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Nesse louco vagar, nessa marcha perdida,
Tu foste, como o sol, uma fonte de vida:
Cada passada tua era um caminho aberto!
Cada pouso mudado, uma nova conquista!
E enquanto ias, sonhando o teu sonho egoista,
Teu pé, como o de um deus, fecundava o deserto!

Morre! Tu viveras nas estradas que abriste!
Teu nome rolard no largo choro triste
Da 4gua do Guaicui... Morre, Conquistador!
Viveras quando, feito em seiva o0 sangue, aos ares
Subires, e, nutrindo uma arvore, cantares

Numa ramada verde entre um ninho e uma flor!

Morre! Germinardo as sagradas sementes
Das gotas de suor, das lagrimas ardentes!
Hao de frutificar as fomes e as vigilias!
E um dia, povoada a terra em que te deitas,
Quando, aos beijos do sol, sobrarem as colheitas,
Quando, aos beijos do amor, crescerem as familias,

Tu cantaras na voz dos sinos, nas charruas,
No esto da multiddo, no tumultuar das ruas,
No clamor do trabalho e nos hinos da paz!
E, subjugando o olvido, através das idades,
Violador de sertbes, plantador de cidades,
Dentro do coracgdo da Patria viveras!”

(O Cacador de Esmeraldas, Olavo Bras Martins dam&ées Bilac)
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RESUMO:

O presente estudo teve por objetivo, avaliar oga@sp imunoldgicos da relacao parasito-
hospedeiro em coelhos artificialmente infestadasApoblyomma cajennengeiniciar a busca

de antigenos passiveis de serem utilizados no atenteste parasito. Para tanto foram
realizados trés experimentos distintos: (1) no eiin experimento estudou-se o
desenvolvimento de resisténcia adquirida em coghbsetidos as infestacdes artificiais por
larvas, ninfas e adultos de cajenneseOs coelhos s6 se tornaram resistentes ao parasitism
por larvas a partir da terceira infestacdo, quamddaxa média de recuperagcdo foi
significativamente reduzida. Nao ocorreu nenhuniteefggnificativo sobre a taxa média de
ecdise das larvas recuperadas. O dia modal de geddavas ingurgitadas aumentou a partir da
terceira infestacdo. Nos coelhos infestados pdasj observou-se desde a primeira infestacao,
uma queda significativa do peso corporal dos pasasecuperados, contudo, apenas a partir da
terceira infestacao pbéde-se verificar uma redugfitfigativa na taxa média de recuperacao. A
resisténcia observada nos coelhos infestados piioadfoi significativa a partir da segunda
infestacdo, afetando a maioria dos parametrosif#arias e reprodutivos que foram observados.
Os dados sugerem a ocorréncia de resisténcia dhosaeinfestacio pa. cajennensegue foi
mais evidente contra o estagio adulto desse ixod{@ no segundo experimento avaliou-se a
resposta humoral e celular e o desenvovlimentoedesténcia ao parasitismo em coelhos
imunizados com EGS de fémeas Alecajennenseu submetidos a infestagdo artificial por
machos e fémeas dessa espécie de ixodideo. Osogoslibmetidos a trés infestacdes
consecutivas tornaram-se resistentes a partir glanda infestacdo, observando-se um maior
impacto sobre os parametros parasitarios que fenaatiados. A imunizagdo com EGS néo
alterou o desempenho parasitario dos ixodideosatados nos animais vacinados, contudo,
apresentou efeito deletério em alguns parametpredativos que foram avaliado&nticorpos
especificos anti-EGS puderam ser reconhecidosaros dos animais infestados e dos animais
imunizados. Os valores de absorbancia de IgG #&8-Bos animais infestados aumentaram a
partir da segunda infestacdo e mantiveram-se altb 42° de experimento. Nos animais
imunizados, esses valores foram consideravelmeaig aftos, aumentando a partir do 7° dia
apos a primeira imunizacdo. Nao foi observada meaheorrelacéo entre grau de resisténcia e
nivel de anticorpo anti-EGS. A andlise histopajima revelou a ocorréncia de um infiltrado
inflamatério no sitio de fixacdo dos ixodideos dae significativamente mais intenso nos
coelhos imunizados com EGS e naqueles submetittés anfestagBes consecutivas. A taxa de
parasitismo ndo se correlacionou com o0 grau deolesi pele em nenhum dos grupos
experimentais avaliados. (3) finalmente, no teccekperimento, avaliou-se a resposta humoral
e o desenvolvimento de resisténcia em coelhos madns com um extrato derivado de
glandulas de Gené (EGG) Aecajennense em coelhos sucessivamente infestados com fémeas
e machos dessa espécie de ixodida® coelhos infestados tornaram-se resistentestia g
segunda infestacdo, sendo os parametros parasitdrimais afetados pela resposta imune dos
animais. A imunizacdo de coelhos do grupo GGG coextoato de glandulas de Gené néo
apresentou nenhum efeito significativo sobre amveis parasitarias e reprodutivas que foram
observadas nos ixodideos recuperados. Os valomiss e absorbancia de IgG anti-EGG nos
coelhos sucessivamente infestados mantiveram-sgettis durante todo o experimento,
contudo, apresentaram um pequeno aumento a partérceira infestacdo. A imunizagéo dos
animais com o EGG foi eficiente em induzir a prdtugle anticorpos especificos contra este
antigeno. Os valores médios de absorbancia de WGEG@G nos animais imunizados
aumentaram a partir do 7° dia apos a imunizagagiesamente alcangaram indices maximos
apos a infestacdo artificial. Contudo, apesar diagesposta humoral alcancada pelos animais
nao foi capaz de protegé-los do desafio parasitario
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Palavras-chave: carrapatos Amblyomma cajennenseesposta imune, imunidade, resisténcia
imune, Glandula Salivar, Glandula de Gené, antigerpostos, antigenos ocultos.

ABSTRACT:

The present study had as its general objectivegviadiation of the immunological aspects of
the parasite-host relationship in rabbits artiflgianfested byAmblyomma cajennensmad to
begin the search for susceptible antigens to bd irs¢he control of that parasite. For such
reason, three different experiments were effeqtedn the first experiment, the development of
acquired resistance in rabbits submitted to thiécat infections by larvae, nymphs and adults
of A. cajennesavere studiedThe rabbits only became resistant to parasitisniefwae starting
from the third infestation, at which time the mediuate of recovery was significantly reduced.
No significant effect on the medium rate of ecdisfsthe recovered larvae took place. The
modal drop-off day of larvae engorged increasedfathe third infestation. In the rabbits
infested by nymphs, as of the first infestatiorsignificant reductiorof body weight of the
recovered parasites was observed; however, jusindiag with the third infestation, a
significant reduction could be verified in the medi rate of recovery. In the resistance
observed in the rabbits infested by adults, it wamificant as of the second infestation,
affecting most of the parasitic and reproductiveapeeters that were observed. The data suggest
the resistance occurrence to the infestation focajennense in rabbits that was more evident
against to the adult stage of that ixadi) in the second experiment, the humoral anlleel
response and resistandevelopment to the parasitism in rabbits immunizgth EGS of
females ofA. cajennenser submitted to the artificial infestation by malend females of that
ixodid species was evaluated. The rabbits submitietthree consecutive infestations became
resistant as of the second infestation, there bairgrger impact observed on the parasitic
parameters that were appraised. The immunizatiath &GS did not alter the parasitic
performance of the ixodids fed in the vaccinatednats; however, it presented deleterious
effect in some reproductive parameters that wepeagged. Specific anti-EGS antibodies could
be recognized in the serums of the infested anirmats immunized animals. The values of
absorption of IgG anti-EGS in the infested animatseased as of the second infestation and
they remained high, up to the 42nd experimenthnitmmunized animals, those values were
considerably higher, increasing as of the 7th d#gr ahe first immunization. No correlation
was observed between resistance degree and leaptidEGS antibodies. The histopathological
analysis revealed the occurrence of an infiltratgthmmation in the site of fixation of the
ixodids that was significantly more intense in tiabbits immunized with EGS and in those
submitted to three consecutive infestations. The o& parasitism was not correlated with the
lesion degree in the skin in any of the appraisqeeemental groups. (3) finally, in the third
experiment, the humoral response and the resestde¢elopment were evaluated in rabbits
immunized with a derivate extract of Gené’s glafE&G) of A. cajennense and in rabbits
successively infested with females and males d¢fixbdideous specie3he infested rabbits
became resistant as of the second infestatiopjnglthat the parasitic parameters were the most
affected for the immune response of the animal® iflmmunization of rabbits of the GGG
group with the extract of Gené’s glands did notspre any significant effect on the parasitic
and reproductive variables that were observedenr¢icovered ixodids. The medium values of
absorbance of the IgG anti-EGG in the rabbits ssgigely infested stayed low during the
whole experiment, though, they presented a smatkease as of the third infestation. The
immunization of the animals with EGG was efficientinducing the production of specific
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antibodies against this antigen. The medium vahfeabsorbance of IgG anti-EGG in the
immunized animals increased as of the 7th dapvoetlg the immunization and surprisingly,
they reached maximum indexes after the artifici#estation. However, despite that, the
humoral response reached by the animals it wascapéble of protecting them from the
parasitic challenge.

Keywords: ticks, Cayenne tick,Amblyomma cajennenseammune response, immunity,
resitance, Salivary glands, Gené’s organ, expoastgdens, concealed antigens.
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1 INTRODUCAO GERAL uma alternativa passivel de substituir a
utilizacdo de produtos guimicos.
Os carrapatos representam o principal grupo Primeiramente, os paradigmas culturais
de ectoparasitos encontrados nos animais fomentados pelos interesses dos grandes
domésticos. A despeito do prejuizo laboratorios contribuem para a persisténcia
econdmico indireto que eles causam da utlizagcdo incorreta de carrapaticidas.
resultante da compra de medicamentos para Secundariamente, os aspectos imunolégicos
0 seu controle, os ixodideos sdo ainda os que regem as relacdes parasito-hospedeiro
principais vetores de doencas para os nhas infestagbes por ixodideos ainda néo
animais domésticos e os segundos em foram completamente desvendados o que
importancia para o homem, perdendo apenas torna claro a necessidade de mais estudos a
para os dipteros hematéfagos. este respeito.

No Brasil, Amblyomma cajennense O desenvolvimento de vacinas contra
(Fabricius, 1787) merece papel de destaque metazoarios € uma tarefa ardua e
dentro a fauna ixodolégica local. E um extremamente complexa. Todavia, esta claro
parasito de elevada prevaléncia entre que 0 controle imunoldgico € uma
espécies de animais domésticos e silvestres alternativa promissora que merece ser
nos quais dertemina importantes prejuizos pesquisada. Se por um lado, depara-se com
biolégicos e econdmicos, incluindo as dificuldades inerentes ao
espoliacdo sangiinea, reacdes alérgicas edesenvolvimento de vacinas potencialmente
inflamatdrias nos locais de fixagdo, dano ao eficazes e com a necessidade de se conhecer
couro dos hospedeiros parasitados, queda na0S aspectos imunoldgicos que regem as
producéo de leite e carne e transmissdo de relacbes dos ixodideos com  seus
agentes patogénicos. No territério brasileiro, hospedeiros. Por outro lado, o
A. cajennenset o principal ixodideo que desenvolvimento de resisténcia nos animais
parasita o homem, fato que o aponta como parasitados por carrapatos representa a
um potencial transmissor ddRickettsia principal alternativa para se superar 0s
ricketsii, agente etioldgico da Febre inconvenientes relativos ao uso
Maculosa na regido neotropical. indiscriminado de compostos quimicos.

A crescente preocupagdo do homem com os As  pesquisas que  envolvem o
residuos ambientais e alimentares de desenvolvimento de vacinas para o controle
produtos quimicos, juntamente com o de carrapatos sdo fundamentadas na
desenvolvimento de resisténcia aos produtos utilizacdo de dois principais tipos de
disponiveis no mercado, tém incentivado antigenos. Os primeiros sdo denominados
pesquisas no sentido de se estabelecer novasantigenos expostos” e baseiam-se na
alternativas de controle de ectoparasitas, utilizacdo de moléculas derivadas das
dentre as quais o desenvolvimento de glandulas salivares que sao inoculadas pelos
vacinas e a selecdo de animais resistentesixodideos nos seus hospeiros, durante as
apresentam perspectivas promissoras. infestacdes naturais. Os segundos sé&o
originarios dos 6rgaos e tecidos internos dos
O desenvolvimento de resisténcia nos ixodideos, sendo denominados “antigenos
hospedeiros frente a infestagdes por ocultos”, uma vez que normalmente nao
ixodideos é um fenémeno que ja se encontra participam da resposta imune naturalmente
bem descrito na literatura cientifica. A adquirida. Atualmente tem se investigado
despeito disso, o controle imunolégico, uma variedade de substancias produzidas
ainda esta longe de ser considerado como pelos carrapatos que atuam na modulagédo da
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resposta imune dos hospedeiros, sendo estashematdfagos tem fomentado a necessidade
normalmente associadas a saliva dos de investigacdo de métodos alternativos de
parasitos. Os resultados obtidos com os controle desses vetores (Wikel, 1984). Os

antigenos expostos e ocultos revelam as produtos quimicos que sao utilizados no

vantagens e desvantagens associadas acontrole desses parasitos podem ser
utiizacdo de cada um desses, todavia, encontrados na musculatura, nas visceras, na
apontam para uma grande variedade de gordura e no leite dos animais tratados,

moléculas passiveis de serem empregas napodendo provocar efeitos indesejaveis a

producéo de vacinas contra carrapatos. saude do consumidor (Lobato et al., 2004).

Apesar disso, no Brasil, as pesquisas A despeito de todos os maleficios que os
relacionadas ao controle imunologico ixodideos podem causar direta ou
restrigem-se principalmente a espécie indiretamente aos animais domésticos e ao
Boophilis microplus e poucos sdao o0s homem, o desenvolvimento de resisténcia
trabalhos relacionados ao conhecimento da nestes hospedeiros frente as infestacdes por
resposta imune dA. cajennens¢Borges et carrapatos € um fendémeno indiscutivel e que
al., 2002; Mukai et al., 2002; Mukai et al., apresenta uma base imunoldgica constituida
2002b; Castagnolli et al. 2003; Hlatshwayo por mecanismos efetores da resposta
et al., 2004)a despeito da importancia deste humoral e celular e de ativacdo do sistema
parasito na Medicina Veterinaria e na Saude de complemento (Wikel e Whelen, 1986;
Publica. Wikel, 1996; Brossard e Wikel, 2004). Tal
resisténcia é um fenémeno individual e varia
Aspectos relacionados a biologia e significativamente de animal para animal,
epidemiologia déA. cajennensebem como dentro e entre as diferentes racas e espécies
medidas que propdem o controle estratégico (Allen e Humphrey, 1979).
nesse parasito encontram-se descritos na
literatura brasileira (Lopes et al., 1998, Essa variacdo de resisténcia observada nos
Freitas et al., 2002, Borges et al. 2002, diferentes hospedeiros deve-se,
Labruna et al., 2002, Pinter et al., 2002; principalmente, aos variados graus de
Oliveira et al., 2003). Os conhecimentos adaptacdo que ocorrem na relacdo parasito-
adquiridos com esses estudos, juntamente hospedeiro. Adaptacdo dos carrapatos aos
com a elucidacdo dos aspectos imunoldgicos seus hospedeiros naturais tem resultado da
envolvidos na relacdo parasito-hospedeiro habilidade dos primeiros em utilizar
constituem a base para a implantacdo de um moléculas presentes na sua saliva, para
programa de combate racional desse modular as respostas imune e hemostatica

ixodidea dos animais parasitados. Ao contrério, nos
hospedeiros ndo naturais ou acidentais, o
2 JUSTIFICATIVA: parasitismo pelos ixodideos frequentemente

resulta em uma resposta imune alérgica
Os ixodideos sdo importantes vetores de contra antigenos protéicos salivares que sao
patégenos para o homem, os animais injetados no sitio de fixacdo durante o
domésticos e silvestres. Perdas econémicas periodo de alimentagdo dos parasitos
significativas ocorrem como resultado direto (Valenzuela, 2004).
das infestacbes e da transmissdo de
hemoparasitoses por esses artropodes Resisténcia adquirida contra infestagdes por
(Balashov, 1972; Wikel e Whelen, 1986). carrapatos desenvolve-se a partir da primeira
exposicdo e se expressa nha infestacdo
O desenvolvimento de resisténcia a subsequente, pela diminuigdo do numero e
acaricidas e inseticidas pelos artropodes do peso corporal de fémeas ingurgitadas,
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diminuicdo do numero e viabilidade dos

ovos, aumento do periodo de ingurgitamento A duracdo do periodo de alimentacdo e o
e morte dos ixodideos sobre o hospedeiro volume de sangue ingerido variam
durante o periodo de parasitismo (Brossard significativamente entre os artrépodes
& Wikel, 2004). Essas alteracdes podem ser hematéfagos (Wikel, 1996). Os carrapatos
resultantes de uma resposta imune produzida da familia Ixodidae alimentam-se em seus
pelo hospedeiro no local de fixacdo, que ira hospedeiros por periodos de tempo
interferir diretamente no processo de relativamente longos,  principalmente,
alimentacdo dos ixodideos ou de um quando comparados aos mosquitos e outros
aumento no comportamento de auto-limpeza insetos hematéfagos (Wikel, 1999). Para que
como consequéncia indireta desta resposta o processo de alimentacdo ocorra €
inflamatdria (Craig et al., 1996). Animais necessario que 0 parasito introduza as suas
resistentes respondem ao desafio parasitario pecas bucais na pele dos hospedeiros,
com uma intensificacdo do comportamento provocando uma hemorragia local através da

de auto-limpeza e os sitios de fixacdo dos
carrapatos, tornam-se marcados por uma
intensa exudacao sérica que parece “afogar”
0 parasito (Brown, 1988).

O primeiro trabalho a demonstrar a
ocorréncia de imunidade adaptativa em
bovinos infestados por carrapatos foi
desenvolvido por Johnston & Brancroft em
1918 (Wikel, 1996). Contudo, foi Trager em
1939 que quantificou através de analise
experimental, a resisténcia adquirida em

ruptura fisica ou enzimética dos vasos
sanguineos adjacentes (Wikel, 1996). Esse
processo é denominado telmofagia e pode
ser responsavel por parte da lesdo tecidual
observada nos sitios de fixacdo desses
parasitos.

Para viabilizar a fixacdo, a ingestdo de
sangue e, consequentemente, a transmissao
de patégenos, os artropodes hematédfagos
secretam e injetam na pele dos hospedeiros,
um coquetel de substancias bioativas

animais submetidos a sucessivas infestacdespresentes em sua saliva que coibem os

por ixodideos. Nesta ocasido esse
pesquisador verificou que 100 larvas de
Dermacertor variabilis foram suficiente
para induzir quase que resisténcia total em
cobaias.

A partir de entdo, muitos outros estudos
demonstraram a ocorréncia de resisténcia
adquirida frente a infestacdes por carrapatos:
Chabaud (1950), Mustatov (1967), Allen &

Humphreys (1979), Brown et al (1984),

George et al (1985), Rechav et al. (1992),
Sahibi et al (1997) e Jittapalapong et al
(2000). A despeito do
adquirido, uma descricdo precisa dos
eventos que culminam nesta resposta

imunolégica é condicdo necessaria para uma solucéo

melhor compreensdo do fenémeno. Uma
distincdo critica deve ser feita entre a

mecanismos hemostéticos destes (Mulenga
et al., 2002).

