cajennense, seis polipeptideos foram reconhecidos pelos anticorpos séricos de animais
de primeira infestagdo, com pesos moleculares de 41, 45, 49, 63, 90 e 160 kDa.
Anticorpos séricos dos animais de terceira infestagdo reconheceram nove
polipeptideos, seis dos quais foram os mesmos reconhecidos pelos anticorpos de
primeira infestagcdo, com a presenca de mais trés polipeptideos fracamente marcados,
com 16, 21 e 22 kDa. No caso de caprinos infestados com A. hebraeum os anticorpos
séricos de primeira infestacdo reconheceram quatro polipeptideos de extratos de ninfas
de A. cajennense com 46, 49, 90 e 160 kDa. Na terceira infestacdo, além dos quatro
polipeptideos da primeira infestacdo, foram reconhecidos mais trés com 16, 40, e 70
kDa. Anticorpos séricos dos animais nao infestados reconheceram polipeptideos com
pesos moleculares de 45, 49, 63, 90 e 160 kDa, portanto, os mesmos reconhecidos
pelos de primeira infestacdo. Quando se usou 0s soros resultantes da absorcao feita
por ELISA, foram testadas concentracées séricas de 1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000 e, em
todas as situacoes, observou-se o0 mesmo padrao de reconhecimento de polipeptideos
dos extratos de ninfas de A. cajennense, reativos a soros de animais nao infestados.
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Figura 7. Eletroforese de extratos de ninfas de A. cajennense (2), realizada em minigel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) e corado com "comassie brilliant blue”. Marcador de baixo peso molecular (PM)
(1), com 185, 98, 52, 31, 19, 17, 11, 6, e 3 kDa, referentes a myosin, phosphorylase B, glutamic
dehidrogenase, carbonic anhydrase, myoglobin-Red, myoglobin-Blue, lysozyme, aprotinin e
insulin B chain, respectivamente.
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Figura 8. “Western blotting” do produto da eletroforese (SDS-PAGE) de extratos de ninfas de A.
cajennense. Polipeptideos reconhecidas por anticorpos séricos de caprinos antes da
infestagéo (A); depois da 12 infestagéo (B) e da 32 infestacdo (C) com ninfas de A. cajennense.
Antes da infestacéo (D), depois da 12 infestagao (E) e da 3?2 infestagao (F) com A. hebraeum.
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VI. DISCUSSAO

O carrapato A. cajennense, um ixodideo trioxeno, € amplamente distribuido no
continente americano, onde parasita preferencialmente cavalos. Entretanto, devido a
sua baixa especificidade por hospedeiros, principalmente nos estagios imaturos, pode
parasitar outras espécies domésticas e silvestres, inclusive o homem. Estudos prévios
realizados no Laboratério de Imunopatologia do Departamento de Patologia Veterinaria
da FCAV-UNESP, Jaboticabal, demonstraram que cades ndo desenvolvem imunidade
aparente a larvas ou ninfas de A. cajennense (MUKAI, 2003; MUKAI et al., 2002a,
2002b) e que asininos desenvolvem uma resisténcia superior a de eqlinos, que por sua
vez adquirem resisténcia apenas parcial a larvas e ninfas deste acaro (CASTAGNOLLI
et al., 2003).

Aproveitando a sua baixa especificidade parasitaria, caprinos foram trés vezes
infestados com ninfas de A. cajennense com o intuito de avaliar a resisténcia desses
pequenos ruminantes ao estagio imaturo do acaro e a possivel existéncia de reatividade
cruzada com antigenos de A. hebraeum, espécie encontrada exclusivamente no sul da
Africa, incluindo Mocambique, patria da autora desta dissertagdo. L&, este ixodideo
parasita entre outros hospedeiros, 0s caprinos, transmitindo aos animais a Ehrlichia
ruminantium, biopatégeno do “coracao d’agua”, uma ricketsiose. Pelo fato de ser um
carrapato exético no Brasil, propds-se no presente estudo trabalhar com A. cajennense,
ixodideo presente neste pais. Assim, no caso de existéncia de reatividade cruzada, as
técnicas utilizadas nos experimentos com A. cajennense poderiam ser aplicadas na
interacdo caprino x A. hebraeum, inclusive com possibilidade de extrapolacdo de
resultados aqui obtidos para aquela espécie de carrapato.

