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RELAGCAO CARRAPATO X TAMANDUA-BANDEIRA MYRMECOPHAGA
TRIDACTYLA (LINNAEUS 1758) DE VIDA LIVRE: CARACTERISTICAS
HISTOLOGICAS E ULTRAESTRUTURAIS DA LESAO CUTANEA

RESUMO - Carrapatos sao ectoparasitas responsaveis por danos diretos
aos hospedeiros e pela transmissdo de patdégenos causadores de doencas de
importancia em Sanidade Animal e em Saude Publica, tais como a babesiose,
erliquiose, doenca de Lyme (borreliose) e febre maculosa. O efeito deletério se da,
principalmente, no ponto de fixacdo no hospedeiro. A lesdo produzida pelo
carrapato no hospedeiro doméstico é caracterizada por hiperplasia da epiderme,
formacdo de cone de cemento e cavidade alimentar, reagdo inflamatéria na
derme, com variagcbes na intensidade e composi¢do celular em funcdo das
espécies de carrapatos e hospedeiros envolvidas. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar, dos pontos de vista microscépico, morfométrico e ultraestrutural a
lesdo produzida por carrapatos ixodideos na pele do tamandua-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla). Para tanto, foram utilizadas peles nédo parasitadas e
parasitadas de tamanduas-bandeira (n=7), capturados no Pantanal da
Nhecolandia e Parque Nacional de Emas, fixadas e processadas segundo
técnicas de histologia, para microscopia de luz e morfometria por meio de sistema
de andlise de imagens computadorizado, e técnicas de microscopia de
transmissdo para andlise ultraestrutural. A reacdo inflamatoria foi de moderada
intensidade, caracterizada por discreta exsudacdo de fluidos e células. Na
epiderme, observou-se hiperplasia no ponto de fixacdo do carrapato e na derme
um infiltrado de células inflamatorias, predominantemente do tipo mononuclear

(macrofagos e linfécitos) e polimorfonuclear (eosindéfilos e neutréfilos).

Palavras-Chave: Amblyomma spp, edentata, histopatologia, morfometria, ultra-

estrutura



RELATIONSHIP BETWEEN TICK AND FREE-LIVING GIANT ANTEATER

MYRMECOPHAGA TRYDACTYLA (LINNAEUS 1758): HISTOLOGICALS AND
ULTRASTRUCTURAL S CHARACTERISTICSOF THE CUTANEOUS LESION

ABSTRACT - Ticks are ectoparasites that damage host's skin and that
transmit pathogens for a variety of diseases of Public and Animal Health,
importance such as Lyme disease, Spotted fever, Babesiosis, and Erliquiosis. Tick
feeding location in the skin is the main site of damage and pathogen transmission.
The tick-bite lesion in domestic hosts is characterized by epidermal hyperplasia,
presence of cement cone and feeding cavity. Inflammatory reaction develops in the
dermis with differences in intensity and cellular component depending on the tick
and host species involved in the tick-host relationship. The goal of this study was to
characterize the microscopic, morphometric and ultrastructural features of the tick-
bite lesion in the giant anteater's (Myrmecophaga tridactyla) skin. Parasitized and
non parasitized skins were collected fom giant anteaters (n=7), captured at the
Emas National Park and Pantanal region, Brazil. Animals were anesthetised and
biopsies were taken with a 6mm diameter punch. Skin samples were processed
according to histological tecniques for light microscopy and morphometric studies,
and according to transmission microscopy tecniques for ultraestrutural studies.
The tick-induced inflammatory reaction was of moderate intensity, being
characterized by fluid and cellular exudation. Presence of hyperplasia was seen at
the tick-feeding site in the epidermis and an inflammatory cell infiltration, composed
by mononuclear cells (macrophages and lymphocytes) and polimorfonuclear cells

(eosinophils and neutrophils), was present in the dermis.

Keywords — Amblyomma spp, edentata, histopathology, morphometry,

ultrastructure



INTRODUCAO

O tamandua-bandeira é espécie nativa da fauna brasileira, todavia pode ser
encontrado desde Belize ao Sul da Guatemala até o nordeste da Argentina
(EISENBERG e REDFORD, 1999). Porém, com os riscos de extingcdo em toda a
América Latina, sua populacdo tem diminuido progressivamente, passando a ser
encontrado somente em grupos isolados.

Estudos de natureza diversa, nutricionais, anatbmicos, comportamentais,
reprodutivos e paleoparasitologicos, tém sido realizados sobre os tamanduas-
bandeira, por des possuirem anatomia e habitos comportamentais diferentes da
maioria dos mamiferos (SATAKE, 2002).

Vivendo livres na natureza, os animais silvestres interagem com milhares
de espécies parasitas sem interferéncia humana no que diz respeito a
suplementacao alimentar e medidas preventivas ou terapéuticas. Convivendo em
total equilibrio com o ecossistema, participam dos processo de evolucdo e
adaptacado a que estéo sujeitos todos os seres vivos em busca da sobrevivéncia.

As inter-relacdes contemporaneas entre artrOpodes parasitas e seus
hospedeiros naturais sdo manifestacdes de interacdes de um longo periodo
evolucionario, e tendem a favorecer relacdes estaveis parasita-hospedeiro com
uma forte forca regulatéria contra influéncias desestabilizadoras (HOLMES et al.,
1977).

A proximidade da agropecuaria crescente no Brasil aos nichos naturais
associada a atual utilizacdo de animais silvestres para producdo de proteina
animal, favoreceu a expansdo de algumas espécies de carrapatos. Como
conseqiéncia, os animais domeésticos sofrem forte impacto com parasitismo para
o qual ndo foram selecionados, e as populacdes de animais silvestres podem
sofrer situacbes de superparasitismo, por mudancas comportamentais e
ambientais sofridas no cativeiro. O mesmo pode se pensar em relacdo a

microorganismos veiculados por estes carrapatos e sua patogenicidade.



Uma das preocupacdes com a identificagdo e o registro de algumas
espécies de carrapatos em animais silvestres esta relacionada aos riscos
potenciais que estes artropodes apresentam na transmissdo de patdégenos a
outros animais silvestres e domésticos, bem como a humanos (MARTINS et al.,
2003). A transmissdo de patdgenos por estes acaros pode ser transestadial e
transovariana (AESCHLIMANN, 1991), o que lhes permite permanecerem
infectivos durante toda sua vida e também por muitas gera¢ges apds uma infecgcéo
primaria.

Segundo BECHARA et al. (2000, 2002) e CAMPOS PEREIRA et al. (2000),
oito espécies de carrapatos ixodideos adultos foram identificadas em uma
variedade de animais silvestres do Pantanal Mato-grossense e do Parque
Nacional de Emas. Algumas destas espécies de hospedeiro sdo parasitadas por
mais de uma espécie de carrapato, simultaneamente ou ndo, demonstrando que
0s animais silvestres sdo afetados por estes ectoparasitas, convivendo com eles
sem qualquer medida curativa ou preventiva que amenize o parasitismo. Além de
representar importante elo da cadeia epidemiolégica de doencas transmitidas
pelos carrapatos aos animais domesticos e ao proprio homem da regiéo.

Sabe-se que \vertebrados silvestres sao reservatérios de varios
microorganismos  patogénicos [Rickettisia rickettsii, Borrelia  burgdorferi,
Paracoccidioides brasiliensis (SILVA-VERGARA et al., 2000) Coccidioides imitis
(EULALIO et al., 2001), Sporothrichum schenckii (WENKER et al.,, 1998),
Trypanosoma cruzi (PAIGE et al., 2002), Mycobacterium leprae (MEYERS et al.,
1992) e Mycobacterium lepraemurium (ROJAS-ESPINOSA et al., 2001), entre
outros], mas as informacdes sobre o envolvimento destes hospedeiros na

epidemiologia destas afec¢des sdo incompletas.



REVISAO DE LITERATURA

OS CARRAPATOS

Os carrapatos sdo artropodes que se originaram como parasitas
obrigatorios no final da era Paleozéica ou inicio da era Mesozéica, ha 200 milhdes
de anos (HOOGSTRAAL, 1976). Desde os primérdios da histéria tem sido um
flagelo para o homem e para animais de companhia. Mesmo as civiliza¢gdes mais
primitivas conheciam o perigo representado pelos carrapatos. A existéncia de
acaros no Egito foi mencionada em um papiro do tempo da rainha Hatshepsut e
farad6 Thutmosis Ill €irca de 1550 A..C.) por meio do registro de um carrapato
parasitando a orelha de animal semelhante a hiena (ZAHER, 2004). E, como
observado pelo escritor romano Plinio, o Velho: “Os carrapatos sdo as criaturas
mais nefastas e mais nojentas que existem” (ABUDE, 2003).

Os varios géneros de carrapato tem sua distribuicdo regida por diferencas
de temperatura e umidade. Compreendem duas familias: Argasidae, com os
géneros Argas, Ornithodoros e Otobius, e Ixodidae, com os géneros Amblyomma,
Ixodes, Rhipicephalus, Boophilus, Haemaphysalis e Dermacentor, dentre outros
(HORAK, 2002).

Sao ectoparasitas de relevancia por causarem traumatismo direto na pele
de seus hospedeiros e acdo espoliativa quando do seu repasto sanguineo.
Representam importancia extrema relacionada com o parasitismo nas regides
tropicais e subtropicais, por possuirem uma ampla distribuicdo e grande relevancia
econOmica e sanitaria na producao animal e salde publica.

Os problemas originados por estes parasitas variam de acordo com as
regides e dependem de diversos fatores, entre os quais se destacam as espécies
de carrapatos existentes, os patdgenos veiculados por estes e a populacdo de
hospedeiros envolvidos que, com base em suas interacbes e a elementos
externos como o controle sanitédrio e os de indole sécio econdbmica, geram o
problema em cada regido (VASQUEZ et al., 1995).



Na area clinica e na saude publica, os carrapatos também possuem grande
importancia. Como estes acaros sao todos parasitos, e devido a total dependéncia
dos fluidos (sangue e tecidos) de seus hospedeiros, os carrapatos podem abrigar
patdgenos (protozoarios, virus, bactérias e riquétsias) e transmiti-los para os
homens e animais (GENCHI, 1992).

Dentre as principais doencas transmitidas por carrapatos pode-se citar a
febre maculosa, doenca de Lyme, leishmaniose, babesiose, anaplasmose,
leptospirose, erliquiose, encefalites e “East Coast Fever” (FRASER e MAYS,
1986).

No que concerne a pecudria, as perdas econbmicas resultantes do
parasitismo por carrapatos sdo imensas e ndo estdo apenas relacionadas as
doencas por eles veiculadas. O simples fato de se fixarem e sugarem o
hospedeiro pode ocasionar outros problemas, tais como paralisia, lesbes
mecanicas no couro de bovinos, anemia, caquexia e algumas vezes até mesmo a
morte. O resultado do parasitismo € incalculavel, levando-se em conta que ainda
prejudica a produgéo de carne, 1a, leite, ovos, e couro (BROWN & ASKENASE,
1984). E interessante mbrar que os carrapatos s6 perdem para 0S mosquitos

como vetores de agentes infecciosos para o homem (HOSKINS & CUPP, 1988).

