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CON'I:AGEM DE MASTOCITOS DERMICOS EM BOVINOS F, MESTICOS
HOLANDES HPB x GIR INFESTADOS ARTIFICIALMENTE COM CARRAPATOS
Boophilus microplus (ACARI:IXODIDAE)

RESUMO - Este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta cutanea e a
correlacéo entre contagens de carrapatos e numero de mastécitos em pele de bovinos
artificialmente infestados. Para tanto, 148 animais F, provenientes de animais F;
Holandés x Gir, foram infestados artificialmente com 1,0 x 10* larvas de B. microplus
por animal e, apos 21 dias, foi realizada contagem de carrapatos. Antes da infestacéo e
21 dias apos, foram colhidos fragmentos da pele, os quais foram fixados, processados
e corados com May-Griinwald & Giemsa e H.E. Os mastécitos cutaneos dos bovinos Fy
(Gir puros), F1 e F, foram contados em microscépio de luz com reticulo ocular
quadriculado e objetiva de 40x na derme superficial e profunda, além disso, foram feitas
contagens globais de células no sitio de fixacdo. Os valores obtidos mostraram que a
infestacédo artificial induziu aumento significativo no nimero de mastocitos na derme de
bovinos F,, e que este aumento foi acompanhado por intensa infiltrado de eosindfilos. O
exame histopatolégico do sitio de fixacdo dos carrapatos mostrou alteracdes gerais
semelhantes as observadas por outros autores em periodos mais curtos de fixacdo. A
contagem diferencial de células mostrou que houve predominio de eosindfilos,
neutrofilos e mononucleares e que houve significativa correlagdo negativa entre
mastécitos e basofilos e entre mastocitos e neutréfilos. Correlagdo significativa entre
namero de carrapatos e contagem de mastocitos so foi observada na derme superficial,
apos infestacao artificial. Também houve correlacdo altamente significativa entre idade
e numero de mastocitos. As popula¢cdes mastocitarias de animais Gir puros e mesticos

F1 e F, ndo mostraram diferenga significativa.

Palavras-chave: Boophilus microplus, gir, holandés, mastécitos, resposta cutanea
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DERMAL MAST CELLS COUNTS IN F, HOLSTEIN x GIR CROSSBRED CATTLE
ARTIFICIALLY INFESTED WITH Boophilus microplus TICK (ACARI:IXODIDAE)
SUMMARY - This work had as objective to evaluate the cutaneous response and the
correlation between tick infestation and mast cells number in the skin of artificially
infested bovines. For this purpose, 148 bovines F, crossbred Holstein x Gir cattle, were
artificially infested with 1,0 x 10* B. microplus larvae and, after 21 days, ticks attached
were counted. Before the infestation (B.l.) and 21 days after (A.l.), biopsies of the skin
were harvested, fixed, processed and stained with May-Grinwald & Giemsa and H.E.
Dermal mast cells of Fy (pure Gir), F; and F; crossbred cattle were counted under light
microscopy with square-lined ocular reticulum and 40x objective in the superficial and
deep dermis. Diferencial inflammatory cells countings of the tick attachment site were
also done. The data obtained showed that artificial infestation induced a significant
increase in the mast cell number in the dermis of F; cattle, and that this increase was
followed by intense eosinophils infiltration. The histopatological evaluation of the tick
feeding sites 21 days A.l. showed general alterations similar to that observed by other
authors in shorter periods of tick feeding and, the diferencial cells counts showed a
negative correlation between mast cells and basophils and between mast cells and
neutrophils. Significant correlation between tick number and mast cells counts were
observed in the upper dermis after artificial tick infestation. A correlation was also
detected between age and mast cells numbers. No significant differences in the mast

cell populations of pure Gir and F; and F, crossbred cattle were observed.

Keywords: Boophilus microplus, gir, holstein, mast cell, cutaneous response



I. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

1. O carrapato Boophilus microplus

O Boophilus microplus é um ectoparasito pertencente a familia IXODIDAE, que
tem na espécie bovina seu hospedeiro preferencial. Recentemente sugeriu-se que o
género Boophilus seja parafilético ao género Rhipicephalus, devendo o primeiro ser
classificado como subgénero do Rhipicephalus. Segundo esta mudanca de
nomenclatura, seria mantido o Boophilus conhecido no uso comum, ou seja, O
Rhipicephalus (Boophilus) microplus poderd continuar a ser nomeado como B.
microplus, mas a nomenclatura deverd& mudar no futuro para refletir novos
conhecimentos da filogenia e a evolucdo destes carrapatos (BARKER & MURREL,
2002).

Originario da Asia, principalmente da india e llha de Java, sua expansédo se deu
a partir do século XV com o transito de animais e mercadorias nas expedicdes
exploradoras européias.

Atualmente, o B. microplus é encontrado na Asia, Australia, México, América
Central, América do Sul e Africa, ou seja, praticamente todos os paises compreendidos
entre os paralelos 32 de Latitude Norte e 25 de Latitude Sul (FREITAS, 1982). A
introducdo deste em territorio brasileiro se deu, provavelmente, no Rio Grande do Sul
por meio de bovinos oriundos do Chile no inicio do século XVII (THIESEN, 1979 citado
por GOMES, 1998).

O carrapato B. microplus é um parasita monoxeno, ou seja, possui um unico
hospedeiro em seu ciclo evolutivo. H4 uma divisdo nitida de seu ciclo em uma fase
parasitaria que se realiza no corpo do hospedeiro e uma fase de vida livre desenvolvida
na cobertura vegetal.

Na regido central do Brasil, segundo Furlong (1993), na fase de vida livre sao
necessarios em torno de trés dias para a pré-postura; de 21 a 42 dias para a postura;
22 a 30 dias para a eclosdo das larvas e de dois a trés dias para o fortalecimento de

suas cuticulas, transformando-as em larvas infestantes. Na fase parasitaria sao



necessarios, em média, de 18 a 26 dias para a fixacdo, alimentacao, troca de cuticula,
fase adulta e acasalamento, assim como para a alimentacédo, ingurgitamento e queda
das fémeas.

De modo geral, o inicio e o término deste ciclo se ddo quase sempre no pasto,
onde se integram o parasito, 0 hospedeiro e 0 meio ambiente (GOMES, 1998).

A fase parasitaria pode ser delimitada em seu inicio pela fixacdo das larvas em
um hospedeiro susceptivel. Neste periodo ndo ha influéncia das condicbes externas,
sendo entdo as condi¢cdes do proprio hospedeiro que ocupam papel preponderante no
desenvolvimento dos carrapatos.

E na fase de vida parasitaria que ocorre a cépula, bem como as mudancas de
estadios. O término desta fase é marcado pelo momento em que 0s parasitas adultos,
principalmente as fémeas fecundadas e ingurgitadas, desprendem-se do hospedeiro e

caem ao solo para sua oviposi¢cao (GOMES, 1998).

2. Importancia econémica e sanitaria das infestagdes por B. microplus

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial de bovinos do mundo com
aproximadamente 170 milhdes de cabecas (BRASIL, 2003), sendo que cerca de 18% é
destinado a bovinocultura de leite e o restante a atividade de corte. Somadas,
representam 50% do PIB agropecuario do Brasil (INDICADORES RURAIS, 2001).

O carrapato-do-boi €, sem duvida, o ectoparasito de maior impacto econémico
na pecuéria de leite e corte nacional, por ocasionar um prejuizo anual estimado em 2
bilhbes de ddlares, segundo Grisi et al. (2002). Horn (1988) descreve um gasto anual
de 13,8 milhdes de ddlares somente com acaricidas, o que representaria 15% do gasto
total do pais com defensivos na agropecuaria.

Tais prejuizos devem-se a diferentes fatores relativos a biologia e aos aspectos
parasitarios do B. microplus. O carrapato atua como vetor de bioagentes patogénicos
como 0s protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina e a riquétsia Anaplasma
marginale (PATARROYO, 1994), conhecidos causadores da chamada Tristeza
Parasitaria Bovina (TPB), uma das doengcas mais importantes da bovinocultura



brasileira. Mais recentemente, comprovou-se a participacdo do carrapato na
transmissdo da Theileria equi (GUIMARAES et al., 1998).

No processo de fixacdo e ingurgitamento do carrapato, ha a inoculacdo de
diferentes toxinas no hospedeiro, promovendo altera¢fes fisiologicas que podem levar
a inapeténcia e interferir na sintese protéica (GOMES, 1998). Componentes da saliva
do carrapato, tais como inibidores de prostaglandinas e outros moduladores da
resposta inflamatoria, séo inoculados, podendo provocar reag6es de hipersensibilidade,
paralisia de membros ou até hipotrofia testicular (SAUER et al., 1995).

Estima-se que cada teledgina é responsavel pela queda de producéo de 8,9 mL
de leite e de 1g de peso corporal do hospedeiro, diariamente (JONSSON et al., 1998).
Holroyd et al. (1987) observaram que, em um periodo de trés anos, animais que néo
foram parasitados por carrapatos tiveram um ganho de peso 17 Kg maior do que
agueles expostos ao parasita. No mesmo sentido, Furlong et al. (1996) observaram, em
infestacdes crescentes sucessivas, decréscimo na producdo leiteira.

As solugcbes de continuidade causadas pela fixacdo do carrapato em seu
hospedeiro tornam-se portas de entrada para infeccbes bacterianas e miiases.
Ademais, no processo de fixacdo, o carrapato provoca lesbes na pele do animal,
responsaveis pela depreciacdo do couro quando do seu beneficiamento nos curtumes.
De fato, os prejuizos causados pela acdo mecéanica do carrapato sdo de grande
importancia em regides de tradicdo em producao coureira (SAUER et al., 1995). Neste
sentido, os produtores brasileiros de couro cru deixaram de ganhar e transferir ao setor
pecuario, cerca de 500 milhées de ddlares por ano entre 1986 e 1995 (PROGRAMA,
2004).

Além dos danos diretos supracitados, ha que se considerar as perdas indiretas
causadas pelos carrapatos, representadas pelos gastos com mao-de-obra,
medicamentos, construcdes e medidas preventivas necessarias no combate ao
ectoparasito. (GOMES, 1998).



3. O controle do B. microplus

A natureza dispde de mecanismos que limitam o parasitismo visando um
equilibrio na relacdo hospedeiro-parasita. Do ponto de vista biolégico, o parasitismo &
uma relacéo natural entre dois ou mais organismos vivos, de forma que a imunidade do
hospedeiro e 0 escape desta vigilancia pelo parasita sdo fendmenos relativos que
existem de forma equilibrada e tensa (BLOOM, 1979). O grau de parasitismo é
dependente da patogenicidade do parasita e da imunidade inata e adquirida do
hospedeiro. O equilibrio destas duas forcas, permitindo que haja a espoliagdo, mas néao
a morte do hospedeiro e a protecdo deste sem a exterminacdo do parasita, é a forma
de parasitismo encontrada em ambientes naturalmente equilibrados.

O homem alterou totalmente esta relacdo de parasitismo na natureza por meio
de diversas intervencdes, tais como alteracBes drasticas no meio-ambiente e na
distribuicdo geografica das populacdes de hospedeiros e de parasitas; criagdo de
habitats artificiais ndo equilibrados; propagacdo da idéia antropocéntrica de que o
parasitismo é patoldégico e seu maior favorecimento para o0 desenvolvimento de
amostras resistentes a acaricidas devido ao controle negligente das infestacdes.

Segundo Tatchell (1987), populacbes seriamente infestadas s6 sdo possiveis
sob interferéncia humana. Destarte, um ambiente que foi alterado por mdos humanas
necessitara, inexoravelmente, da intervencdo do homem para poder, pelo menos,
aproximar-se do quadro de equilibrio na relacdo hospedeiro-parasita.

As condi¢Bes de parasitismo do B. microplus na pecuaria da América Latina,
assim como de outras regibes do planeta, sdo de total artificialidade, uma vez que
carrapatos e bovinos ocupam “habitats” que néo lhes séo naturais, o que leva a
inexisténcia de equilibrio na relacdo hospedeiro-parasita. Assim sendo, o controle das
infestagcbes por B. microplus € imprescindivel e totalmente dependente da acédo
humana. Segundo Rocha (1984), bovinos susceptiveis, como o0s taurinos, nao
sobrevivem se nao houver controle da infestacdo por B. microplus.

O combate ao carrapato-do-boi deve se basear na aplicagdo de métodos
racionais de controle visando um baixo nivel de parasitismo, indispensavel a

premuni¢do contra os agentes da TPB, mas nao prejudicial a saide do hospedeiro



(MORELLI JUNIOR., 2000). Atualmente, o seu controle, que na maioria dos casos €é
feito com acaricidas quimicos, tem se complicado em funcdo do aumento na frequéncia
do surgimento de amostras resistentes aos principios ativos utilizados (MURAKAMI &
SILVA, 1997; OLIVEIRA & FREITAS, 1998; SOARES et al., 2001). Essa situacao,
aliada a preocupacdo com a protecdo ambiental e a eterna busca de uma relacdo
custo/beneficio mais favoravel, propiciou o crescimento do interesse pelos controles

estratégicos e pelos métodos de controle alternativos.

4. Selecao de racgas resistentes.

A utilizacao da resisténcia do bovino como controle da infestagéo por carrapatos,
tem como base a selecdo de racas comprovadamente resistentes, o cruzamento entre
racas resistentes e racas susceptiveis, porém de alta producdo e/ou animais mais
resistentes dentro da mesma ragca. A resisténcia do hospedeiro é expressa
basicamente pelo aumento da mortalidade de diferentes estagios de desenvolvimento
do carrapato, principalmente das larvas nas suas primeiras 24 horas de vida parasitaria
(MORAES, 1988).

De forma geral, racas zebuinas sdo mais resistentes em comparacao as racas
taurinas, uma vez que o Bos indicus é o hospedeiro natural do B. microplus. Em 1941,
Villares ja demonstrara a fundamentacdo genética da maior resisténcia do Bos indicus
em relacdo ao Bos taurus, e comprovou que dentro de cada uma destas espécies, ha
ragas mais resistentes que outras e ainda dentro de cada raga ha individuos mais
resistentes ou mais susceptiveis que a média da raca.

Zebuinos e taurinos tendem a ter a mesma susceptibilidade na primo-infestacéao
por B. microplus, ndo havendo diferencas qualitativas entre seus mecanismos de
resisténcia (WAGLAND, 1978). Entretanto ha uma reducgéo na proporcao de larvas que
atingem a maturidade a medida que aumenta a taxa de infestagdo mais rapida em
zebuinos (SUTHERST et al., 1973). Isto demonstra a grande importancia da imunidade

adquirida nos mecanismos de resisténcia.



Quando se introduz o Bos taurus em areas enzoolticas para este ixodideo,
geralmente desenvolve-se nos bovinos um problema agudo em funcdo da sua
incapacidade para controlar o nimero de parasitas (GOMES, 1998).

Diversos trabalhos demonstram a maior resisténcia de animais zebuinos em
comparacao aos taurinos, como os de Villares (1941), Riek (1962), Francis & Little
(1964), Johnston & Haydock (1969), Utech et al. (1978), Seifert (1984), Rocha (1984) e
Sartor (1992), dentre outros.

Em relacdo a comparacdo entre racas da mesma espécie, Villares (1941) e
Rocha (1984) observaram que a raca Nelore se destaca entre os zebuinos brasileiros.
Nagar et al. (1978) demonstraram que, na india, a raca Hariana é mais resistente que a
Sahival. Rocha (1984) observou que racas taurinas adaptadas ao Brasil, como a
Caracu e Mocha Nacional, foram mais resistentes que ragas taurinas de importacao
recente. Entre as racas européias, a Jersey mostrou-se a mais resistente (RIEK, 1956;
UTECH et al., 1978).

A utilizagéo de cruzamentos Bos indicus x Bos taurus demonstrou fornecer bom
grau de resisténcia aos mesticos. Estudos comprovam que, em geral, animais mesticos
zebu x europeu apresentam, assim como zebuinos puros, um numero
significativamente menor de carrapatos em relacdo aos europeus puros (RIEK, 1962;
FRANCIS & LITTLE, 1964; JOHNSTON & HAYDOCK, 1969).

Na Austrdlia, zebuinos vém sendo utilizados intensamente em cruzamentos com
racas européias, sendo que os animais oriundos do cruzamento apresentam, de modo
geral, resisténcia de moderada a alta (BYFORD et al., 1976; UTECH et al., 1978).

No Brasil, Teodoro et al. (1984), estudando a resisténcia de touros mesticos
(europeu x zebu), observaram maior propor¢cdo de animais resistentes entre os 5/8,
seguidos dos 3/4, com os 7/8 apresentando menor resisténcia. Da mesma forma,
Lemos et al. (1985) estudando a resisténcia em animais mesticos variando de Y
Holandés x zebu a Holandés PC, demonstraram que, a medida que se aumenta o grau
de mesticagem de gado zebu, aumenta também a infestacédo por carrapatos.



A utilizacdo de cruzamentos visando a combinacdo de caracteristicas de
resisténcia ao carrapato e tolerancia ao calor do Bos indicus, com a alta produtividade
leiteira e fertilidade do Bos taurus é sugerida por Rendel (1971).

Assim como a producao leiteira e o ganho de peso, o potencial do hospedeiro
em adquirir resisténcia ao carrapato é hereditario (WHARTON et al., 1970; ROBERTS,
1971) e, em racas tropicais, a resisténcia pode ser elevada a altos niveis por meio de
selecéo (FRISCH, 1999).

O convivio de milhares de anos entre carrapato e gado zebuino, segundo Lemos
(1986), promoveu uma eliminacdo natural dos animais mais sensiveis, permitindo
assim, maiores oportunidades reprodutivas para 0s animais geneticamente resistentes.
A selecao natural de zebus pelo parasitismo do carrapato promoveu, provavelmente,
acumulo de grande quantidade de genes de pequenos efeitos,o que é caracteristico de
heranca poligénica (quantitativa).

Segundo Martinez et al. (2004), este tipo de resisténcia poligénica promove
resposta rapida e efetiva a selegcdo em ragcas de moderada a alta resisténcia, mas néo
em racas susceptiveis. Hewetson (1968), Wharton et al. (1970), Teodoro et al. (1984) e
Madalena et al. (1985) obtiveram estimativas de herdabilidade variando de 20 a 49%
em zebuinos e mesticos, enquanto Verissimo et al. (1997) observaram baixas
estimativas de herdabilidade (0,89 a 0,91%) em mesticos leiteiros.

A selecdo de animais de ragas susceptiveis com base na resisténcia poligénica
nao é viavel, sendo necessario entdo a exploracdo de genes de efeito maior que
possam estar associados a resisténcia aos carrapatos (MARTINEZ et al., 2004). Estes
genes de efeito maior ocorrem em taurinos Belmont Adaptaur (raga sintética criada a
partir do cruzamento de Hereford e Shorthorn) e em condi¢cdes genéticas apropriadas
pode conferir até 100% de resisténcia (FRISCH, 1999). Em mais de 30 anos de
trabalho, observou-se que cada copia do gene Adaptaur no DNA dos animais reduziu
sequencialmente a contagem dos carrapatos em 75%, sendo que a freqiéncia deste
gene na populacgéo foi de 25% (FRISCH, 1994).