Em primeiro lugar, determinaram-se os parametros biolégicos do carrapato
quando alimentado em hospedeiros nao sensibilizados, submetidos a uma
primoinfestacdo. Nesta situacdo, esperava-se que o desenvolvimento dos carrapatos
fosse pleno, pela auséncia de resisténcia do hospedeiro. De fato, a infestacdo de
animais nao sensibilizados permite estabelecer um padrao de comportamento na
relacdo hospedeiro x carrapato, enquanto que a analise daqueles parametros biologicos

em infestagdes sucessivas permitiria avaliar o grau de resisténcia adquirida em cada
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hospedeiro. De fato, a redugédo do peso de ingurgitamento de carrapatos, das taxas de
recuperacao e ecdise, assim como o prolongamento dos periodos de ingurgitamento e
ecdise observados em relagdao as infestagdes controle, entre outros parametros, sao
largamente empregados como indicativos de aquisi¢cao de resisténcia a infestagbes por
carrapatos (WILLADSEN, 1980; SZABO et al., 1995).

Além dos parametros biolégicos das ninfas alimentadas, foram também avaliados
aspectos relacionados com as reacgbes sistémica, regional e local de caprinos ao
parasitismo nas condi¢cées acima referidas. Assim, alteragbes no hemograma de
animais infestados forneceram uma visdo de reatividade sistémica do hospedeiro,
enquanto os exames macroscopico e histopatolégico da lesdo de fixacdo do carrapato
revelaram alterag6es locais. Por outro lado, a analise imunoistoquimica de linfonodos
drenantes de locais de fixacdo dos carrapatos, para a pesquisa de células dendriticas,
macrofagos e linfécitos B, realizada com o intuito de observar a dindmica destas células
durante infestagbes por A. cajennense, forneceu uma visdo regional do processo.
Finalmente, foi empregada a técnica de “Western blotting” para investigar possivel
reatividade cruzada entre antigenos de A. cajennense e A. hebraeum. Os resultados
desta andlise sao relevantes com a possibilidade de se extrapolar resultados obtidos
com A. cajennense para A. hebraeum.

O peso médio das ninfas alimentadas foi de 12,55, 7,32 e 7,89 mg na primeira,
segunda e terceira infestacdes, respectivamente, o que representa reducao significativa
de, respectivamente 41,7 % e 37,2 % nesse parametro na segunda e terceira
infestacbes em relacdo a primoinfestacdo. Isso sugere que infestagdes sucessivas
reduzem a habilidade de ninfas se alimentarem adequadamente. A comparagao destes
dados com os da literatura deve levar em consideracao o fato dos hospedeiros objeto
das pesquisas nem sempre pertencerem a mesma espécie. Na maioria das vezes sao
utilizados coelhos (SANAVRIA e PRATA, 1996; FREITAS et al., 2006), cavalos
(CASTAGNOLLI et al., 2003) e caes domésticos (MUKAI, 2003; MUKAI et al., 2002a).
De fato, os valores aqui observados diferem daqueles de Mukai (2003) e Mukai et al.
(2002a) em trés infestagdes sucessivas, sbé que em caes, com ninfas de A. cajennense.

Esses autores ndo observaram alteragdes significativas no peso de ingurgitamento das
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ninfas em decorréncia das reinfestagdes. Naquele estudo, observou-se pesos médios
de 11,5, 9,9 e 11,6 mg na primeira, segunda e terceira infestacdes, respectivamente.
Por outro lado, valores observados neste trabalho concordam com aqueles de
Castagnolli et al. (2003) que verificaram pesos de 17,2, 16,1 e 13,4 mg em potros e por
Freitas et al. (2006) em coelhos, com pesos de 0,021, 0,013 e 0,009 mg em trés
infestacGes sucessivas com ninfas de A. cajennense. De facto, os pesos observados
em potros foram superiores aos observados em caprinos, em caes e em coelhos,
sugerindo que o peso de ingurgitamento varia consoante o hospedeiro. E, naturalmente,
€ maior naquele preferencial do carrapato, o que denota uma melhor adaptagdo ao
hospedeiro, pela exposicdo natural destes animais ao carrapato durante muitas
geracoes.

O periodo de ecdise esteve em torno de 14 dias, valor este proximo do
observado por Mukai (2003) e Mukai et al. (2002a) para ninfas alimentadas em cées, e
por Sanavria e Prata (1996) em col6nia de A. cajennense mantida em coelhos. No
entanto, observou-se um aumento significativo em torno de 20% na 3% infestagéo.
Diferentemente do peso de ingurgitamento, que reduziu logo na segunda infestacéo, o
periodo de ecdise aumentou somente na 3% infestagdo, o que demonstrou uma
influéncia mais tardia das infestacoes repetidas sobre o periodo de ecdise de ninfas de
A. cajennense.

Por seu lado, a porcentagem média de ecdise das ninfas foi de 96,98 %, 71,91%
e 95,55% na primeira, segunda e terceira infestagcGes, respectivamente, o que
representa reducdo em 25,7% desse parametro na segunda infestacdo em relagdo a
primoinfestagdo. Ressalte-se que este valor recuperou-se completamente na 3%
infestacdo, talvez devido a influéncia de fatores imunossupressores, ja que em altas
doses esses fatores presentes na saliva de carrapatos podem causar imunossupressao
em infestacdes por esses acaros (WIKEL, 1999).