RELACAO PARASITA-HOSPEDEIRO

A existéncia simultanea de diversos seres vivos dividindo 0 mesmo espaco
fisico na natureza, resultou em complexas inter-relacdes que foram sendo
moldadas seguindo o bindbmio adaptacdo-selecdo (VAN DER HEIJDEN, 2000). O
relacionamento hospedeiro-parasita esta sujeito aos mecanismos de evolucgéo,
que atuam a partir da associacdo intima entre espécie parastada e seu
hospedeiro. Nestes casos, a sobrevivéncia da espécie parasita € altamente
dependente de sua persisténcia e tolerancia pelo hospedeiro (DINEEN, 1963). Se
considerarmos uma escala temporal evolutiva, a associacdo parasita-hospedeiro é
uma relagdo muito dinamica entre participantes envolvidos, e seu curso de

duracdo muda continuamente. E importante ressaltar que os efeitos negativos do



parasitismo tendem a ser reduzidos nas interagfes entre seres vivos que tiveram
uma histéria evolutiva comum dentro de um ecossistema estavel.

A resisténcia ineficaz de galinhas d’Angola e a resisténcia extremamente
sutii observada em tartarugas as larvas de Amblyomma marmoreum
demonstradas num estudo de FIELDEN et al. (1992), sdo fendbmenos associados
as adaptacOes evolucionarias do parasita ao hospedeiro sugeridas por RIBEIRO
(1989).

O aspecto central das associacOes parasitarias é a transferéncia de
nutrientes e troca de energia (WAKELIN, 1976). Os artropodes parasitas,
enquanto se fixam e se alimentam, levam nutrientes e introduzem suas proprias
secrecOes salivares no hospedeiro. A introducdo destas substéncias emite um
sinal da presenca do parasita e desencadeia reacdes no hospedeiro. Tais
respostas, por sua vez, fornecem novos estimulos informativos para o parasita
desencadear suas contramedidas. Este dialogo de respostas e contra-respostas
continua pela histéria dessas associacdes, e tal processo resulta nas inducdes de
adaptacdes no comportamento, funcdo, desenvolvimento e até na estrutura, tanto
do parasita como do hospedeiro (WHITFIELD, 1979; apud KIM, 1985).

Uma vez estabelecido o contato entre um hospedeiro e um parasita, o éxito
na sobrevivéncia da espécie parasita € dependente da eficiéncia de seus
mecanismos de alimentacdo. Estes, inicialmente sdo expostos & defesas néo
especificas, inatas, do hospedeiro, e posteriormente, aos mecanismos de
resisténcia adquirida, um fenémeno imunolégico (MITCHELL, 1979). Entende-se
por mecanismos inatos de resisténcia, todas as caracteristicas pertencentes aos
hospedeiros que exercem controle de forma inespecifica sobre o parasita e sdo a
primeira linha de defesa. Por exemplo, os pélos curtos, pele espessa, alta
densidade de glandulas sebaceas e foliculos pilosos superficiais s&o
caracteristicas dos bovinos que conferem uma resisténcia inata contra carrapatos
(BROWN, 1988). Outros fatores como estado nutricional, sexo, idade, gestacéo e
lactacdo também afetam a resisténcia de bovinos a carrapatos (RECHAV, 1992).

Dentre os mecanismos relacionados com fatores ambientais e comportamentais,



estdo a lambedura, habitos ndmades, exposicdo ao sol, banhos de lama, entre
outros (TATCHELL, 1987).

A participacao da resposta imune do hospedeiro na reacao ao carrapato foi
sugerida inicialmente pelo trabalho pioneiro de TRAGER (1939). Este fenébmeno
vem sendo intensamente estudado a ponto de permitir o desenvolvimento de
vacinas anti-carrapato (WILLADSEN e KEMP, 1999). Em funcdo de sua
importancia na producdo animal e saude publica, estes ectoparasitos, bem como
as reacdes dos hospedeiros a sua fixacdo, passaram a ser estudados com maior
interesse pela comunidade cientifica na tentativa de estabelecer formas
alternativas de controle de carrapatos e minimizar 0os prejuizos por eles causados
(VAN DER HEIJDEN, 2000).

Parasita X Animais silvestres

O crescimento demogréafico humano gradativamente aproxima o homem de
reservas naturais e populacdes silvestres, resultando em ocorréncias nem sempre
desejaveis. Dessa forma, a domesticacdo de animais para obtencdo de seus
produtos, como meio de transporte ou como animais de companhia, criou
condicdes favoraveis para a proliferacdo de aproximadamente 10% de cerca de
825 espécies de carrapatos conhecidas (HOOGSTRAAL, 1985).

O crescente relato de novas doencas esta relacionado ndo s6 ao
reconhecimento da doenca, mas também ao aumento da densidade de carrapatos
(WHITED et al., 1991).

Um dado importante referesse ao aumento na densidade de veados da
cauda branca (Odocoileus virginianus) nos Estados Unidos, um importante
hospedeiro de carrapatos adultos da espécie Ixodes scapularis (SPIELMAN et al.,
1993), vetor causador da doenca de Lyme na costa leste dos Estados Unidos.
Algumas espécies de borrelias foram isoladas de mamiferos silvestres, mas pouco
se sabe a respeito de sua competéncia como reservatério. O veado da cauda
branca, por exemplo, ndo é um reservatério competente da doenca de Lyme, pois,
ele s6 é capaz de transmitir espiroquetas para carrapatos adultos (TELFORD,



1988); larvas e ninfas ndo sdo contaminadas com espiroquetas dos veados. O
camundongo da pata-branca feromyscus leucopus) € apontado como 0 mais
importante reservatorio no nordeste dos Estados Unidos (DONOHUE et al., 1987).

Além dos animais silvestres serem reservatérios para diversos agentes
patogénicos conhecidos [(SILVA-VERGARA et al., 2000), (EULALIO et al., 2001),
(WENKER et al., 1998), (PAIGE et al., 2002), (MEYERS et al., 1992), ROJAS-
ESPINOSA et al., 2001), entre outros], existe ainda a possibilidade do surgimento
de novas enfermidades infecciosas no homem e animais domeésticos pela
presenca de agentes potencialmente patogénicos em inumeras espécies de
animais silvestres, ainda desconhecidos.

Novos microorganismos, restritos a determinados nichos ecoldgicos, podem
ser veiculados pelos carrapatos e, conforme as condigbes, tornarem-se
patogénicos. Por exemplo, LEMOS et al. (1996a), isolou trés carrapatos fémeas,
da espécie Amblyomma dubitatum, coletadas de uma capivara (Hydrochaeris
hydrochaeris) capturada no municipio de Pedreira-SP. Esta espécie de carrapato,
menos comum em animais domésticos e que parece ser especifica de capivaras
(SINKOC et al., 1997), pode também atuar como vetor de riquétsias responsaveis
pelos casos de Febre Maculosa (LEMOS et al., 1996b), endémicos na regidao. As
riquétsias se multiplicam nos tecidos dos carrapatos, podendo ocorrer transmissao
transovariana e transestadial. Portanto, além de vetores, os carrapatos sao
verdadeiros reservatorios da riquétsia na natureza (LEMOS et al., 1996b). As
capivaras também apresentam o papel de reservatorios ou depositérios
transitorios, infectando os carrapatos na fase de bacteremia (transmissao
horizontal). Com isso, existe a possibilidade de circulagdo da riquétsia entre
carrapatos e mamiferos silvestres, em um ecossistema independente do homem
(VAN DER HEIJDEN, 2000).

A crescente proximidade de populagcbes de animais silvestres com o
homem envolve riscos, pela possibilidade destes animais servirem de reservatorio
de zoonoses e por possibilitar o desenvolvimento de estados de parasitismo

intensos. Em ambas as circunstancias, os carrapatos podem desempenhar



importante papel tanto pela veiculagdo de patégenos como pela espoliagdo
associada ao parasitismo.

AS ESPECIES ENVOLVIDAS

O ectoparasita

Os carrapatos ixodideos estdo amplamente distribuidos pelo mundo.
Diferentes espécies apresentam &area de dispersdo geografica especifica,
correspondente a de seus hospedeiros em potencial e as condi¢des ambientais.

O género Amblyomma possui espécies nativas no proprio territorio
brasileiro, vivendo nas matas parasitando varias espécies de animais silvestres,
dentre elas mamiferos e aves, que sdo seus hospedeiros naturais. Os carrapatos
pertencentes a este género vivem no interior das matas e, quando prontos para
mais uma alimentacdo, podem ficar pacientemente sobre um ramo de mato ou
arbusto, esperando que um hospedeiro apropriado passe por ali. Este habito
condiciona o tamanho da populagdo, a qual vai estar diretamente relacionada a
densidade populacional de hospedeiros em uma &rea. No ambiente silvestre, as
densidades populacionais de animais sdo geralmente baixas, contribuindo para
manter as populagbes de carrapatos naturalmente controladas (LABRUNA et al.,
2001).

Em setembro de 1998, espécimes de carrapatos foram colhidos de um
tamandué-bandeira (Myrmecophaga tridactyla), de vida livre, proveniente do
municipio de Botucatu, SP. Foram colhidos 15 carrapatos adultos machos e 10
ninfas. Todos os adultos foram identificados como Amblyomma calcaratum e as
ninfas como Amblyommasp. (CUTOLO et al., 2000). Registros de A. calcaratum
foram feitos em varios paises das Américas do Sul e Central. Sua forma adulta
parasita principalmente tamanduas, sendo os estadios de ninfas encontrados em
varias espécies de aves silvestres (JONES et al., 1972).

Registrou-se a ocorréncia de carrapatos em tamanduas na regido do
Pantanal Mato-grossense entre os meses de marco a novembro de 2001
(MARTINS et al.,, 2003). As espeécies foram identificadas como Amblyomma



cajennense, Amblyomma. parvum e Amblyomma nodosum. O A. cajennense foi
encontrado na maioria dos animais, seguido pelo A. parvum e o A. nodosum de
um total de 20 tamanduds examinados no periodo. A.cajennense foi a espécie
também encontrada em maior nimero em todas as colheitas realizadas. Os
resultados evidenciam a especificidade desta espécie e a capacidade do potencial
de sobrevivéncia e alternativa de hospedeiros para esta espécie. A. nodosum tem
sido encontrado exclusivamente em tamanduds, enquanto que o A. parvum €
encontrado em varias espécies de hospedeiros, inclusive humanos (MARTINS et
al., 2003).

A especificidade do Amblyomma cajennense por hospedeiros pode
predispor a maiores riscos de disseminacdo de patdgenos transmitidos por estes

artropodes com o envolvimento humano.

O hospedeiro silvestre

Os tamanduas pertencem a Ordem Xenarthra (Edentata) e a familia
Myrmecophagidae. Sao assim designados por possuirem uma articulagcdo
adicional entre as vértebras lombares (BERESCA e CASSARO, 2001). Fazem
parte desta ordem ainda tatus e preguicas. Sdo também conhecidos como
tamandué-agu, iurumi, jurunu ou urso-formigueiro gigante (ENCICLOPEDIA
CONHECER, 1968). Segundo estudos, eles devem ser considerados como
membros da primeira invasdao de mamiferos sul-americanos, pertencendo ao
grupo restrito dos animais que penetraram o paraiso proibido antes de este se
separar do resto do mundo. Ao abrigo da selva umida e protetora e do isolamento
geografico, eles puderam evoluir e diferenciar-se (REVISTA GLOBO, 1991).