Dentre o0s produtos secretados pelas
glandulas salivares dos ixodideos destacam-
se: (i) moduladores farmacodindmicos do
fluxo sanguineo que atuam como
antagonistas dos componentes presentes na
resposta inflamatéria e hemostética do
hospedeiro; (ii) substancias anticoagulantes;
(i) moléculas imunossupressoras que
modulam a resposta imune dos hospedeiros;
(iv) componentes do cone de cemento que

conhecimento viabilizam a fixacdo do parasito no sitio de

alimentacdo; (v) agua e ions em excesso
provenientes da dieta do ixodideo; (vi)
hipersaturada, importante na
manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico
dos carrapatos durante o periodo de vida

resposta que leva a protecdo e aquela quelivre e (vii) substancia lubrificante que é
produz apenas uma reacao patolégica local e secretada pelo macho durante a cépula para

prejudicial ao hospedeiro parasitado.

auxiliar a entrada do espermatéforo no canal
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genital da fémea (Sonenshine, 1991). Desta inibiu de maneira dose-dependente,

a

forma, as secregOes das glandulas salivareshabilidade do INFy ativar a producdo de

dos ixodideos desempenham importante
papel na aquisicdo do alimento, pois sdo
constituidas por moléculas com funcdes
anticoagulante, vasodilatadora e ainda por
fatores que modulam a resposta imune do
hospedeiro (Wikel e Bergan, 1997),
tornando-o exposto a uma lista de
substancias potencialmente imunogénicas
durante o periodo de alimentacdo dos
ixodideos (Wikel et al., 1994).

As glandulas salivares representam ainda, o
sitio priméario de transmissdo de patdgenos
pelos ixodideos. A saliva dos artropodes
hematéfagos potencializa a infeccdo do
hospedeiro por uma série de agentes
infecciosos transmitidos por esses vetores
(Brossard & Wikel, 2004). E suposto que a

oxido nitrico e a fagocitose de macrofagos
parasitados por Tripanossoma  cruzi
facilitando a  multiplicacdo e o
estabelecimento destes parasitos (Ferreira e
Silva, 1998). Uma vez que a saliva dos
carrapatos potencializa a infectividade dos
patbgenos que eles transmitem, o
desenvolvimento de imunidade contra
moléculas presentes neste pode reduzir a
transmissdo desses agentes infecciosos
(Brossard & Wikel, 2004).

Outra importante funcdo das glandulas
salivares € a osmorregulacdo dos ixodideos.
Durante a alimentacao, 60 a 70% do fluido
excedente proveniente da dieta é absorvido
no lumen intestinal e devolvido ao
hospedeiro através da secrecdo de saliva,

sobrevivéncia destes patégenos depende daprincipalmente pelas células F do &cino

sua habilidade em explorar as propriedades
farmacologicas e imunossupressoras das
moléculas presentes em sua saliva (Nuttal &
Labuda, 2004).

Kubes et al. (1994) demonstraram um
decréscimo que variou de 14 a 69%, na
atividade de células “Natural Killer” (NK)
humanas que foram incubadas com
glandulas salivares de fémeas de.
reticulatus pré-alimentadas em

granular do tipo Il (Wikel, 1996;
Soneshine, 1991). Os ixodideos nao
possuem glandulas coxais osmorreguladoras
e, nestes parasitos, o papel dos tubulos de
Malpighi em eliminar o excesso de agua
ingerido na dieta é negligenciado (Balashov,
1972).

Em funcdo da sua importadncia durante o
processo alimentar, os extratos salivares
aparecem como uma escolha 6bvia para

camundongos por seis dias. Essas célulasinduzir imunidade contra os artropodes
sdo componentes do sistema imune inato e hematéfagos, uma vez que contém os
apresentam papel primordial em reconhecer principais antigenos que sdo naturalmente
e destruir algumas ceélulas tumorais e injetados por esses parasitas no corpo do
aquelas infectadas por virus (Male et al., hospedeiro, durante o periodo de
2003). alimentacdo (Sahibi et al, 1997).
Hospedeiros que se tornaram resistentes
A supresséo dos mecanismos de defesa inataapds mudltiplas infestacdes, frequientemente
do hospedeiro facilita a transmisséo de apresentam resposta imune  contra
patdgenos pelos carrapatos. Extrato de substancias encontradas na saliva dos
glandula salivar de fémeas pré-alimentadas carrapatos (Wikel & Whelen, 1986). De
de Ixodes ricinusinibiram a atividadein acordo com Wikel et al. (1996), os
vitro de células NK e a produgéo de oxido mecanismos efetores da imunidade
nitrico e INFy por macréfagos ativados adaptativa nos animais parasitados, reagem
(Kopecky & Kuthejlové, 1998). De forma contra os tecidos e saliva dos ixodideos,
semelhante, saliva de fémeas adultas pré- interrompendo a sua  alimentagéo,
alimentadas deRhipicephalus sanguineus dificultando a transmissdo de patdégenos,
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bloqueando suas atividades fisioldgicas e,
consequentemente, levando o parasito a
morte.

A participacdo da saliva dos ixodideos na
resposta imune dos hospedeiros foi
demonstrada primeiramente por Allen et al.
(1979) em cobaias infestados por larvas de
D. andersoni Antigenos derivados da

glandula salivar (SGA) dos ixodideos, 1gG e
proteinas do complemento foram detectados
na epiderme e na juncdo dermo-epidermal
préximas ao sitio de fixagdo dos carrapatos.

A utilizacdo de extratos de glandulas
salivares de ixodideos na imunizacdo de

animais  imunizados. Estes animais
apresentaram resisténcia semelhante a
observada em bezerros que foram
artificialmente infestados por adultos He
marginatum sugerindo que as glandulas
salivares e saliva dos ixodideos parecem
conter os principais fatores desencadeantes
da imunidade ou resisténcia adquirida contra
esses parasitos (Sahibi et al. 1997).

Proteinas presentes na estrutura das
glandulas salivares e na saliva de ixodideos
foram caracterizadas eR. appendiculatus
por Shapiro et al. (1986), et americanum
por Brown (1988) e Barriga et al. (1991b),
Ixodes scapularigor Craig et al. (1996) e

hospedeiros encontra-se bem documentadaem A. americanume D. variabilis por

na literatura. Brown et al. (1984)
trabalhando com imunizacdo artificial de
cobaias contraA. americanum detectaram

Sanders et al (1998). As pesquisas mais
recentes apontam para a utilizacdo das
moléculas derivadas das secrecfes salivares

no soro dos animais resistentes, anticorpos que sdo responsaveis pela modulacdo da
produzidos contra uma proteina de 20 kDa resposta imune dos hospedeiros parasitados
presente da saliva de fémeas adultas desta(Willadsen e Jongejan, 1999).

espécie de carrapato. Além disso, os cobaias

imunizados com doses variando entre 280 a A despeito da importancia das substancias
500 pg de extratos de glandula salivar, derivadas das glandulas salivares na indugéo
gquando desafiados apresentaram uma da resisténcia, antigenos oriundos dos
significativa diminuicdo no nimero e peso 0rgaos internos dos ixodideos estdo sendo
dos carrapatos recuperados. A resisténcia sistematicamente pesquisados para serem

observada foi quase equivalente a adquirida utilizados em programas de controle
pela infestagéo natural. imunoldgico (Willadsen, 2004). Esses
antigenos sdo denominados antigenos

Bovinos artificialmente imunizados com ocultos e, provavelmente, ndo alcangam os
saliva deB. microplus,desenvolveram uma  hospedeiros nas condicbes naturais de
resisténcia semelhante a observada durante aalimentacdo desses parasitos (Willadsen e
infestacdo natural desses animais por esta Jongejan, 1999). Apesar disso, a resposta
espécie de ixodideo.Tal fato sugere que a imune direcionada contra os chamados
saliva desses parasitos contém os principais antigenos ocultos € uma idéia atraente e que
antigenos que sdo apresentados aostem sido testada no controle de uma grande
hospedeiros durante a resposta imune variedade de artropodes hematéfagos
(Labarthe, 1985). (Opdebeeck e Daly, 1990).

A imunizacao artificial de bezerros sensiveis Trager (1939b) foi o primeiro a verificar que
com duas doses de extrato salivar de extratos derivados de tecidos internosDde
Hyalomma marginatum marginatyrimnibiu variabilis, incluindo substancia presentes no
a alimentacdo e resultou em uma trato digestivo, glandulas cefalicas e em
significativa  reducdo da  eficiéncia extratos brutos de larvas foram capazes de
reprodutiva de adultos desta espécie que induzir uma resposta imune nos animais
foram posteriormente inoculados nos Vvacinados. A partir de entdo varios estudos
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tém sido conduzidos, utilizando diferentes Allen (1973) reportou que sitios de fixacdo
espécies de ixodideos, hospedeiros e tecidosde D. andersoni em animais resistentes
internos dos parasitos como fonte de contém um intenso acumulo de basofilos,
antigenos (Allen & Humphreys, 1979; sugerindo a ocorréncia de hipersensibilidade
Bechara et al., 1994; Sahibi et al., 1997; Vaz basofilica cutidnea. Este estudo foi o
Jr. et al., 1998, Jittapalapong et al., 2000; primeiro a sugerir a importdncia dos
Tellam et al., 2002; Pattaroyo et al., 2002; basofilos na resposta cutdnea dos
Andreotti et al., 2002, entre outros). hospedeiros frente as infestacdes por
Todavia, o desenvolvimento de vacinas carrapatos. Hipersensibilidade basofilica
passiveis de serem utilizadas no controle de cutdnea também foi observada nos sitios de
ixodideos, confronta-se com a necessidade fixacdo del. holocyclus A. americanum
de se conhecer os mecanismos envolvidos (Brown e Knapp, 1980) &. variegatum
na resposta imune dos hospedeiros contra (Latif et al., 1991).
esses parasitos.

A cooperagdo entre basofilos e eosindfilos
Estudos laboratoriais da resposta na expressao da imunidade contra carrapatos
imunolégica dos hospedeiros frente as foi demonstrada por Brown et al. (1982). O
infestacbes por ixodideos tém como tratamento prévio de cobaias com soro anti-
resultado a descricdo do que parece ser umbasofilo (SAB) e posterior desafio pé.
padrdo comum de reac¢do. De maneira geral, americanum eliminou este tipo celular dos
essa reacdo culmina com o desenvolvimento sitios de fixacdo dos ixodideos. Apesar do
de uma resposta inflamatodria local e com a SAB néo ter apresentado nenhum efeito
reducdo do fluxo sanguineo e, direto na producdo de eosindfilos pela
conseqglentemente, da ingestdo de alimentosmedula 0ssea, 0s animais tratados
pelos ixodideos (Sonenshine, 1991). demonstraram um numero escasso dessas
Contudo, comparagdo entre hospedeiros células na reacdo cutanea. Tal fato sugere a
susceptiveis e resistentes demonstra que aocorréncia de sinergismo entre as respostas
reacdo cutanea no sitio de fixacdo dos destes dois tipos celulares, provavelmente,
carrapatos difere grosseiramente entre estasatravés da producdo de fatores quimiotéticos
duas categorias (Wikel, 1996). para eosinofilos que sdo derivados da

degranulacéo dos basdfilos.
Hospedeiros resistentes freqientemente

desenvolvem um influxo de células para a Diferentes componentes celulares da

derme e epiderme que envolve o sitio de
fixacdo dos ixodideos. Infiltrados de
basofilos e eosindfilos ocorrem em grande
quantidade nos locais onde os carrapatos
introduzem suas pecas bucais, indicando a
ocorréncia de um tipo de reacdo de
hipersensibilidade  tardia  denominada
“hipersensibilidade  basofilica  cutanea”
(Wikel e Bergan, 1997). Cobaias
expressando imunidade adquirida corra
americanum  desenvolvem resposta
inflamatoria cutanea rica em basofilos e
eosindfilos e a rejeicdo dos ixodideos €

resposta cutdnea podem ser esperados nos
sitios de fixacdo das diferentes espécies de
ixodideos. Latif et al. (1990) verificaram
pela a analise histopatolégica dos locais de
fixacdo deA. variegatumem animais pré-
sensibilizados, um infiltrado celular
inflamatério com  predominancia de
neutréfilos seguido por eosinéfilos e células
mononucleares. Por outro lado, hospedeiros
sensibilizados por infestagbes prévias com

R. appendiculatus e posteriormente
desafiados com esta mesma espécie,
apresentaram resposta celular cutanea

associada a uma extensiva degranulacédo formada basicamente por eosinofilos. Em

desses basofilos (Brown et al., 1982).

animais primoinfestados pouca ou nenhuma
resposta de eosindfilo foi verificada nos

20



sitios de fixacdo deA. variegatume R. pequenas particulas presentes no tecido,
appendiculatus sugerindo a importancia ativam a degranulacdo das células
desse tipo celular na resposta imunolégica inflamatérias e a via alternativa do sistema
responsavel pela resisténcia adquirida contra de complemento e ainda opsonizam
ixodideos. moléculas que serdo destruidas pelas células

fagociticas.
De maneira geral, basdfilos, eosindfilos,
neutrofilos e mononucleares participam Desde entdo a importancia desse tipo de
ativamente da reacdo inflamatéria cutanea resposta na imunidade adquirida contra os
nas infestacdes por ixodideos, uma vez que carrapatos tem sido investigada. Wikel &
sdo os principais tipos celulares formadores Allen  (1976b) verificaram que a
da resposta do tipo “hipersensibilidade administracdo de ciclofosfamida bloqueou a
cutanea” (McSwain et al., 1982; Latif et al., aquisicdo e a expressao de resisténcia, em
1991; Craig et al., 1996;). Torna-se cobaias parasitados por larvas de.
necessario determinar o quanto que esta andersoni. Esta droga produziu uma
resposta inflamatoria € importante em depresséo seletiva no centro germinal e na
produzir a reacdo imunoldgica responsavel juncado cortical-medular dos linfonodos dos
pela resisténcia adquirida. animais tratados, onde as células

predominantes sao os linfécitos B.
Além dessa resposta celular, em hospedeiros Procyon lotor submetidos a repetidas
resistentes uma marcada deposicdo de infestacbes por larvas e ninfas de
antigenos derivados das glandulas salivares, scapularis evidenciaram um aumento de até
de imunoglobulinas e de complemento é dez vezes na produgdo de anticorpos
verificada na juncdo dermoepidermal dos especificos que reagiam contra moléculas
tecidos proximos aos sitios de alimentagdo presentes na saliva desses parasitos. Além
dos carrapatos (Allen et al., 1979). disso, o padrdo de resposta humoral variou
Anticorpos  homocitrépicos (IgE) e entre os diferentes hospedeiros, sugerindo a
circulantes e linfécitos Thl participam existéncia de diferencas individuais nesta
ativamente da resposta imunoldgica local e resposta imunolégica adaptativa (Craig et
sistémica contra os ixodideos. Os receptores al., 1997).
Fc dos baséfilos e mastocitos presentes no
sitio de fixacdo dos carrapatos séo ocupados Sanders et al. (1998) avaliaram a cinética da
por anticorpos especificos que irdo induzir a resposta humoral contra antigenos salivares
degranulacdo destes leucdcitos. Entre as deA. americanumem coelhos submetidos a
moléculas ativas derivadas dessas células, asucessivas infestagdes. O pico de producao
histamina ira agir diretamente como de anticorpos foi observado no quinto dia
mediadora de uma resposta inflamatéria apoOs a segunda infestacdo e correlacionou-se
local e indiretamente, inibindo a salivacdo e diretamente com a carga parasitaria dos
0 ingurgitamento dos carrapatos (Wikel e hospedeiros infestados.
Bergan, 1997).

Varios autores quantificaram o nivel de
O papel da resposta humoral na expressdo daanticopos produzidos pelos hospedeiros que
resisténcia adquirida foi demonstrado por reagiam com substancias presentes na saliva
Trager (1939) através da transferéncia de dos ixodideos, durante as infestacbes
soro de um animal imune para um parasitarias. Alguns deles observaram uma
suscetivel, seguida da reducdo do numero derelacdo entre o grau de resisténcia dos
carrapatos neste altimo. Estas hospedeiros e o titulo de IgG anti-EGS
imunoglobulinas produzidas contra os (Craig, 1997; Sanders et al., 1998,). Outros
antigenos dos carrapatos neutralizam demonstraram que o estimulo provocado
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pelos diferentes estagios evolutivos dos
ixodideos ira determinar a intensidade da
resposta humoral, sendo esta
significativamente maior quando promovida
pelos estadios adutos (Whelen e Wikel,
1993). Contudo, alguns trabalhos
verificaram ndo haver nenhum tipo de

LTh2, uma vez que foi registrado aumento
na producdo de IL-4 e IL-10 e diminuicdo
do nivel de IL-2 e INRrdurante a infestacao
dos animais. Em contrapartida, os
camundongos C3H/HeJ utilizados como
hospedeiros, ndo desenvolveram resisténcia
contra esta espécie de ixodideos, mesmo

correlagdo entre a resposta humoral dos quando submetidos a quatro infestacGes
hospedeiros e a capacidade desses emconsecutivas. Desta forma, os autores
controlar as infestacGes por esses parasitossugeriram que a resisténcia a ixodideos
(Barriga et al.,, 1991; Rechav et al., 1992; deve-se a reagédo de hipersensibilidade tardia
Galbe e Oliver, 1992; Szabo et al., 2003). que ocorre no sitio de fixacdo dos carrapatos
Esses achados reforcam a idéia de que ose que se relaciona basicamente com
diferentes mecanismos da resposta imune citoquinas liberadas a partir da ativacdo do
atuam em sinergismo para a prote¢cdo dos lifocito Thi.

animais contra o parasitismo por ixodideos.