O periodo de ingurgitamento assim como a porcentagem de recuperacao das
ninfas ndo apresentaram alteragdes significativas com as reinfestacoées. O periodo de
ingurgitamento das ninfas foi de 10 dias na primeira e segunda infestacdes e de 11 dias

na terceira. Estes resultados estdo em concordéncia com os observados por Castagnolli
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et al. (2003) em relacao a auséncia de alteracdes significativas no periodo de
ingurgitamento, que foi de apenas cinco dias. J& Olivieri e Serra Freire (1984), em
estudo do ciclo biolégico do estagio ninfal de A. cajennense, observaram periodo de
ingurgitamento de ninfas de A. cajennense entre quatro e oito dias.

A porcentagem de recuperagdo de ninfas foi de 59,8%, 51,6% e 57,9% na
primeira, segunda e terceira infestagbes, respectivamente. Estes resultados séo
semelhantes aos observados em coelhos por Prata et al. (1995), mas bem inferiores
aos verificados em potros por Castagnolli et al. (2003) e em caes domésticos por Mukai
et al. (2002a), e que foi em torno de 90% e 80%, respectivamente. A baixa recuperagao
de ninfas em nosso caso pode estar relacionada a fatores como mortalidade in situ e/ou
possivel escape durante a abertura das camaras de alimentacdo para o seu
recolhimento quando ingurgitadas e desprendidas.

Os resultados da andlise dos parametros biolégicos mostraram que houve
diferencas significativas entre as infestacées em alguns parametros e nao em outros, 0
que pressupde que os caprinos desenvolveram resisténcia pelo menos parcial a ninfas
de A. cajennense. Experimento piloto por nds realizado com infestacao de caprinos por
carrapatos adultos A. cajennense demonstrou nao serem esses pequenos ruminantes
hospedeiros apropriados para fixagdo e alimentacdo desse instar do acaro. De fato,
apenas 10% dos carrapatos liberados se fixaram e mesmo assim ndao chegaram a
ingurgitar. No entanto, os resultados agora obtidos mostram que os caprinos sdo bons
hospedeiros para ninfas de A. cajennense.

Na histopatologia do local de fixagdo dos carrapatos, observou-se logo na 242
hora pouca destruicdo tecidual local e presenca de algumas células inflamatérias
durante a primeira infestagdo. Com o decorrer da infestacdo a extensdo da lesdo foi
aumentando gradativamente, agravando-se o0 quadro com as reinfestacées.
Morfologicamente, a reacdo do hospedeiro a fixacdo de ninfas de A. cajennense foi
marcada por reacao inflamatéria exsudativa, caracterizada por alteragdes circulatorias
locais com hiperemia de vasos dérmicos, hemorragias puntiformes e edema
inflamatoério como demonstrado pela dissociagao de fibras do tecido conjuntivo, além de

infiltrado celular tipico. Este era composto principalmente por polimorfonucleares
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neutréfilos, baséfilos e eosindfilos, mastécitos e células mononucleares como
macréfagos e linfécitos, cuja intensidade variou conforme o tipo de situacéo
experimental em estudo.

No local de fixacdao de A. cajennense observou-se uma descontinuidade da
epiderme, sugerindo uma destruicao tecidual provocada pelo hipostdmio do carrapato.
Em alguns casos, observou-se a presenga do hipostdmio do carrapato, circundado por
uma massa eosinofilica, o cone de cemento, que tem por fungcdo promover uma melhor
adesao do carrapato a pele do hospedeiro, permitindo que o carrapato se mantenha fixo
por longos periodos e impede que moléculas do sistema imune do hospedeiro entrem
em contacto com o hipostémio do carrapato (BINNINGTON e KEMP, 1980). Proximo a
essa area verificou-se hiperplasia da epiderme, que parece ter ocorrido devido ao
edema e vacuolizagao intracitoplasmatica das suas células. Notou-se ainda a formacao
de vesiculas intra-epidérmicas preenchidas por células polimorfonucleares,
principalmente neutréfilos. Macroscopicamente, as vesiculas eram similares as
observadas em bovinos resistentes ao R. (B.) microplus (RIEK, 1962), Ixodes
holocyclus (ALLEN et al., 1977) e A. americanum (BROWN et al., 1984). No entanto,
microscopicamente, as vesiculas observadas naqueles estudos eram preenchidas por
basofilos, diferentemente do observado no presente estudo, em que elas eram
povoadas por neutréfilos, como observado em vesiculas formadas em locais de fixagao
de Hyalomma anatolicum anatolicum em coelhos (GIL e WALKER, 1985) e em bovinos
(GIL, 1986). Estes achados apontam que a natureza do infiltrado celular vesicular esteja
relacionada possivelmente ao grau de resisténcia ou susceptibilidade do hospedeiro a
espécie de carrapato em estudo.