Esta espécie encontrase listada no apéndice Il do “Convention on
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora-CITES”
(FONSECA et al.,, 1994) e é considerada ameacada de extincdo pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis- IBAMA devido
a destruicdo de seu habitat. O crescimento populacional, bem como a extensdo da
pecuaria e a caca ilegal estdo contribuindo para a reducédo de seu espac¢o natural

e exterminio da espécie. As queimadas criminosas também sao fatais, pois seu
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pélo é altamente inflaméavel (EISENBERG e REDFORD, 1999). A preservagao de
seu habitat natural é fundamental para sua sobrevivéncia. A ameaca de extingdo
que paira sobre estes arcaicos predadores de insetos é um prejuizo para a
agricultura. O tamandua é um animal bastante Util jA que suas presas — formigas,
cupins, larvas — sdo verdadeiras pragas para as plantagbes (REVISTA GLOBO,
1991).

Os tamanduas dificilmente atingem alta longevidade em cativeiro, ja que
ndo ha insetos suficientes para satisfazé-los. Na natureza, podem viver mais de 25
anos, enquanto no cativeiro podem viver até 16 anos (BICKEL, MURDOCK e
SMITH 1976; BYRNE 1962; CRESPO 1982; HARDIN 1976; MERRET 1983;
SHAW, MACHADO-NETO e CARTER 1987; SMIELOWSKI, STANISLAWSKI e
TAWORSKI 1981).

Os tamanduas-bandeira medem aproximadamente 110 a 200 cm, e
possuem cauda de aproximadamente 70 cm de comprimento. Pesam cerca de 22
a 39 Kg e apresentam pelagem de coloracéo castanho-acinzentada com uma faixa
negra que nasce no pescogo e peito, e estende-se pelos flancos subindo até a
altura do final das costelas. Contornando esta mancha existe uma fina faixa
branca (EISENBERG e REDFORD, 1999). Sua cauda peluda ajuda a aguecer nas
noites frias, e é por manterem-na sempre ereta enquanto correm, que ganharam o
nome de tamandua-bandeira (CALDAS NOVAS, 2003).

Seu focinho cilindrico abriga uma lingua fina e pegajosa de 60 cm de
comprimento, que move-se com uma velocidade espantosa: o tamandua pode
introduzila em um formigueiro até cento e vinte vezes por minuto. O olfato é o
sentido mais desenvolvido desse animal. Sua acuidade olfativa € quarenta vezes
superior a humana e isso se deve a especializacdo evolutiva da regido nasal
(ossos nasais e maxilares) para alimentacdo mirmecéfaga. Em contrapartida, seus
olhos e ouvidos sdo bastante reduzidos (ENCICLOPEDIA CONHECER, 1968).
Suas longas garras dianteiras impedem-no de caminhar com os dedos voltados
para frente, por isso andam sobre os pulsos. Alimentam-se de formigas e cupins
gue encontra em ninhos terrestres, porém larvas de besouros e frutas caidas

também sdo consumidas. Para buscar suas presas escavam a terra, alcangando
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com a lingua, o interior de formigueiros e cupinzeiros (EISENBERG e REDFORD,
1999). Um tamandua-bandeira chega a ingerir 30 mil insetos por dia. Segundo
pesquisadores, este hahito pode ajudar a contribuir para a manutencdo da
biodiversidade no local onde vive (CALDAS NOVAS, 2003).

Além da baixa temperatura corporal (32 a 34°C), que varia com a
temperatura ambiente, possuem dupla veia cava posterior e uma rete mirable em
cada extremidade, as quais funcionam como mecanismo de contra-corrente para
troca de calor (GILLESPIE, 1993), minimizando sua perda para os membros e
diminuindo, desta forma, o gasto metabdlico necessario a manutencdo da
temperatura corporea (WITHERS, 1992).

A reproducdo ocorre durante o ano todo, sendo o periodo de gestacdo de
aproximadamente 190 dias, quando a fémea tém um Unico filhote por cria,
pesando cerca de 1,1 a 1,6Kg. Seus olhos abrem apds aproximadamente seis
dias, e o periodo de lactacdo varia de seis a oito semanas ou mais. A maturidade
sexual é alcancada entre 30 e 48 meses (EISENBERG e REDFORD, 1999).

Os tamanduas-bandeira sdo encontrados em uma variedade de habitats, e
parecem ser mais numerosos em regides com vegetacdo aberta em abundancia
de formigas e cupins (EISENBERG e REDFORD, 1999), como cerrados e
campos. Trata-se de um animal de biologia noturna e diurna, dependendo da
temperatura e das chuvas, solitario e terrestre. A distribuicdo geogréfica ocorre
nas Américas do Sul e Central, at¢é norte da Argentina (RODRIGUES e
AURICCHIO, 1994). Outrora bem distribuido no territério brasileiro, agora o
tamandud-bandeira limita-se a lugares distantes ou protegidos, como o Parque
Nacional da Serra da Canastra em Minas Gerais (REVISTA GLOBO, 1991),

conforme mostra 0 mapa abaixo.
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Distribuicdo geografica do Tamandué-bandeira Myrmecophaga
tridactyla (Linnaeus 1758) no Brasil (EISENBERG e REDFORD, 1999).

A previsdo de R. Von Thering, famosos zo6logo alemao, podera estar mais
proxima do que imaginamos. “Nao tardar4d o dia em que apenas nos jardins
zoolbgicos se podera admirar esse tipo curioso, genuino representante da fauna
autoctone da América do Sul” (REVISTA GLOBO, 1991).

MECANISMO DE RESISTENCIA A CARRAPATOS

Os mecanismos de reacdo a carrapato sdo pouco conhecidos e se
restringem a dados obtidos de animais de laboratério e domésticos, o que, se
considerando a evolucdo de parasitas e hospedeiros, é uma situagéo artificial ou
estabelecida recentemente. A resisténcia observada parece ser a expressado de
uma série de mecanismos fisiolégicos interagindo no local de fixacdo do carrapato,
criando um ambiente improprio para a alimentacdo do acaro ou lesando-o
diretamente, podendo ainda interferir no processo de transmissdo de patégenos
por esses agentes (VAN DER HEIJDEN, 2000). Em alguns casos, ndo se observa
o desenvolvimento de resisténcia em certas espécies de hospedeiros a
determinadas espécies de carrapatos, como € o caso do cdo domeéstico e
cachorro-do-mato frente ao carrapato Rhipicephalus sanguineus (FERREIRA,
1994, CHABAUD, 1950; SZABO et al., 1995a; BECHARA et al. 1994). No entanto,



13

as cobaias desenvolvem forte resisténcia apos uma Unica infestacéo (SZABO et
al.,, 1995a). Ja o carrapato Boophilus microplus induz uma resisténcia de graus
variados nos bovinos (RIEK, 1962; ROBERTS, 1968; WAGLAND, 1975, 1978).

Usualmente, a associacdo entre animais de laboratério e carrapatos €
caracterizada por uma expressao mais intensa de resisténcia adquirida do que a
associacao que ocorre naturalmente entre carrapatos e animais (RIBEIRO, 1989).

O conhecimento dos mecanismos de inducdo de resisténcia a carrapatos
poderia levar a uma implementacdo de estratégias de controle do parasita,
empregando-se a imunomodulagao e/ou o uso de medicamentos. Este mecanismo
envolve duas facetas, a do carrapato e a do hospedeiro. A do carrapato se
relaciona com a fixacdo e inoculacdo de substancias que viriam a facilitar o
parasitismo, ora inibindo, ora ativando determinadas reacdes do animal
parasitado. Prostaglandina E2 derivada da saliva destes parasitos causa
vasodilatagcdo, inibe a coagulacdo do sangue, a agregacdo de neutrofilos e a
degranulacdo de mastocitos (RIBEIRO et al., 1985; CHAMPAGNE, 1994). Estes
fatores podem otimizar a alimentacdo do carrapato e suprimir a resposta
inflamatdria do hospedeiro. A modulagcdo da resposta imune no hospedeiro pelo
carrapato atua contra defesas inatas e adquiridas, fornecendo um ambiente
propicio para 0 repasto sangliineo e transmissdo de patégenos (WIKEL et al.
1994; WIKEL et al, 1996c). Ha varias evidéncias que demonstram
imunossupresséo causada por acao direta de componentes presentes na saliva ou
nas glandulas salivares do carrapato, agindo diretamente no sistema imune ou via
citocinas, levando a uma auséncia de resisténcia do hospedeiro (WILLADSEN e
JONGEJAN, 1999).

Por sua vez, a faceta do hospedeiro compreende a distribuicéo,
reconhecimento e processamento dos antigenos introduzidos pelo carrapato, com
consequente liberacdo de mediadores quimicos e sintese de anticorpos
especificos, ou ativacdo de células, que poderiam vir a interferir de forma a
prejudicar o parasitismo (FERREIRA, 1994). Além das respostas imunes humoral
e celular, outras respostas fisiolégicas, como a inflamatéria, possuem papel
bastante importante no controle de parasitas (MORRISON, 1987). Hospedeiros
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podem rejeitar carrapatos por confronta-los com um grande numero de
mediadores liberados por células presentes no local, como mastocitos, e por
outras quimiotaticamente recrutadas para o local, como basofilos e eosindfilos,
responsaveis pela imunidade inata do hospedeiro e atuando como primeira linha
de defesa. Ha muitos anos foi sugerido que eosindfilos e basofilos possuem
efeitos significantes na resposta inflamatéria (WILLADSEN, 1980) e que a
histamina pode ser um mediador eficaz no mecanismo de resisténcia adquirida
pelo hospedeiro ao carrapato (WIKEL, 1996a; WILLADSEN, 1980).

Porém, especula-se que na resposta imune podem estar presentes 0s
principais elementos responsaveis pela resisténcia adquirida. Dentre eles, células
apresentadoras de antigenos (macrofagos, células de Langerhans e células
dendriticas) e linfocitos T e B antigenos especificos. Macréfagos e células ligadas
a macréfagos tem um papel central na defesa inata, na regulacdo de anticorpos
especificos ena resposta imune mediada por células (WIKEL, 1996a). Um fato de
grande importancia na analise das bases imunoldgicas de resisténcia adquirida, foi
a descoberta da participacéo de linfocitos Thl nas reacdes de hipersensibilidade
tardia (WIKEL, 1996b), manifestadas por uma reacdo de hipersensibilidade
basofilica cutanea (CBH), caracteristica de animais resistentes a carrapatos.
Porém, outros autores sugerem que os basofilos produzem citocinas derivadas de
linfocitos Th2, e que estas podem ser liberadas sem um estimulo imunoldgico
especifico (FALCONE et al., 2001).

Os mecanismos usados pelos patdgenos para escapar das defesas do
hospedeiro, incluem interferéncia com o processamento de antigenos e a
expressao do complexo principal de histocompatibilidade, reducdo de citocinas
pro-inflamatodrias, tais como inter-leucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral
(TNFa). Consequentemente, altera a proporcdo de células Thl e Th2 e suas
respectivas citocinas, modificando a resposta imune local e bloqueando a ativagédo
de complemento (MARRACK e KAPLER, 1994; KOTWAL, 1996).