5. Mecanismos de parasitismo dos ixodideos

A introducdo do aparelho bucal do carrapato na pele do hospedeiro se da pela
acao conjunta das queliceras e de enzimas citoliticas e queratinoliticas secretadas na
saliva, propiciando a penetracdo do hipostdmio. Nas espécies de carrapatos que
possuem aparelho bucal curto, como é o caso do Boophilus microplus, a saliva se
sobressai como 0 componente mais importante no processo de fixacdo (MOORHOUSE
& TATCHELL, 1966).

Apés a penetracao nos tecidos, ocorre o processo de solidificacdo da saliva no
meio externo, formando uma l|amina hialina concéntrica denominada "cone de
cemento”, a qual tem funcao de fixacao do ixodideo ao hospedeiro durante o periodo de
ingurgitamento (FONSECA, 2003).

A acdo de enzimas hidroliticas da saliva provoca necrose focal das células da
derme e ruptura de capilares sanguineos e linfaticos, formando a chamada "cavidade
alimentar dermal”, composta basicamente por tecido necrético amorfo e componentes
sanguineos. Segundo Tatchell & Moorhouse (1968), larvas, ninfas e adultos possuem a
mesma profundidade de penetracdo na pele do hospedeiro, entretanto as lesées sao
maiores em cada estagio como conseqiéncia do maior volume de saliva secretada pelo
carrapato.

Os carrapatos intercalam momentos de succdo de sangue e de secrecdo de
saliva, sendo que o maior volume de saliva é secretado no final do processo de
ingurgitamento (BALASHOV, 1972).

Além das enzimas hidroliticas, a saliva dos carrapatos contém diversas
moléculas que apresentam propriedades anti-hemostaticas, vasodilatadoras,
antiinflamatdrias e imunossupressoras (WIKEL, 1996b) as quais apresentam papel
importantissimo nos mecanismos de alimentacdo e evasdo das respostas do
hospedeiro ao parasitismo do carrapato.

As glandulas salivares secretam a apirase, substancia que inibe a agregacéo de
plaguetas pela quebra do ATP em AMP e do ADP em ortofosfato (RIBEIRO, 1989;
TITUS & RIBEIRO, 1990). Segundo Ribeiro et al. (1985), a apirase previne a agregagao
de neutrofilos e a desgranulacdo dos mastdcitos, o que, provavelmente, é



conseqUéncia da ndo agregacdo plaquetaria, evento responsavel pela liberacdo de
citocinas ativadoras de neutrdfilos e mastocitos.

A prostaglandina E, (PGE,) produzida pelas glandulas salivares de carrapatos,
também exibe fun¢bes de inibicdo de plaquetas e vasodilatacdo (CHAMPAGNE, 1994).
Sao secretadas, na saliva de Ixodes dammini, prostaciclinas que inibem agregacéo
plaguetaria e desgranulacdo mastocitaria e induzem vasodilatacao (RIBEIRO et al.,
1988), e a cininase, capaz de quebrar a bradicinina ativada no plasma do hospedeiro e
que tem papel importante na inducéao de dor (RIBEIRO et al, 1985).

A capacidade dos ixodideos em modular a resposta imune do hospedeiro é
assunto bastante discutido na literatura. Existe um balanco entre a resposta imune do
hospedeiro e a imunossupressdo mediada pelos carrapatos, resultando numa
diminuicdo na imunidade, facilitando o ingurgitamento do carrapato sem, no entanto,
reduzir a capacidade de sobrevivéncia do hospedeiro natural (WIKEL & BERGMAN,
1997).

Segundo Wikel (1999), os mecanismos de combate do carrapato aos
mecanismos de defesas inata e adquirida do hospedeiro incluem a inibicdo da sintese
de fragmentos biologicamente ativos de moléculas do sistema complemento
(anafilatoxinas do complemento — C3a e Cb5a ); inibicdo da deposicdo de componentes
do sistema complemento (C3b e C5b); reducdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias pelos macrofagos (TNF- , IL-1, etc.); reducdo da producdo de citocinas
pelos linfécitos Thl; inibicdo das células NK ("natural killers"), entre outros. Mais
recentemente foi descoberta, na saliva de carrapatos R. appendiculatus, uma proteina
ligante da histamina (HBP) de alta afinidade pelos receptores de histamina no
hospedeiro e que, por competicdo, inibe a resposta inflamatéria durante o repasto
sanguineo (PAESEN et al, 1999).

Outra forma do carrapato se esquivar da resposta imunolégica do hospedeiro é
mudar constantemente os componentes salivares, de forma que antigenos do final do
ingurgitamento sejam diferentes do inicio da fixacdo, tornando inécuos os anticorpos

produzidos contra os primeiros antigenos (WIKEL, 1996a).
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6. Resisténcia do bovino ao B. microplus

Uma observacdo mais ampla, pelo ponto de vista evolutivo, permite perceber
que os mecanismos de resisténcia do hospedeiro ndo apresentam funcéo restrita e
essencial de defesa. Na verdade, representam “efeitos colaterais” de processos
fisiolégicos que possuem outras fungdes para as quais foram desenvolvidos, mas que,
no processo evolutivo, tornaram-se mecanismos acidentalmente protetores,
favorecendo a adaptacéo dos individuos que as possuiam.

De modo geral, a resisténcia aos ixodideos possui dois aspectos basicos: os
mecanismos inatos, caracterizados principalmente por agentes inespecificos (locais ou
sistémicos) de defesa e mecanismos especificos, compostos pelas respostas imunes
humoral e celular.

Os mecanismos de resisténcia inata sdo representados por caracteristicas,
estados e mecanismos inespecificos de protecédo apresentadas pelo hospedeiro e que
tém capacidade de exercer certo controle sobre o parasita. Segundo Barriga et al.
(1993), a resisténcia natural aos carrapatos ndo tem relacdo com a resisténcia
adquirida.

Mecanismos comportamentais, fisicos, anatémicos, bioquimicos, fisiolégicos e
histoldgicos, entre outros, estdo envolvidos com a resisténcia inata.

Caracteristicas de espécies, racas e mesmo individuais podem participar da
resisténcia inata. ldade, sexo, quadro hormonal, estado nutricional e o ambiente
influenciam tanto a imunidade natural como a adquirida (JONES et al, 2000).

Certos elementos da imunidade adquirida podem ser responsaveis por
diferencas individuais de resisténcia, mas na maioria dos casos acredita-se que estas
diferencas sejam geneticamente determinadas.

Estudos demonstram que a idade do hospedeiro pode interferir na sua
susceptibilidade ao carrapato. Em experimento de campo, Sahibi et al. (1997)
observaram que a susceptibilidade parece aumentar com a idade do hospedeiro,
embora o fator raca tenha exercido muito mais influéncia do que a idade.

Utech et al. (1978) observaram que vacas gestantes eram significativamente

menos resistentes que vacas nado-gestantes, assim como vacas em lactacao
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mostraram-se menos resistentes que vacas secas, sugerindo que gestacao e lactacao
podem interferir na resisténcia aos ixodideos. Segundo Jonsson et al. (2000), a sele¢éo
de animais mais resistentes aos carrapatos pode ser empregada sem se comprometer
a producéo leiteira.

O comprimento do pélo de bovinos parece interferir no grau de infestacédo por
carrapatos. Foi demonstrado que em regifes tosquiadas do pescoco fixaram-se menos
carrapatos que em regidbes com o pélo longo no mesmo animal, tanto em taurinos
quanto em zebuinos (O’KELLY & SPIERS, 1983). Por outro lado, Spickett et al. (1989)
encontraram correlacdo positiva entre comprimento do pélo e nimero de carrapatos,
quando da comparacdo entre racas européias e racas nativas africanas; da mesma
forma Verissimo et al. (1996) observaram a mesma correlagdo entre zebuinos (Gir) e
mesticos (Gir x Holandés). Fraga et al. (2003) observaram em fémeas da raca caracu
que houve tendéncia de aumento na contagem de carrapatos com o aumento da
espessura do pelame.

De acordo com Bonsma & Pretorius (1943), maior espessura do pelame pode
estabelecer microclima favoravel ao parasita, contribuindo para sua permanéncia e
sobrevivéncia no hospedeiro. Além disso, essa caracteristica dificulta a pratica da auto-
limpeza realizada pelo animal.

Oliveira & Alencar (1987) verificaram em bovinos da raga Canchim, que os
animais mais claros (brancos) eram mais resistentes ao carrapato do que os mais
escuros (amarelos e vermelhos). Os resultados de Verissimo et al. (1997), em bovinos
mesticos leiteiros, sugerem relacdo entre maior nimero de carrapatos e cor de pelame
escura. Em um rebanho de bovinos da raca Gir, Andrade et al. (1998) verificaram que
animais de coloragdes mais claras como branco, chita e chita claro apresentaram as
menores médias de infestacdo. Segundo esses autores, a maior suscetibilidade ao
carrapato dos animais de coloracbes mais escuras, provavelmente, pode ser
provocada pela queda do nivel de resisténcia dos animais mais escuros, em virtude do
maior estresse cal6rico a que estao sujeitos. Entretanto, Fraga et al. (2003) néo

observaram diferencas com relacdo a cor dos animais.
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Roberts (1968), em estudo de fragmentos aleatdrios de pele de bovinos
resistentes ao B. microplus, sugeriu a relacdo entre grau de resisténcia e niumero de
anastomoses arteriovenosas (AAV) da pele de bovinos. Schleger et al. (1981)
demonstraram que animais altamente resistentes tém nimero de AAV bem maior que
animais de baixa resisténcia. Nao ha diferencas morfolégicas entre a AAV de animais
de alta e de baixa resisténcia, assim como entre animais “naive” e expostos a
infestacdo, entretanto, os resultados sugerem que o padrao de AAV pode ser
estabelecido antes da exposicdo prévia ao carrapato, até mesmo no periodo perinatal,
ou ainda que o numero de AAV em animais resistentes aumenta com o desafio por
carrapatos. No mesmo sentido, Hales et al. (1981) observaram que o fluxo capilar era
maior em animais mais resistentes, suscitando relagdo entre rejeicdo as larvas de
carrapatos e hiperemia cutanea induzida pelos parasitas.

Dados obtidos por De Castro et al. (1991) sugerem gue animais de pele mais
delgada carregam menor carga de carrapatos. Em contrapartida, Spickett et al. (1989)
nao conseguiram correlacionar resisténcia a espessura da pele.

Além da barreira fisica da pele, pélos, glandulas sebéaceas, entre outros, os
neutréfilos e macrofagos sao importantes elementos celulares na imunidade inata, por
serem capazes de fagocitar e degradar enzimaticamente uma ampla variedade de
microrganismos e antigenos em hospedeiros ndo-imunes. Entretanto, a fagocitose por
estas células fica muito reforcada se o antigeno estiver revestido (opsonizado) por
anticorpos e complemento (JONES et al.,, 2000), os quais somente sdo produzidos
durante a resposta imune adquirida.

Os mecanismos especificos de defesa constituem uma segunda linha de
protecdo, quando os parasitas ultrapassaram mecanismos locais e inespecificos de
defesa. A resisténcia adquirida apresenta-se basicamente por uma resposta imune a
gual conta com mecanismos de defesa humorais e celulares.

Durante o processo de parasitismo, o carrapato inocula toxinas e metabdlitos
que induzem respostas imunolégicas celulares e humorais do hospedeiro (OBEREM,
1984; KANAKLATA et al., 1986). O repasto sangiineo do carrapato induz mecanismos
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imunorregulatérios e efetores do hospedeiro envolvendo anticorpos, complemento,
citocinas, células apresentadoras de antigeno (APCSs) e linfécitos (WIKEL, 1996a).

A resisténcia imunologicamente adquirida pelo hospedeiro pode resultar em
diminuicdo no volume de sangue ingerido, diminuicdo no peso de ingurgitamento e na
producdo e na viabilidade dos ovos, aumento no periodo de alimentacao, inibicdo da
fixacdo e morte das fémeas ingurgitadas (WIKEL, 1996a). Koudstaal et al., em 1978,
sugeriram que a remog¢éo mecanica pela lambedura desencadeada por mecanismos de
hipersensibilidade também tem importancia na diminuicdo da infestacéo de larvas de B.
microplus em taurinos. Os autores observaram que somente animais de alta resisténcia
apresentaram aumento no numero e no tempo de lambedura nos sitios de fixacao,
sendo que na maioria destes animais a diminuicdo no numero de larvas foi maior que
30%.

Resisténcia adquirida tem sido mais observada nas infestacbes por fémeas, no
entanto, os machos também induzem resisténcia adquirida, embora esta seja mais
discreta do que a observada em fémeas isoladamente ou associada aos machos
(RECHAV et al., 1991).

7. Mecanismos celulares envolvidos na resisténcia a carrapatos

De modo geral, existem dois mecanismos principais na resisténcia adquirida a
carrapatos: a reacao de hipersensibilidade imediata, mediada por anticorpos e a reacao
de hipersensibilidade tardia, mediada por células.

Tém-se sugerido que a resposta a infestacdes parasitarias, no que diz respeito a
resisténcia ou susceptibilidade, envolve subgrupos de células T helper (Th) CD4"
(SHER & COFFMAN, 1992).

De modo geral, células Thl levam a ativagdo de macréfagos e tém sido
associadas a reacédo de hipersensibilidade tardia. Células Th2 aumentam o niamero de
mastocitos e eosinofilos e induzem aumento na sintese de anticorpos (FERREIRA &
SILVA, 1999). Além disso, os produtos de células Thl e Th2 podem negativamente
regular a producéo e/ou atividade umas das outras (MOSSMAN & MOORE, 1991).
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Segundo Wikel & Bergman (1997), células Thl sdo mediadoras da reacao de
hipersensibilidade Tipo IV que levam a hipersensibilidade basofilica cutanea, que
caracteriza a resisténcia adquirida. A expressdo da resisténcia adquirida envolve
componentes da hipersensibilidade tardia (mediada por células Thl) e anticorpos
circulantes das classes IgM e 1gG (MORELLI JUNIOR., 2000).

Embora o mecanismo pelo qual a IgE participa da resisténcia do hospedeiro nédo
esteja esclarecido, h4 diversas evidéncias de que mecanismos de desgranulacdo de
basofilos ou mastdcitos dependentes de IgE (e de IgG; nas cobaias) ocorrem durante
reacdes imunes associadas a resisténcia a infestacbes com parasitas cutaneos e
intestinais (ASKENASE, 1980).

Uma das primeiras demonstracdes da resposta imune celular ao parasitismo por
carrapatos foi descrita por Trager em 1939, que observou resposta minima cutanea de
cobaias a uma primo-infestacdo por Dermacentor variabilis. Ja em cobaias
sensibilizadas, a reacdo cutanea se caracterizava por hiperplasia cutanea, edema e
grande infiltrado de granuldcitos. Posteriormente, Allen (1973) descreveu a reacgao
cutanea de cobaias aos carrapatos como sendo composta basicamente de basofilos e
eosinofilos.

Em revisdo sobre a imunologia na interacdo entre carrapatos e animais de
laboratério, Allen (1989) destacou a resposta cutdnea em cobaias como reacdo
basofilica e, em menor grau eosinofilica. Ja& em coelhos, baséfilos e mastdcitos
parecem ser mais numerosos em animais pré-sensibilizados, além da presenca
numerosa de eosindfilos. Com relacdo aos camundongos, Allen cita o trabalho de Riek
(1959) que relatou o infitrado dérmico com leucdcitos mononucleares e
polimorfonucleares, sendo que poucos destes eram eosindfilos.

Brown et al. (1982), utilizando cobaias pré-sensibilizadas ao Amblyomma
americanum e tratadas com soro de coelho anti-basofilos (ABS) e soro de coelho anti-
eosinofilos (AES), observaram que o ABS aboliu totalmente a imunidade dos
hospedeiros, fazendo com que estes apresentassem taxas de parasitismo e peso das
fémeas ingurgitadas semelhantes as observadas nos animais “naive”. Além disso,

foram observadas a quase auséncia de baséfilos e diminuicdo significativa de
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eosinofilos - provavelmente como efeito secundario a diminuicdo de basobfilos e,
conseqguentemente, dos fatores quimiotaticos para eosindfilos - no sitio de fixacdo dos
carrapatos nos animais que receberam ABS. Demonstrou-se, assim, o papel
fundamental dos basoéfilos no mecanismo de resisténcia das cobaias a carrapatos.

Em 1999, Szabd & Bechara avaliaram a migracdo celular em resposta as
infestacBes primarias e terciarias por R. sanguineus em hospedeiros naturais e
susceptiveis (cades) e hospedeiros nao-naturais e resistentes (cobaias). A contagem
diferencial celular no sitio de fixagdo dos carrapatos demonstrou diferencas
significantes entre os dois hospedeiros. Cées reagiram, principalmente com neutrofilos,
especialmente no final do periodo de alimentacdo, e também com mononucleares e
mastocitos, jA as cobaias apresentaram reacdo predominantemente basofilica e
eosinofilica.

Gill & Walker (1985) avaliaram a resposta celular de coelhos em infestacdes
primarias e terciarias por Hyalomma anatolicum anatolicum e observaram que, 24
horas apés a infestagdo priméria, o infiltrado inflamatério compunha-se de 62% de
neutréfilos, 22% de células mononucleares, 10% de eosinodfilos e 3% de basofilos e
mastocitos. Nas avaliagdes posteriores (72 e 144 horas poés-infestacdo) observou-se
constante influxo de mononucleares e neutroéfilos, diminuicdo no infiltrado eosinofilico
(5% as 144 horas) e aumento no valor absoluto de basdfilos, em contraste com a
manutencdo na contagem de mastocitos.

Ja nas infestacOes terciarias, ficou evidente a resposta celular muito mais
acentuada com relacdo aos granuldcitos, principalmente o aumento nas porcentagens
de basodfilos (4, 8 e 9% as 24, 72 e 144 horas pos-infestacdo, respectivamente) e
eosinofilos (21, 18 e 9% as 24, 72 e 144 horas poés-infestacdo, respectivamente).
Interessante observar que a diminuicdo na porcentagem de eosinofilos repetiu o
observado nas infestacdes primarias.

Den Hollander & Allen (1985) observaram que na terceira e quarta infestacdo em
camundongos Balb/c, o infiltrado celular no sitio de fixacdo de carrapatos Dermacentor
variabilis era composto principalmente por mastécitos e eosinoéfilos e pouco ou nenhum

basdfilo.