Na derme, distal ao cone de cemento, observou-se formagdo de cavidades
alimentares, caracterizadas como pequenas areas necroéticas preenchidas por células
inflamatoérias, mormente neutréfilos, e de restos de células mortas. Adjacente ao cone
de cemento, o infiltrado inflamatério era constituido basicamente de neutrdfilos,
basdfilos, células mononucleares, eosindéfilos e mastécitos, em ordem decrescente de
participagao no infiltrado. A primeira infestagao foi caracterizada por predominancia de

células polimorfonucleares neutrofilos até a 722 hora. A participacdo destas células
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havia sido observada em animais de laboratério sofrendo primeira infestacao,
principalmente até o terceiro dia, chegando a representar 40 a 60% das células
infiltradas (KAUFMAN, 1989). Provavelmente, esta reacao represente a classica reacao
inflamatéria aguda e ndo imune a um estimulo lesivo inespecifico. Embora os neutrofilos
estejam também envolvidos na formacéo de cavidade de alimentacao, sua participacao
na expressdao de imunidade a carrapatos pode ser desprezivel, uma vez que a
predominancia dessas células infiltrando locais de fixacao de carrapatos foi observada
inclusive em animais nao resistentes ao R. sanguineus como o cao doméstico (SZABO
et al., 1995) e o camundongo (FERREIRA et al., 2003).

Nas reinfestacdes, 0 nimero de neutréfilos permaneceu elevado. Por outro lado,
0 nimero de basofilos aumentou significativamente a partir da 120 hora p6s-fixagéo ja
na 1% infestacdo e manteve-se elevado até o final das observagdes. Todavia, um
infiltrado copioso dessas células foi verificado logo na 242 hora de fixagdo de ninfas na
segunda e terceira infestacbes, aumentando progressivamente com o decorrer das
mesmas. Tendéncia similar foi observada em locais de fixacao de A. americanum
(BROWN et al., 1984) e H. a. anatolicum (GIL, 1986) em bovinos e de R. sanguineus
em cobaias (SZABO et al., 1995). Em contraste, baséfilos foram raramente observados
em locais de fixacdo de R. (B.) microplus em bovinos (SCHLEGER et al., 1976),
constituiram apenas uma pequena proporcao do infiltrado em locais de fixacdo de H. a.
anatolicum em coelhos (GIL e WALKER, 1985) e praticamente inexistiram na reagao do
cdo doméstico ao carrapato R. sanguineus (SZABO et al., 1995). Essas variagdes entre
diferentes associagbes carrapato-hospedeiro apontam, portanto para a presenca de um
quadro de basofilia cutdnea em hospedeiros associado ao desenvolvimento de
resisténcia a determinadas espécies de carrapato. Estas células parecem ser
fundamentais nesse mecanismo como comprovado por Brown et al. (1982) ao abolirem
a resisténcia de cobaias ao carrapato quando tratadas com soro antibaséfilo. O
mecanismo de acao destas células na indugcdo da resisténcia ao carrapato ainda nao
esta bem definido, mas acredita-se que participem de reacOes anafilaticas locais,
liberando mediadores quimicos, como a histamina, prejudicando a salivacdo e
alimentacao do carrapato (PAINE et al., 1983).
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As células mononucleares foram o terceiro tipo celular em numero formando
parte substancial do infiltrado inflamatério. Provavelmente, o elevado nimero dessas
células seja devido ao fato de terem sido incluidos como tal linfécitos, macréfagos e
fibroblastos, dada a dificuldade muitas vezes de distincdo entre esses tipos celulares
pelas técnicas de coloracao usadas. Embora seu nimero tenha variado pouco entre as
infestagbes, houve um aumento significativo do seu nuimero na 1202 hora apés a
segunda infestacdo. Na terceira infestagdo, esse niumero retornou aos niveis verificados
na 1% infestacéo. Estes resultados diferem dos observados por Gil (1986) em locais de
fixacdo de H. a. anatolicum em bovinos, em que observou-se um aumento significativo
destas células na 3? infestagdo comparada com a primeira, quadro este sugestivo de
desenvolvimento de resposta imune do hospedeiro.