) Os estudos recentes relacionados a
E provavel que a resisténcia ou imunologia de infestagcbes por ixodideos
susceptibilidade  do  hospedeiro  as dizem respeito a caracterizacdo do perfil de

infestagdes por ixodideo possam estar citocinas presentes na resposta adquirida.
correlacionadas ao tipo de linfécito T Mesmo considerando a importancia destes
estimulado e consequientemente, ao perfil de estudos aplicados, algumas questdes e
citoquinas produzidas durante o parasitismo. perguntas béasicas ainda encontram-se sem
Alem disso, o padréo de resposta da maioria respostas. A determinacdo de antigenos
das infeccbes parasitarias, capazes de incitarem uma resposta protetora,
independentemente do grau de resisténcia doa mensuracdo da importancia das reacdes
hospedeiro, pode estar relacionado com a humoral e celular na imunidade contra
ativagdo de LTh do tipo CD4(Sher e ixodideos, o conhecimento dos principais
Coffman, 1992). tipos celulares presentes na resposta
inflamatoria protetora de animais resistentes
Os linfocitos T s&o elementos-chave nas ou na resposta patolégica incapaz de incitar
funcbes reguladoras e efetoras do sistema protecdo, sdo pontos importantes que
imune e estdo diretamente envolvidos com a necessitam de maior investigacao.
producdo de anticorpos, com a resposta
célular e citotoxica (Male et al., 2003). A A. cajennens& um carrapato trioxeno que
transferéncia de linfocitos de cobaias ocorre em todas as regides do Brasil
resistentes a D. andersoni, conferiu parasitando uma grande variedade de
imunidade aos receptores suscetiveis que foi mamiferos e aves, durante os estadios
significativamente maior a observada imaturos de desenvolvimento. Contudo,
atraves da aplicagdo passiva de soro apresenta maior grau de especificidade no
hiperimune (Wikel e Allen, 1976a). estadio adulto quando pode, eventualmente,
parasitar algumas espécies de aves, caes,
Ferreira e Silva (1999) induziram a bovinos e at¢é o homem, porém tendo em
proliferacdo em cultura estimulada por condicbes naturais, o equino como
concanavalina A, de linfocitos extraidos de hospedeiro preferencial (Lopes et al., 1998).
animais infestados pd®. sanguineusEsses
autores verificaram que o padrdo de E um parasito importante no Brasil devido a
citoquinas liberado por essas células, sugeriu sua elevada prevaléncia, vasta area de
o desenvolvimento de uma resposta do tipo distribuicdo e aos prejuizos por ele causados.
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Tais prejuizos incluem principalmente da resposta humoral e o grau de lesdo
espoliacdo sangilinea, transmissdo de cutanea nos animais parasitados e a pesquisa
patdgenos nocivos ao homem e aos animais, de provaveis antigenos para serem utilizados
gastos com honorérios veterinarios, no controle imunolégico da&. cajennense
medicamentos e demais medidas de

controle, que na maioria das vezes se

mostram ineficazes (Moreno, 1984; Varma,

1993). Apresenta atualmente um papel

indiscutivel na saude publica, uma vez que

tem sido apontado como o principal vetor da

riquétsia causadora da febre maculosa entre

0s homens e animais domésticos (Leite et

al., 1998).

Em funcdo das atuais restricbes e
dificuldades de se utilizar métodos quimicos
no combate deA. cajennense(Pinheiro,
1987; Leite et al., 1998; Lobato et al. 2004),
o controle imunolégico pelo do emprego de
vacinas apresenta-se como uma alternativa
promissora. Estudos recentes a respeito de
A. cajennensedescrevem 0s principais
aspectos envolvidos na biologia e
epidemiologia dessa espécie de ixodideo e
proprde alternativas de controle quimico
desse parasito (Leite et al. 1998; Lopes et
al., 1998; Oliveira et al., 2000; Lopes et al.,
2000, Freitas et al., 2002; Labruna et al.,
2001; Labruna et al., 2002, Pinter et al.,
2002; Labruna et al., 2003). Contudo,
poucos sao os trabalhos envolvidos da
caracterizacdo dos fendmenos envolvidos na
resisténcia imune dos animais frente ao
parasitismo poA. cajennenséBorges et al.,
2002; Castagnolli et al., 2003; Mukai et al.,
2002; Szabd et al., 2004; Hlatshwayo et al.,
2004; Hlatshwayo et al., 2004b), dentre os
quais nenhum se relaciona a pesquisa de
antigenos passiveis de serem utilizados no
controle desse parasito.

O presente projeto tem por objetivo
esclarecer pontos importantes da resposta
imune protetora dedryctolagus cuniculus
contra o parasitismo poA. cajennense
mediante a infestacdo artificial ou a
imunizacdo desses animais com extratos
derivados de fémeas adultas deste ixodideo.
Este procedimento ira permitir a descricdo
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CAPITULO 1

PARAMETROS BIOLOGICOS DE LARVAS, NINFAS E TELEOGINA S DE
Amblyomma cajennense (FABRICIUS, 1787) (ACARI:IXODIDAE) PROVENIENTES DE

INFESTACOES ARTIFICIAIS SUCESSIVAS EM Oryctolagus cuniculus (LINNAEUS,
1758 ) (LAGOMORPHA: OCHOTONIDAE)
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RESUMO:

O presente experimento teve por objetivo
avaliar o desenvolvimento de resisténcia
adquirida frente ao parasitismo por
Amblyomma cajennensd?ara tanto, 18
coelhos foram uniformemente divididos em
trés grupos denominados GL, GN e GA e
submetidos a trés infestacdes consecutivas
por, respectivamente, larvas, ninfas ou
adultos de A. cajennense ApOs as
infestacdes, o0s parametros parasitarios e
reprodutivos dos exemplares recuperados
foram observados. As taxas médias de
recuperacdo de larvas ingurgitadas foram
de 44,03%, 7054% e 17,32%,
respectivamente, na primeira, segunda e
terceira infestacdo. Com relagéo as ninfas,
essas taxas foram de 80,67%, 81% e
47,67%, respectivamente, nas sucessivas
infestacbes. Apenas a partir da terceira
infestacdo dos animais dos grupos GL e
GN, observou-se uma queda significativa
na taxa de recuperagdo dos ixodideos
inoculados (p< 0,01). O dia modal de
queda das larvas e ninfas recuperadas
aumentou com o decorrer das infestacdes.
As ninfas ingurgitadas recuperadas
apresentaram uma reducdo significativa (p
< 0,01) no peso médio corporal entre a
primeira e terceira infestagcdo. Nao houve
diferenca significativa entre a taxa de
recuperacdo dos exemplares adultos
ingurgitados nas duas primeiras infestacoes.
Todavia, a partir da segunda infestagéo
observou-se nas teledginas recuperadas,
uma reducéo significativa no peso corporal,
peso da postura e eclodibilidade das larvas
(p< 0,05). Observou-se uma queda
significativa na taxa média de recuperacéo
das fémeas ingurgitadas durante a terceira
infestacdo, contudo, os demais parametros
permaneceram estaveis com alguns valores
semelhantes aos observados durante a
primeira infestacdo (periodo médio de
parasitismo e IEPO médio). Os dados
sugerem a ocorréncia de resisténcia em

coelhos a infestacdo pér. cajennensgue
foi mais evidente contra o estadio adulto.

Palavras-chave Amblyomma cajennense
ixodideo, Oryctolagus cuniculys
resisténcia, imunidade, infestacéo.

1  INTRODUCAO:

Conhecido popularmentepor micuim,
carrapatinho pélvora, carrapato estrela ou
rodoleiro (Guimardes et al., 2001),
Amblyomma cajennendei primeiramente
descrito em 1787 na cidade de Cayenna,
Guiana Francesa. E encontrado parasitando
animais na Ameérica do Sul, América
Central, Sul da América do Norte e
Antilhas, sendo um ixodideo comum nas
zonas quentes e temperadas (Aragao,
1936).

E um ixodideo trioxeno que parasita

primariamente os equinos (Borges et al.,

2002). Contudo, apresenta baixa

especificidade parasitaria, principalmente

nas fases imaturas de desenvolvimento,
sendo também encontrado parasitando
algumas espécies de répteis, aves e uma
grande variedade de mamiferos, incluindo o
homem.

Tendo provavelmente aparecido no final da
era Mesozoica (Cupp, 1991), essa maior
variabilidade por hospedeiros
possivelmente garantiu a sua sobrevivéncia
até os dias atuais. Contudo colocolAo
cajennenseomo um dos principais elos de
ligagdo entre o0s animais domesticos,
silvestres e o0 homem e, conseqlientemente,
como potencial vetor dos patégenos que
sdo transmitidos entre esses hospedeiros.
Esse ixodideo € o principal vetor de
Rickettsia ricketsji agente causador da
Febre Maculosa no Homem, na regido
neotropical (Guimarées, 2001; Sangioni et
al.,, 2005). Além dissoA. cajennense
ainda incriminado como vetor do virus
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causador da Encefalomielite Equina
Venezuelana (Linthicum et al., 1991).

Lopes et al. (1998) verificando a
especificidade parasitéria de cajennense
observaram que roedores e lagomorfos
apresentaram-se como hospedeiros
eficientes dos estédios larval e ninfal desse
carrapato e sugeriram que tal fato poderia
contribuir com a manutencdo e dispersédo
desses instares no ambiente. Entretanto, o
papel desses hospedeiros secundarios como
disseminadores de carrapatos, pode ser
significativamente  comprometido pelo
desenvolvimento de resisténcia nos animais
parasitados (Mulenga et al., 2000).

Resisténcia adquirida em infestacdes por
ixodideos é um fendmeno indiscutivel e
que se encontra bem documentado na
literatura (Trager, 1939; Balashov, 1972;
Kemp et al.,, 1976; Latif et al., 1990;
Whelen e Wikel, 1993; Sahibi et al., 1997;
Jittapalapong et al., 2000, entre outros).
Carrapatos que se alimentam em
hospedeiros resistentes apresentam uma
menor taxa de fixacdo, menor peso apds o
ingurgitamento com periodos de
alimentacdo relativamente maiores, menor
porcentagem de ecdise, menor producéo de
ovos e reducdo na viabilidade da postura e
na eclodibilidade das larvas (Sonenshine,
1993; Wikel et al., 1994; Wikel, 1996;
Andreotti et al.,, 2002; Brossard e Wikel,
2004). Além disso, uma vez que a resposta
imune do hospedeiro inibe a alimentacéo
dos ixodideos, essa também ir4 coibir a sua
capacidade de atuar como vetor de
patégenos (Valenzuela, 2004; Nuttal e
Labuda, 2004).

Alguns hospedeiros falham em desenvolver
resposta imune protetora contra 0S
ixodideos (McSwain et al., 1982; Bechara
et al., 1994; Craig et al., 1996; Ferreira e
Silva, 1998; Castagnolli et al., 2003),

demonstrando que o desenvolvimento de
resisténcia é algo bastante complexo e que

varia entre os diferentes sistemas
estabelecidos na natureza.

ja

O conhecimento do estado imunitario de
hospedeiros infestados pé&r. cajennense
pode auxiliar o desenvolvimento de
medidas de controle alternativo desse
ixodideo, como por exemplo, através do
uso de vacinas ou da selecdo de animais
resistentes. Secundariamente, ir4 ajudar na
compreensao do seu papel como vetor de
patbgenos ao homem e aos animais.

O presente trabalho teve por objetivo
avaliar o desenvolvimento de resisténcia
em Orycolagus cuniculus contra 0s
diferentes estadios evolutivos de
Amblyomma cajennense, utilizando-se
como indicadores os principais parametros
bioloégicos observados nas larvas, ninfas e
teledginas recuperadas de sucessivas
infestacdes artificiais.

2 MATERIAL E METODOS:

2.1 LOCAL E DATA DE REALIZACAO
DO EXPERIMENTO:

O experimento foi realizado no periodo de
Marco de 2004 a Janeiro de 2005, na
Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais. Foram utilizadas
as instalacbes do Hospital Veterinario, do
Infectério e do laboratério de Endo-

ectoparasitoses do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva.

Antes da realizacdo do experimento o
projeto piloto (protocolo n°® 045/04) foi
submetido ao Comité de FEtica em
Experimentacdo animal, tendo sido
aprovada e autorizada a sua realizacao.

2.2 OBTENCAO DOS CARRAPATOS:
Os ixodideos foram provenientes de uma
colénia mantida pelo laboratério de

ectoparasitoses do DMVP-UFMG. Os
parasitos foram obtidos por catacdo manual
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de exemplares ingurgitados sobre o corpo
de um equino SRD, artificialmente

infestado e mantido confinado em uma baia
no Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinaria da Escola de Veterinaria da
UFMG.

2.3 HOSPEDEIROS:

Foram utilizados 18 coelho®©fyctolagus
cuniculug fémeas da raca Nova Zelandia
com aproximadamente 2,0 Kg de peso e
que nunca tiveram contato prévio com
carrapatos. Esses animais eram
provenientes de uma criagdo comercial
localizada no municipio de Igarapé, Minas
Gerais. Os coelhos foram mantidos em
gaiolas individuais suspensas a um metro
de altura, recebendo agua e ragdo comercial
a vontade. Os coelhos foram divididos em
trés grupos e identificados pelas siglas GL
(grupo larva), GN (grupo ninfa) e GA.
(grupo adulto).

2.4 INFESTACAO DOS ANIMAIS:

Os coelhos foram submetidos a trés
infestacdes consecutivas por larvas, ninfas
ou adultos déA. cajennenseem intervalos
de quinze dias.

Nos animais do grupo GL foram inoculadas
por infestacdo, uma média de 740 larvas
com idade variando de 15 a 20 dias. Essas
larvas foram obtidas de lotes de 50mg de
ovos/seringa de A. cajennense. As
infestacdes foram alternadamente
realizadas no pavilhdo auricular dos
animais, iniciando-se na orelha direita. Para
inibir a dispersdo dos ixodideos, um saco
de tecido de algoddo, com 16 cm de
comprimento e 7 cm de largura, foi
colocado cobrindo a orelha do animal e
fixado a sua base através da utilizacdo de
cola Brascoplast e fita adesiva, segundo
modificagcdo de metodologia descrita por
Neitz et al. (1971). Além disso, foi
colocado no animal um colar de plastico
rigido, com a circunferéncia interna

ajustavel a largura do pescoco deste e, com
circunferéncia externa de aproximadamente
o dobro da interna — Colar Elizabetano
(Labruna e Leite, 1997).

Seguindo esta mesma metodologia, 0s
animais do grupo GN receberam em cada
infestacdo um total de 50 ninfas de
aproximadamente 20 dias de idade que
foram aplicadas alternadamente no pavilhdo
auricular externo.

Os coelhos pertencentes ao grupo GA
foram infestados com adultos virgens e néo
alimentados deA. cajennensee que
apresentavam em meédia 30 dias de idade.
De acordo com modificacdo da técnica
descrita por Pinter et al. (2002), os animais
tiveram a regido lombo-sacra tricotomizada
e uma camara de alimentacdo de formato
retangular (7 x 8 cm) foi fixada a pele do
local, utllizando-se adesivo colante
(Brascoplast). Um total de dez fémeas e
sete machos foi inoculado por animal em
cada infestacdo, no interior da camara de
alimentacdo. Para coibir a retirada da
camara pelos animais e impedir que o
comportamento de autolimpeza interferisse
nos resultados do experimento, foram
utiizados os “Colares Elizabetanos”
respeitando-se a mesma metodologia
empregada nas infestagbes por larvas e
ninfas.

ApGs a inoculagdo nos hospedeiros, 0s
carrapatos foram examinados diariamente
por inspecéo visual do interior das camaras
de alimentacdo. Durante o periodo de
parasitismo foi registrado o tempo de
alimentacdo dos ixodideos que se fixaram e
0 numero de parasitas que foram
recuperados em cada animal, conforme
Sahibi et. al. (1997). As ninfas e teledginas
que se desprenderam foram encaminhadas
ao laboratério onde foram individualmente
pesadas, colocadas em placas de Petri e
acondicionadas em estufa bioclimatizada
do tipo BOD a 27°C e umidade relativa
superior a 80%. Em relagdo as larvas o
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mesmo procedimento de acondicionamento
foi adotado, contudo elas ndo tiveram seu
peso registrado apds o ingurgitamento.

2.5 AVALIACAO DA OCORRENCIA
DE RESISTENCIA IMUNE:

A resisténcia dos hospedeiros foi aferida
pela da andlise dos parametros parasitarios
e reprodutivos dos carrapatos recuperados.
Dentre os parametros  parasitarios
analisados, incluem-se: periodo de
parasitismo, peso corporal de ninfas e
fémeas ingurgitadas, percentagem de ecdise
de larvas, peso da postura das teledginas
recuperadas e eclodibilidade das larvas
provenientes destas posturas. Além desses,
o indice de eficiéncia na producédo de ovos
(IEPO)} e o indice de eficiéncia na
producdo de larvas (IEPL) foram
calculados segundo Bechara et al., (1994).

2.6 ANALISE ESTATISTICA:

As taxas de recuperacdo de cada infestacéo
dentro de cada grupo foram comparadas
pelo teste estatistico do qui-quadrado,
utilizando-se um nivel de significancia de
95%. Calculou-se o dia modal de queda de
larvas e ninfas ingurgitadas. Realizou-se
analise de correlacao entre o peso corporal
das ninfas e adultos e o periodo de
parasitsmo. Os demais parametros
parasitarios foram submetidos a analise de
varidncia e as médias entre infestacbes
dentro dos grupos, foram confrontadas
utilizando-se o teste T de Student £p
0,05).

3 RESULTADOS:
3.1 EFEITO DAS INFESTACOES

SUCESSIVAS POR LARVAS DEA.
cajennense

' |IEPO = peso postura / peso corporal da fémea
ingurgitada x 100

2 [EPL = peso postura / peso corporal da fémea
ingurgitada x eclodibilidade larvas

Os dados referentes aos exemplares obtidos
dos animais do grupo GL estédo
demonstrados nas Figuras 1, 2 e 3. O
desenvolvimento de resisténcia ao
parasitismo por larvas d& cajennenseso
pode ser detectado a partir da terceira
infestacdo. Os parametros avaliados foram
estatisticamente semelhantes entre o0s
ixodideos recuperados dos animais
primoinfectados em relacdo aqueles obtidos
na segunda infestacdo. A partir a terceira
exposicao, a taxa de recuperacdo de larvas
ingurgitadas e o dia modal de queda foram
consideravelmente afetados pelo
desenvolvimento resisténcia  nos
coelhos.

de

Conforme demonstrado pela taxa média de
recuperacdo, as larvas ingurgitadas
provenientes da segunda infestacdo foram
significativamente mais eficientes em se
alimentarem em relacdo aquelas coletadas
na terceira e estatisticamente semelhantes
as obtidas na primeira infestacdo (p<0,05).
Observou-se um aumento na taxa de
recuperacdo entre as duas infestacbes
iniciais, mas esta diferenca ndo foi
significativa.

O periodo de parasitismo também foi
influenciado pelas exposi¢cbes sucessivas ao
carrapato, refletindo em um aumento no dia
modal de queda na terceira infestacéo.
Durante a primeira e segunda infestacao,
43,33 e 38,54% das larvas,
respectivamente, se desprenderam dos
animais no quarto dia de parasitismo. Em
contrapartida, a maior percentagem de
queda de larvas ingurgitadas na terceira
exposicdo ocorreu nho sétimo dia de
alimentacdo, quando 35,31% dos parasitos
se desprenderam dos hospedeiros.

N&o houve diferenca significativa (p<0,05)
entre as taxas médias de ecdise que formam
reportadas para as larvas recuperadas nas
trés infestagbes dos animais do grupo GL
(Figura 2).
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3.2. EFEITO DAS INFESTACOES
SUCESSIVAS POR NINFAS DEA.
cajennense

As Figuras 1, 4 e 5 apresentam as taxas
médias de recuperacdo, a percentagem de
ninfas desprendidas por dia de parasitismo
e 0 peso médio corporal das ninfas

recuperas dos animais do grupo GN,

durante as sucessivas infestacoes.

As taxas médias de recuperacdo das ninfas
ingurgitadas foram de 80,67%, 81% e
47,67%, respectivamente, na primeira,
segunda e terceira infestacbes. Nenhuma
diferenca estatistica significativa foi
observada entre os ixodideos oriundos dos
animais primoinfestados em relacdo aos
obtidos no segundo desafio parasitario. A
partir da terceira infestacdo, verificou-se
uma queda significativa na taxa de
recuperacdo das ninfas alimentadas em
relacdo a observada nas duas infestacdes
precedentes.