Pouco se sabe sobre os efeitos da imunidade, seja através de vacinas ou
por imunidade adquirida, sobre a habilidade dos carrapatos na transmissdo de
patdgenos (BROSSARD e WIKEL, 1997).
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A importancia das relacdes entre carrapatos e hospedeiros silvestres revela
0S mecanismos primarios de resisténcia ao parasita, e eventualmente servira de

subsidios para o estabelecimento de mecanismos de defesa.

CARACTERISTICAS DA LESAO PRODUZIDA PELO CARRAPATO

Quanto a histopatologia do sitio de fixacdo de carrapatos na pele de
hospedeiros domésticos pdde-se notar a mesma variabilidade em relacdo as
espécies afetadas. Segundo um trabalho descrito por SZABO et al. (1995a) e
SZABO E BECHARA (1999), cdes apresentam poucas alteracbes na pele
infestada por carrapatos Rhipicephalus sanguineus, mostrando apenas um edema
discreto e infiltrado celular nos casos de infestagdo macica. Hamsters mostram
uma reacao cutdanea moderada aos carrapatos durante a infestagéo, caracterizada
por edema e discreta exsudacgdo, além de infiltrado celular rico em eosindfilos.
Cobaias, por outro lado, desenvolvem reacdo cutanea severa com eritema,
edema, infiltracdo celular, exsudacao serosa e, em alguns casos, necrose.

Ainda segundo aqueles autores, algumas caracteristicas microscopicas
foram observadas em varios cortes, independentemente do hospedeiro, infestacao
ou intervalo de tempo. Entre elas, a presen¢a de um cone de cemento coberto por
uma pequena area de epiderme de 0,82mm de espessura meédia proximo ao
parasita. O cemento estava confinado a superficie da epiderme, estendendo-se
por debaixo do extrato corneo. Nos locais de fixacdo do carrapato a epiderme
estava usualmente espessada devido a hiperplasia, espongiose e edema
intracelular.

Além disso, as lesBes na derme incluiram diferentes niveis de infiltrado
inflamatorio, edema, microabcessos e, ocasionalmente, hemorragia e necrose.
Todas as alteracbes descritas acima estavam relacionadas as zonas que
circundavam o local de fixacdo dos carrapatos. O infiltrado celular era difuso e
restrito a derme superficial abaixo do cemento. Um infiltrado celular mais intenso
foi observado 24h e 48h apds infestacdo, localizado abaixo do cone de cemento,
porém, atingindo as camadas profundas da derme.
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Ao mesmo tempo, uma profunda dermatite perivascular, separada da
superficie dermal, foi vista na borda dermehipoderme. As mudancas mais
significativas foram observadas apds 96h quando o infiltrado celular das regides
superficiais e profundas da derme confuiram, originando uma reacao inflamatéria
difusa e proliferativa. Os cdes reagem apresentando neutrofilos, especialmente no
final do periodo de alimentacdo, e também com células mononucleares e
mastécitos. Os concentrados de neutréfilos proximos aos locas de fixacdo e
células mononucleares foram vistos mais perifericamente e a contagem de cada
tipo celular variou de acordo com a infestacdo e o intervalo de tempo. Muitos
mastocitos foram observados proximos a vasos sanguineos, mas longe da area de
contagem. As cobaias, por outro lado, reagiram com uma variedade de células
mononucleares, basofilos e eosinofilos.

Segundo CASTRO E PEREIRA (1946), os coelhos parasitados por
Alveonasus lahorensis apresentaram uma solucdo de continuidade na camada
epidérmica da pele seguida de necrose das camadas granulosa e espinhosa,
como consequéncia dos traumatismos infligidos pelo aparelho bucal dos
carrapatos, combinados com exsudacdo plasmatica devido a acdo téxica da
secrecdo salivar dos parasitas. Seguiu-se, entdo, congestdo vascular local e
afluéncia de leucécitos, comecando por heteréfilos os quais foram mais tarde
substituidos por células mononucleares, concomitantemente com necrose da
derme. O mesmo foi observado por SHATROV (1979), o qual descreveu
predominéncia de linfocitos e macrofagos, presengca de hemorragia, crosta e
necrose da derme

Em taurinos infestados por Boophilus microplus, HOEPPLI E FENG (1931)
observaram destruicdo total da epiderme e parte da camada papilar, seguida de
uma zona apresentando material necrotico e debris celulares. Ao redor deste
processo ocorreu infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear, com
pequeno numero de células polimorfonucleares (neutrofilos), hiperemia e infiltrado
inflamatorio perivascular. Segundo MORAES (1988), o numero de mastécitos

dérmicos em zebuinos foi duas vezes superior aguele encontrado em taurinos.
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Varios relatos com animais silvestres mostram rea¢des locais no sitio de
fixagdo do carrapato semelhantes aquelas encontradas em animais domesticos,
variando com a espécie de carrapato, a espécie do hospedeiro e a idade da leséo.
Como demonstrado por GRIGORYEVA (2001 e 2002), nas aves passeriformes
parasitadas por Ixodes persulcatus e Ixodes lividus e em répteis (Lacerta agilis)
parasitados por Ixodes pacificus e Ixodes ricinus a reacao no local de fixagdo do
carrapato € analoga a dos mamiferos, apresentando cavidade alimentar e
infiltrado inflamatoério predominantemente heterofilico e eosinofilico, porém com
auséncia do cone de cemento, talvez associado a espécie de carrapato envolvida
parasitando as aves e 0s répteis.

BECHARA E SZABO* constataram que animais silvestres mostraram
variacdo da reacdo local no sitio de fixacdo de carrapatos na pele em funcdo da
espécie do hospedeiro, da espécie do carrapato e da idade da lesdo. No geral, o
exame apresentou um padrdo tipico de reacdo inflamatéria local, caracterizada por
hiperplasia da epiderme local, presenca de cone de cemento produzido pelo
acaro, edema subcutaneo, hiperemia de vasos da microcirculacéo local, dilatacéo
de vasos linfaticos e infiltrado celular inflamatorio.

Aqueles autores sugerem, ainda, alguns padrdes peculiares de reacao nas
diversas espécies de hospedeiros capturados, principalmente relacionados ao
padrdo celular inflamatério. Foi merecedor de destaque o grande numero de
mastocitos presentes na pele parasitada do tamandua-bandeira. A auséncia de
dados na literatura consultada sobre o numero destas células na pele normal do
tamandua dificultou uma melhor discussdo desses resultados. Essa célula

aparece também em grande nimero na reacao de quatis ao carrapato.

BECHARA, G.H.; SZABO, M.P.J.(Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP — Campus de Jaboticabal). Comunicacéo pessoal, 2002.

BECHARA E SZABO* também constataram que a capivara reagiu ao acaro

principalmente com um infiltrado celular rico em eosinodfilos e/ou heterdfilos.
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Basofilos, células muito raras no sangue circulante da maioria das espécies
animais, e de dificil demonstracdo, foram vistos no sitio de reacdo em capivaras e
no cateto. J4 os cervideos reagiram aos carrapatos com um infiltrado celular com
predominancia de neutroéfilos e eosinofilos.

Ainda segundo aqueles autores, andlises ultra-estruturais no tecido
subcutaneo de veado campeiro revelaram alteracbes na camada cOrnea da
regido, caracterizadas pela presenca de queratindcitos apresentando queratina
intracitoplasmética disposta em grumos. Presenca de microvesiculas, edema e
infiltracdo mononuclear também foram observadas. A regido da epiderme préxima
a ancoragem do carrapato também mostrou-se modificada. A camada basal
mostrou um certo distanciamento entre suas células com as da camada
espinhosa, provavelmente devido ao edema. Observou-se ainda a presenca de
células de Langerhans, habitualmente encontradas ndo na camada cornea, mas
sim entre as camadas granulosa e espinhosa (ou de Malpighi). Mastocitos,
geralmente degranulados, foram vistos na derme superficial, logo abaixo da
camada basal da epiderme. A pele de animais controle ndo apresentou alteraces
dignas de relato, ndo tendo sido registrada a presenca nem mesmo de mastocitos
proximos a camada basal.

De acordo com VAN DER HEIJDEN (2000), as capivaras apresentaram, no
local de fixacdo do carrapato, a presenca de cone de cemento coOmo uma massa
eosinofilica e homogénea de formato tubular na derme parasitada. Esta massa se
iniciava a partir de uma solucdo de continuidade da epiderme e penetrava na pele
perpendicularmente a superficie, atingindo regiées mais profundas da derme. As
alteracdes epidérmicas incluiram hiperplasia, edema intracelular e necrose das
células epiteliais. Imediatamente abaixo do cone de cemento, observou-se, com
relativa frequéncia, a cavidade alimentar do carrapato constituida por areas de
necrose e dissolugcdo do tecido. Quanto aos tipos celulares observou-se a
presenca macica de heterofilos/eosinodfilos nos animais infestados. Nas areas
afastadas predominaram células mononucleares mas observou-se também

basofilos e, na derme superficial, mastocitos.
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PRINCIPAIS CELULAS INFLAMATORIAS NA REACAO A CARRAPATOS

Ao longo dos anos tém sido comprovada a participacdo, na reacao a
carrapatos, de diversos tipos de células inflamatérias, variando de acordo com a

espécie parasita e a espécie hospedeira.

Basofilos

Carrapatos parecem ser 0os mais potentes indutores de basofilia cutanea
(BROWN, 1988). A demora na caracterizacao deste tipo celular no local de fixacao
dos carrapatos se deve pela dificuldade em se demonstrar tais células com
técnicas de coloragdo rotineiras (ALLEN et al., 1977; GALLI; DVORAK, 1979).

Esta célula, normalmente rara, tem sido encontrada em grande ndimero na
reacdo cutinea de cobaias a carrapatos (ALLEN, 1973). Sua atividade parece
estar relacionada com a resisténcia a estes ectoparasitas (BROWN et al., 1982).

Basofilos sdo granulécitos circulantes que aparecem nos tecidos de forma
transiente durante determinadas reag¢Ges imunoldgicas (DVORAK et al., 1983).
Aparentemente, participam na inflamacdo, principalmente na manutencdo da
permeabilidade vascular aumentada, e também estdo presentes de forma
marcante nas reagfes parasitarias (HUNTLEY, 1992).

O papel exato dos basdfilos na rejeicdo a carrapatos ndo é conhecido, mas
acredita-se que participem de rea¢fes anafilaticas locais, liberando mediadores e
prejudicando a salivacdo e alimentacdo do carrapato (KEMP; BOURNE, 1980;
PAINE et al., 1983).

Mastécitos

Especula-se que os mastécitos participem da reatividade tegumentar a
estimulos lesivos, incluindo carrapatos, por possuirem caracteristicas semelhantes
aos basodfilos, como a presenca de granulos intracitoplasmaticos e por estarem
normalmente presentes nos tecidos cutaneos. SCHLEGER e colaboradores

(1976) observaram degranulacdo maior destas células no local de fixacdo de
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carrapatos Boophilus microplus, em bovinos previamente infestados em relacéo
aqueles sofrendo primeira infestacao.

Alguns estudos indicam que a ativacdo de mastdocitos € essencial para o
aumento da permeabilidade vascular, edema tecidual, deposicdo de fibrina e
infiltracdo leucocitaria observada na resposta anafilatica cutédnea para larvas de

carrapatos Haemophysalis longicornis (GORDON et al., 1990).