Na escala de participacao no infilirado apareceram os eosinéfilos; o niamero
destas células reduziu-se consideravelmente na 722 e 1202 hora apés as reinfestacoes
confirmando resultados de Gil e Walker (1985). Estes autores também observaram uma
redugdo dramatica do nimero de eosindfilos a partir da 72% hora apds terceira
infestacdo em locais de fixagdo de H. a. anatolicum em coelhos. Segundo eles, tal
reducao seria devido a degranulacao dos eosindéfilos associada a inativacao do efeito
de mediadores derivados dos mastécitos.

No conjunto, estes achados estdo de acordo com os resultados de Brown et al.
(1984), e indicam um papel primario dos baséfilos na resisténcia imune de caprinos a
ninfas de A. cajennense, contrariamente ao que se observou com R. (B.) microplus
onde eosindfilos foram descritos como células primarias (SCHLEGER et al., 1981).

Como se pode observar, a resposta imune ao R. (B.) microplus, um carrapato
monoxeno que se fixa mais superficialmente a epiderme em comparagdo com
espécimes do género Amblyomma, carrapatos trioxenos que inserem seu hipostémio
profundamente na derme, envolve a indugdo de respostas imunes diferentes com
eosinofilia ou basofilia cutaneas, respectivamente (BROWN et al, 1984). Os
mecanismos pelos quais eosindfilos afetam os carrapatos ndo sdo bem conhecidos,
todavia Brown et al. (1982) sugeriram o envolvimento da proteina basica dos granulos

dessas células na expressao de resisténcia a carrapatos. Estas proteinas tém um papel
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antiparasitario como mostrado por sua habilidade de eliminar protozoarios in vitro
(Brown et al., 1984).

Os mastécitos foram encontrados ocasionalmente no infiltrado inflamatério, mas
sem variagdes estatisticamente significantes quando comparadas a primeira infestagéo
com as reinfestagdes. No entanto, o nimero de mastécitos foi elevado logo na 242 hora
apdés a primeira infestacdo e manteve-se assim no decorrer da infestagdo. Pelo
contrario, na segunda infestagéo este valor baixou drasticamente e na terceira elevou-
se novamente. A redugdo observada na 2% infestagdo pode estar relacionada com sua
degranulagdo e com a expansao da derme pela infiltragao de leucécitos e pelo edema,
uma vez que os mastoécitos séo residentes normais da pele com tendéncia a aumentar
seu numero e se degranularem em caso de reacdes de hipersensibilidade.

O papel das células inflamatoérias na determinagé@o de resisténcia a parasitos é
complexo e sujeito a muitas indagagdes. No caso dos carrapatos, basoéfilos sdo os
mais freqlentemente associados a resisténcia (ALLEN, 1973; WIKEL, 1996). Estas
células foram associadas a uma forma de imunidade celular conhecida como
hipersensibilidade basofilica cutanea (Wikel, 1996). Eosindfilos sao também
consideradas células importantes na resisténcia a parasitos, mais concretamente,
aqueles migrando nos tecidos. Os granulos de baséfilos e mastécitos sao ricos em
histamina (ASKENASE, 1977) e a degranulacado dessas células resulta na liberagao
de histamina e serotonina (5-hydroxytriptamina) que se acredita participem da
mediacao da resisténcia a carrapatos (WIKEL, 1982).

O hemograma de caprinos infestados pelo carrapato A. cajennense foi
realizado para se avaliar o grau de envolvimento sistémico na reacdo imune-
inflamatéria contra este ectoparasita. E importante mencionar antes de discussao
mais especifica que por sua distribuicdo sistémica, o sangue circulante canaliza a
reacdo de um individuo a multiplos estimulos internos e externos. Por este motivo, o
hemograma de um animal pode variar de forma consideravel, e a observagao de alta
dispersdo dos parametros analisados em torno da média ndo se constitui em uma
surpresa. Além disso, o conjunto das condi¢cdes experimentais e ndo a atividade dos

carrapatos na camara de alimentagédo pode ter influenciado os valores hematicos em
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muitos casos, diluindo os efeitos deste ectoparasita. Isso explica pelo menos em parte
porque os resultados do hemograma dos caprinos infestados nao diferiram
significativamente dos nado infestados, assim como nao se observou diferengas
significativas entre os dados observados ao longo das trés infestacées experimentais.

A auséncia de variacdo no eritrograma indica que 0 numero de carrapatos
utilizados nas infestagdes foi insuficiente para espoliar significativamente os caprinos,
mas nada se poderia afirmar sobre infestacbes mais intensas. Em relacdo ao
leucograma, como as infestag¢des artificiais foram de estimulo reduzido, possivelmente
nao o tenham alterando significativamente. Isto, entretanto, ndo seria uma observacao
6bvia em caprinos submetidos a 2% e 3% infestagbes, pois reagdes imunes s&o
caracterizadas por respostas exacerbadas frente a estimulos antigénicos diminutos,
como ocorre nas diversas reacdes de hipersensibilidade, notadamente a imediata
(ABBAS, 2000). Fatores imunomoduladores liberados pelos carrapatos, assim como
fatores relacionados com a reacédo do hospedeiro de forma a manter sua homeostase,
podem estar na origem da nao alteracao do leucograma dos caprinos.