16

Utilizando camundongos WBB6F;-+/+ (ndo-deficientes de mastocitos) infestados
por larvas de Haemaphysalis longicornis, Ushio et al. (1993) observaram que, na primo-
infestacdo, pequeno numero de mastdcitos desgranulados estavam presentes no sitio
de fixacdo até seis dias poOs-infestacdo e em seguida, aos 14 dias, o numero de
mastocitos dobrou no mesmo local, assim como o nivel de IgE sérico e IgE ligados aos
mastocitos. Na primeira infestacdo observou-se eosinofilia acentuada ja no dia 2 pés-
infestacdo, alcancando pico no dia 6. A migracdo de eosindfilos no sitio de fixacédo
também foi constatada, sendo que no dia 20 pés-infestacdo os valores chegaram a
sextuplicar.

Schleger et al. (1976) avaliaram a resposta celular imediata (até 5 horas poés-
fixacdo) de taurinos a infestagdo por larvas de B. microplus, utilizando-se animais néo
pré-sensibilizados, animais resistentes e animais susceptiveis. Em animais
previamente imunizados houve reducédo no numero de mastécitos proximos ao sitio de
fixacdo. Diferencas significativas foram observadas entre animais resistentes e
susceptiveis e entre areas mais acometidas e menos acometidas por carrapatos. Em
animais sem contato prévio ndo foram observados eosinofilos na lesdo, embora a
fixacdo fosse de longa duracdo. Por outro lado, em animais de baixa resisténcia
observaram-se poucos eosindfilos infiltrados no tecido e grande niumero presente no
meio intravascular na 32 hora pos-fixacdo; nos animais altamente resistentes
eosindéfilos predominavam o infiltrado celular inflamatério. O grau de desgranulagéo
eosinofilica foi significativamente maior nos animais de alta resisténcia. Basofilos foram
observados ocasionalmente, mas em nameros insignificantes em todos os animais.

Em 1977, Allen et al., investigando a histologia da resposta de bovinos a
infestacdo por fémeas de Ixodes holocyclus, observaram marcante infiltrado basofilico
logo no inicio da resposta em animais pré-sensibilizados.

Brown et al. (1984) avaliaram a resisténcia de bezerros puros holandeses ao
Amblyomma americanum e observaram que, em animais nao sensibilizados (naive), a
resposta celular cutéanea inicial consistia basicamente em infiltrado de mononucleares
até 24 horas pos-infestacdo, quando apareciam os granulocitos. Apos 48 horas, 0s

basofilos representavam a maior porcentagem de granulécitos no sitio de fixacéo



17

(19%). Em infestacbes secundarias e terciarias, esta porcentagem variava entre 12 a
16% e 16 a 34%, respectivamente. Neutréfilos e eosinofilos foram mais abundantes
nas infestagbes secundarias (22 a 33% e 3 a 13%, respectivamente) do que nas
terciarias. Ja os mastacitos responderam por menos de 10% do infiltrado na segunda e
terceira infestacoes.

Resultados semelhantes foram observados por Gill em 1986, na avaliacdo da
resposta imune de bovinos ao H. anatolicum anatolicum em infestac6es primarias e
terciarias. Os infiltrados celulares das infestacbes primarias eram dominados por
neutréfilos (43 a 71%), mononucleares (25 a 35%) e poucos basofilos e eosindfilos
observados somente a partir de 72 horas poés-infestacdo. Por sua vez, o infiltrado
cutaneo das infestacfes terciarias era caracterizado por infiltracdo de baséfilos (6%) e

eosindfilos (3%) e marcada desgranulacdo de mastdcitos e basdfilos.

8. Aspectos morfofuncionais de eosinéfilos

Os eosinofilos, assim como basdéfilos e neutrdfilos, sdo granuldcitos derivados de
células-tronco pluripotentes (CD 34%) da medula 6ssea (COSTA et al, 1997;
ROTHENBERG, 1998). Tais células pluripotentes diferenciam-se primeiramente em
precursores hibridos com propriedades de basofilos e eosindéfilos e, posteriormente,
numa linhagem separada de eosinofilos (BOYCE et al., 1995).

Embora os eosinofilos se desenvolvam na medula 6ssea, residem em grande
namero nos tecidos periféricos, sendo mais abundantes em tecidos com mucosas que
tenham contato com o meio externo, incluindo-se os tratos respiratorio, gastrintestinal e
geniturinario.

A denominacao dos eosinofilos é baseada na estreita afinidade de seus granulos
citoplasmaticos por corantes acidos, como a eosina. As dimensdes dos eosinofilos séo
semelhantes as dos neutréfilos, entretanto apresentam nudcleo bilobulado, além de
granulos citoplasmaticos caracteristicos (WELLER & DVORAK, 1994). Estes granulos
sdo numerosos, tém matriz cristaléide e em algumas espécies sao preenchidos por um

grupo de quatro proteinas catibnicas, as quais conferem a caracteristica eosinofilica da
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célula; dentre elas esta a proteina basica principal (MBP) que corresponde a mais de
50% do conteudo da matriz cristalina do granulo. Além da MBP, ainda encontram-se
proteina catibnica eosinofilica (ECP), peroxidase eosinofilica (EPO) e neurotoxina
derivada do eosindfilo (EDN) (SCEPEK et al., 1994; COSTA et al., 1997).

As atividades antiparasitarias da MBP tém sido demonstradas pela observacao
da presenca da proteina apos a adesdo de eosindfilos na superficie de larvas de
Schistosoma mansoni e de microfilarias de Oncocerca volvulus, Brugia pahangi e B.
malayi (SCEPEK et al., 1994), entretanto sua a¢do enzimatica ainda ndo esta
totalmente esclarecida. Além disso, foi demonstrado que os componentes dos granulos
principais sdo citotoxicos, sendo responsabilizados pela lesdo da mucosa respiratéria
na asma bronquica (SCEPEK et al., 1994) e atuam também nas células tumorais
(GLEICH et al., 1993). Além dos granulos primérios, ainda existem granulos menores
que contém arilsulfatase e outras enzimas (COSTA et al., 1997).

Os eosindfilos expressam receptores para IgA, 1gG e IgE (CAPRON et al., 1995)
e para componentes do sistema complemento, como Clg, C3b/C4b, iC3b e Cba
(COSTA et al., 1997).

A migracdo de eosinofilos entre os tecidos é iniciada pela acdo de moléculas
guimiotaticas locais. Varias substancias quimiotaticas atuam nos eosinéfilos, incluindo
derivados de acido araquidbnico, como o leucotrieno B, (LTB4), outros lipideos
mediadores como o fator ativador de plaquetas (PAF), produtos bacterianos,
interleucinas e diversas quimiocinas, entre as quais destacam-se as eotaxinas 1 e 2 por

serem relativamente especificas para eosinéfilos (ROTHENBERG, 1998).

9. Aspectos morfofuncionais de basofilos

Os basofilos recebem este nome devido a afinidade de seus granulos
citoplasmaticos por certos corantes basicos (WEDEMEYER & GALLI, 2000). Como os
demais granuldcitos, os basofilos possuem origem hematopoiética, sendo derivados de
células pluripotentes CD34" (COSTA et al., 1997) e, normalmente, sofrem maturacio

na medula 6ssea e no sangue circulante periférico, de onde podem ser recrutados para



19

dentro dos tecidos (GALLI, 2000). Estes granulécitos podem infiltrar focos de processos
inflamatoérios ou imunoldgicos, freqientemente acompanhados pelos eosindéfilos, e
podem também participar da reacdo a alguns tipos de tumores (COSTA et al., 1997).

Basofilos sdo os granul6citos menos numerosos na circulacdo sangiinea,
representando 0,5% dos leucécitos circulantes no homem (GALLI & LANTZ, 1999), 0 a
2% nos bovinos, no maximo 3% em equinos e raros nos pequenos animais (FELDMAN
et al., 2000). Entretanto, seu niumero pode aumentar em até 500% em hospedeiros
parasitados por carrapatos (GORDON & ALLEN, 1979; BROWN & ASKENASE, 1982).

Os granulos basofilicos provéem inconfundivel identificacdo nas laminas de
medula 0ssea e sangue coradas com Wright-Giemsa ou May-Grinwald e Giemsa e,
sob condi¢gbes fisioldgicas, possuem meia-vida curta, de apenas alguns dias
(WEDEMEYER & GALLI, 2000). O basdfilo chega ao tecido em poucas horas apos a
agressao, aumentando aproximadamente em 80% a densidade celular no sitio de
fixacdo do carrapato (BROWN, 1988b).

Histamina, proteases e sulfato de condroitina - que, provavelmente, contribui
para a armazenagem de histamina e proteases - estdo entre os mediadores pré-
formados e armazenados nos granulos basofilicos (GALLI & LANTZ, 1999).

Quando ocorre a agregacao de IgE ligada ao antigeno com receptores Fc,
induz-se desgranulacao e liberagdo extracelular de mediadores pré-formados, além da
sintese e liberacdo de leucotrieno C4 (GALLI, 2000). Varios trabalhos tém demonstrado
que basdfilos humanos podem liberar quantidades razoaveis de IL-4 e IL-13 em
resposta a ativacao pelos receptores Fc (BRUNNER et al., 1993; MacGlashan et al.,
1994 citados por GALLI, 2000), que poderia desempenhar papel no aumento da
producao de IgE ou na orientacao da diferenciacdo Th2 (GALLI, 2000).

10. Aspectos morfofuncionais de mastécitos

Os mastdcitos foram descobertos por F. Von Recklinghausen em 1863 e
nomeados por Paul Ehrlich no final dos anos de 1870 como “mastzellen” (do aleméao
mastig = bem alimentado) em referéncia aos granulos citoplasmaticos caracteristicos
(EHRLICH, 1877 citado por OLSSON, 2003).
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Além do bem conhecido papel efetor do mastécito no sistema imune, tem-se |lhe
atribuido outras funcbes como remodelacdo de tecido lesado, reparacdo de feridas,
angioneogénese, resposta de hospedeiros aos parasitas e desordens inflamatérias
agudas e cronicas (BENOIST & MATHIS, 2002, GALLI et al., 2002, Marshall et al.,
2003). Estas células tém vida longa se comparado as outras células sanguineas e
podem, provavelmente, viver no tecido por varios meses (OLSSON, 2003).

Os mastocitos distribuem-se por tecidos conectivos normais, onde permanecem
geralmente adjacentes aos vasos sanguineos e linfaticos, préximos ou mesmo juntos
aos nervos periféricos e sob superficies epiteliais expostas ao meio externo, como dos
tratos respiratorio, digestério, urogenital e tegumentar (GALLI, 1993). Foram descritos
em humanos dois subtipos de mastdcitos: o MCt (mastécito que contém triptase),
predominantemente encontrado em tecido pulmonar e mucosa intestinal, e 0 MCrc
(mastocitos que contém triptase e quimase) normalmente encontrado na pele e na
submucosa intestinal (IRANI et al., 1986, NILSSON & SCHWARTZ, 1995).

Diversos estudos indicam que muitos aspectos do desenvolvimento e
sobrevivéncia dos mastdcitos sdo regulados pelo “Stem Cell Factor” (SCF),
(WEDEMEYER & GALLI, 2000).

Assim como outros granulécitos, os mastdcitos sdo derivados de células
pluripotentes CD34". Quando suas células progenitoras penetram o tecido, sofrem
maturacdo sob influéncia principalmente do SCF, o qual, além de orientar a
diferenciacdo, regula também crescimento, sobrevivéncia, migracdo, adesdo e
desgranulacdo de mastécitos (GALLI et al., 1994; NILSSON et al., 1999).

Os mastécitos possuem receptores de alta afinidade a IgE em sua superficie, e a
atividade imunolégica dos mastocitos € mediada por meio destes receptores de IgE
(ISHIZAKA & ISHIZAKA, 1984).

Quando ativados, os mastocitos liberam seus granulos citoplasmaticos, os quais
contém diversos mediadores inflamatérios. Estes mediadores pré-formados
rapidamente induzem vasodilatagcdo e aumento da permeabilidade vascular. A ativagao

dos mastocitos e a subsequente exocitose dos granulos € seguido pela producédo e
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secrecdo de citocinas e outros fatores que induzem infiltracdo de leucdcitos e
inflamacé&o local (SUNDSTROM, 2001).

A liberagdo de mediadores da inflamagéo estocados nos gréanulos dos
mastocitos pode levar a destruicdo local de tecidos por proteases, alteracdes
vasculares por liberacdo de histamina e por recrutamento de eosindfilos e plaquetas
(BUZETTI, 2001). Tal desgranulacdo resulta ndo somente em reacfes de
hipersensibilidade mediada por IgE, como também por agentes farmacolégicos,
estimulos fisicos e neurais ou fatores derivados de linfocitos T (CASTRO & ARNTZEN,
1993 citados por BUZETTI, 2001).

Embora mastdcitos e baséfilos compartilhem varias funcées importantes, estas
sdo células distintas. Antigamente, acreditava-se que baséfilos eram precursores dos
mastocitos ou que mastécitos eram "basofilos teciduais”, no entanto varios trabalhos
demonstraram que basoéfilos sdo granulécitos que sofreram maturacdo na corrente
circulatéria e que podem infiltrar tecidos em resposta a estimulos imunoldgicos ou
inflamatorios. Por sua vez, mastdcitos maduros ndo sdo encontrados no sangue
circulante e sua maturacao ocorre nos tecidos vascularizados onde residem (COSTA et
al., 1997).

Tanto mastocitos quanto baséfilos contém granulos citoplasmaticos que
apresentam propriedades distintas de metacromasia quando tingidos com corantes
basicos. Ambos os tipos celulares, derivados de células progenitoras e precursoras
presentes na medula 6ssea, sdo as principais fontes de histamina e outros potentes
mediadores quimicos implicados em uma grande variedade de processos inflamatorios
e imunologicos (VALENT & BETTELHEIM, 1990; COSTA & GALLI, 1996 citados por
COSTA et al., 1997).

A extensdo das similaridades bioquimicas e funcionais entre mastécitos e
basofilos continua a ser explorada. Segundo Wedemeyer & Galli (2000), ha achados
qgue, vistos conjuntamente, sdo consistentes com a hipétese de que mastécitos e
basofilos possuem funcdes que se sobrepdem ou sdo complementares durante a

aquisicao da resposta imune, associada a IgE, a certos parasitas.
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Matsuda et al. (1990) demonstraram que, embora camundongos deficientes de
mastécitos (WBB6F;-W/W') ndo manifestassem resisténcia contra carrapatos
Haemaphisalis longicornis, os titulos de IgE aumentaram mais de 100 vezes apés a
segunda infestagdo. A transferéncia de soro destes camundongos para outros
WBB6F;-W/W' que receberam injecdes intracutdneas de cultura de mastdcitos
demonstrou sinais de hipersensibilidade imediata.

Por outro lado, Steeves & Allen (1991) observaram que, tanto em camundongos
mastdcito-deficientes W/W' quanto em camundongos normais (+/+), os ndmeros de
eosinofilos e neutrdfilos aumentaram significativamente durante infestacfes
secundarias e terciarias por Dermacentor variabilis. Além disso, a resisténcia (medida
pela diminuicdo no peso de larvas ingurgitadas em cada infestacéo) foi adquirida pelas
duas linhagens de camundongos.

Muitos estudos tém apontado para o papel dos mastocitos tanto na imunidade
inata quanto na resposta adquirida. O papel essencial destas células na imunidade
inata foi demonstrado por Echtenacher et al. (1996), quando demonstraram que
camundongos mastécitos-deficientes foram menos eficientes do que camundongos
normais na eliminacdo e sobrevivéncia sob infec¢cdes bacterianas. Por outro lado é
evidente também o papel dos mastdcitos como iniciador da resposta imune adquirida,
pela expressao de diversos receptores MHC-II, ICAM-1, ICAM-3, CD43, entre outros,
interagindo diretamente com linfécitos T e B e células endoteliais (OLSSON, 2003).

Em funcéo dos expostos, o presente trabalho procura acrescentar novos dados
a respeito do possivel papel dos mastécitos nos mecanismos de resisténcia de bovinos
ao B. microplus, principalmente com relagdo ao ambiente cutadneo proporcionado pelos
mastocitos e que € encontrado pelo carrapato e a relacdo dos mastécitos com o

infiltrado inflamatorio no sitio de fixacao.
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Il OBJETIVOS

1. Geral

Verificar a existéncia de possivel correlagdo do numero de mastécitos dérmicos
com o grau de resisténcia ou susceptibilidade a carrapatos B. microplus em bovinos

mesticos F, Holandés x Gir antes e ap0s infestacao artificial.

2. Especificos

2.1. Caracterizar histopatologicamente a reacdo de fixacdo de carrapatos B.
microplus na pele de bovinos mesticos F, Holandés x Gir ap0s infestacédo

artificial;

2.2. Avaliar o grau de resisténcia a carrapatos B. microplus em bovinos mesticos
F, Holandés x Gir, antes e ap0s infestacdo artificial, por meio da andlise da

correlacéo entre o numero de mastocitos dérmicos e contagem de carrapatos;

2.3. Correlacionar contagem de carrapatos e niumero de mastécitos dérmicos com
a idade em bovinos mesticos F, Holandés x Gir antes e apoés infestacdo

artificial;

2.4. Comparar o numero de mastécitos em pele nado inflamada de animais Gir

puros (Fo), F1 e F> Holandés x; Gir
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. MATERIAL E METODOS

Hospedeiros

A populacdo experimental que foi utilizada no presente projeto € pertencente a
Embrapa Gado de Leite (CNPGL) situada em Juiz de Fora-MG.

Bovinos mesticos Holandés HPB x Gir, pertencentes a uma geragao F, composta
por 148 animais, foi utilizada para avaliacdo da resposta celular ao B. microplus por
meio de infestacdes artificiais com larvas infectantes e contagem de fémeas adultas.

Para se obter a geracdo F, estudada, foram utilizadas 20 fémeas Gir,
caracterizadas como geragcdo Fo, em trabalho de superovulagéo e transferéncia de
embrides (T. E.) que receberam sémen de quatro touros da raga Holandesa, nao
pertencentes ao CNPGL. Dos produtos destas inseminacdes artificiais foram
selecionados quatro touros e 44 fémeas desta geracdo F; para se formar quatro
familias de geracdo F,, evitando-se o0 parentesco entre o reprodutor e as fémeas a ele
designadas, obtendo-se os 148 animais F».

Os bovinos F, foram distribuidos em sete grupos de acordo com a data que
receberam a infestacao artificial de carrapatos e mantidos em piquetes de capim-estrela
(Cynodon nlemfuensis) com, no maximo, 25 animais por piquete.

Os animais da geracdo F, ndo receberam tratamento carrapaticida antes da
infestacdo artificial, uma vez que apresentavam, em sua grande maioria, infestacdes
baixas o suficiente para nao interferirem na infestacdo artificial. Como ndo houve
controle das infestacfes naturais por carrapatos antes da realizacdo do experimento,
todos animais F, foram considerados pré-sensibilizados naturalmente por B. microplus.

Embora os animais pertencentes as geracdes Fo e F1 ndo tenham recebido
infestacBes artificiais por B. microplus, algumas amostras de pele destas geracfes

foram colhidas para serem comparadas entre si e com as amostras da geracéo F».
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2. Parasitas

Os animais F, receberam infestacbes artificiais com larvas de carrapato
Boophilus microplus, pertencentes a cepa POA, originaria do Rio Grande do Sul,
mantida pelo Laboratdério de parasitologia do CNPGL.