Os dias modais de queda de ninfas
ingurgitadas aumentaram em funcdo da
exposicdo parasitaria dos animais. Ao
longo da primeira infestacdo 60,33% dos
parasitos foram recuperados no quarto dia
de parasitismo. Todavia, neste mesmo
periodo durante a segunda infestacao,
apenas 22,04% das ninfas se desprenderam
e a maior porcentagem de queda foi
registrada no %dia de alimentacdo, quando
47,71% dos espécimes inoculados foram
recuperados. Na terceira infestacdo o dia
modal de queda foi o’@lia de parasitismo,
quando se verificou uma taxa de
recuperacao de 52,34%.

O peso meédio das ninfas ingurgitadas
reduziu  significativamente com o
desenvolvimento de resisténcia nos
animais. Os valores observados na
primeira, segunda e terceira infestacéo
foram de, respectivamente, 0,021mg,
0,013mg e 0,009 mg, sendo verificadas
diferencas estatisticamente significativas
entre todos eles (P < 0,05). Nao se

observou durante as trés infestacdes
nenhuma correlacdo significativa entre o

peso das ninfas ingurgitadas e o periodo de
alimentacdo destas (p< 0,05).

3.3 EFEITO DAS INFAESTA(;OES
SUCESSIVAS POR FEMEAS E
MACHOS DEA. cajennense

As infestacBes sucessivas nao afetaram
negativamente a taxa média de recuperacao
das teledginas alimentadas nos coelhos do
grupo GA durante a segunda infestacdo. Ao
contrario, 0s carrapatos foram
significativamente mais eficientes em se
alimentarem. Os valores médios reportados
foram de 33,33%, 56,67% e 31,67%,
respectivamente, na primeira, segunda e
terceira infestagcfes. Observou-se diferenca
significativa entre os valores dos ixodideos
obtidos durante a segunda infestacdo em
relacdo aos provenientes dos animais
primoinfestados ou submetidos ao terceiro
desafio parasitario.

Apesar da taxa de parasitismo dos
carrapatos recuperados ndo ter sido
prejudicada pela exposi¢cdo sucessiva dos
animais a esses parasitos, a partir da
segunda infestacdo, o0s  parametros
parasitarios  foram  significativamente

reduzidos. O peso médio corporal das
fémeas ingurgitadas decaiu de 783,75 mg
na primeira infestacdo para 454,09 mg na
exposicado subseqiiente, sendo significativa
esta diferenca (p < 0,05). Na terceira

infestacdo esse valor aumentou para 529,16
mg, mantendo-se diferente do observado
nos carrapatos obtidos durante o primeiro
desafio e semelhante ao reportado para
aqueles provenientes da segunda infestacéo.

Conforme demonstrado na Tabela 1, o
periodo médio de parasitismo das
tele6ginas recuperadas na  segunda
infestacdo aumentou significativamente (p
< 0,05) em relagcdo ao primeiro desafio
parasitario, porém a partir da terceira
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infestacdo, essa variavel apresentou valor
semelhante ao inicialmente observado.

Com excecdo da eclodibilidade média das
larvas, todas as variaveis reprodutivas
observadas  foram  significativamente

reduzidas na segunda infestacdo, contudo,
apresentaram tendéncia crescente a partir
da exposicdo subsequente, podendo-se
observar valores semelhantes aos obtidos
no primeiro desafio.

4 DISCUSSAO:

De acordo com Wikel (1996), o grau de
resisténcia dos hospedeiros as infestacdes
pelos ixodideos pode ser medido pelos
seguintes indicadores: diminuicdo do peso
corporal apdés o ingurgitamento com
conseqlente reducdo de postura, aumento
do periodo de alimentacdo, queda na
eclodibilidade das larvas e nas taxas de
ecdise. A reacdo inflamatoria no sitio de
fixacdo dos parasitos € responsavel por
parte desta resisténcia. Mecanismos mais
sofisticados atuam sobre os ixodideos, de
forma sistémica ou local, dificultando a
aquisicado de alimento por esses parasitos e
consequentemente, impedindo a
transmissdo de patogenos (Valenzuela,
2004; Nuttal e Labuda, 2004).

O parasitismo por carrapatos induz uma
complexa variedade de respostas imunes,

envolvendo células apresentadoras de
antigenos, linfécitos T, linfécitos B,
anticorpos, citocinas, sistema de
complemento, basdfilos, mastocitos,

eosindfilo e um ndmero de moléculas
bioativas (Brossard e Wikel, 2004).

Indubitavelmente, a ativacdo desses
mecanimos efetores da resposta imune em
um hospedeiro resistente é

consideravelmente mais rapida e vigorosa
(Wikel et al., 1994).

Os resultados do presente experimento
demonstram que a resisténcia ao
parasitismo por larvas de cajennens@os

coelhos do grupo GL, tornou-se
significativa apenas a partir da terceira
infestacdo. Neste periodo o numero de
larvas ingurgitadas foi significativamente
reduzido pelo desenvolvimento de resposta
imune nos animais desafiados. Sanavria e
Prata (1997) observaram que apos
infestacoes artificiais com
aproximadamente 123.840 larvas de
cajennense as orelhas dos coelhos
apresentaram-se com petéquias, edema e
pequenos abcessos nos pontos de fixacao
das larvas, sendo estas lesdes
significativamente mais severas apds as
reinfestagbes. No presente experimento foi
utilizado um nuamero menor de parasitos
(aproximadamente 740 larvas) e apenas a
partir da terceira infestacdo pbOde-se
observar algum tipo de lesdo macroscoépica
no pavilhdo auditivo dos animais (dados
ndo apresentados) que coincidiu com o
inicio do desenvolvimento de resisténcia
imune. De acordo com Kempt et al. (1976),
larvas deBoophilus microplugjue tentam

se alimentar em animais resistentes,
tornam-se estressadas e frequentemente
morrem pelo desgaste sofrido devido a
necessidade de se fixarem varias vezes no
mesmo hospedeiro.

O dia modal de queda de larvas
ingurgitadas dos coelhos do grupo GL
aumentou consideravelmente a partir da
terceira infestacdo. Essa alteracdo parece
ser resultante da resposta imune produzida
pelo hospedeiro no local de fixacdo, que ird
interferir diretamente no processo de
alimentacdo dos ixodideos (Craig et al.,
1996). Anafilatoxinas produzidas pela
ativacdo do sistema de complemento e a
histamina proveniente da degranulacdo de
leucocitos no sitio de fixacdo dos
carrapatos, sdo responsaveis pelo aumento
da permeabilidade do endotélio vascular e
consequentemente, pela formacéo de edema
local e exudacdo sérica (Andreotti et al.,
2002). Nessas condicdes a fixacdo e o
ingurgitamento dos carrapatos ficam
seriamente comprometidos. E possivel que
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no presente experimento, a reducdo da taxa
de recuperacéo das larvas e o aumento do
periodo de parasitismo dessas na terceira
infestacdo  tenham  ocorrido  como
consequéncia direta desses fenémenos. A
principal desvantagem para os ixodideos é
que permanecendo fixados por um tempo
maior, eles se tornam mais vulneraveis ao
ataque de predadores e ao comportamento
de auto-limpeza dos seus hospedeiros.

Verificou-se que o desenvolvimento de
resisténcia imune ndo comprometeu a taxa
média de ecdise das larvas recuperadas nos
animais do grupo GL. De acordo com
Balashov (1972), o peso minimo requerido
para que os ixoxideos semi-alimentados
realizem ecdise, corresponde a 20% do seu
peso normal ap0s o ingurgitamento. Neste
sentido, provavelmente quase todas as
larvas que foram recuperadas no presente
experimento, conseguiram se alimentar a
ponto de atingir esse peso minimo e
realizaram a ecdise para o0 estagio seguinte,
mesmo em condicbes adversas de
parasitismo.

O parasitismo por ninfas d& cajennense
nos coelhos do grupo GN determinou um
padrdo de resisténcia semelhante ao
observado nos animais sensibilizados pelas
larvas. Contudo, o nivel da resposta
avaliada foi intermediario entre o
observado no parasitismo por larvas e por
adultos.

Apesar da taxa média de recuperacdo de
ninfas ingurgitadas ter se mantido alta e
inalterada nas duas primeiras infestactes, 0
peso médio dessas ninfas  foi
significativamente reduzido a partir do
segundo desafio parasitario e manteve
tendéncia decrescente até a Ultima
infestacdo. Além disso, os dias modais de
queda de ninfas ingurgitadas aumentaram
com as sucessivas exposicoes dos coelhos
aos parasitos. Considerando que as duas
primeiras infestacbes foram realizadas em
pavilhdes auriculares alternados, a resposta
inflamatdria que pode ter ocorrido durante

a segunda infestacdo parece nao ter alterado
a capacidade das ninfas de se alimentarem,
todavia, comprometeu o] pleno
ingurgitamento desses parasitos. O efeito
primario da rejeicdo imune € inundar o sitio
de fixagdo dos ixodideos com um fluido
aquoso, dificultando a ingestdo de sangue
por esses parasitos (Sonenshine, 1993).
Carrapatos que se ingurgitam em animais
resistentes, frequentemente apresentam
coloracdo mais clara, sugerindo uma menor
guantidade de hemoglobina no fluido
ingerido.

Durante a segunda exposicdo do grupo GA,
um numero maior de fémeas dA.
cajennense conseguiu se fixar e se
alimentar em relacdo as demais infestacoes,
sugerindo a influéncia de possiveis fatores
exdgenos sobre essa variavel. Contudo o
peso médio corporal das telebdginas
recuperadas foi o menor observado entre os
trés desafios parasitarios, juntamente com o
peso médio da postura e com os indices
médios de eficiéncia na producdo de ovos
(IEPO) e de larvas (IEPL). Jittapalapong et
al. (2000) também observaram em caes
repetidamente infestados Rhipicephalus
sanguineus uma maior taxa média de
recuperacao dos parasitos durante a terceira
infestacdo aliada a um decréscimo
significativo dos parametros parasitarios e
reprodutivos nesses ixodideos recuperados.
Isso demonstra que a resposta imune do
hospedeiro ndo atua apenas no sitio de
alimentacdo e que alguns mecanismos de
defesa produzidos por esses podem
atravessar 0 epitélio intestinal dos
ixodideos e atingir oOrgdos e tecidos
internos, prejudicando suas funcles
bioldgicas e reprodutivas. Segundo Wang e
Nuttal (1994), a parede intestinal dos
ixodideos é permeavel as imunoglobulinas
produzidas pelos hospedeiros e uma vez
que esses anticorpos atingem a hemolinfa,
podem se ligar a antigenos associados aos
orgdos internos desses parasitos. Além
disso, a resposta imune do hospedeiro
parece afetar a fisiologia dos ixodideos de
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forma permanente que persiste mesmo apos
a sua queda (Sahibi et al., 1997). Vaz Jr. et
al. (1996) observaram que anticorpos

funcionais estdo presentes na hemolinfa de
teledginas dd3. micropluspor pelo menos

48 horas apos o final do periodo parasitario

e que a quantidade de imunoglobulinas

encontrada correspondeu a 2% do contetudo
presente no soro dos animais infestados.

A taxa média de recuperacao das teléoginas
obtidas na terceira infestacdo do presente
experimento foi significativamente inferior

a reportada durante o segundo desafio
parasitario, mas foi semelhante a obtida
durante a primoinfestaco. E provavel que a
resposta inflamatdria que se desenvolveu
no sitio de fixacdo dos parasitos durante o
periodo experimental, seja o principal
mecanismo responsavel por essa queda no
namero de teledginas recuperadas. Todavia,
observou-se uma tendéncia crescente nos
demais parametros observados a partir da
terceira infestacdo, com excecao do periodo
médio de parasitismo e da eclodibilidade
média das larvas (tabela 1, figura 1). Ja esta
bem demonstrado na literatura que o0s
ixodideos produzem substancias capazes de
modular a resposta imune dos hospedeiros
(Nuttal e Labuda, 2004). De acordo com
Wikel (1996), essa modulacdo pode atuar
sobre os diferentes mecanismos da resposta
imune, inibindo a ativagcdo do sistema de
complemento, a producdo de anticorpos
durante a resposta humoral, a proliferagédo
de linfécitos T e a produgéo de citocinas.
Postula-se que esses mecanimos de
modulacdo sejam mais evidentes nos
hospedeiros naturais com 0s quais 0S
ixodideos convivem por mais tempo
(Sonenshine, 1993; Mulenga, 2000). No
entanto, a pressdo imposta pelos desafios
parasitarios consecutivos nos coelhos do
presente experimento, fato que ndo ocorre
em suas condi¢cdes naturais de infestacéo
por A. cajennensepode ter precipitado o
desenvolvimento da modulacdo da resposta
imune.

Além disso, evidéncias indicam que a
sobrevivéncia dos patégenos transmitidos
pelos ixodideos depende da habilidade
desses em explorar as propriedades
farmacoldgicas e imunossupressoras das
moléculas de saliva dos parasitos (Nuttal &
Labuda, 2004). Ferreira e Silva (1998)
verificaram que moléculas presentes na
saliva de fémeas adultas pré-alimentadas de
R. sanguineudavoreceram a transmissao
de Trypanossoma crugior esses ixodideos.
Esses achados reforcam a importanciado
cajennenseem atuar na transmissao Ba
ricketsii para os reservatoérios silvestres e
em contribuir para manutencdo da Febre
Maculosa nos ambientes endémicos. Uma
vez que as teledginas d& cajennense
foram eficientes em modular a resposta
imune dos coelhos a partir da terceira
infestacdo, provavelmente elas também
estariam aptas em potencializar a
transmissdo e o0 estabelecimento Re
ricketsii nos reservatorios silvestres que
porventura sofram infestacdo por essa
espécie de ixodideo.

Os dados obtidos no presente experimento
sugerem que a infestacdo dos animais pelo
estadio adulto produziu uma resposta imune
mais rapida e intensa que pdde ser
verificada a partir da segunda exposicao.
Por outro lado, os coelhos mostraram-se
mais sensiveis ao parasitismo pelos estadios
imaturos. Apesar do numero médio de

larvas recuperadas ter sido

significativamente reduzido a partir da

terceira infestacdo, nenhum efeito foi

verificado na taxa de ecdise desses
parasitos recuperados. Com relagdo as
ninfas, a resisténcia imune dos coelhos
afetou o ganho de peso dos parasitos a
partir da segunda exposicédo, contudo seu
impacto sobre a taxa de recuperagdo soO
pdde ser detectado no terceiro desafio
parasitario dos animais.

Lopes et al. (1998) verificaram uma menor

especificidade parasitdria dos estagios
larval e ninfal deA. cajennesem relagéo
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aos parasitos adultos. Essa especificidade
parasitéria relaciona-se, entre outras coisas,
com a ocorréncia de resisténcia imune
durante as infestacbes. Uma vez que as
fémeas adultas se alimentam por mais

tempos e que liberam uma maior
quantidade de saliva no sitio de
alimentacdo durante o0  parasitismo

(Balashov, 1972), é provavel que sejam
mais eficientes em induzir ou modular uma
resposta imune nos hospedeiro quando
comparadas aos demais estadios. Whelen e
Wikel (1993) verificaram que ninfas de
Dermacentor andersonindo foram t&o
capazes quanto os adultos, em estimular a
producdo de anticorpos especificos nos
animais parasitados. Segundo Brossard e
Wikel (2004), variacBes intra-espécie e
inter-espécie na composi¢cdo da saliva dos
ixodideos podem ser esperadas,
determinando diferentes estimulos
antigénicos nos animais parasitados.

Além disso, as fémeas d& cajennense
inserem profundamente as pecas bucais nos
sitios de alimentacdo, alcancando areas
mais vascularizadas e consequentemente,
causam um dano maior aos tecidos dos
hospedeiros. Contudo, a magnitude da
resposta inflamatéria parece depender mais
da quantidade de substancias antigénicas
que séo introduzidas do que do tamanho e
insercdo do aparelho bucal dos ixodideos
(Latif et al., 1990).
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Tabela 1 - Parametros parasitarios e reprodutivéslia + desvio padrao) de teledginasddeajennense
coletadas nos coelhos, nas sucessivas infestacoes.

Infestacdes
Parametros Primeira Segunda Terceira
Taxa de Recuperacéo (%) 3333 56,67 31,67
Parasitarios
Peso Corporal (mg) 783,75+ 17225 454,09 + 180,68 529,16 + 211,20
Periodo de Parasitismo (dias) 10,65 + 9,88 11,14 + 1,08 10,53 + 1,07
Reprodutivos
Peso da Postura (mg) 385,45 + 108,86 191,71 +121,1% 244,16 + 132,15
Eclodibilidade (%) 93,50 + 11,52 87,86 + 11,08 81,32 +22,M
IEPT 48,62 + 7,58 39,33 + 13,52 42,45 + 13,8%
IEPLF 45,93 + 10,03 35,23 + 14,02 36,47 + 14,91

Ti'ndice de Eficiéncia de Producgéo de ovos: pesapa$ing) / peso corporal (mg) x 100
*indice de Eficiéncia de Producéo de Larvas: pestupa (mg) / peso corporal (mg) x eclodibilidats (
39 etras diferentes em uma mesma linha indicam difersignificativa (p<0,05) — Teste T de Student
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Figura 6-Par&dmetros parasitarios médios (peso walrpe periodo de parasitismo) reportados nas
teleéginas obtidas dos coelhos do Grupo Adulto (Ghlrante as sucessivas infestacoédletras
diferentes em cima das barras indicam diferengaistita significativa (p<0,05).
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CAPITULO 2:

RESPOSTA HUMORAL E INFLAMATORIA E SUA CONSEQUENCIA NO
DESENVOLVIMENTO DE RESISTENCIA EM Oryctolagus cuniculus IMUNIZADOS
COM EXTRATOS DERIVADOS DE GLANDULA SALIVAR (EGS) DE FEMEAS DE
Amblyomma cajennense (FABRICIUS, 1787) (ACARI: IXODIDAE).
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RESUMO:

O presente experimento foi realizado com o
objetivo de avaliar as respostas humoral e
inflamatdria de coelhos imunizados com
Extrato de Glandula Salivar (EGS) de
Amblyomma cajenneng&rupo GGS) e de
coelhos artificialmente infestados sem
imunizacdo prévia (Grupos GIA e GC) e
suas consequéncias no desenvolvimento de
resisténcia imune contra essa espécie de
ixodideo. Os coelhos submetidos a trés
infestacdes consecutivas por adultosAde
cajennensdornaram-se resistentes a partir
da segunda infestacdo. Os parametros
parasitarios foram os mais influenciados
pela resposta imune dos animais
reinfestados. A imunizacéo de coelhos com
extrato derivado de glandula salivar (EGS)
deA. cajennensedo alterou o desempenho
parasitarios dos ixodideos alimentados nos
animais vacinados, mas apresentou efeito
deletério em alguns parametros
reprodutivos que foram  avaliados.
Resultados obtidos no exame soroldgico
demonstraram que os valores de
absorbéancia de IgG anti-EGS nos animais
infestados trés vezes concecutivas,
aumentaram a partir da segunda infestacéo
(dia +14) e atingiram valores maximos no
42°, quando comecaram a decair ou se
mantiveram estaveis. Os valores de
absorbéancia de IgG anti-EGS nos animais
imunizados foram consideravelmente mais
altos, aumentando a partir do 7° dia apés a
primeira imunizacdo. Os animais do Grupo
Controle (GC) apresentaram baixos valores
de absorbancias de IgG anti-EGS durante
quase todo o experimento, aumentando
discretamente a partir de uma semana apés
o0 desafio parasitario (35° dia). Nao foi
observada nenhuma correlagdo entre grau
de resisténcia e nivel de anticorpo anti-
EGS. A analise histopatolégica revelou a
ocorréncia de um infiltrado inflamatério no
sitio de fixacdo dos ixodideos que variou
em intensidade nos diferentes grupos e
entre os individuos do mesmo grupo

experimental. As células predominantes nas
lesbes foram eosindfilos, neutréfilos e
mononucleares. Observou-se a ocorréncia
de fibroplasia, necrose e miosite em alguns
individuos. As lesbes observadas nos
coelhos dos grupos GIA e GGS foram mais
pronunciadas do que as observadas nos
individuos pertencentes ao grupo GC. A
taxa de parasitismo ndo se correlacionou
com o grau de lesdo na pele em nenhum dos
grupos experimentais avaliados.