Os resultados do presente trabalho representam a primeira observacao sobre a
interferéncia da infestagdo por carrapatos A. cajennense sobre eritrograma e
leucograma de caprinos. Mesmo em outras relagdes carrapato-hospedeiro estes
dados sao restritos. Gordon e Allen (1979) observaram aumento do numero de
basdéfilos circulantes em cobaias infestadas com o carrapato D. Andersoni,
exacerbado numa segunda infestacdo. Cobaias infestadas pelo carrapato A.
americanum (BROWN e ASKENASE, 1982) apresentaram eosinofilia e basofilia ja na
12 infestagdo e foram potenciadas na reinfestagdo. Eosinofilia foi também constatada
em bovinos da raca Hereford infestados sucessivamente durante dois meses com o
carrapato R. (B.) microplus (O'KELLY, 1971). Szab6 et al. (2000) observaram que
uma 12 ou 3% infestagdo de caes por carrapatos R. sanguineus com 25 ou 100 casais
de adultos nao induz alteracdes significativas no quadro sangliineo. Os mesmos
autores porém constataram que cobaias infestadas com seis casais de adultos da
mesma espécie de carrapatos apresentaram basofilia significativa ja na 12 infestagao.

Gil e Walker (1985) observaram um aumento dos niveis de baséfilos e eosinéfilos no
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sangue periférico de coelhos infestados com H. a. anatolicum no 7° dia ap6s uma
primoinfestagdo, com niveis comparativamente altos observados no 28° dia apds a
segunda e terceira infestacdes. Castagnolli (2002) observou que no hemograma de
potros infestados artificialmente com carrapatos A. cajennense nao houve alteragdes
significativas entre os dados obtidos ao longo das trés infestacées. Porém, apesar de
nao significativa detectou-se uma tendéncia para o aumento do nimero de eosinofilos
da 1% para a 2 e 3? infestagbes. Os resultados apresentados acima s&o de dificil
comparacgao pela diversidade de carrapatos e hospedeiros utilizados. Além disso, as
condi¢cdes experimentais como o numero de carrapatos, o estagio, fequéncia de
infestacbes e estado de sensibilizagdo dos hospedeiros diferiram muito de
experimento para experimento.

As respostas imunes adquiridas sao iniciadas nos 6rgaos linféides periféricos,
isto é, linfonodos, baco e sistemas imunes cutdneo e mucoso (ABBAS, 2000). Analise
imunoistoquimica de linfonodos pré-escapulares, drenantes de locais de fixacao de
carrapatos foi realizada para a pesquisa de células dendriticas, macrofagos e células
B, usando respectivamente CD11c, CD11b e CD21 como marcadores de superficie.
Nos linfonodos controle observou-se que o niumero de células marcadas foi reduzido
quando comparado com linfonodos de animais infestados. No entanto, ndo houve
diferencas significativas quando comparado o numero de células marcadas nos
linfonodos de caprinos de 12 com os de 3% infestagdo. Dentre as células
apresentadoras de antigenos, as dendriticas se destacam na apresentacdo de
antigenos em infestacao por carrapatos. As células de Langerhans sdo as primeiras
expostas aos imundgenos do carrapato na pele, donde migram para os linfonodos
drenantes. Na regido paracortical dos linfonodos, estas células transformam-se em
células dendriticas onde funcionam como células apresentadoras de antigenos para
os linfécitos T. Estas células sdo as unicas apresentadoras de antigenos capazes de
estimular células T naives. Allen (1979) demonstrou por imunofluorescéncia a
presenca de células dendriticas retendo antigenos na camada suprabasal da
epiderme de cobaias logo apos a 2% infestagdo com D. andersoni e na derme no 3°

dia, e na regido medular de linfonodo um dia apds a fixagdo do carrapato. Durante a
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2% infestacao, estas células também foram vistas na regido cortical do linfonodo. No
presente trabalho, estas células foram observadas na regido paracortical e medular de
linfonodos colhidos 15 dias apés o inicio da infestacao, reforcando o conceito de que
estas células participam na apresentacdo de antigenos em infestacbes por
carrapatos.