As larvas de B. microplus para a infestagcéo artificial foram preparadas em
laboratério no CNPGL incubando-se 0,5g de ovos em dispositivos adaptados com

seringas plasticas descartaveis (aproximadamente 1,0 x 10* larvas por seringa).

3. Infestagao artificial

As infestacdes artificiais foram realizadas entre sete e dez dias ap0s ecloséo das
larvas incubadas em estufa tipo BOD.

Para a infestacéo artificial foi aplicado um dispositivo por animal da geracao F»,
contendo larvas de B. microplus infectantes, distribuindo-se as larvas ao longo da
regido cervical dos bovinos, de modo que as larvas pudessem atingir ambos os lados
do corpo. Destarte, cada hospedeiro recebeu cerca de 1,0 x 10* larvas de B. microplus.

A distribuicdo dos 148 bovinos F,, as datas de infestag&o artificial com larvas de
B. microplus, datas de contagem de fémeas ingurgitadas e a faixa etaria dos grupos
sdo mostrados na Tabela 1. O delineamento dos grupos foi baseado na data em que os
animais receberam infestacéo artificial e a estacao do ano.

Os animais das geragdes Fo e F1 ndo foram infestados artificialmente.
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Tabela 1. NUmero de animais, estacdo do ano quando do contagem de carrapatos,data de infestacéo
artificial com 1,0 x 10* larvas de Boophilus microplus, data de contagem de carrapatos, faixa
etaria em dias e faixa etaria em meses dos grupos de bovinos mesticos F, Gir x holandés.
Jaboticabal, 2004.

Grupo () Estagao do _ Data dg Data de ] F_aixa_ Feari':(;eetsé;isa
ano/contagem infestagao contagem etaria (dias) (média)

1(22) Chuvosa 16/02/2001 08/03/2001 382-456 12-15 (13,5)
4 (22) Chuvosa 29/11/2002 19/12/2002 451-599 15-20 (17,5)
3(11) Chuvosa 21/12/2001 10/01/2002 408-719 13-25 (19)
2 (24) Seca 17/05/2001 06/06/2001 371-462 12-15 (13,5)
5 (20) Seca 10/07/2003 31/07/2003 750-831 25-27 (26)
6 (24) Seca 10/07/2003 31/07/2003 632-762 21-25 (23)
7 (25) Seca 10/07/2003 31/07/2003 485-630 16-21 (18,5)

4. Avaliacao da carga parasitaria

Para a determinacdo do nivel de resisténcia de cada animal, foram realizadas
avaliacbes absolutas pela contagem das fémeas de carrapatos que completam seu
ciclo apos infestacéo artificial com niumero conhecido de larvas (aproximadamente 1,0 x
10* larvas por animal).

As contagens realizaram-se no dia modal de queda dos carrapatos que, segundo
a literatura, ocorre em torno do 21° dia pés-infestacdo (SEIFERT, 1984). Foram
contadas as fémeas semi-ingurgitadas, de 4,5 a 8,0 mm de didametro presentes em um
dos lados do animal. O resultado obtido era multiplicado por dois para se obter o
namero total de carrapatos presentes no hospedeiro.

A quantificacdo do numero de ixodideos foi realizada no periodo da manha, até
aproximadamente 11 horas, horario em que a maioria dos carrapatos se desprende dos

animais.

5. Colheita de material para histopatologia

Momentos antes da infestacdo artificial e no mesmo dia da contagem dos
ixodideos foram colhidas biépsias da pele do pavilhdo auricular interno direito de todos
0s animais F,. Este local de bidpsia foi escolhido devido a facilidade de imobilizagdo da
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regido e pela presenca da cartilagem auricular, a qual acompanhava o material colhido
e era utilizada para se delimitar a derme profunda na histopatologia.

Sempre que havia carrapatos fixados na regido supracitada, a biopsia era colhida
na area de fixacdo do ixodideo, caso contrario colhia-se material em pele integra. Assim
sendo, foram obtidas 42 amostras pos-infestacdo com sitio de fixacdo de carrapatos.

Destas 42 amostras,apenas 22 foram utilizadas para contagem diferencial de
células inflamatorias, obedecendo-se critério de selecdo das amostras com base na
visualizacdo ideal do cone de cemento para identificacdo das zonas seguindo
descricbes do item 6.3 deste capitulo.

Todas as 148 amostras pés-infestacdo foram utilizadas para avaliacdo da
populacdo mastocitaria dérmica, sendo que, das 42 biopsias que continham carrapato
fixado, foram preparadas laminas com cortes mais distantes do sitio de fixagdo. As
amostras pré-infestacdo mostraram-se todas compostas por pele integra.

As colheitas foram realizadas no mesmo dia da contagem dos ixodideos. Devido
a problemas técnicos, ndo foram colhidas bidpsias pré-infestacdo dos animais
pertencentes ao Grupo 2.

Para comparacdo do numero de mastocitos cutaneos entre os animais F, e 0s
animais F1 e Fo (Gir e Holandés puros), foram colhidas biopsias de 22 animais F;
(machos e fémeas) e oito animais Fq (vacas Gir) ainda presentes no plantel do CNPGL,
embora ndo tivessem sido realizadas infestagdes artificiais de B. microplus nem
tampouco contagens de ectoparasitas nestes animais. Nao foi possivel obter amostras
dos touros holandeses F, uma vez que o0s animais ndo pertenciam ao CNPGL e
somente seus semens foram comercializados para a inseminacgao artificial das vacas
Gir.

Para a realizacdo da bidpsia, os animais foram imobilizados em troncos de
contencao. As biépsias foram realizadas com auxilio de "punch” de 6 mm de diametro.

Os fragmentos de pele obtidos foram imersos em frascos contendo formalina
tamponada a 10%, lacrados e encaminhados ao Departamento de Patologia Veterinaria

da FCAV / UNESP para processamento histologico e posterior estudo histopatologico.
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6. Histopatologia

6.1. processamento histoldgico
As amostras foram processadas segundo histotécnica de rotina, com inclusdo

em parafina e sec¢gdo em microtomo em cortes de 4 m de espessura. Foram montadas

de cinco a sete secc¢des por lamina de cada amostra.

As 22 amostras que possuiam carrapatos fixados foram seccionadas o mais
medialmente possivel do aparelho bucal do ixodideo, objetivando melhor visualizacao
do sitio de fixacdo. Do mesmo material foram preparados cortes mais proximos do
bordo e o mais distante possivel do sitio de fixacdo do carrapato, visando as contagens
de mastdcitos.

Para cada amostra foram montadas duas laminas, sendo que uma era corada
pela técnica da hematoxilina-eosina (HE) e outra pela técnica de May-Grinwald &
Giemsa. Os cortes corados em HE foram utilizados para observacdo de alteracdes
teciduais e avaliacdo da morfologia geral do local de colheita. A coloracao pela técnica
de May-Griunwald & Giemsa foi realizada para identificacdo e contagem de granuldcitos

presentes na pele, inclusive para avaliacdo da populacdo mastocitéria.

6.2. Avaliacdo dos aspectos histopatoldgicos gerais
Os cortes corados em HE das amostras utilizadas nas contagens diferenciais de

células inflamatorias no sitio de fixagdo dos carrapatos foram utilizados para
observacado de alteracfes teciduais e avaliacdo da morfologia geral do local de colheita.
O mesmo procedimento foi realizado com os cortes corados em HE das amostras para
avaliacdo da populagcdo mastocitaria, tanto de colheitas antes como as pos-infestacao.

6.3. Contagem diferencial de células inflamatérias
A avaliacdo da resposta celular ao parasitismo de carrapatos em seu ponto de

fixacdo foi dada pela contagem de granuldcitos (eosinoéfilos, baséfilos, neutréfilos e
mastoécitos) presentes nos cortes corados pelo May-Grinwald & Giemsa e que
apresentavam cone de cemento visivel, seguindo-se técnica descrita por SZABO &
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BECHARA (1999) com ligeiras modificacfes. Para tanto, foram delimitadas quatro

zonas distintas, de acordo com a distancia do ponto de fixacdo do carrapato (Figura 1).

Figura 1. Fotomicrografia de sitio de fixacdo de carrapato contendo cone de cemento e a demarcacao
das zonas utilizadas para contagem diferencial de células. Os circulos representam a
seqUéncia e a regido que receberam contagens. A) Restos do aparelho bucal; B) Cone de
cemento; C) Camada cornea da epiderme; D) Epiderme; E) Derme inflamada.

Apenas as zonas 1 e 2, as quais incluiam a regido central do sitio de fixacao,
foram analisadas, utilizando-se reticulo de 100 quadros integrado a ocular (Nikon
10x/20) e objetiva 100x.

A éarea foi delimitada pelo reticulo em 0,001 mm? por meio de régua
micromeétrica; a contagem foi realizada em duas areas na zona 1 e duas &reas na zona
2 na derme superficial, logo abaixo da lamina basal da epiderme, e duas areas nas

zonas 1 e 2 a 1 mm de profundidade na derme, totalizando-se oito areas contadas.
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6.4. Avaliacdo da populagdo mastocitaria em derme néo-inflamada
As contagens de mastocitos em pele ndo-inflamada foram realizadas na derme

superficial, logo abaixo da lamina basal da epiderme, e na derme profunda, préxima a
cartilagem auricular, em cinco areas de cada regido escolhidas ao acaso.

Para a realizacdo das contagens, foi utilizado microscoépio de luz empregando-se
reticulo de 100 quadros integrado a ocular (Nikon 10x/20) e objetiva 40x. A area foi

delimitada pelo reticulo em 0,0625 mm? por meio de régua micrométrica.

7. Anadlise estatistica
Para as anélises estatisticas foi utilizado o software SAS® (1999-2001). Com

base nos dados obtidos, foram realizadas as seguintes analises estatisticas:

7.1.Contagens de carrapatos
A analise do grau de infestacdo dos bovinos F; foi realizada com todos os 148

animais, sem distincdo de grupos, idade ou estacdo em que foi realizada a infestacao
artificial. Para tanto, foram obtidos a curva gaussiana de distribuicdo normal da
freqiéncia de carrapatos e valores da média, mediana, desvio padrédo, amplitude de
variacdo e variancia. Com base nestes valores foi feita a classificacdo dos animais
quanto ao grau de infestacio seguindo-se metodologia de VERISSIMO (1993).

Para se avaliar a influéncia da sazonalidade, foi feita a comparacdo de médias
entre os animais infestados em estacdo chuvosa e aqueles infestados na seca. Além
disso foi feita a comparacdo de médias por faixa etaria visando-se avaliar o efeito da

idade no grau de infestacéao.

7.2.Avaliacdo do efeito da infestacao artificial na populacdo de mastocitos
dérmicos

Para se averiguar a hipétese de que a infestacao artificial por carrapatos poderia
interferir na populagédo mastocitéaria da derme, foram comparadas, utilizando-se o Teste

© Copyright (c) 1999-2001 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.
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F, as contagens de mastécitos de amostras colhidas antes da infestacdo com as
amostras colhidas pos-infestacdo artificial, tanto da derme superficial como da derme
profunda e a somatéria das duas regides. As comparacdes entre médias foram
realizadas com o teste de Tukey (P>0,05).

7.3.Comparacdo do numero de mastocitos entre os animais com altas e baixas
infestacdes

Os valores obtidos na andlise da distribuicdo Gaussiana das contagens de
carrapatos forneceram o 1° Quartil composto por 25% da populacéo experimental com
menor infestacdo (8,0 carrapatos/animal), supostamente mais resistentes, e o 3° Quartil
que conta com 25% da populacdo que apresentou maior infestacdo (31,5
carrapatos/animal), supostamente mais susceptiveis.

Com base nestes valores foram formados dois grupos: um composto pelos
animais com contagens de carrapatos abaixo de 8,0 (n = 41), e outro com 0s animais
com contagens acima de 31,5 (n = 37). Para a comparacdo de médias foi utilizado o
Teste T de Student.

7.4.Avaliacéo da correlagdo entre idade e grau de infestagcdo dos hospedeiros
Para a avaliacdo da correlacéo entre idade e grau de infestacdo por B. microplus

nos mesticos F2 foi utilizado o Coeficiente de Correlagcdo de Pearson e os dados estéo
exibidos em gréfico de dispersdo com a linha de tendéncia.

7.5.Avaliacdo da correlacdo entre idade e populacdo de mastocitos em derme
ndo-inflamada

A correlacdo entre idade dos hospedeiros e a populacdo de mastdcitos em
derme ndao-inflamada foi avaliada pelo Coeficiente de Correlacdo de Pearson,
separadamente para as amostras pré-infestacdo e para as amostras pos-infestacéo, e

os dados estao exibidos em graficos de dispersdo com a linha de tendéncia.
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7.6.Avaliacdo da correlagdo entre numero de mastocitos cutaneos e grau de
infestacdo dos hospedeiros

O Coeficiente de Correlacdo de Pearson também foi utilizado para se avaliar a
correlacdo entre numero de carrapatos observados nos hospedeiros e a populacao de
mastocitos em derme nao-inflamada de amostras pré-infestacdo e pos-infestacao, e os

dados estdo exibidos em graficos de dispersdo com a linha de tendéncia.

7.7.Comparacao do numero de mastocitos entre os animais pertencentes as
geracdes Fo, F1 e F;

A analise de variancia entre as geracbes (Fo, F1 € F,) para as contagens de
mastocitos foram obtidas usando-se teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. As
comparacdes entre médias foram realizadas com o teste de comparacdo mdultipla de
Dunn (P>0,05).
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IV. RESULTADOS

1. Infestacgao artificial com larvas de B. microplus

1.1.Contagens de carrapatos

Os valores obtidos nas contagens de carrapatos estdo apresentados nas
Tabelas 1B a 7B e em histograma na Figura 2, com a curva de distribuicdo normal das
contagens de B. microplus, além de Box-plot e intervalos de confianca. Os valores
individuais mostraram grande variabilidade, observando-se amplitude de variagao entre
0 e 128 carrapatos por animal, com média geral de 23,34 e desvio padréo de 22,06. Os
histogramas de frequéncia de observacfes por numero de carrapatos (figura 2a)
mostram que houve 41 observacdes de 0 a 10 carrapatos/animal e 44 observacgdes de
11 a 20 carrapatos/animal. Juntos, estes valores indicam que 85 animais F;, (57,4% da
populacao experimental) mostraram baixas infestagdes.

O valor do 1° quartil, composto por 25% das contagens com 0S menores
nameros de carrapatos, foi de 8,0 carrapatos/animal. O 2° quartil, o qual comporta 25%
das contagens com 0s maiores numeros de carrapatos, obteve valor de 31,5 carrapatos
por animal.

Estes dados, associados ao valor da mediana (16,0), reafirmam a forte tendéncia
a baixa infestacdo mostrada pelos animais F, utilizados no experimento como pode ser
observado no box plot (figura 2b) e, além disso, denota o perfil de distribuicdo de

heranca poligénica apresentada pela caracteristica de resisténcia.
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Na Tabela 2 estdo dispostos, por grupo, datas de infestacdo e contagem, faixa

etaria e a distribuicdo dos animais quanto ao grau de resisténcia, de acordo com

classificag&o proposta por VERISSIMO (1993).

Tabela 2. Distribuicdo dos animais quanto ao grau de resisténcia e média de contagem de carrapatos,
por categoria e desvio padrdo de animais F, Gir x Holandés, infestados artificialmente com

aproximadamente 1,0 x 10” larvas de Boophilus microplus. Jaboticabal-SP, 2004.

N° de animais por categoria, segundo a média de carrapatos

Grupo (n)

<25 26-100 2101 Média

1(22) 12 (54,6%) 9 (40,9%) 1 (4,5%) 32,00

2 (22) 17 (77,3%) 5 (22,7%) 0 (0%) 19,01

3(11) 8 (72,7%) 3 (27,3%) 0 (0%) 16,09

4 (24) 21 (87,5%) 3 (12,5%) 0 (0%) 18,25

5 (20) 16 (80%) 4 (20%) 0 (0%) 17,40

6 (24) 12 (50%) 12 (50%) 0 (0%) 27,25

7 (25) 13 (52%) 12 (48%) 0 (0%) 27,84

Média (Desvio padréo) 99 (4,22) 48 (4,05) 1(0,38) 22,68
% 66,9% 32,5% 0,6% 100%

<26 = Resistente 26-100 = Moderadamente resistente

>100 = Susceptivel

Pode-se verificar que 66,29% da populacéo foi classificada como resistente e

32,5% como moderadamente resistente; apenas um animal foi classificado como

susceptivel. Os diferentes grupos apresentaram diferentes distribuicbes dos animais

entre as categorias resistente e moderadamente resistente, sendo que o Grupo 4

mostrou a maior porcentagem de animais resistentes (87,5%) e a porcentagem minima

desta categoria nédo ultrapassou 50%.
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1.2.Avaliacdo da influéncia da sazonalidade no grau de infestagcdo por

carrapatos

As diferentes estacdes em que foram realizadas infestacao artificial e contagem
de carrapatos nédo interferiram no ndamero de ixodideos contados, como pode ser
observado na Tabela 3. A média das contagens em estacao de chuva foi praticamente
idéntica & média obtida nas em periodo de seca (22,67 e 22,69 respectivamente).

Tabela 3. Médias das contagens de carrapatos, por grupo, em diferentes estacées do ano, de bovinos
mesticos F, Gir x holandés infestados artificialmente com 1,0 x 10* larvas de Boophilus
microplus. Analise de comparacdo de médias pelo Teste T de Student. Jaboticabal, 2004.

Estacdo chuvosa Estacao seca
32,00 18,25
Médias dos grupos 19,91 17,40
16,09 27,25
- 27,84
Média total 22,67 22,69
Desvio padrao 8,306 5,628

Teste T 0,2360 P=09976 P 0,05
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1.3.Avaliacao da correlacao entre idade dos hospedeiros e grau de infestacao

por B. microplus

A correlagdo entre niumero de carrapatos e idade dos bovinos F,, demonstrada

na Figura 13, foi determinada pelo Coeficiente de Correlacdo de Pearson ( r ), cujo

resultado negativo (- 0,05) demonstrou que ndo houve significancia estatistica (P =

0,4621). Tomando o numero de carrapatos como um indice de resisténcia /

susceptibilidade ao B. microplus, observa-se que a idade nao interferiu no grau de

susceptibilidade nas condi¢cbes avaliadas, embora as idades dos animais F, variaram

somente de um ano a dois anos de idade.
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Figura 13. Correlacdo entre a idade dos bovinos e a infestacdo por Boophilus microplus em animais F,

artificialmente infestados avaliados aos 21 dias pés-infestacédo. Jaboticabal-SP, 2004.
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2. Amostras de pele, colhidas de bovinos mesticos F2 HPB x Gir apoés infestacao
artificial, com presenca de sitio de fixagdao de carrapatos

2.1.Aspectos histopatolégicos gerais

Os cortes corados em H&E, assim como as laminas coradas pelo May-Grunwald
& Giemsa contendo sitio de fixacdo de carrapatos foram examinados para a avaliacdo
dos aspectos histopatologicos e citopatolégicos gerais Os fragmentos colhidos apos
infestacdo artificial e que apresentavam sitios de fixacdo de carrapatos caracterizaram-
se por intenso infiltrado inflamatério (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Fotomicrografia da regido de fixacdo de carrapato em pele de bovino mestico F, artificialmente
infestado com 1,0 x 10 larvas de Boophilus microplus mostrando cone de cemento (seta) e
infiltrado inflamatorio na derme (cabegas de seta). H. E. (Objetiva 4x). Jaboticabal-SP, 2004.
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Figura 4. Fotomicrografia da regido de fixacdo de carrapato em pele de bovino mestico F, artificialmente
infestado com 1,0x10* larvas de Boophilus microplus mostrando o ixodideo (seta branca), cone
de cemento (cabeca de seta) e infiltrado eosinofilico na derme (seta). May-Griinwald & Giemsa
(Objetiva 4x). Jaboticabal-SP, 2004.