Palavras-chave: Amblyomma cajennense
resisténcia imune, vacina, glandula salivar,
antigeno exposto.

1 INTRODUCAO:

O fendbmeno de resisténcia a carrapatos tem
sido reportado em muitas espécies de
animais, incluindo cobaias (Trager, 1939;
Brown et al., 1982), coelhos (Brown, 1988;
Latif et al., 1991), camundongos (Ushio et
al., 1995), bovinos (Opdebeeck e Daly,
1990; Rechav et al., 1992; Sahibi et al.,
1997), ovinos (Barriga et al., 1991), cdes
(Inokuma et al., 1997; Jittapalapong, 2000),
equinos (Borges et al., 2002) e animais
silvestres (Craig, 1996). Essa resisténcia se
expressa pela reducdo do numero de
carrapatos ingurgitados, queda no peso
corporal e na producado de ovos, diminuicdo
na eclodibilidade de larvas e na taxa de
ecdise para ninfas e adulto (Brossard e
Wikel, 2004). Indiscutivelmente, a resposta
inflamatéria celular no sitio de alimentacao
€ o principal mecanismo responsavel pela
rejeicdo aos ixodideos, uma vez que
compromete a fixacdo e consequentemente
a alimentacgédo desses parasitos.
Secundariamente, a resposta imune parece
causar danos diretos aos tecidos e processos
fisiologicos dos carrapatos.

Carrapatos da familia Ixodidae
normalmente se alimentam por um longo
periodo de tempo, durante o qual inoculam
guantidades consideraveis de secrecdes

42



salivares no sitio de alimentacdo. Esses
produtos representam os principais alvos de
resposta do sistema imune dos hospedeiros,
funcionando como verdadeiros antigenos.
Hospedeiros que se tornam resistentes apos
multiplas  infestagBes, frequentemente
desenvolvem resposta imune contra as
substancias encontradas na saliva dos
carrapatos (Wikel e Bergman, 1997;
Jittapalapong et al., 2000).

As secrecOes salivares desempenham um
papel fundamental no processo de

alimentacdo e conseqlentemente na
sobrevivéncia desses parasitos (Ribeiro,
1989; Valenzuela, 2004). Na saliva dos

carrapatos estdo presentes moléculas
vasoativas e com propriedades

anticoagulantes que garantem o fluxo

continuo de sangue para dentro de sua
cavidade oral (Mulenga et al., 2002). As

glandulas salivares ainda séo responsaveis
pela secrecdo do cone de cemento que
viabiliza a fixacdo do parasito, pela

eliminacdo do excesso de agua e sais
provenientes da dieta, pela manutencdo do
equilibrio  hidrico nos estadios néo

parasitarios e pela producdo de substancias
gue auxiliam o macho durante a copula
(Sonenshine, 1991). Além de estarem
envolvidos no estabelecimento e regulacao
da alimentacdo dos ixodideos, o0s

componentes salivares sdo igualmente
importantes em modular a resposta imune
do hospedeiro e consequentemente,
facilitarem a transmissdo de patégenos por
esses ectoparasitos (Ribeiro, 1989; Mulenga
et al., 2000; Valenzuela, 2004; Nuttal e

Labuda, 2004).

Considerando que os hospedeiros
desenvolvem resposta imune contra oS
produtos que os ixodideos secretam durante
a alimentacdo, diversos autores ja
demonstraram a ocorréncia de anticorpos
no soro que se ligam especificamente aos
tecidos e moléculas derivadas das glandulas
salivares dos ixodideos (Labarthe, 1985;
Whelen e Wikel, 1993; Craig et al., 1996;

Sanders et al, 1998). Todavia, o0
desenvolvimento de resisténcia nos
hospedeiros nem sempre coincide com o
aumento no titulo de anticorpos especificos
(Barriga et al., 1991; Rechav et al., 1992;
Galbe e Oliver, 1992; Szabd, 2003),
indicando a importancia de outros
mecanismos de imunidade em adicdo a
resposta humoral.

Mastocitos, eosinofilos e basofilos tém sido
observados em exames histoldgicos,
circundando o hispostémio de carrapatos
nos sitios de fixacdo de hospedeiros
resistentes (Latif et al., 1990; Latif et al.,
1991; Craig et al.,, 1996). Nos bovinos,
enzimas liberadas a partir da degranulacéo
dos eosindfilos, participam da formacéo de
vesiculas epidérmicas que séo
freqientemente envolvidas na rejeicdo dos
parasitos pelos hospedeiros resistentes.
Contudo, camundongos falham em adquirir
resisténcia contra ninfas deodes ricinus
apesar da presenca de basodfilos, mastécitos
degranulados e eosindfilo nos sitios de
fixacdo desses parasitos (McSwain et al.,
1982). O tipo celular que predomina na
resposta imune celular contra ixodideos,
parece variar em funcdo da espécie de
parasitos e hospedeiros envolvidos (Brown,
1988).

Uma vez que a imunidade protetora dos
animais contra infestacdo por carrapatos
constitui-se de mecanismos efetores da
resposta humoral e mediada por células
(Rechav et al., 1992), um imundgeno

eficiente deve estimular ambos os tipos de
resposta, interferindo com o0s eventos
relacionados a alimentacdo dos carrapatos
bem como com a transmisséo de patdgenos
(Mullenga et al., 2000). Desta forma, a

utilizacdo de extratos salivares de

carrapatos para producdo de vacinas
representa uma alternativa de controle
imunologico promissora. Tais extratos além

de impedirem a fixacdo dos ixodideos séo
igualmente  eficientes em coibir a

transmissdo de patdbgenos por esses
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parasitos (Sahibi et al., 1997). Imunizacéo
com extrato de glandula salivar pode
induzir resisténcia aos ixodideos que se
assemelha a protecdo imune alcancada apos
sucessivas infesta¢cbes (Jittapalapong et al.,
2000).

Amblyomma cajennenseé um parasito

importante no Brasil devido a sua elevada
prevaléncia, vasta area de distribuicdo e,
aos prejuizos por ele causados, tanto na
saude publica como na saude animal.
Apesar disso, o controle deste parasito &
feito na maioria das vezes de forma
empirica, baseado na aplicacdo de produtos

guimicos nos animais parasitados.
Considerando as atuais restricbes e
dificuldades em se utlizar métodos

guimicos no combate de ectoparasitas
(Lobato, 2004), o controle imunolégico
através do emprego de vacinas apresenta-se
como uma alternativa promissora. Para
tanto, faz-se necessario o conhecimento dos
principais aspectos envolvidos na resposta
imunoldgica, responsavel pela resisténcia
dos hospedeiros a esta espécie de ixodideo.

Este experimento foi realizado com os
objetivos de: (l) avaliar as respostas
humoral e inflamatéria deOryctolagus
cuniculus imunizados com Extrato de
Glandula Salivar (EGS) d&. cajennense

a conseqléncia destas respostas no
desenvolvimento de resisténcia imune
contra essa espécie de ixodideo; (Il) avaliar
as respostas humoral e inflamatéria de
Oryctolagus  cuniculus submetidos a
repetidas infestacBes por adultos Ae
cajennense e a consequéncia destas
respostas no desenvolvimento de resisténcia
imune contra essa espécie de ixodideo; (llI)
correlacionar o grau de resposta humoral e
inflamadria dos coelhos imunizados e
infestados com o nivel de resisténcia desses
animais.

2  MATERIAL E METODOS:

2.1 LOCAL DE REALIZACAO DO
EXPERIMENTO:

O experimento foi realizado no periodo de
Marco de 2004 a Julho de 2005, na Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais e no Laboratorio de
Imunologia da Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED). Foram utilizadas as instalagbes
do Hospital Veterinario e do Laboratério de
Histopatologia do Despartamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria e o Infectério
e o laboratério de Endo-ectoparasitoses do
Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva.

Antes da realizagdo do experimento o
projeto piloto (protocolo n° 045/04) foi
submetido ao Comité de Etica em
Experimentacdo animal, tendo sido
aprovada e autorizada a sua realizacao.

2.2 ANIMAIS
EXPERIMENTQO

UTILIZADOS NO

Foram utilizados 18 coelho®©fyctolagus
cuniculug fémeas da raca Nova Zelandia
com aproximadamente 2,0 Kg de peso e
gue nunca tiveram contato prévio com
carrapatos. Esses animais eram
provenientes de uma criacdo comercial
localizada na Fazenda Experimental
Professor Hélio Barbosa no municipio de
Igarapé, Minas Gerais.

Os coelhos foram mantidos em gaiolas
individuais recebendo agua e racgao
comercial a vontade. Essas gaiolas foram
suspensas a um metro de altura para
impedir o contato dos animais com o0s
dejetos e permitir a limpeza diaria do local.

2.3 OBTENCAO DOS CARRAPATOS:

Durante os meses de marco a outubro de
2004, 18 equinos naturalmente infestados
foram raspados na cabeca, cernelha e tdbua
do pescoco em intervalos quinzenais,
utilizando-se raspadeira manual conforme
técnica descrita por Oliveira (1998). Os
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exemplares ingurgitados gue se

desprenderam do corpo dos animais, foram
coletados, colocados em placas de Petri e
acondicionados em estufa bioclimatizada
(27° C e 80% UR), sendo observados

diariamente até completada a ecdise.

Foram utilizados no presente experimento
apenas adultos d&. cajennenseom idade
média de 30 dias. Algumas fémeas foram
alimentadas em coelhos por cinco dias,
quando entdo foram removidas do corpo
desses animais para a extracdo das
glandulas salivares.

24 PREPARACAO DO EXTRATO DE
GLANDULA SALIVAR (EGS):

Para a produgcdo do extrato de glandula
salivar foi utilizado um total de 1000
fémeas pré-alimentadas. O periodo de
alimentacdo de cinco dias foi determinado
levando em consideracdo que as glandulas
salivares dos ixodideos aumentam o seu
tamanho e contetdo protéico a medida que
esses parasitos se alimentam e ao final do
periodo de parasitismo, tais glandulas
comecam a se degenerar (McSwain et al.,
1982).

Utilizou-se a metodologia descrita por
Brown et al. (1984)para a obtencédo das
glandulas salivares dos ixodideos. As
fémeas déA. cajennenssemi-ingurgitadas
foram acomodadas em uma placa de Petri e
dissecadas sob microscépio estereoscépio.
A superficie dorsal dos ixodideos foi
removida do corpo através do corte da
superficie lateral com bisturi nimero 11. Os
orgdos expostos foram imersos em PBS
(0,7 mM NHPO,, 4 MM K;HPQO,, 0,15 M
NaCl) para facilitar a observacdo e evitar
dessecacdo do material coletado. Foram
utilizadas glandulas salivares de 980 fémeas
semi-ingurgitadas que ap0s a remocao
completa foram acondicionadas em PBS
(pH 7,4) e estocadas a -4°C.

Para a producdo do extrato, as glandulas
coletadas foram homogeneizadas e
sonicadas a 40MHz por seis ciclos de 10
segundos com intervalo de um minuto em
gelo, conforme modificacdo da técnica
descrita por Jittapalapong et al. (2000). O
material obtido foi centrifugado a 15.000
rom durante 15 minutos, sendo O
sobrenadante coletado e estocado a -4°C. A
dosagem protéica do extrato de glandula
salivar produzido foi feita de acordo com
método descrito por Lowry et al. (1951)

2.5 DELINEAMENTO:

Os 18 coelhos foram divididos em trés
grupos homogéneos composto por seis
animais que foram denominados Grupo
Extrato de Glandula Salivar (EGS), Grupo
Infestacdo Artificial (GIA) e Grupo
Controle (GC).

O grupo GGS foi composto por animais
imunizados com o0 extrato obtido das
glandulas salivares (EGS) de cajennense

e desafiados ap6s 15 dias por uma
infestacdo artificial com adultos desta
espécie de ixodideo. Os animais do grupo
GIA n&o receberam nenhuma imunizagéo
prévia, contudo, foram submetidos a trés
infestacbes consecutivas por adultosAde
cajennense  durante 0 periodo
experimental. Nos coelhos do grupo GC
nenhum procedimento experimental foi
realizado inicialmente, contudo, esses
animais foram submetidos a uma infestacdo
concomitante ao  primeiro  desafio
parasitario do grupo GGS e a terceira
infestacdo do grupo GIA.

Foram procedidas coletas de sangue em
intervalos semanais que se iniciou no dia
anterior a primeira imunizacdo (GGS) ou
infestacdo (GIA) dos animais. No dltimo
dia do experimento, todos os animais foram
sacrificados e fragmentos de pele nos sitios
de fixacdo dos ixodideos foram coletados e
encaminhados para exame histopatolégico
(figura 1).
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Figura 1-Esquema de infestacdo, imunizacdo e cdietaaterial dos animais pertencentes aos

grupos GIA, GC e GGS.
2.5.1Imunizacao dos animais

Os animais pertencentes ao grupo GGS
receberam no dia zero a partir do inicio do
experimento, 280y de EGS diluido em
PBS e emulsionado em adjuvante
incompleto de Freund, perfazendo um
volume final de 0,2 mL de in6culo por
animal. O imundgeno foi aplicado no flanco
direito do corpo do animal e no dia 14, uma
nova aplicagéo foi realizada utilizando-se a
mesma dose de antigeno e mesma
metodologia de imunizacdo (Brown et al.,
1984 e Sahibi et. Al, 1997).

No momento da primeira imunizacdo e
reforco, os coelhos pertencentes aos grupos
GIA e GC receberam uma dose de 0,2 mL
de PBS correspondente ao volume de
imunogeno aplicado nos coelhos do grupo
GGS.

2.5.2Infestacao artificial dos animais:

Nos animais pertencentes ao grupo GIA
foram realizadas trés infestacoes
consecutivas em intervalos quinzenais, nos
dias 0, 14 e 28 a partir do inicio do
experimento.

Os animais tiveram a regido lombo-sacra
tricotomizada e uma camara de alimentacao

de formato retangular (7 x 8 cm) foi fixada

a pele do local segundo Pinter et al. (2002)
modificada, utilizando-se adesivo colante

da marca Brascoplast (Castagnolli et al.,
2003). Um total de dez fémeas e sete
machos foi inoculado por animal em cada
infestacdo, no interior da camara de
alimentacdo. Para coibir a retirada da
camara pelos animais foi utilizado um colar
de plastico rigido, com a circunferéncia

interna ajustavel a largura do pescoco dos
coelhos e com circunferéncia externa de
aproximadamente o dobro da interna,
seguindo metodologia descrita por Labruna
e Leite (1997).

A partir de duas semanas apo0s a segunda
imunizacdo (28° dia), os coelhos
pertencentes aos grupos experimentais GGS
e GC foram infestados com adultos virgens
e ndo alimentados deA. cajenense
utilizando-se a mesma metodologia
empregada no grupo GIA. Desta forma, as
trés infestacdes dos coelhos do grupo GIA
coincidiram, respectivamente, com a
imunizacdo, o booster e a primeira
infestacdo dos animais pertencentes aos
grupos GGS e GC. A tabela 1 demostra os
esquemas de infestacdo e imunizacdo dos
diferentes grupos experimentais.
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Tabela 1. Esquema de inoculacdo e infestacdo dosamnpertencentes ao Grupo Glandula Salivar
(GGS), Grupo Infestacdo Artificial (GIA) e Grupo @mle (GC).

GRUPO DIA O DIA 14 DIA 28

GGS F Imunizagéo Booster #Infestagéo
GIA 1% Infestacéo 2Infestacéo BInfestagéo
GC | e e T Infestacdo

Apbés a inoculacdo nos hospedeiros, o0s
carrapatos foram examinados diariamente
por inspec¢édo visual do interior das camaras
de alimentacdo. Durante o periodo de
parasitismo foi registrado o periodo de
alimentacgdo dos ixodideos que se fixaram e
0 numero de fémeas que se ingurgitaram
em cada animal, conforme Sahibi et al.
(1997). Apb6s 3 dias da infestacdo, os
carrapatos que nao se fixaram foram
retirados das camaras de alimentacdo e
considerados como rejeitados  pelo
hospedeiro. As fémeas ingurgitadas que se
desprenderam foram encaminhadas ao
laboratério onde foram pesadas

individualmente, colocadas em placas de
Petri e acondicionadas em estufa
bioclimatizada do tipo B.O.D. a 27°C e

umidade relativa superior a 80%.

Durante o periodo de postura e
eclodibilidade dos ovos, as teledginas
recuperadas foram avaliadas diariamente e
as massas de ovos produzidas foram
individualmente pesadas, colocadas em
seringas plasticas esterilizadas e
acondicionadas na mesma estufa B.O.D. Os
seguintes parametros parasitarios foram
avaliados: periodo de parasitismo, peso
corporal e o indice de eficiéncia na
alimentacdo (IEAL), que ¢é calculado
dividindo-se o peso total apés o
ingurgitamento pelo periodo total de
parasitismo (Barriga et al., 1991). Esse
indice permite a comparacdo entre
infestacdes de qudao eficiente o parasito foi
em obter o alimento.

Entre os  parametros  reprodutivos
registrados, incluem-se o0 peso da massa de
ovos e eclodibilidade das larvas. Além

desses, o indice de eficiéncia na producéo
de ovos (IEPO)e o indice de eficiéncia na
producdo de larvas (IEPL) foram
calculados de acordo com a metodologia
descrita por Bechara et al. (1994).

2.5.3Coleta de soro:

Para o acompanhamento da cinética da
resposta humoral contra o EGS, amostras
de sangue foram coletadas dos coelhos
pertencentes a todos os grupos, mediante a
puncdo venosa do pavilhdo auditivo. As
coletas foram feitas nos dias -1, 7, 14, 21,
28, 35, 42 e 46. ApOs a coagulacdo do
sangue coletado, o soro foi separado e
estocado a -70°C até sua utilizacao.
2.5.4Coleta de
Histopatologia:

Material para

No 46° dia de experimento todos os animais
foram sacrificados por concusséo cerebral e
foram coletados fragmentos de pele dos
sitios de fixacdo dos carrapatos. Retiraram-
se em média dois fragmentos por animal,
priorizando as é&reas de maior leséo
aparente. O material coletado de cada
coelho foi individualmente acondicionado
em frasco contendo solucao de formaldeido
a 10% e enviado ao laboratorio de Patologia
Veterinaria (DCCV — EV/UFMG) para a
confecgdo das laminas.