Eosinofilos

Os eosindfilos estdo presentes nas reacdes alérgicas, nas parasitoses e na
inflamacéo cronica e sdo caracteristicos de reagdo imune mediada por IgE. Seus
granulos contém proteinas bésicas principais (MBP), altamente toxicas aos
parasitas, mas que também podem causar lise nas células epiteliais de mamiferos
(VAN DER HEIJDEN, 2000).

Especialmente na inflamagdo associada com desordens alérgicas, 0s
eosindfilos constituem a maior linha efetora em virtude da capacidade de gerar e
liberar uma grande quantidade de mediadores quimicos. Ainda, sua funcéo pro-
inflamatéria em desordens alérgicas tem sido aparente com o reconhecimento e
compreensdo da reacdo alérgica tardia (late phase reaction), que sao
caracterizadas pelo reaparecimento de uma reacao inflamatoria varias horas apés
exposi¢cado ao antigeno (MORELLI JR., 2000).

Os eosinofilos podem cooperar com outros elementos do sistema imune na

protecdo contra insultos poderosos (SPRY, 1993).

Neutrofilos

Os neutrofilos representam 55-60% das células hematopoiéticas na matriz
O0ssea (BAINTON, 1992) e sdo as primeiras células que migram para o local de
fixacdo do carrapato. Esta célula esta relacionada com reacgao inflamatdria aguda
a um estimulo inespecifico, e ndo apresenta nenhuma relagdo com resisténcia. O
citoplasma abundante destas células é carregado de granulos especificos que
variam de tamanho e em suas propriedades tintoriais entre mamiferos. Devido a

estas variacOes, estes granulécitos também sdo chamados de heterodfilos em
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alguns mamiferos como, por exemplo, coelhos e capivaras, dentre outros (VAN
DER HEIJDEN, 2000).

De forma geral, uma primeira participacdo mais intensa desta células foi
notada em hospedeiros sofrendo primeira infestacdo, principalmente nos trés
primeiros dias de parasitismo (revisto por BROWN, 1988 e KAUFMAN, 1989)
quando chegam a representar 40-60% das células infiltrantes. Esta reacéo
representa a classica reacao inflamatéria aguda e ndo imune a um estimulo lesivo
inespecifico. Entretanto, em uma relacdo hospedeiro-parasita natural, a
reatividade tecidual cutanea ao parasitismo parece se dar, em qualquer infestacéo
e a qualquer tempo de fixagdo do acaro, quase que exclusivamente pela infiltragdo
de neutrdfilos (THEIS; BUDWISER, 1974; SZABO; BECHARA, 1995b).

Linfécitos e Macréfagos

O macrofago é uma figura central na inflamacgéo crénica devido ao grande
namero de substancias que a célula ativada produz, algumas toxicas para células
ou matriz celular, outras causam influxo de outros tipos celulares. Esse arsenal
notavel de mediadores torna os macréfagos poderosos aliados na defesa do
organismo contra invasores indesejaveis (COTRAN et al., 2000).

Linfocitos e macréfagos sdo exemplos de células apresentadoras de
antigenos, as quais estdo diretamente relacionadas com a resposta imune
adquirida. Os linfocitos T participam da resposta de hipersensibilidade tardia,
caracterizada por acumulo de macréfagos, os quais isolam e ajudam a destruir
imunogenos (WIKEL, 1996a).

A participacdo de linfocitos na génese de uma resisténcia eficaz ao acaro
ainda é desconhecida. Algumas observagdes isoladas, entretanto, apontam para a
participacdo de linfocitos T e B na expressao de imunidade (SZABO, 1995).
Ensaios demonstraram a participacdo de linfécitos T e B na resisténcia ao
carrapato incluindo o uso de drogas supressoras destas células (WIKEL; ALLEN,
1976), testes de blastogénese (WIKEL te al., 1978) e testes cutadneos de
hipersensibilidade (WIKEL et al., 1978; WALKER; FLETCHER, 1990).
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OBJETIVOS

Gerais:

Caracterizar a lesdo produzida na pele de tamanduas-bandeira de vida

livre, parasitada por carrapatos ixodideos em condi¢des naturais.

Especificos:

1. analisar e comparar a epiderme e derme de tamanduas-bandeira parasitada em
relacdo a pele controle, ndo parasitada, por meio de microscopia de luz;

2. realizar a contagem global e diferencial ou especifica de células inflamatorias na
derme infestada ou ndo por meio de microscopia de luz;

3. analisar morfometricamente a lesdo produzida na pele parasitada em
comparagdo com a pele controle por meio de sistema de andlise de imagens
computadorizado a microscopia de luz.

4. analisar ultra-estruturalmente a pele parasitada por meio de microscopia

eletrébnica de transmissao.
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MATERIAIS E METODOS

1. Local de captura dos animais na natureza

Fazenda Alegria — A Fazenda Alegria localizase no Pantanal da
Nhecolandia, a cerca de 120 km a leste de Corumba-MS, e possui uma area
aproximada de 21.000 hectares. De acordo com Alho et al. (1987), a vegetacdo da
Fazenda Nhumirim, pertencente a Embrapa, e vizinha a Fazenda Alegria,
representa o remanescente de uma tipica floresta semidecidual (“cordilheiras”),
podendo ser encontrados, na area, alguns indicadores de “cerradao”, de acordo
com os altos niveis minerais que ocorrem no solo das “cordilheiras” do Pantanal.

Em um estudo realizado por ALHO et al. (1987), o Pantanal da Nhecolandia
(17% da éarea total do Pantanal) é uma regido de média inundacgéo, variando a
profundidade da 4gua de uns poucos centimetros até 3 metros e a estacdo cheia
pode durar de 4 a 6 meses. O clima é tropical semiUumido; a estacao chuvosa tem
inicio em outubro e termina em mar¢o, com uma precipitacdo pluviométrica anual
de cerca de 1000mm. A inundacdo € o fenbmeno ecolégico mais importante,
dando ao Pantanal a caracteristica de um bioma bem peculiar. A vegetacdo do
ecossistema é conhecida por “complexo do Pantanal’, uma combinacao de tipos
de vegetacdo mésica e xeromorfica, com manchas de cerrado (“cordilheiras”)
entrecortadas por areas inundadas, pantanosas, com vegetacao aquatica.

A fauna da regido é rica em aves, répteis e mamiferos. Dentre este ultimos,
destacam-se quatis (Nasua nasua), cervideos veados campeiro (Ozotoceros
bezoarticus), cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) e veados catingueiro
(Mazama guazoubira), tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla),
tamanduas-mirim (Tamandua tetradactyla), tatus-galinha (Dasytus novencinctus),
tatus-peba (Euphractus sexcinctus), capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris),
catetos (Tayassu tajacu tajacu) e porcos-monteiro (Sus scrofa).

Parque Nacional de Emas e circunvizinhangcas — O Parque Nacional de
Emas, com seus 131868 ha, esté localizado no extremo sudoeste do Estado de

Goias, e € assim chamado pelo grande nimero de emas que possui em seus
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limites. A regido € tipicamente do tipo cerrado, com riqueza em vegetacdo
arbustiva, e cortada pelo rio Formoso, que nasce em Bonito-MS. Sua fauna
silvestre é constituida, além das emas, por exemplares de tamandu&-bandeira,
tatu-peba, lobo-guara, veado campeiro, siriema, gavido, arara, oncapintada
dentre outros.

2. Captura dos animais na natureza e colheita do material — Inicialmente os
tamanduas-bandeira foram capturados manualmente pela cauda, e contidos
fisicamente usando-se pucds de rede para posterior anestesia com Ketamina
(15mg/kg) e Xilasina (1mg/kg) e/ou Cloridrato de Tiletamina (2,5mg/kg). Para
maior seguranca a sedacdo foi monitorada por duas pessoas para 0s seguintes
parametros: temperatura retal, freqiéncia cardiaca e respiratoria.

Os animais foram subm etidos a tricotomia de pele para realizagdo de
bidpsias em sacabocados na pele ndo parasitada (n= 7) e parasitada (n= 7), com
o auxilio de um punch de 6 mm de diametro (Reichter) por meio de movimentos
rotatorios sobre a pele esticada, tesoura e pinga de disseccdo. As peles nao
parasitadas foram coletadas paralelamente aquelas parasitadas, localizadas na
mesma regido anatbmica, para evitar diferencas histoldgicas. Na coleta das peles
parasitadas, os carrapatos aderidos foram preservados e serviram como
referéncia para a microtomia do material no centro da lesao.

O local da bidpsia era entdo tratado com antisséptico e o material colhido
fixado em Formol tamponado para microscopia de luz e Glutaraldeido 2% para
microscopia eletrénica de transmissao.

Os diversos instares de carrapatos foram colhidos de seus hospedeiros
com o auxilio de uma pinca de disseccao. Os carrapatos adultos foram fixados em
alcool 70%, e as ninfas colocadas em tubos plésticos ventilados que permitissem
seu desenvolvimento para posterior identificacdo das espécies no Laboratério de
Patologia Veterinaria - Unesp-Jaboticabal.

O grau de infestacéo foi avaliado subjetivamente por trés observadores, de

acordo com o0s seguintes escores: (+) 1-10 parasitas/animal, (++) 11-50
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parasitas/animal, (+++) 50-100 parasitas/animal e (++++) acima de 100
parasitas/animal.

3. Identificagdo dos carrapatos — Os carrapatos foram identificados seguindo a
chave de classificacdo descrita por ARAGAO e FONSECA (1952) e JONES et al.
(1972), e a nomenclatura utilizada foi baseada no trabalho descrito por HORAK et
al. (2002). As espécie provenientes do Pantanal mato-grossense estédo
identificadas no trabalho descrito por CAMPOS PEREIRA et al. (2000).

4. Histotecnologia dos fragmentos de pele — Foi realizado o processam ento
histolégico do material colhido, seguindo os procedimentos rotineiros de fixacao
em formalina tamponada, embebicdo em parafina, microtomia para cortes
seriados de 6mm de espessura e coloragdo com Hematoxilina-eosina para a
andlise das alteracGes gerais na epiderme e derme e morfometria da epiderme, e
May Grinwald-Giemsa para contagem global e diferencial de células inflamatérias
na derme.

5. Analises histopatolégicas

5.1 - Estudo das alterag6es microscépicas — Foi utilizado o esquema descrito por
VAN DER HEIJDEN (2000) para observacdes microscopicas e analise de células
inflamatdrias na Zona 1, e na auséncia dessa na Zona 2, que incluem o centro da
lesdo causada pelo carrapato, de acordo com esquema a seguir. Segundo esses
autores, os cortes sdo categorizados em trés zonas de acordo com a distancia do
local de fixacdo do parasita. Para andlise sob microscopia de luz, apenas os
cortes contendo as Zonas 1 e 2 sdo utilizados, uma vez que estas zonas contém o
centro da lesdo. Os achados histopatologicos de sete tamanduas-bandeira foram

avaliados utilizando-se a coloragcdo de Hematoxilina-eosina.
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ZONA 3 | ZONA 2 | ZONA1 | ZONA 2 | ZONA 3

Esquema mostrando pele parasitada apresentando zonas 1 e 2 (VAN DER
HEIJDEN, 2000).