O infiltrado inflamatorio do sitio de fixagcdo mostrou-se, no exame histopatolégico

geral, composto principalmente por células mononucleares e eosindfilos (Figura 5).

Figura 5. Fotomicrografia da regido da derme na area de fixacédo de carrapato em pele de bovino mestico
F, artificialmente infestado com 1,0x10* larvas de Boophilus microplus mostrando infiltrado
composto predominantemente por eosindfilos (seta negra) e mononucleares (seta amarela).
May-Grinwald & Giemsa (Objetiva 20x) Destaque com ampliacéo digital de 4x. Jaboticabal-SP,
2004.
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De modo geral, a derme de fragmentos cutaneos contendo lesdes induzidas por
carrapatos mostrava extensa dissociacdo de fibras conjuntivas (edema intersticial) e

necrose tecidual, além do infiltrado inflamatorio supracitado (Figura 6).

Figura 6. Fotomicrografia da regido de fixacdo de carrapato em pele de bovino mestico F, artificialmente
infestado com 1,0x10° larvas de Boophilus microplus mostrando dissociacdo de fibras
conjuntivas (edema) representado pelas areas claras no tecido intersticial da derme e
vasodilatacédo linfatica (setas). H. E. (Objetiva 20x). Jaboticabal-SP, 2004.

Foi freqientemente observada numerosa quantidade de corpos apoptoéticos na

epiderme proxima ao sitio de fixacdo dos carrapatos (Figura 7), espongiose e
hiperplasia de epiderme.

Figura 7. Fotomicrografia da regido de fixagdo de carrapato em pele de bovino mestico F, artificialmente
infestado com 1,0x10" larvas de Boophilus microplus mostrando corpos apoptéticos na
epiderme (setas negras). Notar edema representado pelas areas claras no tecido intersticial da
derme e infiltrado inflamatério. H. E. (Objetiva 20x). Jaboticabal-SP, 2004.
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2.2.Contagem diferencial de células inflamatérias no sitio de fixacdo e

avaliacéo da correlagdo com o grau de infestacdo por carrapatos

Os resultados obtidos na contagem diferencial de células no sitio de fixacao
estdo exibidos nas Tabelas 1A. e Figuras 8 e 9. As amostras utilizadas para esta
avaliacao pertenciam a diferentes grupos de animais mesticos F, e a distribuicdo dos
animais na obedeceu a classificacéo pelo grau de infestacao por carrapatos.

Foi observado que no infiltrado celular predominaram eosinofilos (47,8%),
seguidos das células mononucleares (28,3%) e neutrofilos (14,4%). As porcentagens
de basdfilos variaram de 0 a aproximadamente 2% do total de células.

A andlise de Correlacdo de Pearson, apresentada na Tabela 2A, mostrou que,
embora ndo tenha havido correlagcdo entre mastocitos e eosindfilos, houve correlacéo
negativa e significativa entre mastocitos e neutréfilos (C = -0,414, P =0,056) e entre
mastoécitos e basdfilos (C = -0,450, P =0,035), ou seja, quanto maior o namero de
mastocitos, menor a contagens de neutréfilos e basofilos. Por outro lado, ndo houve

correlacéo significativa entre grau de infestacdo e niumero de células inflamatérias
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3. Amostras de pele nao-inflamada de bovinos mesticos F2 HPB x Gir colhidas

antes e apos infestagao artificial com carrapatos

3.1.Aspectos histopatologicos gerais

Os cortes corados em H&E, assim como as laminas coradas pelo May-Grinwald
& Giemsa foram examinados para a avaliacdo dos aspectos histopatolégicos e
citopatoldgicos gerais. A maioria das amostras colhidas antes da infestacao artificial ndo
demonstrava sinais de lesdo tecidual, entretanto, algumas bidpsias apresentavam
infiltrado inflamatério composto predominantemente por neutréfilos e eosindfilos,
caracteristicos do infiltrado induzido por carrapatos e presenca de basofilos, porém sem
sinais de fixacdo por carrapato, como cone de cemento, cavidade alimentar e/ou
fragmentos de peca bucal do ixodideo. Basofilos e eosindfilos foram raramente
encontrados nas laminas coradas pelo May-Grinwald & Giemsa nos tecidos néo
lesados.

Pdde-se observar nas contagens péds-infestacdo que um maior numero de

mastocitos era freqientemente acompanhado por infiltragdo eosinofilica (Figura 10).
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Figura 10. Fotomicrografias da derme de bovino mestico F, artificialmente infestado com 1,0x10* larvas
de Boophilus microplus mostrando mastécitos (setas negras) acompanhados de eosindfilos
(setas vermelhas). A) Derme profunda. May-Griinwald & Giemsa (Objetiva 20x). B) Derme
superficial em regido de papila dérmica fazendo saliéncia na epiderme (e). May-Griinwald &
Giemsa (Objetiva 40x). Jaboticabal-SP, 2004.
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Mastocitos presentes na derme profunda encontravam-se ora em posicOes
perivasculares, ora infiltrando o tecido intersticial da derme.

A identificacdo dos mastocitos se dava pela coloracdo arroxeada dos granulos,
conferida pela coloracdo de May-Grinwald & Giemsa, e pela morfologia das células.

Mastocitos apresentavam-se ora fusiformes, ora arredondados, geralmente com
0s nucleos ovalados e bastante basofilicos, com a cromatina disposta perifericamente e
nucléolos evidentes. Mastdcitos ndo desgranulados normalmente apresentavam seus

granulos posicionados perifericamente, formando um halo claro perinuclear (Figura 11).

A

Figura 11. A) Fotomicrografia da derme de bovino mestico F, artificialmente infestado com 1,0x10* larvas
de Boophilus microplus mostrando aspecto fusiforme dos mastdcitos (setas). May-Grinwald &
Giemsa (Objetiva 20x). B) Detalhe de mast6citos mostrando granulos citoplasmaticos bem
delimitados e nucleos ovalados e basofilicos. May-Grinwald & Giemsa (Objetiva 100x).
Jaboticabal-SP, 2004.

Foram contados somente os mastocitos que apresentavam nucleo e granulos
intra-citoplasmaticos evidentes. Eventuais células que apresentavam morfologia que
dificultava sua diferenciacdo, principalmente entre mastocitos e basofilos, eram
desconsideradas. Basdfilos, geralmente, apresentavam-se menores e com granulacao
citoplasmatica intensamente basofilica. Eosindfilos exibiam-se caracteristicamente com

granulos avermelhados e nucleos polimorficos, muitas vezes com aspecto bilobulado.
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3.2.Avaliacéo do efeito da infestagao artificial no numero de mastécitos em
bovinos mesticos F, HPB x Gir

As idades individuais, contagens de B. microplus, contagens de mastécitos em
derme superficial e profunda de bidpsias colhidas antes e apos infestacao artificial com
larvas de carrapatos estao separadas por grupos experimentais e exibidas nas Tabelas
1B a 7B. A contagem total de mastdcitos foi obtida pela soma das contagens de derme
superficial e derme profunda.

As médias dos valores obtidos em todos os grupos estdo condensadas na
Tabela 4. Com excecdo do Grupo 7, que apresentou valores semelhantes nas
contagens pré e pos-infestacdo tanto na derme superficial quanto na derme profunda,
0S grupos sofreram aumento na populacdo mastocitaria pés-infestacdo que chegaram

até aproximadamente 10 vezes o valor obtido pré-infestacéo.

Tabela 4. Médias de idade, niUmero de carrapatos Boophilus microplus e nimero de mastécitos cutaneos
em bidpsias colhidas antes e apés infestacao artificial com aproximadamente 1,0 x 10 larvas
em animais F, Gir x Holandés. Jaboticabal-SP, 2004.

Namero N° de mastécitos / mm?®
Grupo Idade
de Derme Superficial Derme profunda Total
(n) (dias)
carrapatos Al Pl Al Pl Al Pl
1(22) 418 32,00 15,04 30,84 13,76 24,87 28,80 55,71
2 (22) 511 19,91 - 19,05 - 22,25 - 41,31
3(11) 515 16,09 16,00 70,40 3,20 29,76 19,20 91,05
4 (24) 408 18,25 10,76 70,80 4,51 40,00 15,27 110,80
5 (20) 788 17,40 32,17 51,36 39,75 44,80 71,92 96,16
6 (24) 704 27,25 33,73 65,20 22,13 43,73 55,87 108,93
7 (25) 537 27,84 22,91 21,57 21,63 20,45 44,54 42,02
. 21,77 47, 17, 2,27 ,27 78,

Média (Desvio padréo) 03 S0 3 39 8,00
(9,51) (22,92) (13,57) (10,40) (22,17) (30,74)

Al: Antes da infestacao artificial
PI: Apés infestagéo artificial
- . Parcela perdida

As comparag0es, pelo teste F, entre as médias de mastocitos obtidas antes e

apos a infestacao artificial estdo apresentadas na Tabela 5, e mostraram que houve
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diferenca altamente significativa (P< 0,01) entre as médias de contagens pré e pos-

infestacédo, tanto na derme superficial guanto na derme profunda e derme total.

Tabela 5. Médias de numeros de mastdcitos cutdneos em bidpsias colhidas de animais F, Gir X
Holandés antes e ap6s infestacdo artificial com aproximadamente 1,0 x 10* larvas de B.
microplus. Jaboticabal-SP, 2004.

derme superficial (DS) derme profunda (DP) total (DS + DP)
Pré-infestacao 21,77 17,50 39,27
Pés-infestagao 47,03 32,27 78,00
Teste F 21,90* 12,56** 22,76*

*P =0,0001 **P =0,0005

Os dados referentes ao numero de mastocitos na derme superficial , derme
profunda e namero total, estdo representados nas Figuras 1B a 3B na forma de
histogramas com a curva de distribuicdo normal. As comparacdes entre as curvas
denotam a interferéncia da infestacdo artificial no numero de mastécitos, desviando a
curva a direita tanto na derme superficial quanto na derme profunda e,
conseqguentemente, no valor total. este também € um indicativo de que ha a presenca
de nimero maior de mastocitos quando da contagem poés-infestacgao.

As médias de mastécitos na derme superficial antes e depois da infestacdo
artificial foram de 21,77 e 47,03, respectivamente e mostram que houve aumento
significativo (F = 21,90 e P = 0,0001). O gréfico de comparacao entre as médias esta
exposto na Figura 4B, na forma de box plot, onde se pode observar a grande amplitude
de variagéo.

O comparativo de valores da derme profunda antes e depois da infestacao estéao
expressos na Figura 5B. A média das contagens de mastdcitos na derme profunda,
que antes da infestacao artificial era de 17,50, aumentou significativamente (F=12,56 e
P = 0,0005) para 32,27 no material colhido apds a infestacéo.

A Figura 6B mostra que a média na derme total (derme superficial + derme
profunda) na contagem pré-infestacdo foi de 39,27 e, apos a infestacdo, foi

significativamente maior (F=22,76; P = 0,0001), com valor de 78 mastdcitos/mm?.
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Dentre as 148 amostras analisadas, 42 apresentavam sitio de fixacdo de
carrapatos e, para a avaliacdo da populacdo de mastocitos dérmicos, tomou-se a
precaucdo de se avaliar o tecido o mais distante possivel do foco inflamatério. Para se
avaliar a possivel interferéncia destes focos na contagem de mastocitos dérmicos, as
contagens foram separadas em: amostras com sitio de fixacdo (n=42) e amostras sem
sitio de fixacdo (n=106). A Tabela 6 mostra os valores médios por conjunto e 0s

valores obtidos pela andlise de variancia e teste de comparacéo multipla de Dunn.

Tabela 6. Médias de idade, numero de carrapatos e nimeros de mastécitos cutaneos em bhidpsias
colhidas de animais F, Gir x Holandés antes e ap0s infestacdo artificial com
aproximadamente 1,0 x 10 larvas de B. microplus. Jaboticabal-SP, 2004.

Numero N° de mastécitos / mm?
Grupo I&?:se) de Derme Superficial Derme profunda Total
carrapatos Al PI Al PI Al PI
sc* 555,19 20,58 25,56 47,63 20,17 29,86 45,73 77,48
cc* 550,55 30,33 16,47 40,08 18,16 38,93 34,64 79,01
R? 6,49 -99,64 34,49 42,30 23,46 -55,84 13,30 -0,27
Pr ns ns ns ns ns ns ns ns
P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05

* SC= Amostras sem sitio de fixacdo de carrapatos
** CC= Amostras com sitio de fixacdo de carrapatos
Al: Antes da infestacao artificial

Pl: Apés infestacao artificial

Os valores médios das contagens de mastécitos observados nas duas situacdes
mostraram-se proximos e a diferenca nao foi estatisticamente significativa em nenhuma
das contagens. Baseado nestes dados, pode-se afirmar que, nas amostras com sitio de
fixacdo, o procedimento de contagens de mastocitos distantes do foco inflamatorio

obteve sucesso em evitar a interferéncia deste.

3.3.Comparacdo de numero de mastocitos dérmicos entre animais resistentes

e susceptiveis

Os valores obtidos na andlise estatistica das contagens de carrapatos
forneceram, na curva de distribuicdo Gaussiana o 1° Quartil que delimita os 25% de

animais com as menores infestacdes (abaixo de 8,0 carrapatos/animal) e 3° Quartil,
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com 25% da populacdo experimental com as maiores contagens de carrapatos (acima
de 31,5 carrapatos/animal). Com base nestes valores foram formados dois grupos: um
composto pelos animais com contagens de carrapatos abaixo de 8,0 (n = 41) e
caracterizados como “Resistentes”, e outro com contagens mais altas, acima de 31,5 (n
= 37), aqui denominados “Susceptiveis”. Os resultados obtidos estdo dispostos nas

Figuras 1C a 3C e resumidas na Figuras 12.
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Figura 12. Comparacao de médias de mastdcitos entre animais resistentes e susceptiveis nas colheitas
pré-infestagdo e poés-infestacdo artificial com aproximadamente 1,0 x 10* larvas de B. microplus.
Jaboticabal-SP, 2004. .

O numero de mastocitos detectados na derme superficial dos bovinos
susceptiveis foi significativamente menor que dos animais resistentes (P<0,05) apos a
infestacdo. J& na derme profunda, as médias de animais resistentes e susceptiveis
foram muito proximas (39,83 e 32,64 respectivamente), repetindo o observado em

amostras colhidas pré-infestacao.



50

3.4.Avaliacéo da correlacédo entre idade e nUmero de mastocitos cutaneos em
animais artificialmente infestados com carrapatos

As avaliagOes da interferéncia do fator idade de bovinos F, nas contagens de
mastocitos dérmicos estdo apresentadas na forma de graficos de dispersdo nas
Figuras 14 a 16, com as curvas de tendéncia linear, valor do Coeficiente de Pearson
(r) e valor de P.

Embora a amplitude das idades dos mesticos F, fosse pequena (de 10 a 28
meses), foi encontrada correlagdo altamente significativa com o nimero de mastdcitos
na derme superficial (r = 0,2876 e P = 0,0021), profunda (r = 0,39 e P= 0,0001) e total
(r= 10,3727 e P= 0,0001) de amostras colhidas antes da infestacao artificial, ou seja, foi
detectado niumero maior de mastocitos nos animais mais velhos em relagdo aos mais
jovens nas colheitas pré-infestacdo. Entretanto, correlacdo significativa nas colheitas

pos-infestacéo so foi observada na regido da derme profunda (r = 0,1746 e P=0,0377).
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Figura 14. Correlacdo entre a idade dos bovinos e o nimero de mastécitos na derme superficial de
animais F, artificialmente infestados com larvas de Boophilus microplus. Jaboticabal-SP,
2004.
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artificialmente infestados com larvas de Boophilus microplus. Jaboticabal-SP, 2004.



52

3.5.Avaliacdo da correlagdo entre numero de carrapatos e numero de
mastocitos cutaneos

Na Figura 16 estdo exibidos os pontos de correlagdo entre numero de
mastocitos na derme superficial em colheitas pré e poés-infestacdo e numero de
carrapatos. Pode-se observar que nas amostras pré-infestacdo o grau de infestacéo
nao interferiu no nimero de mastocitos na derme superficial (r= 0,0510 e P= 0,5932).
Porém, as amostras pos-infestacdo mostraram correlacdo negativa estatisticamente
significativa (r=-0,2005 e P= 0,0167), i. e., quanto maior o nimero de carrapatos, menor
foi 0 niumero de mastocitos observados.

A linha de tendéncia da Figura 17, assim como os valores do coeficiente de
Pearson, mostram que tanto nas amostra pré quanto nas amostras pods-infestagdo, o
grau de infestac@o por carrapatos nao interferiu no numero de mastocitos (r = 0,0305,
P=0,7493 e r =0,0195, P=0,8179).

Na soma das duas regides avaliadas (Figura 18) ndo hé significancia estatistica
na correlacdo mastdcitos cutaneos x grau de infestacdo, embora permaneca a

tendéncia de menor contagem de mastocitos em animais mais infestados por

carrapatos.
350 -
r (pré) = -0,0510 P=0,5932
§ 300 r (p6s) =-0,2005 P=0,0167
& 250 -
é 200 + = &
8 = -
81501 g = = = 4
g [=]
3 ] a ° m 8 (=]
§ 100 ’EUQUEI‘:' = -
2
——
O ; ; & :
100 120 140

Contagens de Boophilus microplus
<© Derme superficial Pré-infestacéo @ Derme superficial Pés-infestacéo
= | inear (Derme superficial Pré-infestagéo) ==| inear (Derme superficial Pds-infestagéo)

Figura 16. Correlacdo entre o nUmero de carrapatos e o nimero de mastdcitos na derme superficial de
animais F, artificialmente infestados com larvas de Boophilus microplus. Jaboticabal-SP,
2004.
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4. Comparagao do numero de mastocitos cutidneos entre animais Fy, F1 e F;

As contagens de mastécitos em derme superficial, profunda e total em bidpsias
colhidas dos animais Fo e F; séo exibidas nas Tabelas 1D e 2D, respectivamente.