% IEPO = peso postura / peso corporal da fémeagitgda
x 100

“lEPL = peso postura / peso corporal da fémea iriiguta x
eclodibilidade larvas
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2.6 ENSAIO IMUNOENZIMATICO
INDIRETO (ELISA):

Empregou-se como antigeno o extrato
derivado da glandula salivar (EGS) que foi
utilizado na imunizagdo dos coelhos do
grupo GGS. Os soros coletados de todos os
animais dos grupos GGS, GIA e GC foram
avaliados para a deteccdo de anticorpo
especifico anti-EGS.

Microplacas de poliestireno (Maxisoth
Nunc, Danmark) foram sensibilizadas com
10QuL/poco de EGS na concentracdo de
Ingpl, diluido em tampdao
carbonato/bicarbonato  (Sigma, USA)
0,05M pH 9,6 e incubadas durante a noite a
4°C. Em seguida, as placas foram lavadas
por duas vezes com solugdo de lavagem
(Salina + 0,05% de Tween 20) e foram
bloqueadas por adicdo de L0®ell de
solugéo de bloqueio — 0,01M PBS pH 7,4 +
3% de Soro-Albumina Bovina (BSA) a
37°C por uma hora. As placas foram
novamente lavadas como previamente
descrito.

Os soros testados foram diluidos em PBST
0,05% (1:64.000)0 e em seguida
adicionados a microplaca (3@0pocol)
gue foi novamente incubada a 37°C por
uma hora. As placas foram lavadas como
previamente descrito por seis vezes e
10QuL/po¢co do conjugado (IgG Anti-
coelho conjugada com peroxidase, Sigma,
USA) diluido a 1:40.000 em tampéo de
incubacao (0.1M PBS + 0,1% de Tween
20). Incubacéo a 37° por uma hora.

Apbés a lavagem da plasca por seis vezes
conforme descrito anteriormente,
adicionou-se 1Q@L/poco do substrato
dicloridrato de ortofenilenodiamina (OPD
— Sigma, USA) em tampéo citrato (0,15M
pH 5,0) e peréxido de hidrogénio. As
microplacas foram novamente incubadas a
37° por uma hora. A reacgdo foi
interrompida pela adigdo de j#fpoco da
solucdo de 0,37 mM de &cido sulfarico

(Vetec, Brasil) com realizacdo imediata da
leitura de absorbancia em comprimento de
onda de 492nm em um leitor de ELISA (

Labsystems, Multiskan, Unisciense,

Brasil).

2.7 ANALISE ESTATISTICA:

Em todos os testes realizados empregou-se
um nivel de significancia de p<0,05. As
taxas de recuperacdo de cada infestacdo
dentro de cada grupo foram comparadas
pelo teste estatistico do qui-quadrado,
utilizando-se um nivel de significancia de
95%. Os demais parametros parasitarios
foram submetidos & analise de variancia e
as médias entre infestacdes dentro do grupo
GIA, GGS e GC foram confrontadas
utilizando-se o teste T de Student.

Realizou-se andlise de correlacdo entre os
valores médios de absorbancia de IgG anti-
EGS e a taxa média de recuperacdo de
carrapatos nos animais dos diferentes
grupos.

A analise estatistica do grau de lesdo das
amostras enviadas para analise
histopatologica foi realizada através do
teste estatistico ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. As ordenacdes médias
obtidas nos diferentes grupos foram
comparadas através do teste T de Student.
Realizou-se analise de correlacdo entre os o
grau de lesdo no exame histopatolégico e a
taxa média de recuperagdo de carrapatos
nos animais dos diferentes grupos.

3 RESULTADOS:

3.1 DESEMPENHO DAS FEMEAS DE
A. cajennense RECUPERADAS NAS
SUCESSIVAS INFESTACOES DO
GRUPO GIA:

Conforme demonstrado nas tabelas 2 e 3 e
nas figuras 2 e 3, nos carrapatos
alimentados no grupo GIA, tanto os

pardmetros parasitarios como reprodutivos
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foram significativamente alterados a partir
da segunda infestacao.

A taxa de recuperacdo por infestacdo caiu
significativamente de 38,33% na primeira
infestacéo para 21,6%%= 3,97; p< 0,05) e
15,00% k= 8,35; p< 0,05) na segunda e
terceira infestacéo, respectivamente.

Em relacdo aos parametros parasitarios,

todas as varidveis avaliadas foram
significativamente diferentes entre a
primeira infestacdo em relacdo as

subseqlientes (p<0,05), com exce¢do do
periodo de parasitismo que se manteve
inalterado. Contudo, nenhuma diferenca
significativa foi observada entre a segunda
e terceira infestacdo, para 0s parametros
reportados. O peso médio corporal das
teledginas ingurgitadas reduziu em 26,78 e
28,82%, respectivamente, na segunda e
terceira infestagdo. O IEAL também
apresentou um decréscimo significativo na
segunda infestacdo e se manteve estavel na
infestacdo subsequente.

Os parametros reprodutivos foram menos
influenciados pelas sucessivas infestagoes.
Com exce¢do do peso médio de postura,
todas as variaveis observadas foram
significativamente reduzidas na segunda
infestacao, contudo, na infestacdo
subsequente, apresentaram valores
semelhantes aos observados na primo-
infestacao.

3.2 DESEMPENHO DAS FEMEAS DE
A. cajennense RECUPERADAS DOS
COELHOS IMUNIZADOS COM EGS:

Os parametros parasitarios e reprodutivos
das teledginas provenientes dos animais dos
grupos GGS e GC, bem como daquelas
recuperadas na terceira infestacdo do grupo
GIA, estdao demonstrados na tabela 3 e nas
figuras 4 e 5.

Com excecdo do periodo de parasitismo
gue foi semelhante, todas as variaveis

parasitarias  foram  significativamente
menores nos carrapatos oriundos dos
coelhos que foram submetidos a trés
infestacdes consecutivas (Grupo GIA).

A imunizacdo com glandula salivar nédo
afetou nenhum dos parametros parasitarios
avaliados. Nenhuma diferenca estatistica
significativa (p< 0,05) foi observada entre
a taxa de recuperacgédo, o periodo médio de
parasitismo, o peso médio corporal e o
indice meédio de eficiéncia alimentar
(IEAL) dos exemplares obtidos dos coelhos

imunizados em relacdo aqueles
provenientes dos animais do grupo
controle.

Contudo, observou-se um decréscimo

significativo na eficiéncia reprodutiva dos
carrapatos oriundos dos coelhos imunizados
com o EGS. O peso médio da postura e
eclodibilidade meédia das larvas desses
ixodideos foram significativamente
semelhantes aos observados nos exemplares
provenientes da terceira infestacdo do grupo
GIA e inferiores aos reportados para os
carrapatos alimentados nos coelhos
primoinfestados (GC).

Os indices reprodutivos médios, IEPO e
IEPL, foram os mais afetados pela
imunizacdo dos animais no grupo GGS.
Tais indices foram significativamente
inferiores (IEPO, p<0,05 e IEPL, p<0,10)
aos observados nos carrapatos provenientes
do grupo controle e semelhantes aos
reportados para as teledginas alimentadas
nos animais resistentes (Grupo GIA).

3.3 ANALISE SOROLOGICA:

A cinética da producdo de anticorpos nos
animais pertencentes aos grupos GIA, GC e
GGS esta demonstrada nas figuras 5, 6, 7 e
8. Antes do inicio do experimento todos o0s
animais avaliados, apresentavam baixos
niveis de anticorpos anti-EGS da.
cajennense
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Nos coelhos do grupo GIA os valores de
absorbancia de IgG anti-EGS aumentaram a
partir da segunda infestacdo (dia 14) e
apresentaram uma ligeira queda ap6s a
terceira infestacdo (dia 28). Os valores
maximos foram alcancados no dia 42. A
partir de entdo, comecaram a decair ou se
mantiveram estaveis, com exce¢do do
animal 1E no qual o pico de produgéo
anticorpos anti-EGS ocorreu no 46° dia de
observacdo. Nao foi observada nenhuma
correlacdo entre 0 nudmero total de
carrapatos recuperados nos animais por
infestacdo e a producéo de imunoglobulinas
anti-EGS (r = 0,140).

Os animais do grupo GC apresentaram
baixos valores de absorbéncias de IgG anti-
EGS durante quase todo o experimento,
aumentando discretamente a partir de uma
semana apos o desafio parasitario (dia 35).
Os coelhos 2A e 2D foram os que
apresentaram maior producdo de anticorpos
gque se manteve em ascensao até o dia 46. A
producéo de anticorpos anti-EGS no animal
2E, oscilou durante do o periodo
experimental. Observou-se a ocorréncia de
variacfes individuais na resposta humoral
dos coelhos avaliados, que ndo se
correlacionou com ou nivel de infestacéo
desses animais (r = -0,585).

Os valores de absorbancia de IgG anti-EGS
nos animais imunizados foram os mais altos
entre os trés grupo experimentais. A partir
do 7° dia de experimento o nivel de
anticorpo no soro desses animais aumentou
consideravelmente até o momento do
desafio parasitario (28° dia), seguindo de
uma discreta queda e retornando a
tendéncia crescente a partir do 35° dia. A
dindmica da resposta variou entre o0s
diferentes individuos e ndo foi observada
nenhuma correlacéo entre 0 numero total de
carrapatos recuperados e nivel de anticorpo
anti-EGS.

3.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA:

Os resultados obtidos nos exames
histopatol6gico sdo mostrados nas tabelas
4,5e6.

De maneira geral a leséo se caracterizou por
um infiltrado inflamatério no sitio de
fixacdo dos ixodideos na pele dos animais
gue variou em intensidade nos diferentes
grupos e algumas vezes, entre os individuos
do mesmo grupo experimental. Em todos os
coelhos analisados a lesé@o inflamatéria se
estendeu para a derme adjacente e
verificou-se sistematicamente a ocorréncia
de ulceracdo na epiderme que coincidiu
com o local de insercdo do aparelho bucal
dos ixodideos. As células predominantes
nas lesbes foram eosindfilos, neutréfilos e
mononucleares. Observou-se uma marcada
presenca de macréfagos epitelidides que
normalmente circundavam areas de necrose
celular, lesdo caracteristica de inflamacéao
granulomatosa. Com excec¢éo do animal 1C
do grupo GIA e dos animais 2C, 2D e 2E
do grupo GC, todos os demais coelhos
apresentavam areas de necrose celular na
epiderme e derme subjacentes ao infiltrado
inflamatério. Em alguns individuos,
observou-se miosite caracterizada pelo
acumulo de eosinodfilos na camada muscular
abaixo da leséo.

Uma caracteristica comum a todos o0s
fragmentos analisados foi a presenca de
areas de fibroplasia, devido a proliferacédo
de tecido conjuntivo fibroso, confirmando a

cronicidade do processo inflamatorio.

As lesdes observadas nos coelhos dos
grupos GIA e GGS foram mais

pronunciadas do que as reportadas nos
individuos pertencentes ao grupo controle
(GC). Desta forma, observou-se uma
diferenca estatisticamente  significativa
entre 0 grau de lesdo inflamatéria nos
fragmentos de pele obtidos dos individuos
pertencentes aos grupos GIA e GGS, em
relacdo aos provenientes dos coelhos do
grupo GC (p<0,05). Todavia nenhuma
diferenca significativa foi reportada entre as
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lesbes observadas dos coelhos dos grupos
GIA e GGS. A taxa de recuperacdo média
ndo se correlacionou com o grau de lesdo
na pele em nenhum dos grupos
experimentais avaliados (GIA, r= 0,4907,;
CG, r=0,7348 e GGS, r=-0,6696).

4 DISCUSSAO:

4.1 DESEMPENHO DAS FEMEAS DE
A. cajennense RECUPERADAS NAS

SUCESSIVAS INFESTACOES DO
GRUPO GIA:
Animais de laboratério tém sido

rotineiramente utilizados para avaliar o
desenvolvimento de resisténcia adquirida
contra carrapatos e a eficacia de
imundgenos empregados no controle desses
parasitos (Trager, 1939; Brown et al., 1984;
Rechav et al., 1992; Bechara; 1994; Whelen
e Wikel, 1993; Sanders, 1998; Szabd et al.,
2003). A relacdo parasito-hospedeiro de
cobaias e outros animais de laboratorio
infestados com os carrapatos caracteriza-se
normalmente pela ocorréncia de uma
resposta imune mais intensa do que a
observada nos hospedeiros naturais
(Ribeiro, 1989). Contudo, os resultados
obtidos no laboratério podem ser utilizados
para o conhecimento dos mecanismos de
resposta imune dos hospedeiros naturais e

para o desenvolvimento de estratégias de
controle imunoldégico nesses animais
(Wikel, 1996).

A maioria dos trabalhos aponta que os
parametros parasitdrios sdo 0s mais
afetados em ixodideos que se alimentam em
animais resistentes, incluindo a taxa de
recuperacdo, peso corporal apoés o
ingurgitamento e periodo de parasitismo
(Rechav et al., 1992; Bechara et al., 1992;
Craig et al., 1996). Jittapalapong et al.
(2000) verificaram que fémeas ingurgitadas
de R. sanguineusrecuperadas de céaes
sucessivamente infestados, apresentaram
uma queda significativa de todos os
parametros parasitarios, contudo nenhum

efeito foi verificado sobre a performance
reprodutiva dos parasitos. Entretanto,
coelhos parasitados poA. americanum
apresentaram um alto grau de imunidade as
infestacOes subseqiientes que resultou em
um decréscimo significativo no
desempenho parasitario e reprodutivo dos
carrapatos. (Brown, 1988). Desta forma, a
maneira pela qual a resposta imune do
animal parasitado afeta os ixodideos ir4
depender da espécie de parasito, da espécie
de hospedeiro e do grau de associagao entre
elas.

No presente experimento, a infestacdo
artificial dos coelhos do grupo GIA afetou,

a partir da segunda infestacdo, os
parametros parasitarios e reprodutivos dos
ixodideos recuperados nesses animais.
Segundo Craig et al. (1996), queda na taxa
de recuperacdo de carrapatos alimentados
em hospedeiros resistentes pode ser devido
a resposta imune inflamatéria no local de
parasitismo ou ao aumento do
comportamento de auto-limpeza, em
conseqliéncia dessa resposta. Ambos o0s
mecanismos coibem a alimentacdo dos
parasitos e previnem o completo
ingurgitamento. Supondo que as condi¢bes
de infestacdo dos coelhos do grupo GIA no
presente experimento, limitavam o0s seus
acessos a camara de alimentagdo dos
parasitos, é provavel que o principal
mecanismo responsavel pelo decréscimo da
taxa média de recuperacdo e dos demais
parametros parasitarios dos carrapatos
tenha sido a resposta imune local.

Além disso, os dados deste trabalho
demonstram que a partir da segunda
infestacado, a resisténcia imune dos animais
infestados afetou de alguma forma a
viabilidades dos ovos produzidos pelos
carrapatos recuperados, fato comprovado
pela queda significativa da taxa média de

eclodibilidade das larvas. Durante a
infestacao natural ou artificial,
componentes séricos do hospedeiro

incluindo as imunoglobulinas e proteinas
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do sistema de complemento, podem
atravessar a parede intestinal dos carrapatos
em direcdo a hemolinfa e se ligarem aos
tecidos internos dos parasitos,
comprometendo sua funcdo (Ackerman et
al., 1981, Whelen e Wikel, 1993, Vaughan
et al., 2002). Desta forma sugere-se que 0s
mecanismos de defesa dos hospedeiros
incriminados pela rejeicdo dos ixodideos,
podem ser igualmente responsaveis por
eventos internos que comprometem o
desempenho reprodutivo dos parasitos e a
qualidade dos ovos produzidos por esses.

Neste trabalho observou-se que na terceira
infestacdo, os parametros afetados pela
resposta imune do hospedeiro, voltaram a
apresentar tendéncia crescente ou de se
manterem estéveis. Esse fenbmeno pode ser
explicado pela habilidade dos carrapatos de
manipularem o sistema imune dos
hospedeiros (Wikel, 1996). A literatura
comprova que enquanto se alimentam, os
carrapatos produzem em sua saliva algumas
substadncias que modulam a resisténcia
imune dos animais parasitados (Mulenga et
al., 2002, Valenzuela, 2004). Esse
fenbmeno é mais evidente nos hospedeiros
naturais, sendo um dos elementos
responsaveis pela adaptacdo na relacdo
parasito/hospedeiro (Barriga et al., 1991;
Rechav et al., 1992; Brossar e Wikel,
2004). Além disso, essa modulagdo também
afeta a capacidade dos hospedeiros
reagirem contra os patdgenos transmitidos
pelos carrapatos. Esse fato deve ser
considerado quando  discutimos a
importdncia do A. cajennense ha
epidemiologia da Febre Maculosa, como
elo de ligacdo entre 0s reservatorios
silvestres e o0s animais domésticos e o
homem. E possivel que o desenvolvimento
de uma vacina baseada nessas moléculas
imuno-moduladoras que estdo presentes nas
salivas dos carrapatos, represente uma das
alternativas mais promissoras de controle
imunolégico desses parasitos e dos
microorganismos dos quais eles séo
vetores.

4.2 DESEMPENHO DAS FEMEAS DE
A. cajennense RECUPERADAS DOS
COELHOS IMUNIZADOS COM EGS:

De acordo com Sahibi et al. (1997), a

utilizacdo de extratos salivares de

carrapatos para producdo de vacinas
representa uma alternativa de controle

imunologico promissora. Tais extratos além

de impedirem a fixacdo dos ixodideos e

reduzirem o dano direto causado na pele do
hospedeiro, sdo igualmente eficientes em
coibir a transmisséo de patdgenos por esses
parasitos (Mulenga et al, 2000).