Células B e macrofagos também foram observados em maior nimero nos
linfonodos infestados em relagdo aos linfonodos controle, sugerindo uma maior
atividade destas células. Os macréfagos também participam no processamento e
apresentacdo de moléculas imunogénicas da saliva dos carrapatos na derme e
linfonodos drenantes, no contexto das moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade de classe Il (MHC II). Os linfécitos Th1 e Th2 fornecem sinais
imunoreguladores para gerar respostas mediadas por células e por anticorpos.
Linfécitos Th1 sdo células efetoras da hipersensibilidade tardia, incluindo a
hipersensibilidade basofilica cutanea induzida por alimentacdo de carrapatos.
Imundgenos, células apresentadoras de antigenos, linfécitos T e citocinas contribuem
para a ativacdo de linfécitos B, que produzem anticorpos circulantes e
homocitotrépicos reativos a carrapatos. Estes anticorpos ligam-se a receptores Fc na
superficie de basofilos e mastocitos. A secrecao continua de antigenos salivares de
carrapatos resulta na formagdo de complexos antigeno-anticorpo homocitotrépicos,
causando liberacao do contetudo dos granulos dos basoéfilos e mastécitos que sao
essenciais na rejeicdo de carrapatos. A histamina liberada no local de fixagcado de
carrapatos causa prurido, estimulando assim comportamento de autolimpeza,
fendmeno que ja foi descrito como forma eficiente dos hospedeiros controlar a
infestacéo por carrapatos (WILLADSEN, 1980).

O emprego de técnicas imunoquimicas, como o immunoblotting de proteinas,
constitui uma ferramenta poderosa na andlise de moléculas imunogénicas. Na
tentativa de identificar antigenos de A. cajennense reativos a anticorpos séricos de
caprinos infestados com ninfas de A. cajennense e a reatividade cruzada com A.
hebraeum foi realizado o “Western Blotting”. A eletroforese dos homogenatos de

ninfas de A. cajennense, em minigel de poliacrilamida (SDS/PAGE), evidenciou cerca
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de 10 polipeptideos com pesos moleculares aparentes variando entre 7 e 92 kDa com
as bandas de 7, 58 e 92 kDa fortemente marcadas. Estes resultados estdo em
concordancia com os observados por Ferreira et al. (1996) e Mukai (2003) na
eletroforese de homogenatos, respectivamente de larvas de R. sanguineus e ninfas
de A. cajennense. Estes autores detectaram 12 polipeptideos de pesos moleculares
de 36 a 200 kDa e 13 bandas de 25 a 200 kDa, respectivamente.

No “Western blotting” com extratos de ninfas de A. cajennense foram
reconhecidos seis polipeptideos com pesos moleculares de 41, 45, 49, 63, 90 e 160
kDa pelos anticorpos séricos de caprinos submetidos a uma primeira infestacao.
Anticorpos séricos de terceira infestagdo reconheceram nove polipeptideos, seis dos
quais coincidiram com os observados na primeira infestacdo, evidenciando a
presenca de mais trés polipeptideos fracamente marcados, com 16, 21 e 22 kDa. Um
aspecto curioso foi o reconhecimento de bandas protéicas similares as observadas no
soro de primeira infestagdo, quando se usou soro dos animais antes da infestacéo.
Por outro lado, anticorpos séricos de caprinos infestados com ninfas de A. hebraeum
reconheceram quatro polipeptideos de extratos de ninfas de A. cajennense, de 46, 49,
90 e 160 kDa de peso molecular na primoinfestacdo. Na terceira infestagdo o soro foi
reativo a sete polipeptideos, quatro dos quais evidenciados na primeira infestagao e
outros trés com 16, 40 e 70 kDa.

Nos casos em que se usou soros de animais ndo infestados era de se esperar
um resultado negativo, partindo do principio de que os animais ainda n&do tinham tido
contato com antigenos do carrapato. No entanto, foram evidenciados alguns
polipeptideos com 46, 49, 70, 90 e 160 kDa. Este achado sugere a possibilidade de que
0s animais usados no experimento tivessem tido contato prévio com o carrapato A.
cajennense. Para confirmar esta possibilidade, realizou-se um teste ELISA indireto,
para absorver possiveis anticorpos séricos anti-antigenos de A. cajennense. Observou-
se que mesmo apods a absorcao, foram evidenciados polipeptideos reativos a soros de
animais nao infestados. Uma possibilidade para explicar este resultado seria de que os
polipeptideos evidenciados sejam decorrentes de reatividade cruzada com outros
ectoparasitas que nao A. cajennense, mas que partiiham alguns epitopos com as
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proteinas do extrato de ninfas, ou a possibilidade de reatividade cruzada com o
anticorpo secundario. De acordo com Den Hollander e Allen (1985), anticorpos
produzidos contra acaros e outros artrépodes (LAHARTHE, 1985) podem reagir
inespecificamente com antigenos de carrapatos. Estudos prévios, realizados com soros
de ovinos nao infestados, evidenciaram bandas reativas a extratos de glandulas
salivares de carrapatos A. americanum, sugerindo reagdo cruzada com outros
antigenos diferentes de antigenos de carrapatos (BARRIGA et al., 1991; OGDEN et al.,
2002).