As médias de numeros de mastocitos em amostras colhidas de animais Fo e F1,
0s quais ndo receberam infestacdo artificial de carrapatos, e os valores de mastécitos
obtidos de animais F, antes de infestagao artificial por B. microplus estdo expostas na
Tabela 13.

Considerando-se que 0s numeros de amostras de pele de animais Fo e F; foram
pequenas e que os desvios padrdes encontrados mostraram-se bastante elevados, nao
se obteve diferenca significativa entre as trés geracdes em nenhuma das regides da
derme avaliadas para contagens de mastocitos, sugerindo que o grau de sangue
zebuino ndo é fator determinante para maior presenca de mastocitos em pele de

bovinos.

Tabela 13. Médias das contagens de mastdcitos em pele de animais Gir puros (Fy) e mesticos F; e F, de
Gir x Holandés. Os valores estdo apresentados como média  desvio padrdo por mm® e
porcentagem (entre parénteses). Jaboticabal-SP, 2004.

Grupo Derme superficial Derme profunda Total
29.2 37.8% 11.6 10.4° 40.8 39.3%
FO (n: 8)
(71.6%) (28.4%) (100%)
28.9 30.4% 9.9 14.7° 38.8 40.8%
F, (n=22)
(74.5%) (25.5%) (100%)
23,0 29,8% 19,6 25,2° 42,6 49,4°
F, (n=112)
(54.0%) (46.0%) (100%)

n = Nimero de amostras.

Médias nas colunas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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V. DISCUSSAO

A interagdo carrapato-hospedeiro, observada entre o carrapato Boophilus
microplus e os bovinos, é extremamente complexa e conta com Vvarios fatores
ambientais, fisioldgicos, imunoldgicos, genéticos, entre tantos outros, que interferem e
modulam acéo e reacdo dos dois elementos-chave desta relacdo. Ha pelo menos 50
anos pesquisadores procuram elucidar como estes fatores agem sobre a relacdo
carrapato-hospedeiro e como o homem pode interferir, antropocentricamente, nesta
relacdo em favor do hospedeiro.

Em 1941, VILLARES ja sugerira que, de modo geral, bovinos zebuinos sdo mais
resistentes aos carrapatos que taurinos, o que, posteriormente, foi confirmado por
outros autores (UTECH et al., 1978; ROCHA, 1984; MORAES et al., 1986; SARTOR,
1992).

Bovinos mesticos (europeu x zebu), a principio, apresentam grau de resisténcia
superior ao dos taurinos puros, e proximo ao dos zebuinos puros (RIEK, 1962;
FRANCIS & LITTLE, 1964; JOHNSTON & HAYDOCK, 1969; BYFORD et al., 1976;
UTECH et al., 1978). Entretanto, parece que a resisténcia de mesticos esta diretamente
relacionada com o grau de sangue zebuino que estes apresentam (TEODORO et
al.,1984; LEMOS et al.,1985).

No presente trabalho, animais F, Gir x Holandés infestados artificialmente com
larvas de B. microplus apresentaram média de 22,68 carrapatos por animal, o que,
segundo classificacdo de VERISSIMO (1993), caracteriza-os como de alta resisténcia.
Esses resultados concordam com relatos de Byford et al. (1976) e Utech et al. (1978),
0S quais observaram que animais mesticos apresentavam de moderada a alta
resisténcia.

A distribuicdo dos bovinos, segundo o grau de resisténcia proposto por
VERISSIMO (1993), mostra que a influéncia do sangue zebuino prevalece sobre a do

taurino, uma vez que 66,9% dos animais foram caracterizados como resistentes e
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32,5% mostraram-se moderadamente resistentes. Apenas um animal dentre os 148
avaliados apresentou alta infestacdo por carrapatos.

Embora a média de carrapatos dos animais deste experimento tenha sido baixa,
grande variabilidade foi observada, denotando que aspectos individuais exercem papel
importante na caracterizacdo da resisténcia aos carrapatos. Villares (1941) e Riek
(1962) demonstraram que até dentro da mesma raca ha animais que apresentam
diferentes graus de suscetibilidade.

Uma vez que 0s animais em apreco eram netos de touros HPB e vacas Gir,
seria interessante que se avaliasse também a infestacdo artificial em animais F;
descendentes de touros Gir e vacas HPB, para se avaliar a possivel influéncia de
caracteristicas genéticas ligadas ao sexo.

Ficou demonstrado que o fator idade, embora nédo fosse grande a diferenca
entre os grupos (12 a 27 meses de idade), ndo interferiu nos resultados obtidos de
contagens de carrapatos (Coeficiente de Pearson = - 0,05; P = 0,4621). Alguns autores
relatam diferengas na resisténcia entre animais jovens e adultos, entretanto,
indubitavelmente o fator raca exerce influéncia muito mais forte (SAHIBI et al., 1997).

Nossos resultados corroboram os achados de Guaragna et al. (1992) que,
estudando infestacdes artificiais em tourinhos holandeses e mantiqueiras de um a dois
anos de idade, ndo observaram diferenca significativa para a idade, embora os autores
tenham detectado efeitos de estacao e raca.

A sazonalidade n&do exerceu influéncia na contagem de carrapatos, haja visto
gue a média de carrapatos/animal dos animais que receberam infestacdes artificiais no
“periodo das aguas” (fevereiro de 2001, dezembro de 2001 e novembro de 2002), foi
de 22,67. J4 os grupos infestados na estacao de seca (junho de 2001 e julho de 2003)
apresentaram meédia similar, de 22,69 carrapatos/animal.

Nossos dados sugerem que o efeito da sazonalidade n&o interfere nos
mecanismos de resisténcia do hospedeiro nem na vida parasitaria do ixodideo, e sim
na biologia dos carrapatos, uma vez que, por se tratar de infestacéo artificial, a fase de

vida livre, a qual esta mais sujeita aos efeitos da sazonalidade, foi abolida, fornecendo
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médias de infestacfes praticamente idénticas entre os grupos infestados em estacao
de chuva e estacéo de seca.

Comparando-se a resisténcia das ragas Canchim e Nelore, por meio de
infestacbes natural (Oliveira et al.,, 1989) e artificial (Oliveira & Alencar, 1990),
demonstrou-se que a diferenca ocorre em qualquer estacdo do ano, havendo efeito
significativo na interacdo raca X estacdo. Da mesma forma, Guaragna et al. (1992)
observaram efeitos de ano, estacéo e raca.

Na Australia, Utech et al. (1978) observaram maior contagem de carrapatos no
verdo em relacdo ao inverno. Doube & Wharton (1980) relatam uma flutuacado sazonal
na expressao da resisténcia ao carrapato em gados das regides central e sudeste da
Australia, independentemente da raca ou do estado nutricional dos animais. Em
trabalho realizado com infestacdo natural de carrapatos de diferentes espécies em
gado africano, Latif et al. (1991) observaram que animais resistentes demonstraram
pouca ou nenhuma flutuacdo sazonal na carga parasitaria, enquanto animais
susceptiveis apresentaram aumento de até sete vezes no numero de carrapatos
quando o desafio era alto.

Moreno (1984) observou dois picos principais do B. microplus em Minas Gerais,
o primeiro de setembro a dezembro, final do periodo seco e inicio das chuvas, e o
segundo nos meses de abril, maio e junho, apds as chuvas mais intensas e inicio da
seca. Em estudo realizado no municipio de Pelotas/RS, por meio de contagens de
partendgenas e teledginas em vacas holandesas HPB, Brum et al. (1987) encontraram
trés geracdes de carrapatos por ano, tendo no outono o maior pico. A variacdo sazonal
do B. microplus no Planalto Catarinense foi estudada no periodo de marco de 1979 a
fevereiro de 1982, tendo sido encontrados os menores niveis de infestacdo de agosto a
novembro e os maiores de janeiro a abril, sendo a correlacdo entre os trés anos
superior a 76% (Souza et al., 1988).

Em todas as amostras contendo sitio de fixacdo de carrapatos avaliadas neste
experimento foram realizadas avaliacdes dos aspectos histopatolégicos gerais visando

identificar o ambiente histologico onde foram contadas as células inflamatorias.
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As alteracdes histoldgicas gerais observadas nos fragmentos cutaneos do ponto
de fixacdo do carrapato foram bastante homogéneas entre as amostras avaliadas.
Embora os aspectos pudessem variar de lamina para lamina, alguns pontos em comum
foram observados.

O aspecto do cone de cemento produzido pelo carrapato foi bastante uniforme,
estendendo-se do extrato cOrneo até proximo a camada basal da epiderme. Esta
estrutura apresentava-se como uma massa homogénea eosinofilica, de aspecto vitreo
e cuneiforme, semelhante ao cone produzido por R. sanguineus descrito por Szabé e
Bechara (1999). O cone de cemento parece auxiliar na fixacdo de carrapatos que
apresentam peca bucal curta, como € o caso do género Rhipicephalus. No caso de
carrapatos de peca bucal longa (Amblyomma, Hyalomma), os quais penetram o
hipostdmio profundamente na derme do hospedeiro, 0 cone de cemento € formado
perirostralmente, dentro da derme. Segundo Daniel et al. (2000), nestes carrapatos
com aparelho bucal longo, parece que a funcdo do cone de cemento é de proteger 0s
tecidos adjacentes do ixodideo das suas enzimas salivares, ou ainda isolar a cavidade
neoformada do meio externo para criar um gradiente negativo que favoreceria o
processo de alimentacdo (ARTHUR, 1970). O Ixodes ricinus, ixodideo de peca bucal
longa, aparentemente ndo produz cone de cemento, entretanto foi observado que o
hipostdmio mostrava-se recoberto por uma membrana de coladgeno (BROSSARD &
FIVAZ, 1982).

Praticamente todas as amostras mostraram intensa dissociacdo de fibras do
tecido conectivo da derme, provocada principalmente pela infiltracdo de exsudato no
meio intersticial. Este tipo de reacdo parece ser inespecifica, uma vez que pode ser
observada em diversas outras situacdes de lesdo tecidual, parasitaria ou nao. A
formacdo de edema em consequéncia do parasitismo de carrapatos ja foi bastante
descrita e parece acompanhar 0 processo, qualquer que seja a espécie do hospedeiro
e do acaro. Szabd & Bechara (1999) descreveram a presenca de intenso infiltrado
produzido pelo R. sanguineus em hospedeiros resistentes (cobaias) e susceptiveis
(caes), embora a composicao celular fosse diferente entre ambos. Os mesmos autores

descreveram outras alteracdes teciduais que coincidem com nossos achados como:
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hiperplasia da epiderme, edema intracelular, espongiose, hemorragia e necrose.
Aspectos semelhantes sdo descritos por Gill & Walker, 1985 e por Daniel et al., 2000.
O infiltrado inflamatério era composto predominantemente por eosinéfilos e células
mononucleares, o que foi confirmado posteriormente na contagem global de células no
sitio de fixacdo de carrapatos.

Embora sem aparente significado, o grande numero de corpos apoptoticos
observados na epiderme dos sitios de fixag&o foi digno de nota. Isto pode ser explicado
como consequéncia da hiperplasia observada, ou seja, o organismo utiliza a apoptose
para regredir tecidos que sofreram hiperplasia.

As contagens diferenciais de células presentes no sitio de fixacdo mostraram
grande variabilidade entre os animais, semelhantemente ao observado por Szabd &
Bechara (1999).

As correlacdes entre contagens de carrapatos e o numero de células avaliadas
no sitio de fixacdo mostraram-se todas nado-significativas, entretanto as andlises de
correlacdo entre as células contadas mostraram resultados interessantes. A correlagéo
entre numero de mastécitos e de baséfilos mostrou-se negativa e estatisticamente
significante (r= -0,45; P=0,035), dando a entender que, quanto maior a populacdo
mastocitaria, menor € a infiltracdo de baséfilos. Sabe-se que tanto mastdcitos quanto
basofilos sintetizam e liberam histamina, entre outros mediadores em comum, e
possuem receptores para Igg (WEDEMEYER & GALLI, 2000), assim sendo podemos
supor que se ha menos mastocitos no tecido, poderia haver maior estimulo para
infiltracdo de basodfilos ocupando o papel dos mastécitos.

Outro dado interessante encontrado, mas ndo muito claro, foi a correlagéo
negativa e significativa entre nimero de mastdcitos e numero de neutrofilos. Partindo-
se da suposi¢cdo que as baixas contagens de mastocitos foram provocadas pela alta
taxa de desgranulacdo e nao visualizacdo dos granulos intracitoplasmaticos, tal
correlacdo mastocito neutréfilo poderia ser explicada pela pela producdo de IL-8, que
atrai neutrofilos, pelos mastocitos.

Embora ndo tenha havido correlacéo significativa entre eosinoéfilos e mastocitos,

ou entre eosindfilos e carrapatos, ficou evidente que na grande maioria das amostras
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predominaram eosinofilos e, mesmo quando estes ndo predominaram, representavam
grandes porcentagens. Os eosinofilos corresponderam a 47,5% do infiltrado
inflamatério de todas as amostras avaliadas, sendo seguido pelas células
mononucleares (27,7%) e neutréfilos (22,9%), ou seja, quase metade do infiltrado
inflamatorio era composta por eosindfilos.

Estes dados concordam com aqueles observados por Schleger et al. (1976), que
verificaram, na avaliagéo da resposta celular em taurinos infestados por larvas de B.
microplus, predominio, a partir de 3 horas apds a fixagdo das larvas, de eosinofilos no
infiltrado inflamatdrio em hospedeiros pré-sensibilizados. Além disso, 0s autores
encontraram diferencas significativas entre animais resistentes e susceptiveis nas
caracteristicas da populacéo de eosindfilos presente no tecido. Brossard & Fivaz (1982)
também observaram grande nimero de eosindfilos nas avaliagdes mais tardias (cinco
dias) feitas no sitio de fixacdo de larvas de I. ricinus em coelhos resistentes e
susceptiveis, enquanto que Szab6é & Bechara (1999) sé observaram aumento de
eosinofilos, assim como de baséfilos nos hospedeiros resistentes nao-naturais
(cobaias) de R. sanguineus.

O papel dos eosindfilos na resposta de hospedeiros aos carrapatos ainda €
incerto. Brown et al. (1982) sugeriram que eosindéfilos e basofilos possuem papel
importante na expressao de resisténcia a carrapatos quando observaram diminuicdo na
resisténcia de cobaias sensibilizadas apds tratamento com soro anti-eosindfilo e anti-
basofilo. Por outro lado, foi observado que eosindfilos liberam substancias inibidoras de
histamina (HUNCHER, 1975 citado por BROSSARD & FIVAZ, 1982) e histaminase
(ZEIGER et al.,, 1976 citados por BROSSARD & FIVAZ, 1982) que modulam
negativamente a resposta imediata aos carrapatos, podendo ser este um mecanismo
de evasao dos carrapatos a resposta imune dos hospedeiros.

Um aspecto importante que deve ser discutido a respeito dos resultados obtidos
neste trabalho € que a colheita de amostras pds-infestacdo deu-se 21 dias apos a
implantagédo das larvas. Como a infestagdo ndao se deu em camara de contencdo do

ixodideo, ndo se sabe exatamente quando os carrapatos fixaram-se no hospedeiro,
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provavelmente induzindo caracteristicas histologicas bastante variadas como as
observadas.

De qualquer forma, se for considerado que as fixagdes ocorreram no mesmo
periodo, estes sdo dados de bastante relevancia, uma vez que ndo foi encontrada
nenhuma referéncia a respeito do aspecto histologico de infestacbes por tdo longo
tempo, sendo que, a avaliacdo encontrada na literatura com maior tempo foi de 144
horas (seis dias) feita por Gill & Walker em 1985, avaliando-se aspectos histolégicos de
infestagbes por Hyalomma anatolicum anatolicum em coelhos.

A avaliacdo da resposta imune ao final do repasto sanguineo pode ser
interessante pois mostra como se da a integracdo carrapato-hospedeiro apds tantos
dias, uma vez que, para tanto, o carrapato teve que se evadir dos mecanismos de
defesa e encontrou ambiente favoravel para completar seu ciclo. Ficou demonstrado,
neste experimento, que células caracteristicas de respostas agudas, como O0s
neutréfilos, tinham presenca marcante, podendo reforcar as suposicdes de que o
carrapato modifica constantemente os antigenos presentes na saliva na tentativa de
driblar a resposta imune do hospedeiro

Da mesma forma que nas amostras de pele bovina com presenca de carrapato
fixado, houve avaliacdo dos aspectos histopatolégicos gerais das amostras utilizadas
para contagens de mastécitos, antes e apoés infestacao artificial.

Foram encontradas algumas amostras que apresentavam infiltrado inflamatério
caracteristico de reacdo a picada por carrapatos, composto predominantemente por
eosinofilos, neutréfilos e mononucleares. Entretanto, nenhum sinal da presenca do
parasita foi observado, ou seja, presenca do préprio carrapato ou de partes deste, cone
de cemento, solucdo de continuidade na epiderme ou cavidade de alimentacdo. Além
disso, a presenca de carrapatos na biopsia néo foi notificada, como foi padronizado no
procedimento experimental.

E provavel que tais amostras tenham sido colhidas préximas a algum sitio de
fixacdo do qual o carrapato tinha se desprendido ha pouco tempo, havendo entdo
presenca de antigenos do ixodideo induzindo resposta imune. Considerando-se a

capacidade migratoria dos granulocitos, podemos supor também que, embora ndo
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houvesse lesdo no local da bidpsia, as células infiltradas poderiam estar se dirigindo a
algum foco lesado.

Nas laminas que ndo apresentavam qualquer foco inflamatério, principalmente
nas colheitas pré-infestagdo artificial, raramente foram observados eosindfilos e
basofilos nas laminas coradas por May-Grunwald-Giemsa, o que néo € surpreendente,
uma vez que estas células estdo presentes no meio intravascular e so infiltram tecidos
quando h& estimulo quimiotético (COSTA et al., 1997).

Com relacdo a avaliacdo da populagdo mastocitaria da derme de bovinos F, Gir
x HPB, os resultados apresentados neste trabalho mostram que a infestacao artificial
por B. microplus proporcionou maior contagem de mastécitos na derme dos animais,
independentemente da presenca ou proximidade do carrapato fixado a cutis. Esta
observacédo pode ser representada pelo aumento de aproximadamente 50% no nimero
de mastdécitos dérmicos comparando-se as médias de contagens totais antes (39,27
mastdcitos/mm?) e ao final da infestacao artificial (78,0 mastdcitos/mm?).

A avaliagdo estatistica dos valores obtidos com as contagens de mastocitos
mostrou diferencas altamente significativas quando comparadas as contagens antes e
apos infestacdo artificial, tanto na derme superficial (P=0,0001) quanto na derme
profunda (P=0,0005) e derme total (P=0,0001).