5.2 - Contagem de células inflamatérias na pele controle e parasitada - As
células migradas para o foco inflamado das peles controle e parasitada, foram
avaliadas por meio de contagens global e diferencial. Foram utilizadas sete
amostras de pele parasitada e sete de pele ndo parasitada de tamandu&-bandeira.
Para padronizacdo da andlise, a interface carrapato-hospedeiro observada nos
cortes seriados foi dividida em zonas 1 e 2. As contagens celulares foram restritas
as seccdes que exibiam as areas 1 e 2. Na auséncia destas zonas, as seccdes
nao foram consideradas e as laminas descartadas. Para a contagem de células na
pele controle, foi escolhida uma area qualquer para analise.

A contagem global e diferencial de células foi realizada em laminas coradas
pela Hematoxilina-eosina e May Grinwald-Giemsa, empregando-se uma ocular
integradora Reichert - Austria PK 6,3x mm e objetiva 40x, respectivamente, nas
zonas 1 e 2 ao redor do cone de cemento. A area delimitada pela ocular

integradora foi determinada em 0,0052 mn¥ através de um micrémetro. Para as
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contagens selecionouse a seccdo mais indicada dos cortes seriados de cada
bloco. Nesta seccdo contaram-se quatro areas (4x 0,0052mnt) ao redor do cone

de cemento.

5.3 - Morfometria da pele controle e parasitada — Realizou-se morfometria da
pele controle e parasitada para andlise e comparacdo da hiperplasia epidérmica
no local de fixacdo do carrapato. A andlise foi feita nas seccdes que exibiam as
areas 1 e 2 como descrito anteriormente. A camada cornea néo foi considerada
por haver desprendimento da epiderme, revelando uma hiperplasia irreal.

A espessura medida foi expressa em micrédmetros (nm), utilizando-se
objetiva com ampliacdo de 4x. A espessura foi calculada pela distancia média
entre duas linhas, as quais mediam aproximadamente 1000 a 1100nm de
comprimento, tracadas a partir da borda queratina-epiderme e epiderme-derme,
vista nas Figuras 01 e 02. Para andlise morfométrica das peles parasitada e
controle foi utilizado o sistema de imagens computadorizado Image-Pro® Plus
versdao 3.0 para Windows (Media Cybernetics L.P) no laboratério de Patologia

Veterinaria - Unesp — Jaboticabal.

6. Microscopia Eletronica de Transmissao - Os fragmentos de tecidos destinados a
microscopia eletrbnica de transmissdo foram fixados em Glutaraldeido 2%,
Paraformaldeido 2% em tampé&o cacodilato de sédio a 0,1 M, pH 7,4, com 0,05%
de cloreto de célcio. A pés-fixacao foi feita em tetréxido de ésmio a 1% em tampao
“Sym-Collidine”, 0,1M, pH 7,4, por duas horas a temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi banhado em etanol nas seguintes concentragoes: 50%,
70%, 90%, 95% e 100%. Apods o dltimo banho os tecidos foram imersos em 6oxido
de propileno.

Os tecidos foram entdo imersos em uma mistura de resina:0xido de
propileno (1:1) por 2 horas e por uma noite em uma solucdo de epon-6xido de
propileno (1:1). Apds, os tecidos foram imersos em epon e mantidos em estufa a

60°C até a completa polimerizacdo. Na sequéncia, os blocos foram aparados e

seccionados com navalha de vidro em ultramicrotomo, Leica Ultracut UCT —
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Laboratério de Microscopia Eletrénica de Transmissdao — Unesp — Jaboticabal, a
300 nm de espessura e corados com Azul de Toluidina 1% para andlise dos
cortes. A area selecionada foi seccionada com navalha de diamante a 70nm de
espessura e colocada em grades de cobre apropriadas.

Para andlise ultra-estrutural os cortes ultrafinos foram contrastados em
solugcdo aquosa de acetato de uranila 2% por 45 minutos e em citrato de chumbo
0,4% por 10 minutos, observados e elétromicrografados em microscoépio eletrdnico
de transmissdo modelo Philips CM 100 - Laboratério de Microscopia Eletrénica —

Unesp —Rio Claro.

7. Analise Estatistica — Os valores determinados nas contagens celulares e na
morfometria da pele controle e parasitada foram comparados estatisticamente,
utilizando-se o programa SAS (Statystical Analyses of System). A analise de
variancia foi feita através do teste Fisher e a comparacdo das médias (p< 0,05 ou
p< 0,01) através do teste T de Student.
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RESULTADOS

Captura dos animais na natureza e identificagdo dos carrapatos

Representantes (n=3) e (h=4) de tamanduas-bandeira foram capturados na
regido do Pantanal Mato-grossense an setembro de 1996 e 1997e na regidao do
Parque Nacional de Emas-GO em novembro de 1999 e setembro de 2003,
respectivamente, para fins de estudo junto a este projeto de pesquisa.

As espécies de carrapatos, parasitando 0s animais capturados, foram
identificadas como Amblyomma cajennense, Amblyomma nodosum, Amblyomma
scalpturatum e Amblyomma pseudoconcolor e, em muitos casos, mais de uma
espécie parasitando um mesmo hospedeiro, além de vérias ninfas do género
Amblyomma sp. A identificacdo dos carrapatos esta demonstrada na Tabela 01, a

sequir, dividida de acordo com o local de captura dos animais.

Tabela 01. Fauna ixodoldgica encontrada em tamanduas-bandeira na regidao do
Pantanal Mato-grossense e Parque Nacional de Emas, 2003.

Amostra Local de captura Carrapatos identificados

N=3 Nhecolandia-Pantanal-MS Amblyomma sp.

Amblyomma scalpturatum

N=1 Parque Nacional de Emas-GO Amblyomma pseudoconcolor
N=3 Costa Rica-Parque Nacional de Emas- Amblyomma cajennense
GO Amblyomma nodosum

Porém, ndo foi possivel identificar as espécies localizadas no local das
biopsias, devido a perda detalhes do hipostémio importantes para a diferenciacao
de espécies, mas o0 escudo ornamentado dos carrapatos e o tipo de cemento
produzido indicou serem todos do grupo Amblyomma

No local de fixacdo do carrapato, observouse leve hiperemia na pele,
sendo que alguns carrapatos desprendiam-se facilmente. O grau de infestacéo

nos animais variou de discreto(+) a leve(++).
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Caracteristicas da pele controle

A pele ndo parasitada (figura 03) foi utilizada como controle negativo, e
mostrou epiderme delgada, com espessura média menor em comparacao com a
pele parasitada, derme superficial apresentando pequenos vasos sanguineos e
linfaticos em quantidade moderada, presenca de fibroblastos, mastocitos e
apéndices cutaneos como glandulas sebaceas e sudoriparas e foliculos pilosos.
Ademais, alguns animais apresentaram infiltrado inflamatério eosinofilico e
mononuclear discretos, associados possivelmente a contatos prévios com

ectoparasitas ou lesdes de outra origem (mecanica p.e.).

Alteracdes histopatoldgicas
Os achados histopatologicos foram semelhantes em todas as amostras, com
algumas variacdes individuais no que diz respeito a intensidade do infiltrado
celular inflamatorio. Ressalte-se que nao foi possivel determinar o tempo de
fixacdo dos carrapatos (idade da lesdo) na pele dos hospedeiros, por se tratar de
animais silvestres de vida livre. De todo modo, observaram-se diferencas quanto
ao tamanho e disposicdo do cone de cemento. Isso se deve, provavelmente, as
diferentes espécies de carrapatos parasitando os hospedeiros silvestres.
Conforme demonstrado na Tabela 02, os achados histopatolégicos foram
avaliados quanto a intensidade de lesdo e numero de células infiltradas na pele de
tamanduas -bandeira, parasitada por Amblyomma sp. De destaque, a presenca de
hiperplasia epidermal e edema inflamatoério acentuados, moderada hemorragia e
vasodilatacdo ausente em muito casos, acentuada infiltracdo de neutrdéfilos e

linfécitos , moderado infiltrado eosinofilico e auséncia de basdfilos.
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Tabela 02. Avaliacdo semi-quantitativa das alteracdes epidermais e dermais da
pele de Tamanduas -bandeira parasitadas por Amblyomma sp.

Achados Histopatoldgicos Animal

01 02 03 04 05 06 07
Epiderme
Espongiose + ++ + + ++++ ++ ++
Edema - +++ ++ +++ ++++ +++ ++
Hiperplasia + +++ ++ ++++ ++++ ++ +++
Derme
Edema ++++ ++++ +++ ++ ++++ ++++ ++++
Vasodilatacdo +++ - - +++ + - -
Hemorragia + ++ + +++ +++ +++ +++

Infiltrado celular

Linfécito ++++ ++++ ++++ +++ + + +
Plasmaocito +++ + + - - - -
Macréfago ++ ++ + ++ ++ + +
Neutrofilo + + +++ ++++ +H++ ++++ ++++
Eosindfilo +++ +++ ++ +++ +++ +++ ++
Mastécito +++ +++ ++ + ++ + +
Basdfilo - - - - + - +

Intensidade dos achados histopatolégicos: - ausente, + discreto, ++ leve, +++
moderado, ++++ acentuado.

Todas as seccdes analisadas de animais infestados, apresentaram cone de
cemento sob a camada cornea e, na maioria deles, extendendo-se até a camada
granulosa da epiderme. Em alguns casos podde-se observar uma cavidade
alimentar abaixo do ponto de fixagdo do carrapato, mostrando debris celulares e
células inflamatérias do tipo neutréfilo (Figura 04). Imediatamente abaixo do cone
de cemento havia a presenca de uma solugcdo de continuidade na epiderme, a
qual mostrouse hiperplasica préxima ao ponto de fixacdo do carrapato (Figura
05). A derme superficial apresentou acentuado edema, hemorragia e

vasodilatacao de forma moderada a discreta. Observou-se infiltrado inflamatério
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predominantemente neutrofilico e mononuclear, e em menor nimero eosindfilos,
com marginacgao de leucocitos no interior dos vasos.

A reacdo inflamatéria estava presente na derme superficial e extendia-se
até a derme profunda, onde a distribui¢cdo do infiltrado era perivascular, na maioria
dos casos (Figura 6a).

Observou-se também edema intersticial, associado com a presenca de
dissociacdo de fibras coldgenas na derme superficial na zona 1, como observado
na Figura 6b. Os mastocitos foram melhor visualizados pela coloragdo de May-
Grunwald-Giemsa e apareceram de forma moderada, tanto na pele controle como
na parasitada, e discretamente degranulados. Muitos mastécitos foram
observados proximos a vasos sanglineos, mas distantes da area de contagem,
como apresentados na Figura 7a. Quanto a pesquisa de basofilos, notou-se a
perda do efeito corante pela coloracdo de May Grunwald-Giemsa nos materiais
mais antigos resultando em diagnosticos falso-negativos, sendo necessario uma
nova coloragdo para a possivel visualizacdo dessas células. Os basbfilos
mostraram -se presentes em pequena quantidade nos tamanduas-bandeira na

coloracdo de May-Grunwald-Giemsa (Figura 7b).

Contagem de células inflamatérias na pele controle e parasitada

Além da analise das alteragfes teciduais, realizaram-se contagens global e
diferencial das células inflamatodrias presentes na derme do hospedeiro no ponto
de fixacdo do carrapato e na derme ndo parasitada. Os valores referentes as
contagens globais e diferenciais divididos em grupos controle e parasitado, estdo
presentes na Tabela 03. Os resultados sdo expressos em nimero de células/mm?

com valores individuais e média + desvio padréo.