A maneira pela qual a resposta humoral
produzida contra EGS dos ixodideos,
compromete a alimentacdo desses parasitos
ja estq bem definida. Durante a infestacdo
de animais, sensiveis ou ndo, previamente
expostos aos ixodideos, ocorre uma rapida
infiltracdo de neutréfilos na pele do
hopedeiro, aumentando gradativamente a
presenca de eosindfilos, baséfilos e
mastécitos  (Andreotti et al.,, 2002).
Simultaneamente, anticorpos especificos
anti-EGS, incluindo os da classe IgE e IgG,
irdo se ligar aos antigenos salivares no sitio
de alimentacdo. As imunoglobulinas
complexadas aos antigenos unem-se aos
receptores Fc de mastdcitos e basdfilos
presentes na pele e promovem a
degranulagédo dessas células, resultando na
a liberacdo de moléculas bioativas, entre
elas a histamina, a serotonina e o0s
derivados do &cido aracddnico (Wikel,
1996; Andreotti, 2002; Brossard e Wikel,
2004). A histamina e serotonina s&o
mediadores da resposta alérgica e
inflamatéria, responsaveis pelo aumento da
permeabilidade vascular e formacdo de
edema local (Mulenga, 2002). Essas
manifestacdes alérgicas e inflamatérias que
sdo produzidas na pele do hospedeiro
comprometem a fixacdo, a ingestdo de
sangue e a salivacdo dos carrapatos (Wikel,
1996).
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Entretanto, no presente experimento, a
resposta imune produzida pela imunizacdo
dos animais com EGS, ndo afetou a
alimentacdo dos ixodideos recuperados,
apesar de ter reduzido significativamente
alguns dos parametros reprodutivos
avaliados (IEPO e IEPL). Esses achados
sugerem a ocorréncia de algum tipo de
lesdo interna nos carrapatos alimentados
nos animais imunizados e que pode ter
comprometido as funcbes reprodutivas e
fisiolégicas normais desses parasitos. Uma
vez que o epitélio intestinal dos carrapatos é
permeavel as imunoglobulinas presentes no
soro dos hospedeiros (Vaz Jr et al., 1998;
Vaughan et al., 2002), os anticorpos anti-
EGS presentes na hemocele dos ixodideos,
podem ter se ligado aos antigenos presentes
nos orgaos internos dos parasitos (Wang e
Nuttall, 1994; Jittapalapong, 2000). Além
disso, alguns determinantes antigénicos
podem ser compartilhados entre diferentes
tecidos e espécies de carrapatos (Wikel,
1996). VanVuuren et al. (1992) verificaram
que anticorpos produzidos contra um
antigeno de 70 kDa detectado na glandula
salivar deHyalomma truncatunreagiram
contra epitopos do trato digestivo de
adultos deA. variegatum Desta forma, €
possivel que no presente experimento 0s
anticorpos produzidos pelos coelhos contra
0 EGS, possam ter atravessado o epitélio
intestinal dos carrapatos e se ligado em
epitopos semelhantes localizados nos 6rgao
reprodutivos desses parasitos. Tal fato pode
explicar porque a imunizacdo com EGS
reduziu significativamente os indices
médios de producdo de ovos (IEPO) e
larvas (IEPL) nos carrapatos provenientes
dos animais vacinados (Grupo GGS).
Contudo, seriam necessarios mais estudos e
0 emprego de técnicas mais avancadas de
imunoistoquimica, utilizando anticorpos
marcados, para se comprovar essa teoria.

Apesar da imunizac&o dos coelhos do grupo
GGS ter produzido efeito deletério sobre
alguns  parametros reprodutivos dos
ixodideos recuperados, indiscutivelmente a

imunidade adquirida pelos animais
submetidos as sucessivas infestacdes (grupo
GIA) foi mais evidente. Resultados
semelhantes foram observados por Bechara
et al. (1994) na producdo de um EGS para
imunizacdo de cobaias contraR.
sanguineus. Segundo esses autores,
resisténcia adquirida em roedores pela
vacinagdo contra carrapatos, parece ser
menos eficiente do que aquela que se
manifesta apds a infestacdo natural por esse
parasito. E provavel que a forma pela qual
0s antigenos sejam apresentados ao sistema
imune dos animais durante a infestacdo
natural, independente da espécie de
hospedeiro envolvida, € que ird determinar
essa diferenca na resposta. Carrapatos da
familia Ixodidae permanecem fixados por
um longo periodo de tempo na pele dos
hospedeiros, durante o qual inoculam uma
gama de substancias potencialmente
antigénicas no sitio de alimentagdo. A
guantidade e qualidade das substancias
inoculadas variam consideravelmente no
decorrer do periodo parasitario, sendo
significativamente maior nos momentos
gue antecedem o ingurgitamento total
(Wikel, 1996; Brossar e Wikel, 2004).
Desta maneira, os hospedeiros infestados
entram em contato com todos os potenciais
antigenos que séo produzidos e inoculados
diariamente pelos carrapatos, enquanto que
na imunizacdo artificial, apenas as
moléculas contidas nas glandulas salivares
dos parasitos no momento de sua coleta é
gue serdo processadas pelo sistema imune
dos hospedeiros.  Possivelmente o
processamento laboratorial das glandulas
salivares durante a producdo do EGS
utilizado no presente experimento, pode ter
produzido algum efeito deletério nesse
material, comprometendo a sua eficacia.

Considerando os resultados obtidos pela
imunizacdo dos animais do grupo GGS,
proximo passo a ser seguido é a
identificacdo dos antigenos presentes no
EGS e que foram responsaveis pela
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diminuicdo dos indices reprodutivos dos
ixodideos recuperados.

4.3 ANALISE SOROLOGICA:

Os resultados obtidos no ELISA

demonstraram que o soro coletado dos
animais de todos 0s grupos experimentais
(GIA, GC e GGS) antes da imunizacdo ou
da infestacdo parasitaria, ja continha
anticorpos que reagiram com o EGS.

Labarthe (1985) verificou que o soro de

bovinos imunizados com saliva de

Boophilus microplus apresentava reacao

cruzada contra antigenos derivados de
Stomoxys calcitransE possivel que esses

artrépodes possam produzir secrecbes
salivares com determinantes antigénicos
comuns. Anticorpos produzidos contra

acaros também podem reagir

inespecificamente com antigenos derivados
de carrapatos (denHollander e Allen, 1985;
citado por Craig et al., 1996). As condicbes
de manutencdo dos animais dos grupos
GIA, GC e GGS durante o periodo

experimental, dificultavam o acesso de

carrapatos e outros artropodes hematofagos
as gaiolas em que eles estavam sendo
criados. Considerando os habitos insidiosos
desses parasitos é impossivel garantir que
ndo houve contato entre eles e os coelhos
no decorrer do experimento. Além disso,

esses coelhos eram oriundos de um
criatorio  comercial, onde devemos

considerar a presenca dipteros
hemato6fagos e 4caros.

de

Evidéncias do envolvimento da resposta
humoral na aquisicdo de resisténcia frente a
infestacao por ixodideos foram inicialmente
comprovadas por experimentos de
transferéncia passiva de soro hiperimune
para animais sensiveis (Trager, 1939). A
partir de entdo véarios estudos demonstraram
a producdo de anticorpos especificos por
animais infestados ou imunizados que
reagem com antigenos derivados das
glandulas salivares e tecidos internos dos
carrapatos (Labarthe, 1985; Whelen e

Wikel, 1993; Craig et al., 1996; Sanders et
al, 1998). No presente experimento

verificou-se um aumento consideravel do
titulo dos valores de absorbancia de IgG
anti-EGS nos animais imunizados (grupo
GGS). Da mesma forma, os coelhos do
grupo GIA que foram submetidos a

infestacdo  natural apresentaram um
aumento na producdo de anticorpos
especificos dentro de sete dias apds a
primeira exposi¢cdo. As quedas nos valores
de absorbédncia ao longo do periodo
experimental sugerem que o0s anticorpos
produzidos pelos hospedeiros estavam
sendo utilizados para a neutralizacdo dos
antigenos inoculados pelos carrapatos no
sitio de alimentacéo.

Estes resultados também indicam que a
resposta humoral produzida através da
imunizacdo com EGS foi mais forte que a
observada apenas pela infestacdo natural
dos animais parasitados (Grupo GIA).
Todavia, a resisténcia alcancada através do
parasitismo natural foi mais eficiente em
coibir a alimentacdo e reproducdo dos
ixodideos. Nao foi verificado nenhum tipo
de correlacdo entre grau de resisténcia e
producdo de IgG anti-EGS, nos grupos
experimentais avaliados. Alguns animais
apresentaram altos valores de absorbancia e
em contrapartida, altas taxas de parasitismo.
Resultados semelhantes foram observados
por Barriga et al. (1991); Rechav et al.
(1992); Galbe e Oliver (1992) e Szabo et al.
(2003). Esses achados reforcam o papel de
outros mecanismos de resposta imune, tais
como imunidade mediada por células e
ativacdo do sistema de complemento, que
atuam em sinergismo com a resposta
humoral para a protecdo dos hospedeiros
contra o0s carrapatos. Outra possivel
explicacdo é a ocorréncia do fenbmeno de
competicdo entre antigenos irrelevantes e
protetores, sendo que esses Ultimos
representam apenas uma pequena fragdo
das substancias produzidas pelos carrapatos
gue sdo apresentadas ao sistema imune do
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hospedeiro e induzem a uma resposta
efetiva (Barriga et al., 1991).

A resposta imune frente a imunizacdo
(grupo GGS) variou consideravelmente
entre os diferentes individuos. De acordo
com Wikel et al. (1994), a habilidade de um
animal responder a um dado imundgeno
depende de sua capacidade geneticamente
definida, de processar este material e
apresenta-lo ao linfécito T
imunocompetente no contesto do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC).
Desta forma, sdo esperadas variacdes na
habilidade de animais provenientes de
cruzamentos aleatérios e com diferentes
composi¢des genéticas, em desenvolverem
e expressarem resisténcia contra 0
parasitismo por carrapatos e outros agentes
infecciosos.

4.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA:

Exame histopatolégico do sitio de
alimentagdo dos ixodideos €é uma
ferramenta Gt para se explicar o0s

mecanismos de alimentacdo dos carrapatos,
a extensdo dos danos causados nos tecidos
dos hospedeiros e a natureza da resposta
imune. No presente experimento, nha
maioria dos fragmentos analisados
observou-se ulceracéo da epiderme no local
de insercdo do aparelho bucal dos
ixodideos. A lesdo quase sempre se
extendeu a derme adjacente. Resultados
semelhantes foram observados por Latif et
al. (1990) no sitio de fixacdo de fémeas de
A. variegatumem coelhos resistentes e
sensiveis. Ambos,A. cajennensee A.
variegatumsao ixodideos que possuem o
rostro longo e que, portanto, inserem o
gnatossoma profundamente na pele de seus
hospedeiros  alcancando &reas mais
profundas e vascularizadas.

A reacdo cutanea em bovinos e em animais
de laboratério caracteriza-se pela infiltracéo
de basofilos, eosindfilos e células

mononucleares, no sitio de fixagdo dos

ixodideos (Brossard e Wikel, 2004). O tipo
celular que predomina na resposta imune
celular contra ixodideos parece variar em
funcdo da espécie de parasitos e
hospedeiros envolvidos. A predominancia
de eosinodfilos na resposta imune celular de
coelhos contraA. americanum (Brown,
1988) sugere o papel priméario deste tipo
celular, na resisténcia desses hospedeiros
contra essa espécie de ixodideo, fato
também observado em bovinos infestados
por B. microplus(Riek, 1956). Contudo, a
resposta celular em cobaias apresentando
resisténcia contrA. americanuné do Tipo
Hipersensibilidade Basofilica Cutanea
(Brown et al., 1984), sendo sencundaria a
importancia dos eosinofilos. No presente
experimento, constatou-se entre outras
células, a presenca de eosindéfilos no sitio
de fixacdo deA. cajennensem todos 0s
coelhos que foram infestados, ressaltando a
importancia desse tipo celular nessa
resposta imune. A técnica de coloracéo

utiizada ndo permitiu a  precisa
diferenciacdo dos demais tipos celulares
presentes na lesdo sendo, portanto,
impossivel  determinar qual célula
apresentou maior prevaléncia. Além disso,
o principal objetivo da andlise
histopatolégica  neste  trabalho, foi

guantificar o grau de lesdo dos animais e
relaciond-lo ao tipo de tratamento
empregado.

No presente experimento, o grau de lesdo
cutanea dos individuos reinfestados (Grupo
GIA) e imunizados com EGS (Grupo GIA)
foi  significativamente  superior ao
observado no sitio de fixacdo dos ixodideos
nos coelhos primo-infestados (Grupo GC).
Brown (1988) também observou que o0s
sitios de fixacdo de fémeas e macho#\de
americanum na pele de coelhos pré-
infestados, apresentavam-se
significativamente mais eritrematoso e
endurecido e continham uma quantidade
significativamente  maior de células
inflamatérias quando comparados aos
observados nos animais primo-infestados.
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Esses achados reforcam a teoria de que a
resposta celular que se desenvolve no local
de fixacdo dos ixodideos € principalmente
um mecanismo da imunidade adaptativa,
embora a participacdo da resposta
inflamatdria inespecifica, caracterizada pela
presenca de neutrofilos, ndo possa ser
negligenciada. Durante a primo-infestacéo,
apos a penetracdo da quelicera e hipostomo
dos ixodideos na pele dos hospedeiros, uma
resposta inflamatoria local se desenvolve na
gual os neutrofilos residentes irdo participar
(Brossard e Wikel, 2004). Esses neutréfilos
ativados iniciam a fagocitose dos antigenos
salivares presentes no local e liberam uma
gama de substancias com propriedades proé-
inflamatérias, atraindo granuldcitos e
células apresentadoras de antigenos para o
sitio inflamatério (Wikel, 1996) que irdo
dar inicio a resposta adaptativa.

A semelhance na magnitude da leséo
cutanea observada nos coelhos
sucessivamente infestados (GIA) em
relacdo aqueles imunizados (GGS), indica
que a resposta celular incitada pelo EGS foi
analoga a que se desenvolveu em fun¢éo do
parasitismo dos animais (Tabelas 4 e 6). De
fato, uma vez que os EGS’s dos ixodideos
contem o0s principais antigenos que sao
inoculados nos hospedeiros durante a
infestagdo parasitaria (Sahibi, 1997) é de se
esperar que eles sejam capazes de estimular
0S mesmos mecanismos de reposta imune
observados nos animais infestados. A
despeito disso, no presente experimento
observou-se uma maior taxa de recuperacao
dos ixodideos alimentados nos animais
imunizados com EGS em relagdo aqueles
provenientes dos coelhos submetidos a trés
desafios parasitarios. E provavel que outros
mecanismos envolvidos na lesdo cutanea
que ndo foram avaliados ou quantificados
neste trabalho, tenham sido responsaveis
por essa diferenca observada. Além disso, é
suposto que se os animais do grupo GGS
tivessem sido submetidos a um segundo
desafio parasitario, essa resposta celular
observada nos animais imunizados do

grupo GGS poderia ter se manifestado com
maior intensidade, comprometendo a
fixacdo e alimentacdo dos parasitos.
Segundo Mulenga et al. (2000), os
antigenos naturais ou expostos sao
considerados entre outras caracteristicas,
pela sua habilidade de induzir reacbes de
hipersensibilidade em hospedeiros sensiveis
e de reagir com soro imune anti-carrapato
em provas soroldgicas. Os resultados do
presente experimento indicam que o EGS
foi eficiente em induzir a producdo de
anticorpos especificos, em elicitar uma
resposta celular cutdanea e em comprometer
o desempenho reprodutivo dos ixodideos
alimentados nos animais imunizados,
todavia, foi incapaz de prevenir a fixacdo e
a alimentacdo desses parasitos. A
identificacdo dos determinantes antigénicos
realmente protetores presentes no EGS de
A. cajennensebem como a determinacao
de quais elementos da resposta imune
foram responséaveis pelo comprometimento
do desempenho reprodutivo dos ixodideos,
pode ajudar a elucidar alguns dos
fenbmenos observados no  presente
experimento.
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Tabela 2-Parametros parasitarios e reprodutivosigr€desvio padrdo) das teledginasAdeajennense
coletadas nos coelhos do grupo GIA, nas sucessifestacoes.

Infestacdes
Parédmetros Primeira Segunda Terceira
Taxa de Recuperacao (%) 3833 21,67 15,00
Parasitarios
Periodo de Parasitismo (dias) 10,217 +31,65 11,46+2,03 10,33+ 1,87
Peso Corporal (mg) 746,13 + 17627 546,31 +243,02 531,11 + 176,85
IEAL" 75,70 + 24,43 49,54 + 22,36 51,95 + 17,3%
Reprodutivos
Peso da Postura (mg) 379,17 + 118,21 239,62 + 159,82 257,78 + 110,04
Eclodibilidade (%) 85,87 + 11,25 62,08 + 32,42 85,56 + 7,68
IEPD 50,33 + 8,95 42,63 +12,2% 46,17 + 12,3%
IEPLF 43,55 + 10,70 29,32 + 17,57 39,45+ 11,2%

indice de Eficiéncia Alimentar: peso corporal (Mggriodo de postura (dias)

Tindice de Eficiéncia de Producéo de ovos: pesaipm$ing) / peso corporal (mg) x 100

*indice de Eficiéncia de Produgéo de Larvas: pestupa (mg) / peso corporal (mg) x eclodibilidagi) (
39 etras diferentes em uma mesma linha indicam difersignificativa (p<0,05) — Teste T de Student

Tabela 3-Parametros parasitarios e reprodutivosigr¢desvio padrdo) das teledginasAdeajennense
provenientes da terceira infestacdo dos coelhograimo GIA e da primeira infestacdo dos animais dos
grupos GGS e GC.

GRUPOS
Parametros GIA (32 Infestacéo) GGS GC
Taxa de Recuperacéo (%) 1500 48,33 40,00
Parasitarios
Periodo de Parasitismo (dias) 10,33 +1,87 10,41+ 1,78 10,58 + 2,18
Peso Corporal (mg) 531,11 +176'85 704,31 +169,39 693,67 + 197,60
IEAL" 51,95 + 17,37 69,96 + 21,65 68,71 + 22,88
Reprodutivos
Peso da Postura (mg) 257,78 + 110,04 333,97 +139,9% 380,17 + 147,01
Eclodibilidade (%) 85,56 + 7,68 84,66 + 20,28 84,79 + 15,43
IEPO 46,17 +12,3% 45,49 + 14,64 53,61+ 11,19
IEPL 39,45 + 11,22 37,78 £+ 15,2%F 44,45 + 12,18

Pindice de Eficiéncia Alimentar: peso corporal (Mggriodo de postura (dias)

Tindice de Eficiéncia de Producéo de ovos: pesaipm$ing) / peso corporal (mg) x 100

* indice de Eficiéncia de Producéo de Larvas: pestupa (mg) / peso corporal (mg) x eclodibilida® (
2B etras diferentes em uma mesma linha indicam diferssignificativa (p<0,05) — Teste T de Student
8 Valores significativamente diferentes se p<0,10
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Taxa média de recuperagéo Peso médio corporal
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Figura 2 - Parametros parasitarios médios (pesmocal; periodo de parasitismo, taxa de recuperacéo
indice de Eficiéncia na Alimentacdo-IEAL) reportadoos carrapatos obtidos dos coelhos do Grupo
Infestacdo Atrtificial (GIA), durante a primeiragssda e terceira infestaca®’Letras diferentes em cima
das barras indicam diferenca estatistica signifiagp<0,05).
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Figura 3 - Pardmetros reprodutivos médios (pestupseclodibilidade das larvas, indice de eficiénc
na producdo de ovos - IEPO e indice de eficiénaaproducdo de larvas - IEPL) reportados nos
carrapatos obtidos dos coelhos do Grupo Infestaghficial (GIA), durante as sucessivas infestagBes
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ah etras diferentes em cima das barras indicam diferestatistica significativa (p<0,05).
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Taxa média de recuperagédo Peso médio corporal
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Figura 4 - Parametros parasitarios médios (peswocal;, periodo de parasitismo, taxa de recuperacao
indice de Eficiéncia na Alimentagdo-IEAL) reportaduos carrapatos obtidos da terceira infestagéo dos
coelhos do Grupo Infestacéo Artificial (GIA) e ddeistacdo dos coelhos do Grupo Controle (GC) e do
Grupo Glandula Salivar (GGSj"Letras diferentes em cima das barras indicam difereestatistica
significativa (p<0,05).
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Figura 5 - Parametros reprodutivos médios (pestupmseclodibilidade das larvas, indice de Eficiénc
na Producdo de Ovos -IEPO e indice de EficiénciaPreducdo de Larvas -IEPL) reportados nos
carrapatos obtidos da terceira infestacdo dos aselb Grupo Infestacéo Artificial (GIA) e da infegéio
dos coelhos do Grupo Controle (GC) e do Grupo Gin8alivar (GGS}"Letras diferentes em cima das
barras indicam diferenca estatistica significafp<0,05).
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Figura 6 - Valores de absorbancia de 1gG anti-EGSano de coelhos pertencentes ao Grupo Infestacdo
Artificial (GIA). As setas correspondem aos diadrdestacao.
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Figura 7 - Valores de absorbancia de 1gG anti-EGSaro de coelhos pertencentes ao Grupo Controle
(GC). As setas correspondem aos dias de infestagcéo
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Figura 9 - Valores médios de absorbancia de IgGEABSE no soro de coelhos pertencentes ao Grupo
Infestacdo Atrtificial (GIA), Grupo Controle (GC)@rupo Glandula Salivar (GGS). As setas vermelhas
correspondem aos dias de imunizacédo e as pretaliagode infestacao.
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Tabela 4-Resultados da analise histopatolégicaitdnde fixacdo dos ixodideos nos coelhos do Grupo
Infestacao Artificial (GIA):