Tem-se afirmado que h& acumulo de mastdcitos tanto nos focos de inflamagéo
aguda quanto crénica, entretanto o mecanismo para que haja este acimulo ndo esta
ainda claro (OLSSON, 2003). Devido a rapida cinética de acumulo de mastdcitos, €
provavel que a redistribuicdo dos mastdcitos adjacentes por migracdo direta seja o
principal mecanismo atuante. Trabalhos reportam o aumento no nimero de mastocitos
na mucosa de vias aéreas de caes uma hora apos indugéo alergénica (TURNER et al.,
1988) e aumento significativo, em humanos, no niumero de mastocitos na submucosa
de pulmb&es de asmaticos apos seis horas da exposicao a antigenos (MONTEFORT et
al., 1994). Outra possibilidade, porém menos provavel, seriam 0s mecanismos de
proliferagdo, prolongamento da sobrevivéncia e diferenciagdo de precursores de
mastocitos oriundos do sangue periférico (OLSSON, 2003).
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Aumento na densidade de mastocitos em tecidos inflamados de humanos tém
sido descritos em diversas doencas como asma e artrite reumatodide (KOSHINO et al.,
1996; GOTIS-GRAHAM, 1997). Segundo Wang et al. (1998), esses aumentos podem
ocorrer pelo recrutamento de precursores de mastdcitos da circulacdo seguida de
maturacao local, proliferacdo local de mastdcitos residentes ou migracao de mastocitos
maduros de tecidos adjacentes.

Grande variabilidade no niumero de mastécitos foi observada tanto entre grupos
quanto entre animais, demonstrando o carater de heranca poligénica quantitativa da
resisténcia ao carrapato. Um exemplo disto € que a média total do Grupo 4 elevou de
15,27 mastécitos/mm? (antes da infestacdo) para 110,8 mastécitos/mm? nas amostras
pés-infestacdo, ou seja, um aumento de 7,25 vezes do valor inicial. J& no outro
extremo, o Grupo 7 apresentou 44,54 mastécitos/mm? e continuou no mesmo patamar
com 42,02 mastécitos/mm? na contagem pés-infestacdo. Como existem indimeros
fatores do meio ambiente que podem estar interferindo nestes valores e grande parte
destes nao foi controlada, é provavel que efeitos ambientais estejam atuando nos
resultados obtidos.

Dentre as bidpsias poés-infestacdo dos 148 animais estudados, ndo foram
identificados mastocitos em 13 amostras na derme superficial, nove na derme profunda
e seis na derme total, entretanto aumento no numero de eosindfilos foi observado,
suscitando reacdo cutanea. A intensa desgranulacdo mastocitaria descrita em reacées
de hipersensibilidade imediata pode, eventualmente, desprover os mastocitos de
granulos intracitoplasmaticos ndo havendo a coloragcdo metacromatica caracteristica
usada na identificagdo das células. Portanto, acreditamos que os mastdcitos estavam
presentes mas ndo puderam ser identificados, necessitando-se, assim, de técnicas de
imunohistoquimica utilizando marcadores de membrana ou citoplasmaticos para
identificacdo das células.

Schleger et al. (1976) descreveram reducdo no nimero de mastécitos de até
60,7% proximo ao sitio de fixacdo de larvas de B. microplus em hospedeiros pré-

sensibilizados.
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Gow et al. (2004) observaram, em reacdes alérgicas em pele de humanos apés
60 minutos de exposicdo a alérgenos, aumento significativo na desgranulacdo de
mastocitos cutdneos com concomitante aumento no numero de eosinofilos
acompanhado pelo aumento na concentragdo de eotaxina na microcirculagéo da pele.

A comparacdo do numero de mastocitos entre os animais com altas e baixas
contagens de carrapatos, realizada entre animais que apresentavam contagens de
carrapatos abaixo do 1° quartil (8,0) e acima do 3° quartil (31,5) demonstrou que so6
houve diferenca estatistica nas contagens de masticitos presentes na derme
superficial de amostras colhidas apoés infestacao artificial, onde o numero de mastécitos
detectados na derme superficial dos bovinos susceptiveis (32,91) foi menor que dos
animais resistentes (58,46) apds a infestacao.

Reforcando estas observacBes, a analise de correlacdo entre numero de
mastocitos na derme superficial e contagens de carrapatos mostrou linha de tendéncia
negativa, ou seja, quanto maior a contagem de carrapatos, menor a populacao
mastocitdria na derme superficial. Esta correlacdo ndo foi observada na derme
profunda e total. O fato de animais com maior infestacdo apresentarem maior numero
de mastdcitos na derme superficial e ndo na derme profunda pode indicar alguma
ligacdo com a susceptibilidade destes. Se houver alguma limitacdo na capacidade dos
mastoécitos em chegar a derme superficial onde estad o hipostémio do B. microplus, e
consequentemente, uma menor presenca de mediadores mastocitarios, este parasito
encontrara ambiente mais propicio para a fixacdo e repasto sanguineo.

Estes resultados podem sugerir que 0 ambiente criado pela maior densidade de
mastoécitos na derme superficial pode estar definindo o maior grau de resisténcia destes
animais, uma vez que o B. microplus possui hipostdmio curto, o qual a penetracéo fica
restrita geralmente a epiderme, promovendo contato mais intimo da saliva do ixodideo
com a populacdo mastocitaria da derme superficial. MUKAI et al. (2001) avaliando
namero de mastocitos em diferentes racas de bovinos encontrou média de 61,73
células/mm? na derme superficial de Gir, sabidamente mais resistente que o Holandés
PC que apresentou média de 48,76 mastdcitos/mm?. A avaliacédo da correlacdo entre

bovinos resistentes e susceptiveis a carrapatos de hipostémio longo (Amblyomma,
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Hyalomma, etc.) e distribuicdo de mastocitos na derme poderia contribuir para o
esclarecimento destes achados.

A liberagdo de histamina por mastocitos ativados induz, entre outros efeitos,
intenso prurido que leva o animal a praticar a autolimpeza, por meio da lambedura,
livrando-se das larvas que o teriam provocado. Rocha (1976), citado por MORAES
(1988) demonstrou que quando os bovinos sdo presos de tal forma que ndo possam
praticar a lambedura, a diferenca na infestacao entre grupos de animais susceptiveis e
resistentes torna-se menos evidente e o grau de infestagdo aumenta em ambos 0s
grupos.

Embora a correlacdo entre idade e contagens de carrapatos ndo tenha sido
significativa, a avaliacdo da correlacdo entre idade e numero de mastocitos na pele
mostrou que nas amostras colhidas antes da infestacdo artificial houve correlagao
significativa tanto na derme superficial quanto na derme profunda e derme total, ou
seja, foi detectado maior numero de mastécitos nos animais mais velhos em relacao
aos mais jovens. Entretanto nas colheitas pos-infestacdo tal correlagdo soO foi
observada na derme profunda.

Pode-se sugerir entdo que quanto maior a idade do hospedeiro, maior a
populacdo mastocitaria na pele do individuo, podendo ser resultado da maturidade
imunoldgica deste, ou ainda supor que um maior tempo de exposicdo ao desafio
poderia induzir proliferacdo dos mecanismos de defesa ao parasitismo.

As amostras colhidas de animais Fo e F;, assim como o foi com todo o material
de mesticos F,, receberam avaliacdo das alteracbes histopatolégicas gerais. Na
comparacao dos aspectos histopatolégicos gerais de animais Fo, F1 e F,, pouca ou
nenhuma diferengca morfolégica significativa foi observada e, quando encontrada, nédo
era grupo-especifica. E esperado que em estado de homeostase da pele, varios
mecanismos estejam trabalhando e provendo tais diferencas minimas observadas.

As contagens totais de mastocitos ndo diferiram entre os animais mesticos e
puros, opondo-se aos achados de Sartor (1992) que observou média de 73 mastécitos
cutaneos/mm? contra 41 em mesticos Fi Gir x Holandés. Moraes et. al (1992)

demonstraram que mastdocitos cutdaneos em zebuinos sdo muito mais numerosos que
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em gado Holandés (médias de 110,2 contra 43,1 em bezerros holandeses), o que pode
explicar, pelo menos em parte, a resisténcia mais alta para carrapatos de gado indiano.
N&o obstante, Mukai et al. (2001) observou contagens de mastécitos em gado Gir
semelhantes as do gado europeu, inclusive Holandés, mas diferente estatisticamente
de animais mesticos. Tais resultados confrontantes destes trabalhos podem ser
explicados pelas diferencas nas condicfes experimentais, sexo, idade e caracteristicas
genéticas, local de biopsia, e outros fatores relativos aos grupos experimentais. De
qualguer maneira, 0 numero total de mastécitos demonstrado nos grupos deste estudo
€ um pouco menor ao observado nos outros trabalhos.

Mastoécitos normalmente estdo distribuidos ao longo do tecido conjuntivo, onde
eles podem ser mais numerosos sob a superficie epitelial da pele e adjacente a vasos
sanguineos ou linfaticos (GALLI, 1993). O carrapato B. microplus possui aparelho bucal
mais curto em comparacdo a outros géneros de ixodideos como Amblyomma spp.,
assim sendo, uma concentracdo mais alta de mastocitos na derme superior pode ser
mais eficiente na rejeicdo ao seu parasitismo. Segundo Brown (1988a), a alta
densidade de mastécitos é provavelmente um atributo de resisténcia inata bovina aos
carrapatos.

A importancia dos mastécitos nos mecanismos de resisténcia dos hospedeiros foi
descrita por Matsuda et al. (1985), quando demonstraram que camundongos mastdcito-
deficientes (WBB6F1-W/Wv) falharam na manifestagcdo de resisténcia contra
Haemophysalis longicornis, diferentemente dos camundongos mastécito-normais
(WBB6F1-+/+). Apos transplante de medula 6ssea de camundongos WBBG6F1-+/+,
mastocitos desenvolveram na pele de camundongos WBB6F1-W/Wv e promoveram
resisténcia ao H. longicornis nestes hospedeiros. Posteriormente, o0s autores
administraram mastocitos derivados de culturas de medula éssea diretamente na pele
de camundongos WBB6F1-W/Wv e a resisténcia sO foi detectada nos locais de
aplicacdo onde mastocitos se desenvolveram (MATSUDA et al.,, 1987 citados por
_,1990).
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Mastoécitos possuem receptores de alta afinidade para IgE em sua superficie,
sendo que sua atividade é mediada principalmente por estes receptores (ISHIZAKA &
ISHIZAKA, 1984).

A histamina contida nos granulos de mastocitos pode causar prurido e estimular a
auto-limpeza pelo hospedeiro (SCHLEGER et al, 1976). A lambedura é apontada como
um fator importante de resisténcia e eliminacdo de carrapatos (KOUDSTAAL et al.,
1978), embora tenha sido demonstrado que o desprendimento dos carrapatos de
hospedeiros resistentes pode acontecer até mesmo sem a auto-limpeza.

O uso de cruzamentos Bos indicus x Bos taurus demonstrou promover bom grau
de resisténcia aos animais mesticos. Estudos provaram que, geralmente, animais
mesticos zebu X europeu apresentam, assim como O zebu puro, um numero
significativamente menor de carrapatos em relagdo aos europeus puros (RIEK, 1962,
FRANCIS & LITTLE, 1964; JOHNSTON & HAYDOCK, 1969).

Com base nos resultados obtidos e dificuldades encontradas no presente
trabalho, poder-se-ia sugerir, como abordagens futuras, a avaliacdo de mastocitos
desgranulados - uma vez que células neste estado ndo se corariam pela metodologia
empregada - por meio de imunohistoquimica, dosagem de histamina nos fragmentos
avaliados, ou ainda a contagem de células de Langerhans que sdo importantes
apresentadores de antigenos para o sistema imune e que estdo presentes na epiderme.

A real relacdo entre numero de mastocitos na pele de hospedeiros e sua
resisténcia aos carrapatos permanece obscura. Resultados contraditorios conduzem a
necessidade de novos estudos para desvendar esta relacdo. Obviamente mastécitos
ndo agem sozinhos nos mecanismos de resisténcia, entretanto seu papel nestes

mecanismos é essencial e pode vir a ser um futuro fator de sele¢do de bovinos.
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VI. CONCLUSOES

1. Os bovinos mesticos F, Gir x Holandés mostraram-se, em sua maioria,

resistentes ou moderadamente susceptiveis ao B. microplus

2. A infestacao artificial por B. microplus induz aumento altamente significativo no
namero de mastocitos , tanto na derme superficial quanto na derme profunda de

bovinos F> Gir x Holandés;

3. O aumento no numero de mastdcitos foi acompanhado por intenso infiltrado de
eosinofilos, sendo que estes predominaram no infiltrado inflamatorio em

resposta a fixacao de carrapatos;

4. O exame histopatologico do sitio de fixagdo dos carrapatos apds 21 dias da
infestacdo artificial mostrou alteragdes gerais semelhantes as observadas por

outros autores em periodos mais curtos de fixacao;

5. SO pbdde ser observada correlacdo significativa entre nimero de carrapatos e
contagem de mastécitos na derme superficial. Também houve correlacao

altamente significativa entre idade e nUmero de mastocitos;

6. Nao foram observadas diferencas significativas nas contagens de mastocitos

dérmicos entre as amostras examinadas das geracdes Fo, F1 e Fy;

7. A contagem diferencial de células no sitio de fixacdo de carrapatos mostrou que
além dos eosindfilos terem predominado o infiltrado celular inflamatério,
seguidos pelas células mononucleares e neutréfilos, houve significativa

correlacdo negativa entre mastocitos e basofilos e entre mastacitos e neutrofilos.
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APENDICE A : Contagem diferencial de células inflamatérias no sitio
de fixagao e avaliagao da correlagdao com o grau de infestagao por

carrapatos
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Tabela 1A. Contagens de carrapatos Boophilus microplus e nimero de células inflamatérias em biépsias
colhidas de sitio de fixacdo apés infestacdo artificial com aproximadamente 1,0 x 10* larvas
em animais F, Gir x Holandés. Jaboticabal-SP, 2004.

Animal Numero Numero de células / mm?
carrapatos  Neutréfilos FEosindfilos Basoéfilos Mastocitos MN* Total
1 6 56,3 261,3 0,0 41,3 128,8 4875
2 12 40,0 6,3 1,3 25,0 56,3 128,8
3 12 50,0 2125 3,8 18,8 80,0 365,0
4 14 48,8 87,5 0,0 26,3 73,8 236,3
5 16 13,8 70,0 1,3 22,5 75,0 1825
6 16 38,8 98,8 1,3 20,0 65,0 223,8
7 16 11,3 83,8 0,0 53,8 98,8 2475
8 22 10,0 80,0 0,0 6,3 475 1438
9 22 26,3 1425 3,8 22,5 60,0 255,0
10 30 0,0 111,3 0,0 5,0 20,0 136,3
11 34 32,5 71,3 2,5 38,8 78,8 2238
12 36 37,5 58,8 0,0 5,0 53,8 155,0
13 40 88,8 12,5 1,3 17,5 28,8 148,8
14 42 45,0 3975 0,0 75 41,3 4913
15 44 32,5 66,3 5,0 28,8 95,0 2275
16 54 35,0 127,5 1,3 38,8 63,8 266,3
17 56 35,0 113,8 0,0 30,0 80,0 258,8
18 60 12,5 96,3 1,3 43,8 83,8 153,8
19 62 40,0 73,8 2,5 23,8 725 2125
20 70 52,5 106,3 1,3 41,3 70,0 271,3
21 84 0,0 165,0 0,0 23,8 58,8 2475
22 128 48,8 66,3 0,0 16,3 53,8 185,0
Média 39,82 34,3 114,0 1,2 25,3 67,5 2385
Desvio padrdo 20,81 85,54 1,47 13,44 23,72 98,92
% 14,4 47,8 0,5 10,6 28,3 100,0

*MN: Células mononucleares
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Tabela 2A. Correlagédo entre contagens de carrapatos Boophilus microplus e entre nimero de células
inflamatérias em bidpsias colhidas de sitio de fixacdo apds infestacdo artificial com
aproximadamente 1,0 X 10* larvas em animais F, Gir x Holandés. Jaboticabal-SP, 2004.

Carrapatos  Neutréfilos  Eosinéfilos Basodfilos Mastécitos MN*
. C=0,234
Neutréfilos P = 0294
Eosinsfilos G- 0321 C€=-0,276
P =0,591 P =0,214
Baséfilos C=0,221 C=0,939 C =-0,308
P =0,324 P =0,000 P=0,163
Mastécitos C=-0,159 C=-0,4140 C=0,074 C =-0,4500
P =0,479 P =0,056 P =0,743 P =0,035
MN* C=-0,318 C =-0,330 C=0,239 C=-0,345 C=0,770
P =0,150 P =0,134 P =0,283 P =0,116 P =0,000
Total C =-0,203 - - - - -
P =0,365

MN: Células mononucleares

C: Coeficiente de Correlacao de Pearson
P:<0,05

©: Correlacéo significativa estatisticamente
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APENDICE B : Avaliacio do efeito da infestagao artificial no nimero

de mastoécitos em bovinos mesticos F, HPB x Gir



93

Tabela 1B. Idade, contagens de carrapatos Boophilus microplus e numero de
mastoécitos cutdneos em bidpsias colhidas antes e apos infestacdo artificial
com aproximadamente 1,0 x 10 larvas em animais F, Gir x Holandés

pertencentes ao Grupo 1. Jaboticabal-SP, 2004.

N° de mastécitos / mm?

Grupo Idade Numero —
1 (dias) de Derme Superficial Derme profunda Total
carrapatos Al PI Al PI Al PI
1* 382 56 6,4 0,0 3,2 22,4 9,6 22,4
2 392 8 6,4 22,4 25,6 19,2 32,0 41,6
3* 400 8 22,4 41,6 3,2 16,0 25,6 57,6
4* 404 60 9,6 12,8 12,8 51,2 22,4 64,0
5 405 20 6,4 0,0 6,4 6,4 12,8 6,4
6 408 76 0,0 0,0 0,0 3,2 0,0 3,2
™ 408 12 16,0 0,0 38,4 12,8 54,4 12,8
8 410 16 28,8 76,8 22,4 19,2 51,2 96,0
9 412 10 - 0,0 - 9,6 - 9,6
10 414 6 51,2 92,8 64,0 51,2 115,2 1440
11* 415 128 3,2 0,0 0,0 6,4 3,2 6,4
12 415 32 0,0 9,6 0,0 16,0 0,0 25,6
13 422 2 28,8 19,2 0,0 6,4 28,8 25,6
14* 423 54 6,4 6,4 3,2 35,2 9,6 41,6
15 426 18 12,8 6,4 6,4 9,6 19,2 16,0
16* 427 62 19,2 64,0 25,6 115,2 44,8 179,2
17 427 2 9,6 73,6 12,8 48,0 22,4 121,6
18 430 40 0,0 86,4 0,0 16,0 0,0 102,4
19 432 36 44,8 12,8 35,2 12,8 80,0 25,6
20 443 32 - 115,2 - 25,6 - 140,8
21 445 8 28,8 0,0 12,8 32,0 41,6 32,0
22 456 18 0,0 38,4 3,2 12,8 3,2 51,2
Média 418 32,00 15,04 30,84 13,76 24,87 28,80 55,71

* Amostras com sitios de fixagcao de carrapatos

Al: Antes da infestacao artificial

PI: Apés infestacao artificial

- : Parcela perdida
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Tabela 2B. Idade, contagens de carrapatos Boophilus microplus e nuamero de
mastoécitos cutaneos em bidpsias colhidas antes e apdés infestacdo artificial
com aproximadamente 1,0 x 10* larvas em animais F, Gir x Holandés
pertencentes ao Grupo 2. Jaboticabal-SP, 2004.