Tabela 03. Média e desvio padrdo das contagens global e diferencial de células inflamatorias na

pele de tamanduabandeira, controle ou parasitada por Amblyomma sp Os valores sdo expressos
em valor absoluto e relativo por mm?.

Grupos N° total Basofilo Eosinofilo Neutrofilo Mastécito Célula
células Mononuclear
Parasitado Absoluto Absoluto % Absoluto % Absoluto % Absoluto % Absoluto %
1 5576,92 0 0 948,08 17 613,46 11 836,54 15 3178,84 57
2 3317,31 0 0 530,77 16 630,29 19 66,35 2 2089,90 63
3 5817,30 0 0 988,94 17 1745,19 30 581,73 10 2501,44 43
4 5000 0 0 500 10 3150 63 0 0 1350 27
5 8894,23 622,60 7 711,54 8 5514,42 62 177,88 2 1867,79 21
6 5721,15 00 0 343,27 6 3833,17 67 400,48 7 1144,23 20
7 5384,61 376,92 7 430,77 8 2961,54 55 269,23 5 1346,15 25
Média+DP  5673,07** 142,79 2+3,41 636,20 11,71+ 2635,44* 43,90+ 333,17  5,90+5,30 1925,48** 36,60 +
+1658,01 =+ 253,96 + 253,33 4,80  #1779,32 23,30 +297,24 £731,46 17,80
Controle
1 2403,84 0 0 0 0 0 0 2403,84 100 0 0
2 1682,69 0 0 523,48 31,11 0 0 710,43 42,22 448,77 26,67
3 384,62 0 0 83,62 21,74 0 0 192,31 50 108,69 28,26
4 1009,61 67,24 6,66 134,58 13,33 0 0 403,84 40 403,84 40
5 336,53 0 0 67,31 20 0 0 235,57 70 33,65 10
6 384,61 0 0 0 0 0 0 192,31 50 192,31 50
7 913,46 0 0 240,42 26,32 48,04 5,26 240,42 26,32 384,57 42,1
Média+DP  1016,48 9,61 095 + 14992 16,10+ 6,86 0,75+2 625,53 54,10 + 224,55 28,14 +
£7789  £2541 2,52 +18446 12,30 +18,16 + 805,65 24,20 +186,8 18

** As médias diferem significativamente entre si p<0,01.
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A contagem global e diferencial de células inflamatérias mostrou-se significativa a

1% de probabilidade nos animais parasitados, conforme mostra a Figura 08. As

células predominantes foram do tipo neutrofilo, mononuclear

(linfocito e

macréfago) e eosindfilo (Figuras 9a, 9b e 9c). Porém, baséfilos e mastécitos nao

se apresentaram em quantidade significante na pele parasitada.

** Médias diferem significativamente entre si (p<0,01).

Contagem de células inflamatérias

leuco
mono
neutréfilo
mastocito

basoéfilo

**

eosinofilo

Células inflamatodrias

0 1000 2000 3000 4000 5000

Média dos valores

B controle & parasitado
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Figura 08. Comparacdo da contagem global e diferencial de
células inflamatdrias nos grupos controle e parasitado. Os valores
da contagem global sdo expressos pela média de células/animal
para mm<“ em cada grupo, e na contagem diferencial pela média

de células/total.

Morfometria da pelecontrole e parasitada

A analise morfométrica estd expressa em micrometros na pele controle e

parasitada para a média dos valores individuais e média

+

desvio padrao

apresentados na Tabela 04. Hiperplasia epidermal significativa (p<0,05) foi

observada na regido de fixacdo do carrapato em Tamanduas-bandeira (Figura 10).



Tabela 04. Morfometria do epitélio da pele controle e parasitada de
Tamandua-bandeira .

Grupos Espessura (nm)
Controle

1 15,42

2 28,36

3 28,44

4 50,66

5 46,10

6 60,97

7 36,80
Média + Desvio padréo 38 + 15,54
Parasitado

1 76,39

2 10,75

3 74,61

4 71,45

5 131.82

6 92.35

7 86,94
Média + Desvio padréo 78* + 35,97

*As médias diferem significativamente entre si (p<0,05).
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*Médias diferem significativamente entre si (p<0,05).
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Figura 10. Comparacao entre a analise morfométrica dos
grupos controle e parasitado. Os valores sdo expressos
pelas suas meédias.

Microscopia Eletrénica de Transmisséo

A analise ultra-estrutural de uma determinada amostra regido da pele
parasitada de tamandu&-bandeira, mostrou a presenca predominante de células
inflamatorias apresentando granulos no interior do seu citoplasma. Tais células
mostraram caracteristicas diferentes no aspecto granular e nuclear. A Figura 11
mostra nlcleo com cromatina condensada e citoplasma com numero consideravel
de granulos, limitados por uma membrana. As organelas citoplasmaticas sdo
escassas e 0 citoplasma é rico em granulos de glicogénio, caracterizando um
neutréfilo. Na Figura 12, observa-se citoplasma com granulos grandes e ovoides,
cada um deles contendo um cristaldide relativamente elétron-lucente, alongado ou
discéide, sugerindo um eosinofilo.

Células agranulares também estavam presentes na derme parasitada,
porém em quantidade relativamente menor. Estas células apresentaram identacéo
do aspecto do nucleo adjacente ao centro da ceélula, presenca de nucléolo

evidente, algumas mitocondrias e pseuddpodos se extendendo a partir da célula,
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caracterizando um macrofago (Figuras 13). Todas as células estavam localizadas

na derme, proximas a fibroblastos e fibras colagenas, os quais apareceram de
forma marcante.

Figura 11. Eletronmicrografia de pele de Tamanduéa
bandeira parasitada por carrapatos ixodideos. Note um
neutrofilo apresentando cromatina nuclear condensada,
citoplasma com granulos grandes e inimeros granulos
de glicogénio (5400x).



Figura 12. Eletronmicrografia de pele de Tamandué-
bandeira parasitada por carrapatos ixodideos. Observe
um eosindfilo apresentando citoplasma com granulos
grandes e ovoides, cada um contendo um cristal6ide
elétron-lucente de forma e tamanho variados (4200x) .
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Figura 13. Eletronmicrografia de pele de Tamanduéa-
bandeira parasitada por carrapatos ixodideos. Observe
um macréfago com nucleo indentado, presenca de
nucléolo evidente e pseuddpodos se extendendo a partir
da célula (4200x).
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DISCUSSAO

O presente trabalho forneceu informacdo morfolégica sobre o local de
fixacdo do carrapato, em relacdes naturais de parasitismo, em uma espécie de
hospedeiro silvestre capturado na natureza, apontando para as diferencas na
reacdo histolégica do hospedeiro ao parasita. Estes animais foram expostos a
estimulos ambientais e, associados a isto, a repetidas infestagdes por carrapatos.

A analise microscopica das alteracdes histoldgicas na pele dos hospedeiros
parasitados pelo carrapato, forneceu dados sobre 0os mecanismos de reag¢do na
imunidade contra estes parasitos.

O reconhecimento das células inflamatérias envolvidas indicou algumas
caracteristicas desta interface parasita-hospedeiro. A identificacdo e o
reconhecimento das células inflamatorias polimorfonucleares e mononucleares
sao relevantes para a determinacédo dos mecanismos de resisténcia do hospedeiro
contra o parasita. A diferenca na resisténcia entre cdes e cobaias ao R.
sanguineus € acompanhada pelas diferencas na infiltracdo celular no sitio de
fixacdo do carrapato (SZABO E BECHARA, 1999).

A reacdo inflamatéria dos tamanduas-bandeira aos carrapatos foi de
moderada intensidade, caracterizada por discreta exsudacado de fluidos (edema) e
células. A liberacdo pronunciada de mediadores tais como a histamina, aumenta
a permeabilidade vascular causando edema. O edema é bastante evidente no
local de fixacdo do carrapato em animais resistentes (TATCHELL, 1969; WIKEL &
ALLEN, 1982). A liberacdo de histamina e outros mediadores, com consequente
vasodilatacdo dos capilares locais, altera o microambiente da pele, tornado-o
inadequado para o carrapato (OBEREM, 1984).

A epiderme mostrou hiperplasia no ponto de fixacdo do carrapato e a derme
apresentou infiltrado de células inflamatorias. Estas alteracdes foram decorrentes
da acdo mecanica causada pelo carrapato, da atuacédo de sua saliva e da reacdo

do hospedeiro. O trauma mecanico das espécies de Amblyomma é consideravel,
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jA que suas pecas bucais penetram fundo na derme, ao contrario do R.
sanguineus. Porém, estes achados ndo séo indicativos de resisténcia ao parasita.

As alteracOes gerais no local de fixacdo do carrapato, como o0 edema,
hiperplasia da epiderme, hemorragia e infiltracdo celular sdo decorrentes de
estimulos nocivos e de carater n&o especifico (SZABO E BECHARA, 1999).

A contagem celular foi restrita a derme superficial, abaixo do cone de
cemento, por ser o lugar de maior concentracdo de mediadores quimicos
causados pelo estimulo lesivo do carrapato, e caracterizando melhor a populacdo
celular. A inflamacdo extendeu-se até a derme profunda e ao redor de vasos
sanglineos. Evidenciou-se a presenca de neutréfilos, linfécitos e macréfagos,
seguidos de eosindfilos, em nuamero estatisticamente significante na pele
parasitada. Estas diferencas, provavelmente, devem-se ao fato de que animais de
vida livre estdo expostos a repetidas infestacdes por carrapatos, caracterizando
inflamacdes agudas e/ou cronicas.

A microscopia eletrdnica de transmissao mostrou caracteristicas celulares
que podem sugerir a presenca de neutréfilos, eosindfilos e macréfagos na derme
dos animais parasitados. Segundo AMOSOVA (1994), ratos brancos
apresentaram infiltrado neutrofilico ap6s 2 dias da fixacdo do carrapato Ixodes
ricinus, comprovado pela microscopia eletrdnica, além da presenca de fibroblastos
e eritrocitos. Uma das caracteristicas visualizadas nos neutrofilos foi a presenca
marcante de granulos de glicogénio e a pobreza de mitocondrias, refletindo a
importancia do modo anaerobico do metabolismo destas células (HEATH e
YOUNG, 2000). A presenca de pseuddpodos nos macréfagos caracterizou a
capacidade fagocitaria e o movimento amebodide destas células (HEATH e
YOUNG, 2000).

Neutrofilos sdo consideradas células primariamente fagocitarias, mas que
possuem capacidade limitada de secrecdo de elementos imunomoduladores
(LLOYD; OPPENHEIM, 1992; CASSATELLA, 1995). Neutrdfilos séo capazes de
lesar tecidos por meio de liberacdo de enzimas liticas de seus granulos (WEISS,
1989). A lesdo macroscépica no local de fixacdo dos carrapatos foi caracterizada
por leve hiperemia. O mesmo p6de ser visto em cédes parasitados por carrapatos
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Rhipicephalus sanguineus (SZABO E BECHARA, 1999), hospedeiros que n&o
desenvolvem resisténcia contra estes ectoparasitas. Esta observacdo sugere que
os neutrofilos ndo estdo exercendo seu potencial lesivo. Pode-se supor que esta
caracteristica esteja relacionada com os mecanismos de modulacdo do carrapato
contra os mecanismos de defesa do seu hospedeiro. A atuacdo da saliva nesta
relacdo parasita-hospedeiro € desconhecida. Sabe-se, entretanto, que a saliva de
outras espécies de carrapatos possui atividade imunossupressiva a
antiinflamatéria. RIBEIRO e colaboradores (1990) observaram que a saliva do
carrapato Ixodes dammini é capaz de inibir a agregacao, secrecdo de enzimas e a
fagocitose de neutréfilos de rato.