Os polipeptideos de 16, 21 e 22 kDa observados apenas quando se usou Soros
de caprinos de terceira infestagdo, apesar de aparecerem fracamente marcados,
parecem ser 0s Unicos realmente relacionados com a indugéo de resisténcia a ninfas de
A. cajennense. Talvez, estes antigenos sejam reconhecidos e processados pelo
sistema imune de caprinos resistentes, uma vez que nao foram observados quando se
usou soros de primeira infestacdo ou de animais nao infestados. Provavelmente, o
desenvolvimento de resisténcia nesta relagdo parasito-hospedeiro se manifeste a partir
da segunda infestacdo como se observou em relagdo a alteracdo dos parametros
biol6gicos € ao aumento do nimero de basdfilos infiltrados nos locais de fixagcao das
ninfas de A. cajennense. No entanto, estudos mais detalhados s&o necessarios para
comprovar esta hipétese. Estes resultados estdo em concordancia com resultados
obtidos por Brown et al. (1984), que ao testaram por “Western blotting” soros de
hospedeiros resistentes usando extratos A. Americanum, identificaram uma proteina de
aproximadamente 20 kDa. Estudo posterior realizado por Brown e Askenase (1986)
mostrou que a mesma proteina de 20 kDa foi capaz de imunizar eficientemente cobaias
contra A. Americanum, sendo considerada esta proteina responsavel pela inducao de
imunidade anti-A. Americanum em cobaias.

O fato de os polipeptideos de 16, 21 e 22 kDa apresentarem bandas fracamente
marcadas pode estar relacionado com a fraca resposta obtida na infestagao,
diferentemente quando a resposta é induzida por imunizacdo. De fato, observa-se
reatividade mais intensa com anticorpos séricos de animais vacinados com extratos

antigénicos de carrapatos do que com anticorpos séricos de animais sensibilizados por
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infestacdo, provavelmente pela quantidade de antigenos usada e pelo uso de
adjuvantes, como observado por Ferreira et al. (1996), Szabd et al. (1995) e Mukai et al.
(2002b).

Os resultados obtidos neste estudo mostram também a existéncia de reatividade
cruzada entre A. cajennense e A. hebraeum, como demonstrado pelo reconhecimento
de polipeptideos de extratos de A. cajennense por soros de caprinos infestados com A.
hebraeum. Em alguns casos tais polipeptideos eram muito préximos, e em outros com o
mesmo peso molecular, como os de 16, 90 e 160 kDa. Merece destaque o polipeptideo
de 16 kDa que foi reconhecido somente na terceira infestacao, tanto pelos anticorpos
séricos de caprinos infestados com A. cajennense como pelo dos infestados com A.
hebraeum. Estes achados estdo em concordancia com os observados por Hlatshwayo
et al. (2004), que demonstraram por imunoistoquimica de seccbes de espécimes
adultos, a existéncia de antigenos compartilhados entre as duas espécies de
carrapatos.

A existéncia de reatividade cruzada entre diferentes estagios, e até mesmo entre
diferentes espécies de carrapatos, é altamente desejavel e de grande importancia para
o desenvolvimento de vacinas anticarrapato que protejam contra os varios instares e

que possuam um amplo espectro de agao.
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VIl CONCLUSOES

1. Caprinos desenvolvem resisténcia, pelo menos parcial, a ninfas de A.
cajennense, como demonstrado pela alteragéo de alguns parametros biolégicos

em infestacbes sucessivas;

2. As infestagdes experimentais nas condigbes realizadas ndo parecem alterar o

perfil hematolégico dos caprinos parasitados;

3. O exame histopatologico do local de fixacdo de ninfas de A. cajennense em
caprino pré-sensibilizado revela hiperplasia da epiderme e reagdo inflamatéria
cutdnea com predominio de basdfilos, indicativo de hipersensibilidade cutanea
basofilica;

4. A imunoistoquimica de linfonodos drenantes de areas de lesdes produzidas por
ninfas de A. cajennense evidencia marcacao de macroéfagos, células dendriticas
e células B em maior nimero em linfonodos de animais pré-sensibilizados em

relagéo aos de animais controle;

5. O “Western blotting” de extratos de ninfas de A. cajennense revela polipeptideos
comuns a anticorpos séricos de caprinos infestados com A. cajennense ou com
A. hebraeum, apontando assim para a existéncia de reatividade cruzada entre

antigenos dessas duas espécies de carrapatos.
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