Numero N° de mastécitos / mm?
Grupo Idgde de Derme Superficial Derme profunda Total
2 (dias) P P
carrapatos Al PI Al PI Al PI

1 451 14 - 6,4 - 0,0 - 6,4

2 451 0 - 6,4 - 6,4 - 12,8

3 457 4 - 12,8 - 0,0 . 12,8

4* 458 10 - 92,8 - 121,6 . 214,4

5* 468 16 - 19,2 - 19,2 - 38,4

6 469 32 - 0,0 - 3,2 - 3,2

7 479 2 - 0,0 - 0,0 - 0,0

8 491 16 - 9,6 - 3,2 - 12,8

9* 498 8 - 44,8 - 22,4 - 67,2

10 500 4 - 51,2 - 76,8 - 128,0

11 505 40 - 16,0 - 12,8 . 28,8

12 505 64 - 32,0 - 51,2 . 83,2

13* 513 84 - 32 - 80,0 - 83,2

14 533 6 - 6,4 - 3,2 - 9,6

15 534 8 - 0,0 - 0,0 - 0,0

16 538 16 - 32 - 0,0 - 32

17 555 12 - 57,6 - 16,0 - 73,6

18 557 10 - 0,0 - 22,4 - 22,4

19* 558 70 - 6,4 - 0,0 - 6,4

20* 558 6 - 9,6 - 0,0 - 9,6

21 558 0 - 41,6 - 0,0 - 41,6

22 599 16 - 0,0 - 51,2 - 51,2

Média 511 19,91 - 19,05 - 22,25 - M,31

* Amostras com sitios de fixacdo de carrapatos

Al: Antes da infestacao artificial

PI: Apés infestagéo artificial

- : Parcela perdida
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Tabela 3B. Idade, contagens de carrapatos Boophilus microplus e numero de
mastocitos cutaneos em bidpsias colhidas antes e apdés infestacéo artificial
com aproximadamente 1,0 x 10* larvas em animais F, Gir x Holandés
pertencentes ao Grupo 3. Jaboticabal-SP, 2004.

N° de mastécitos / mm?

Grupo Idade Numero —
3 (dias) de Derme Superficial Derme profunda Total
carrapatos Al PI Al PI Al PI
1* 408 20 - 44,8 - 57,6 - 102,4
2 408 50 - 19,2 - 0,0 - 19,2
3 415 18 - 6,4 - 6,4 - 12,8
4 479 8 - - - - - -
5 481 5 - 134,4 - 67,2 - 201,6
6 486 0 - 57,6 - 16,0 - 73,6
7 524 29 - 32,0 - 22,4 - 54,4
8 579 7 41,6 12,8 3,2 16,0 44,8 28,8
9 580 7 0,0 73,6 3,2 80,0 3,2 153,6
10 588 6 6,4 291,2 3,2 28,8 9,6 320,0
11 719 27 - 32,0 - 3,2 - 35,2
Média 515 16,09 16,00 70,40 3,20 29,76 19,20 91,05

* Amostras com sitios de fixacao de carrapatos
Al: Antes da infestacao artificial
Pl: Apés infestacao artificial

- : Parcela perdida
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Tabela 4B. Idade, contagens de carrapatos Boophilus microplus e numero de
mastocitos cutdneos em biopsias colhidas antes e apos infestacdo artificial
com aproximadamente 1,0 x 10 larvas em animais F, Gir x Holandés

pertencentes ao Grupo 4. Jaboticabal-SP, 2004.

N° de mastécitos / mm?

Grupo Idade Numero _
4 (dias) de Derme Superficial Derme profunda Total
carrapatos Al PI Al PI Al PI
1 371 22 3,2 48,0 0,0 16,0 3,2 64,0
2 372 2 - 102,4 - 12,8 - 115,2
3 376 4 6,4 169,6 0,0 3.2 6,4 172,8
4* 382 16 6,4 28,8 3,2 35,2 9,6 64,0
S* 382 22 35,2 115,2 6,4 86,4 41,6 201,6
6 388 6 6,4 144.0 0,0 153,6 6,4 297,6
7 391 16 12,8 86,4 6,4 44,8 19,2 131,2
8 392 4 3,2 3,2 0,0 6,4 3,2 9,6
9* 396 14 9,6 60,8 6,4 32,0 16,0 92,8
10 398 24 12,8 28,8 32,0 108,8 44,8 137,6
11* 398 10 6,4 0,0 0,0 0,0 6,4 0,0
12* 401 4 16,0 89,6 19,2 35,2 35,2 124,8
13 408 10 3,2 147,2 0,0 9,6 3,2 156,8
14> 410 42 12,8 147,2 12,8 67,2 25,6 214,4
15 420 10 0,0 19,2 0,0 6,4 0,0 25,6
16 421 30 0,0 25,6 0,0 3,2 0,0 28,8
17* 421 24 3,2 60,8 0,0 19,2 3,2 80,0
18* 421 12 12,8 121,6 0,0 6,4 12,8 128,0
19* 421 14 51,2 86,4 9,6 64,0 60,8 150,4
20 428 18 0,0 48,0 0,0 32,0 0,0 80,0
21 434 22 9,6 41,6 0,0 12,8 9,6 54,4
22 443 80 3,2 57,6 3,2 86,4 6,4 144,0
23~ 458 16 - 48,0 - 67,2 - 115,2
24> 462 16 22,4 19,2 0,0 51,2 22,4 70,4
média 408 18,25 10,76 70,80 4,51 40,00 15,27 110,80

* Amostras com sitios de fixagcao de carrapatos

Al: Antes da infestacao artificial

PI: Apés infestacao artificial

- : Parcela perdida
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Tabela 5B. Idade, contagens de carrapatos Boophilus microplus e nuamero de
mastoécitos cutaneos em bidpsias colhidas antes e apdés infestacdo artificial
com aproximadamente 1,0 x 10* larvas em animais F, Gir x Holandés

pertencentes ao Grupo 5. Jaboticabal-SP, 2004.

N° de mastécitos / mm?

Grupo Idade Numero -
5 (dias) de Derme Superficial Derme profunda Total

carrapatos Al PI Al PI Al PI

1* 750 36 9,6 28,8 32,0 54,4 41,6 83,2
2 753 0 19,2 60,8 9,6 38,4 28,8 99,2
3 753 4 16,0 48,0 9,6 48,0 25,6 96,0
4 758 22 6,4 44.8 3,2 48,0 9,6 92,8
5 765 6 80,0 147,2 60,8 48,0 140,8 195,2
6 765 0 44,8 48,0 60,8 70,4 105,6 118,4
™ 765 6 38,4 25,6 12,8 3.2 51,2 28,8
8 774 18 3,2 6,4 6,4 19,2 9,6 25,6
9 780 12 0,0 19,2 19,2 28,8 19,2 48,0
10 780 0 16,0 41,6 83,2 99,2 99,2 140,8
11* 782 16 3,2 0,0 6,4 6,4 9,6 6,4
12 788 56 153,6 92,8 147,2 89,6 300,8 182,4
13* 794 48 22,4 0,0 128,0 51,2 150,4 51,2
14 801 14 9,6 22,4 16,0 6,4 25,6 28,8
15 818 0 16,0 115,2 9,6 73,6 25,6 188,8
16 818 18 51,2 19,2 38,4 35,2 89,6 54,4
17 819 18 - 144,0 - 115,2 - 259,2
18 829 12 51,2 99,2 60,8 12,8 112,0 112,0
19 830 22 44.8 64,0 22,4 48,0 67,2 112,0
20* 831 40 25,6 0,0 28,8 0,0 54,4 0,0
Média 788 17,40 32,17 51,36 39,75 44,80 71,92 96,16

* Amostras com sitios de fixacao de carrapatos

Al: Antes da infestacao artificial

PI: ApOs infestacao artificial

- : Parcela perdida
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Tabela 6B. Idade, contagens de carrapatos Boophilus microplus e nuamero de
mastoécitos cutaneos em bidpsias colhidas antes e apdés infestacdo artificial
com aproximadamente 1,0 x 10* larvas em animais F, Gir x Holandés

pertencentes ao Grupo 6. Jaboticabal-SP, 2004.

N° de mastécitos / mm?

Grupo Idade Numero -
6 (dias) de Derme Superficial Derme profunda Total
carrapatos Al PI Al PI Al PI
1 632 58 54,4 115,2 57,6 25,6 112,0 140,8
2 651 26 19,2 118,4 6,4 19,2 25,6 137,6
3 657 22 0,0 35,2 3,2 48,0 3,2 83,2
4 673 16 38,4 32,0 51,2 25,6 89,6 57,6
5* 681 76 0,0 0,0 0,0 3.2 0,0 3,2
6* 682 16 3,2 6,4 9,6 16,0 12,8 22,4
™ 682 34 3,2 86,4 25,6 44,8 28,8 131,2
8 682 10 9,6 32,0 12,8 22,4 22,4 54,4
9 689 26 201,6 195,2 38,4 185,6 240,0 380,8
10 690 6 51,2 48,0 9,6 38,4 60,8 86,4
11 696 74 44.8 22,4 6,4 9,6 51,2 32,0
12* 704 18 16,0 3,2 19,2 3,2 35,2 6,4
13* 706 28 19,2 48,0 12,8 6,4 32,0 54,4
14* 718 30 22,4 0,0 64,0 3,2 86,4 3,2
15 718 6 89,6 201,6 41,6 73,6 131,2 275,2
16 726 8 0,0 92,8 0,0 16,0 0,0 108,8
17 728 44 51,2 64,0 38,4 28,8 89,6 92,8
18 728 22 25,6 96,0 6,4 22,4 32,0 118,4
19* 730 28 44.8 179,2 22,4 112,0 67,2 291,2
20 730 10 16,0 9,6 0,0 9,6 16,0 19,2
21* 735 26 41,6 22,4 48,0 150,4 89,6 172,8
22 742 16 38,4 60,8 25,6 35,2 64,0 96,0
23* 750 44 0,0 60,8 0,0 80,0 0,0 140,8
24 762 10 19,2 35,2 32,0 70,4 51,2 105,6
Média 704 27,25 33,73 65,20 22,13 43,73 55,87 108,93

* Amostras com sitios de fixacao de carrapatos
Al: Antes da infestacao artificial
Pl: Apés infestacao artificial

- : Parcela perdida
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Tabela 7B. Idade, contagens de carrapatos Boophilus microplus e nuamero de
mastoécitos cutaneos em bidpsias colhidas antes e apdés infestacdo artificial
com aproximadamente 1,0 x 10* larvas em animais F, Gir x Holandés
pertencentes ao Grupo 7. Jaboticabal-SP, 2004.

Numero N° de mastécitos / mm?
Gl'l7lp0 I(c(li?::) de Derme Superficial Derme profunda Total

carrapatos Al PI Al PI Al PI
1 485 32 0,0 9,6 0,0 16,0 0,0 25,6
2 487 22 22,4 32,0 12,8 35,2 35,2 67,2
3 491 76 3,2 0,0 6,4 0,0 9,6 0,0
4 504 16 9,6 25,6 6,4 0,0 16,0 25,6
5 505 4 19,2 9,6 3.2 28,8 22,4 38,4
6 507 20 86,4 0,0 83,2 0,0 169,6 0,0
7 508 2 9,6 3,2 6,4 0,0 16,0 3,2
8 508 28 12,8 3,2 16,0 3,2 28,8 6,4
9 510 52 0,0 6,4 6,4 6,4 6,4 12,8
10 510 54 19,2 - 54,4 - 73,6 -
11* 510 6 6,4 22,4 9,6 3,2 16,0 25,6
12 515 94 12,8 3,2 6,4 9,6 19,2 12,8
13 517 28 6,4 3,2 12,8 25,6 19,2 28,8
14 522 32 0,0 - 16,0 - 16,0 -
15 529 16 105,6 54,4 54,4 76,8 160,0 131,2
16 540 34 35,2 6,4 25,6 19,2 60,8 25,6
17 544 2 25,6 6,4 22,4 12,8 48,0 19,2
18 545 12 60,8 48,0 38,4 51,2 99,2 99,2
19 563 26 25,6 19,2 19,2 3,2 44.8 22,4
20 570 52 25,6 3,2 38,4 38,4 64,0 41,6
21 583 0 6.4 25,6 19,2 9,6 25,6 35,2
22 617 10 48,0 96,0 41,6 38,4 89,6 134,4
23 617 44 9,6 64,0 16,0 60,8 25,6 124.,8
24 619 22 6,4 22,4 9,6 6,4 16,0 28,8
25 630 12 16,0 32,0 16,0 25,6 32,0 57,6
Média 537 27,84 22,91 21,57 21,63 20,45 44,54 42,02

* Amostras com sitios de fixagcao de carrapatos
Al: Antes da infestacao artificial
Pl: Apés infestacao artificial

- : Parcela perdida



100

60 40

50 7 A 35 B

30

N
oS

Numero de Observagdes
8
Numero de Observacoes

25

20

15

N
o

N\

Y e

R @WWWW

0 £ 0
0 14 29 43 72 86 115 130 144 158 173 187 0 14 43 115 130 144 158 173 187
Mastocitos/ mm” - Derme superficial Mastécitos/ mm?® - Derme superficial

Figura 1B. Histogramas e curva de distribuicio Normal das contagens de mastdcitos em derme
superficial da pele de animais F, Gir x Holandés. A) Pré-infestacao artificial. B) Pos-infestagéo
artificial com larvas de Boophilus microplus. Jaboticabal-SP, 2004.
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Figura 2B. Histogramas e curva de distribuicdo Normal das contagens de mastocitos em derme profunda
da pele de animais F, Gir x Holandés. A) Pré-infestacéo artificial. B) Pos-infestacédo artificial com larvas
de Boophilus microplus. Jaboticabal-SP, 2004.
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Figura 3B. Histogramas e curva de distribuicio Normal das contagens de mastdcitos totais (derme
superficial + derme profunda) em pele de animais F, Gir x Holandés. A) Pré-infestacao
artificial. B) Pds-infestacao artificial com larvas de Boophilus microplus. Jaboticabal-SP, 2004.
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Figura 4B. Box plot de comparagdo entre medianas e valores obtidos antes e apés infestacéo artificial
com 1,0 x 10* larvas de Boophilus microplus nas contagens de mastdcitos em derme
superficial de animais F, . Jaboticabal-SP, 2004.
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Figura 5B. Box plot de comparacdo entre medianas e valores obtidos antes e apds infestagdo artificial
com 1,0 x 10* larvas de Boophilus microplus nas contagens de mastdcitos em derme profunda
de animais F, . Jaboticabal-SP, 2004.
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Figura 6B. Box plot de comparagdo entre medianas e valores obtidos antes e apés infestacéo artificial
com 1,0 x 10* larvas de Boophilus microplus nas contagens de mastécitos em derme total
(superficial + profunda) de animais F, . Jaboticabal-SP, 2004.
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APENDICE C : Comparagao de numero de mastécitos dérmicos entre

animais resistentes e susceptiveis
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Figura 1C. Box plot de comparacdo entre animais resistentes e susceptiveis de medianas e valores
obtidos de contagens de mastécitos em derme superficial. Biépsias colhidas de animais F»
antes e apds infestagdo artificial com 1,0 x 10* larvas de Boophilus microplus. Jaboticabal-

SP, 2004.
T: Teste de Tukey P< 0,05
: Mediana : Média
() :25-75% : Amplitude de variagio

* Qutliers



107

Derme profunda antes da infestacéo artificial
160 +
% T=-0,81
140 - P =0,420
®
120 A
[%2]
el
:,8 100 +
@
€ 80 - *®
(]
©
o
° 604 %
IS
S
< 404
@ 24,32
20+ 18,0571 s
v Ny
7,6 12,8
0 - T T
< 1° quartil > 3° quartil
Derme profunda apés infestacao artificial
160 -
® T=-0,24
140 - P =0,808
120 A
g
g 100 +
@
€ 80-
()
o
o
5 604
€
S
< 404 30,8293 32,64
® 5>]
20 & A
16
04 T I
< 1° quartil > 3° quartil

Figura 2C. Box plot de comparagao entre animais resistentes e susceptiveis de medianas e valores
obtidos de contagens de mastdcitos em derme profunda. Biépsias colhidas de animais F,
antes e apds infestacdo artificial com 1,0 x 10* larvas de Boophilus microplus. Jaboticabal-

SP, 2004.
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Figura 3C. Box plot de comparagédo entre animais resistentes e susceptiveis de medianas e valores
obtidos de contagens de mastécitos em derme total. Bidpsias colhidas de animais F, antes e
apos infestacéo artificial com 1,0 x 10* larvas de Boophilus microplus. Jaboticabal-SP, 2004.
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APENDICE D : Comparagao do nimero de mastécitos cutaneos entre

animais Fy, F1 e F;
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Tabela 1D. Contagens de mastdcitos cutaneos em bidpsias colhidas de vacas Gir puras (Fp) sem

infestacdo artificial de B. microplus. Jaboticabal-SP, 2004.

Contagem pré-infestagdao (nimero de mastocitos / mmz)

Grupo Fo —

Derme Superficial Derme profunda Total
1 108,8 0 108,8
2 28,8 16 44,8
3 16 9,6 25,6
4 6,4 12,8 19,2

5 0 0 0
6 12,8 6,4 19,2
7 60,8 32 92,8

8 0 16 16
Média 29,2 11,6 40,8

Tabela 2D. Contagens de mastdcitos cutaneos em bidpsias colhidas de animais F; Gir x Holandés sem

infestacéo artificial de Boophilus microplus. Jaboticabal-SP, 2004.

Contagem pré-infestagao (n° de mastécitos / mmz)

Grupo F4 —
Derme Superficial Derme profunda Total
1 115,2 38,4 153,6
2 16 3,2 19,2
3 44,8 51,2 96
4 32 3,2 35,2
5 70,4 9,6 80
6 32 6,4 38,4
7 16 0 16
8 16 0 16
9 19,2 6,4 25,6
10 12,8 28,8 41,6
11 67,2 32 99,2
12 83,2 3,2 86,4
13 28,8 6,4 35,2
15 38,4 22,4 60,8
16 0 0 0
17+ 0 0 0
18 3,2 3.2 6,4
19 3,2 0 3,2
14 0 0 0
20 6,4 3,2 9,6
21 19,2 0 19,2
22 12,8 0 12,8
Média 26,53 9,07 35,60
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