Face ao exposto, poder-se-ia sugerir que os tamanduas-bandeira reagem
ao carrapato de forma semelhante ao céo, envolvendo, no processo inflamatorio, a
participacdo de neutréfilos em sua maioria. Sugerindo, também, resposta imune
ineficaz neste hospedeiro contra espécies de Amblyommasp..

Por outro lado, o grande percentual verificado de linfocitos é sugestivo de
uma resposta imune. STREILEIN (1978) desenvolveu o conceito da presenca de
tecidos linfoides associados a pele (SALT). As células que compde o SALT
interagem no desenvolvimento e expressdo da imunidade cutanea. As funcdes
atribuidas ao SALT sdo o desenvolvimento de resposta imune primaria e
expressdo de resposta imune secundaria a contatos prévios com patdgenos
(STREILEIN, 1990).

Porém, nem toda resposta imune € caracteristica de resisténcia eficaz. A
presenca de determinado tipo de célula inflamatoria pode, muitas vezes, estar
associada a acdo moduladora dos carrapatos contra as barreiras imunoldgicas de
seu hospedeiro. Carrapatos podem agir diretamente no sistema imune , levando a
auséncia de resisténcia do hospedeiro (WILLADSEN e JONGEJAN, 1999). A
funcdo dos linfocitos Th2 esta relacionada com reacdo de hipersensibilidade
imediata, e especulase que a saliva de carrapatos induza a uma resposta
envolvendo estas células (SZABO et al., 1995c), ja que ela esta relacionada com

resisténcia ineficaz contra estes parasitos.
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Os mecanismos pelos quais eosindéfilos afetam carrapatos também nao séo
conhecidos. De qualquer forma, eosindéfilos parecem atuar em conjunto com
basofilos e mastécitos, na expressdo da resisténcia de cobaias a carrapatos
(BROWN et al., 1982).

TATCHELL & MOORHOUSE (1968) encontraram infiltrados eosinofilicos na
pele de Bos taurus e Bos indicus parasitada por B. microplus. Esta resposta de
eosinodfilos desenvolveu-se mais acentuadamente nos hospedeiros europeus que
nos zebuinos mesticos e foi caracterizada como resposta de hipersensibilidade
imediata. Este fenGmeno ocorreu particularmente nos animais menos resistentes
e, segundo os autores, resultaria em maior disponibilidade de fluidos e restos
teciduais para alimentacdo da larva.

A presenca de mastdcitos e basofilos, ainda que em quantidade moderada,
indica que estas células participam da reacdo inflamatdéria como em outras
doencas parasitarias (ABBAS et al., 2000). Vale lembrar que os basdfilos, células
associadas com resisténcia a carrapatos (SZABO et al., 1999 & BROWN, 1988),
foram vistos em reduzida quantidade nas amostras. Segundo SATAKE (2002),
tamanduas -bandeira possuem niveis reduzidos de baséfilos no sangue (15,63/pL)
guando comparados com neutréfilos (7853,93/uL) e linfocitos (856,56/pL). Os caes
também possuem niveis sanguineos de neutréfilos/mononucleares altos e uma
tendéncia elevada para envolver tais células inflamatérias em uma resposta
hematoldgica a uma variedade de estimulos.

Deve-se sempre levar em consideracdo que o estresse provocado pelo
manejo, restricdo fisica e utilizacdo de drogas anestésicas podem promover
diferentes graus de alteracdo no quadro hematoldgico, dependendo da resposta
fisiolégica de cada espécie a estes estimulos. Principalmente quando se trata de
animais silvestres de vida livre, ndo condicionados a intervengées humanas
(SATAKE, 2002). O aumento significativo no numero de neutréfilos segmentados
nos tamanduas-bandeira de vida livie em relacdo aos tamanduas mantidos em
cativeiro evidenciou a ocorréncia de neutrofilia, devido a liberacdo de corticéides
endoégenos em tamanduas-bandeira submetidos a estresse de captura. Os
tamanduas-bandeira do grupo de vida livre apresentaram contagem global de
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leucécitos circulantes superior a apresentada pelos animais do grupo mantido em
cativeiro, porém esta diferenca néo foi significativa (SATAKE, 2002).

THEIS & BUDWISER (1974) mostraram que a resposta cutanea de cées
expostos sucessivamente a carrapatos ndo € uma resposta de hipersensibilidade
basofilica, como ocorre com a reacdo cutdnea ao acaro desenvolvida pela maioria
dos hospedeiros (BROWN & ASKENASE, 1981b). O mesmo pode ser observado
nas reagdes cutaneas de tamandué&bandeira as espécies de Amblyomma sp.

De acordo com FALCONE et al. (2001) existe a possibilidade dos basofilos
estarem associados com resposta imunoldgica inespecifica pela acdo de suas
citocinas. Segundo FERREIRA E SILVA (1999), estas mesmas citocinas possuem
efeitos anti-inflamatorios, o que beneficia a acdo de carrapatos numa relacédo de
parasitismo, ja que o processo inflamatério no local de fixacdo prejudicaria a
alimentacdo no hospedeiro.

A presenca de mastocitos em maior quantidade na pele ndo parasitada,
pode estar relacionada com a possivel degranulacdo de mastocitos na pele
parasitada associada as relagbes de parasitismo, atuando no processo
inflamatorio com liberacdo de substéncias quimiotaticas e imunomodulatorias.
Mastécitos e basofilos degranulados foram vistos no local de fixacdo do carrapato
(BROSSARD E FIVAZ, 1982). Muitos mastécitos foram observados préximos a
vasos sanguineos, mas distantes da area de contagem. BROWN (1988) comenta
gue mastocitos podem carrear anticorpos de superficie e sugere que estes ajam
como a primeira linha de defesa contra carrapatos, induzindo vasodilatacdo ao
liberar fatores vasoativos. De acordo com um trabalho realizado por SZABO et al.
(1995b), os mastdcitos podem ser vistos em numeros significativos na pele de
cées parasitados por Rhipicephalus sanguineus. Essas células possuem IgE ou
IgG de superficie, que sao liberadas quando expostos aos antigenos do parasita.

Embora ainda seja especulativo, pode-se inferir que a pequena quantidade
de basofilos indique falta de resisténcia eficaz a carrapatos resses hospedeiros.
Sob essas condi¢des, a transmissdo de patdgenos pelos carrapatos é facilitada,

associando-se essa relacéo de parasitismo com a transmissao de doencas.
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Assim, pode-se supor que as reacgbes inflamatorias observadas
possivelmente envolvem uma resposta imune. Ao mesmo tempo, embora
tamanduas sejam hospedeiros naturais de uma variedade de espécies de
Amblyomma sp., o significado dos achados descritos € ainda obscuro, por nédo
haver informacdo sobre a resisténcia desses animais a carrapatos causando as
lesbes encontradas. A idade das lesdes € também um fator indeterminado, por
ndo haver informagéo sobre o periodo de parasitismo para cada bidpsia, por se
tratar de animais de vida livre. A falta dessas informagfes seria sanada com a
realizacdo de pesquisas de infestacdo experimental e controlada de tamanduas-
bandeira por carrapatos do género Amblyomma.

Existem importantes variacbes na forma e no tipo de resposta imune
predominante em diferentes hospedeiros reagindo a um mesmo parasita
(HOEPPLI & FENG, 1931, TRAGER, 1940; CHABAUD, 1950). Pouco se sabe
sobre a ocorréncia de resisténcia a carrapatos em hospedeiros naturais
(RANDOLPH, 1979), embora RIBEIRO (1989) tenha estabelecido que estas
associagOes sdo caracterizadas por uma resisténcia ineficiente ou inexistente, e
sugere que estas falhas estejam relacionadas com uma série de adaptacles
evolucionarias entre o parasita e seu hospedeiro.

Considerando que tanto o parasita quanto seu hospedeiro estdo em estado
de evolucdo, a qual se da através de variagdo genética apropriada para a
perpetuacdo das espécies, pode-se supor a extrema complexidade dos aspectos

imunoldgicos envolvidos no parasitismo (MITCHELL, 1979).
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CONSIDERACOES FINAIS

Um aspecto importante do projeto foi o dimensionamento das dificuldades
na captura dos animais silvestres na natureza. Esta captura, bem como a coleta
de material, exige um esfor¢co coletivo grande, nem sempre bem sucedido. Nao
raro, optou-se pela coleta reduzida de material para preservar a integridade do
animal e seguranca dos pesquisadores e colaboradores. Dessa forma, deve-se
valorizar a0 maximo qualquer material colhido de animais silvestres de vida livre,
pelos custos envolvidos.

Sao grandes as dificuldades enfrentadas pelo clinico e patologista de
animais silvestres no que diz respeito a valores de referéncia para a maioria das
espécies, devido principalmente ao pequeno nimero de animais disponiveis para
a realizagdo destes estudos e as dificuldades em se trabalhar com animais de vida
livre. A escassez de literatura disponivel impede a elucidacdo de duvidas que, com
frequéncia, surgem durante as pesquisas.

Entretanto, tais condi¢cdes desfavoraveis tornam a pesquisa merecedora de
destaque, pois seus resultados séo raros e arduos, deixando inUmeras questdes

sem resposta precisa, a espera de um proximo pesquisador.
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CONCLUSAO

A les&o cutanea no local de fixacdo do carrapato em Tamanduas-bandeira
Myrmecophaga tridactyla (Linnaeus 1758) revelou reacdo inflamatéria moderada
predominantemente por neutrofilos e células mononucleares (linfécitos e

macréfagos), e hiperplasia epidérmica significativa.
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ANEXOS

A) Solucgdes fixadoras

1) Formalina Tamponada 10%

Formaldeido 40%............eevieeeeiiiiiiiieee e 500ml
Difisfato de SOAI0..........cccvviivieiiiiieie e 32,59
Monofosfato de SOIO...........ccevvvvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeee, 20g
Agua destilada.............ccocoveveeiiiiiiiecece e 4,500ml

2) Glutaraldeido 4%

Glutaraldeido 25%0.... ... e 16ml
CaACl L0, e 0,8ml
P B S .. 83,2ml

3) PBS 0,01M 7,2 pH
NN =T ST 1,48¢
T =T Y. U 0,43g

B) Solucdes corantes

1) Acetato de Uranila 2%
Acetato de uranila...........couuuveiiiiiiinieeee 19
ELAN0l 50%0....ccveiiiiii e 50ml

2) Solucéo de Citrato de Chumbo

Nitrato de ChumbO..........coovviiiiiiii e, 1,359
Citrato de SOUIO.......uuvveririiiiiriiiriieiieeeeeeeeeee e 1,469
Agua Destilada fervida............c..cceevvieeeeieiieeeece e, 30ml
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