Animal Grau de Lesdo na Infiltrado Necrose Fiboplasia Infeccdo Miosite
Lesao Derme Inflamatério Secundaria

1A Intensa 3 Intenso + + i -

1B Intensa + Intenso + + +

1C Disc / Mod* + Moderado - + - -

1D Intensa + Intenso + + - +

1E Intensa + Intenso + + - +

1F Intensa + Intenso + + - -

*Disc = discreta; Mod = moderada
80 simbolo (+) indica alteragao presente e o sionppindica alteragdo ausente ou ndo detectada

Tabela 5-Resultados da analise histopatoldgicaitdnde fixagdo dos ixodideos nos coelhos do Grupo
Controle (GC):

Animal Grau de Lesdo na Infiltrado Necrose Fiboplasia Infeccdo Miosite
Lesao Derme Inflamatério Secundaria

2A intensa 3 intenso + + + +
2B intensa + intenso + + 5. +
2C moderada + disc / mod* - + - -
2D mod / inten* + discreto - + - -
2E moderada + moderado - + - +
2F intensa + intenso + + + +

*disc = discreta; mod = moderada; inten = intemsagl/inten = moderada a intensa; disc/mod = disar@t@derada
80 simbolo (+) indica alteragao presente e o sionppindica alteragdo ausente ou ndo detectada

Tabela 6-Resultados da analise histopatoldgicaitdnde fixagdo dos ixodideos nos coelhos do Grupo
Glandula Salivar (GGS):

Animal Grau de Lesdo na Infiltrado Necrose Fiboplasia Infeccdo Miosite
Lesao Derme Inflamatério Secundaria

4A intensa 3 intenso + + + +
4B intensa + intenso + + 5. +
4C intensa + intenso + + - +
4D intensa + intenso + + - +
4E intensa + intenso + + - +
4F intensa + Mod / inten* + + - +

*disc = discreta; mod = moderada; inten = intemsagl/inten = moderada a intensa; disc/mod = disaret@derada
80 simbolo (+) indica alteragao presente e o sinppindica alteragdo ausente ou ndo detectada
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CAPITULO 3:

RESPOSTA HUMORAL E INFLAMATORIA E A SUA CONSEQUENCI A NO
DESENVOLVIMENTO DE RESISTENCIA EM Oryctolagus cuniculus IMUNIZADOS
COM EXTRATOS DERIVADOS DE GLANDULA DE GENE (EGG) DE FEMEAS DE
Amblyomma cajennense (FABRICIUS, 1787) (ACARI: IXODIDAE).
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RESUMO

O presente experimento teve por objetivo
avaliar a resposta humoral e o
desenvolvimento de resisténcia em coelhos
imunizados com um extrato de glandulas de
Gené (EGG) de fémeas demblyomma
cajennense(Grupo GGG) e em coelhos
submetidos a trés (Grupo GIA) ou a uma
infestacdo artificial por fémeas e machos
dessa espécie de ixodideo (Grupos .(&3)
coelhos pertencentes ao grupo GIA
tornaram-se resistentes a partir da segunda
infestacdo. Os parametros parasitarios
foram os mais influenciados pela resposta
imune dos animais reinfestados. A
imunizacdo de coelhos do grupo GGG com
0 extrato de glandulas de Gené néo
apresentou nenhum efeito significativo
sobre as variaveis parasitarias e
reprodutivas que foram observadas nos
ixodideos provenientes dos coelhos do
grupo GGG. Resultados obtidos no exame
sorolégico demonstraram que o0s valores
médios de absorbancia de IgG anti-EGG
nos coelhos do grupo GIA, apresentaram
um discreto aumento a partir da terceira
infestacdo (dia +28) e alcancaram valores
maximos no 42° dia de experimento,
gquando comecaram a decair. A imunizacéo
dos animais do grupo GGG com o EGG foi
eficiente em induzir a produgcdo de
anticorpos especificos contra este antigeno.
Os valores médios de absorbéancia de 1gG
anti-EGG aumentaram a partir do 7° dia
ap6és a imunizacdo e curiosamente
alcancaram indices maximos apdés a
infestacdo artificial, sugerindo a ocorréncia
de determinates antigéncicos comuns entre
as secrecfes salivares e 0 EGG. Contudo,
apesar disso, a resposta humoral alcancada
pelos animais ndo foi capaz de protegé-los
do desafio parasitario.

Palavras-chave: ixodideos, Amblyomma
cajennensgeimunologia, resisténcia imune,
vacina, glandula de Gené, antigeno oculto.

1  INTRODUCAO:

Amblyomma cajennengeum carrapato de
trés  hospedeiros, sendo encontrado
parasitando uma grande variedade de
animais domésticos e silvestres durante os
estagios imaturos de desenvolvimento,
porém tendo 0s equinos como principais
hospedeiros da fase adulta (Guimardes et
al., 2001; Teglas et al., 2005). E a principal
espécie de carrapato que parasita 0 homem
no centro-sul brasileiro sendo por
conseguéncia, considerado o principal vetor
da Febre Maculosa no Brasil (Sangioni et
al., 2005). Além disso, estd envolvido na
transmissdo experimental do virus causador
da Encefalomielite Venezuelana Equina
(Linthicum et al., 1991) e apresenta-se
como provavel vetor délepatozon canis
(O'Dwyer et al., 2001), déerlichia bovis
(Massard, 1984) eCowdria ruminantium
(Walker e Olwage, 1987).

A despeito de sua importancia na saude
publica e na medicina veterinaria, o
controle desse parasito baseia-se
principalmente na aplicacdo de acaricidas
nos animais parasitados. Vale lembrar que
de acordo com Pinheiro (1987), A.
cajennense apresenta uma elevada
resisténcia natural aos carrapaticidas
convencionais, exigindo um aumento na
concentracdo dos produtos para a sua
utilizacdo no controle da fase adulta (Leite
et al, 1998; Pinheiro, 1987). Além disso,
sua baixa especificidade por hospedeiro nos
estagios imaturos, facilita a manutencdo e
dispersdo desse parasito e compromete as
estratégias de controle e erradicacdo até
entdo preconizadas e utilizadas nos
carrapatos monoxenos. Desta forma, torna-
se necessario o0 desenvolvimento de
medidas alternativas, em destaque para o
controle imunolégico.

Estudos preliminares indicam que o0s

eqlinos, um dos principais hospedeiros de
A. cajennensegpresentam baixo grau de
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resisténcia a infestacdo natural e artificial
por esse ixodideo (Castagnolli et al., 2003).
Os carrapatos e seus hospedeiros naturais
provavelmente co-evoluiram por um longo
periodo e esses parasitos desenvolveram
mecanismos que o0s possibilitam escapar da
resposta imune do hospedeiro (Rechav et
al., 1992). Do ponto de vista molecular, a
relacéo parasito-hospedeiro e 0s
mecanismos de adaptacdo e co-evolucdo
ocorrem principalmente em funcdo da
interagdo entre as substancias presentes na
saliva dos carrapatos e os artificios de
resposta imune dos hospedeiros que séo
ativados durante a infestagcdo por essas
moléculas.

Até recentemente, a maioria dos estudos
envolvendo o desenvolvimento de vacinas
contra carrapatos relacionavam-se com a
utilizacdo de antigenos expostos, derivados
das glandulas salivares desses parasitos.
Tais antigenos além de impedirem a fixagédo
dos ixodideos sao igualmente eficientes em
coibir a transmissé@o de patégenos por esses
parasitos (Sahibi et al., 1997). Todavia,
essas substancias podem ser submetidos a
pressdo do sistema imune dos hospedeiros e
ao longo do tempo apresentar sua
antigenicidade reduzida (Mulenga et al.,
2000).

Allen e Humphreys (1979) foram os

primeiros a obter sucesso, imunizando
cobaias e bovinos, com antigenos ocultos
derivados de o6rgdos internos dos
carrapatos. A partir de entdo uma grande
variedade de extratos derivados de
carrapatos tem sido testada no
desenvolvimento de vacinas (Bechara et al.,
1994; Sahibi et al., 1997; Jittapalapong,
2000; Tellam et al., 2002; Patarroyo et al.,
2002). Em destaque, a proteina Bm86,
derivada das células intestinais de
Boophilus microplug que constituiu a base

das vacinas cubana (de la Fuente et al,
1999) e autraliana (Willadsen et al., 1995) e
recentemente do peptideo  sintético

desenvolvido da Universidade Federal de
Vigosa, Brasil (Patarroyo et al., 2002).

A presenca de imunoglobulinas dos

hospedeiros na hemolinfa dos carrapatos e a
atividade dessas moléculas contra o0s
tecidos e estruturas internas dos ixodideos
tém sido observadas em uma grande
variedade de ixodideos (Ackerman et al.,

1981; Whelen e Wikel, 1993; Vaz Jr. et al.,

1998; Vaughan et al., 2002). Tais moléculas
podem afetar a ecdise ou postura dos
ixodideos uma vez que agem diretamente
nos tecidos internos dos parasitos,

comprometendo suas funcdes (Wang e
Nuttall, 1994;).

Desta forma, o presente trabalho teve por
objetivo a avaliagdo da resposta imune de
coelhos, frente a imunizacao desses animais
com um extrato produzido a partir das
glandulas de Gene, provenientes de fémeas
de A. cajennense Essa glandula secreta
uma cera durante a oviposi¢ao que lubrifica
0S o0vos e impede a sua dessecacao
(Balashov, 1972, Sonenshine, 1991; Schél
et al, 2001). Esse trabalho também
objetivou determinar a cinética da resposta
humoral dos coelhos submetidos a
infestacbes consecutivas por adultosAde
cajennensee dos animais imunizados com
0 EGG e posteriormente submetidos ao
desafiao parasitério.

2  MATERIAL E METODOS:

2.1 LOCAL DE REALIZACAO DO
EXPERIMENTO:

O experimento foi realizado no periodo de
Marco de 2004 a Julho de 2005, na Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais e no Laboratorio de
Imunologia da Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED). Foram utilizadas as instalagfes
do Hospital Veterinario e do Laboratorio de
Histopatologia do Despartamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria e o Infectorio
e o laboratério de Endo-ectoparasitoses do

71



Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva.

Antes da realizacdo do experimento o
projeto piloto (protocolo n® 045/04) foi
submetido ao Comité de Etica em
Experimentacdo animal, tendo sido
aprovada e autorizada a sua realizacao.

2.2 ANIMAIS
EXPERIMENTQ

UTILIZADOS NO

Foram utilizados 18 coelho®©fyctolagus
cuniculug fémeas da raca Nova Zelandia
com aproximadamente 2,0 Kg de peso e
gue nunca tiveram contato prévio com
carrapatos. Esses animais eram
provenientes de uma criacdo comercial
localizada na Fazenda Experimental
Professor Hélio Barbosa no municipio de
Igarapé, Minas Gerais.

Os coelhos foram mantidos em gaiolas
individuais recebendo agua e ragdo
comercial a vontade. Essas gaiolas foram
suspensas a um metro de altura para
impedir o contato dos animais com o0s
dejetos e permitir a limpeza diaria do local.

2.3 OBTENCAO DOS CARRAPATOS:

Durante os meses de marco a outubro de
2004, 18 equinos naturalmente infestados
foram raspados na cabeca, cernelha e tabua
do pescoco em intervalos quinzenais,
utilizando-se raspadeira manual conforme
técnica descrita por Oliveira (1998). Os
exemplares ingurgitados gque se
desprenderam do corpo dos animais, foram
coletados, colocados em placas de Petri e
acondicionados em estufa bioclimatizada
(27 C e 80% UR), sendo observados
diariamente até completada a ecdise.

Nos meses de outubro a fevereiro de 2004,
fémeas naturalmente ingurgitadas foram
coletadas sobre o corpo desses equinos e
enviadas ao laboratoério para a extracdo das
glandulas de Gené.

Na infestacdo artificial dos animais
utilizaram-se machos e fémeas de
cajennense com aproximadamente dois
meses de idade, obtidos a partir da ecdise
das ninfas coletadas nos equinos.

2.4 PREPARACAO DO EXTRATO DE
GLANDULA DE GENE (EGG):

A remocdo das glandulas de Gené foi
realizada de acordo com a técnica descrita
por Schol et al. (2001), utilizando-se
fémeas de A. cajennense que se
encontravam no inicio do periodo de
OVOpOSicao. Tais fémeas foram
acomodadas em uma placa de Petri e
dissecadas sob lupa estereoscdpica, tendo o
seu gnatossoma removido através do corte
da superficie dorsal com bisturi numero 11.
Os 6rgaos expostos foram imersos em PBS
(0,7 mM NHPO,, 4 mM KHPGO,, 0,15 M
NacCl), facilitando a observagéo e evitando
a dessecacdo do material coletado.
Realizou-se a limpeza e separacdo das
glandulas com a remocéo de fragmentos de
outros 0rgdos, pedacos de traguéia,
hemolinfa e contetdo intestinal. Foram
dissecadas aproximadamente 1000 fémeas
em ovoposicao e as glandulas obtidas foram
acondicionadas em 2Q0 de PBS (pH 7,4)

e estocadas a -4°C.

Para a producdo do EGG, as glandulas
coletadas foram homogeneizadas e
submetidas a sonicagem (40MHz) por 10
segundos (intervalo de um minuto em gelo)
num total de seis vezes conforme
modificagdo da técnica descrita por

Jittapalapong et al. (2000). O material

obtido foi centrifugado a 15.000 rpm

durante 15 minutos, sendo o sobrenadante
coletado e estocado a -4°C.

A dosagem protéica do extrato de glandula

de Gené produzido foi feita de acordo com
método descrito por Lowry et al. (1951).
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2.5 DELINEAMENTO:

Os 18 coelhos foram divididos em trés
grupos homogéneos que foram
denominados pelas siglas GGG (grupo
extrato de glandula de Gené), GIA (grupo
infestacao artificial) e GC (grupo controle).

O grupo GGG foi composto por coelhos
pré-imunizados com o EGG e submetidos a
uma infestacdo artificial por fémeas e
machos deA. cajennenseOs animais do
grupo GIA ndo receberam nenhuma
imunizacdo  prévia, porém,  foram

submetidos a trés infestacbes consecutivas
por adultos desta espécie de ixodideos,
durante o periodo experimental. Nos
coelhos do grupo GC  nenhum
procedimento experimental foi realizado
inicialmente, mas esses animais foram
submetidos a uma infestacdo concomitante
ao primeiro desafio parasitario do grupo
GGG e a terceira infestacao do grupo GIA.

Foram procedidas coletas de sangue em
intervalos semanais que se iniciou no dia
anterior a primeira imunizacao (GGG) ou

infestacdo (GIA) dos animais.
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Figura 1. Esquema de infestagdo, imunizacdo eacdietmaterial dos animais pertencentes aos grupos

GIA, GC e GGS.

2.5.1Imunizac&o dos animais:

No dia zero a partir do inicio do
experimento, os coelhos pertencentes ao
grupo GGG receberam 289 de EGG
diluido em PBS e emulsionado em
adjuvante  incompleto  de Freund,
perfazendo um volume final de 0,2 ml de
inéculo por animal. O imundgeno foi
aplicado no flanco direito do corpo do
animal e no dia 14, uma nova aplicacao foi
realizada utilizando-se a mesma dose de
antigeno e adjuvante.

No momento da primeira imunizacdo e
reforco desses animais, o0s coelhos
pertencentes aos grupos GIA e GC

receberam uma dose de PBS
correspondente ao volume de imundégeno
aplicado nos demais grupos.

2.5.2Infestacéo artificial dos animais:

A partir de duas semanas apo0s a segunda
imunizagdo (28° dia), os coelhos
pertencentes aos Qrupos experimentais
GGG e GC foram infestados com adultos
virgens e ndo alimentados Aecajennense

De acordo com modificacdo da técnica
descrita por Pinter et al. (2002), os animais
tiveram a regidao lombo-sacra tricotomizada
e uma camara de alimentacdo de formato
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retangular (7 x 8 cm) foi fixada a pele do
local, utilizando-se adesivo colante da
marca Brascoplast (Castagnolli et al.,
2003). Um total de dez fémeas e sete
machos foi inoculado por animal em cada
infestacdo, no interior da camara de
alimentacéo.

Para coibir a retirada da camara pelos
animais foi utilizado um colar de plastico
rigido, com a circunferéncia interna
ajustavel a largura do pescoco dos coelhos e
com circunferéncia externa de
aproximadamente o dobro da interna,
seguindo metodologia descrita por Labruna
e Leite (1997).

Nos animais pertencentes ao grupo GIA
foram realizadas  trés infestacdes
consecutivas em intervalos quinzenais, nos
dias 0, 14 e 28 a partir do inicio do
experimento, utlizando-se a mesma
metodologia empregada nos grupos GGG e
GC. Desta forma, as trés infestacbes dos
coelhos do grupo GIA coincidiram,

respectivamente, com a imunizagdo, O
booster e a primeira infestacdo dos animais
pertencentes aos grupos GGG e GC. A
tabela 1 demostra o0s esquemas de
infestacdo e imunizacdo dos diferentes
grupos experimentais.

Tabelal. Esquema de inoculacédo e infestacdo domenpertencentes aos grupos GGG, GIA e GC.

GRUPO DIAO DIA 14 DIA 28

GGG £ Imunizacédo 22 Imunizagao 2 Infestagéo
GIA 1% Infestacdo 2Infestagéo 3Infestagéo
(1o T T I —— P Infestacdo

Ap6s a inoculagdo nos hospedeiros, o0s
carrapatos foram examinados diariamente
por inspecéo visual do interior das camaras
de alimentacdo. Durante o periodo de
parasitismo foi registrado o periodo de
alimentacdo dos ixodideos que se fixaram e
0 numero de fémeas que se ingurgitaram
em cada animal, conforme Sahibi et al.
(1997). As teledginas que se desprenderam
foram encaminhadas ao laboratorio onde
foram pesadas individualmente, colocadas
em placas de petri e acondicionadas em
estufa bioclimatizada do tipo BOD a 27°C e
80% de umidade relativa. Apos trés dias de
inoculados, o0s carrapatos que nao se
fixaram foram retirados das céamaras de
alimentacdo e considerados como rejeitados
pelo hospedeiro.

Durante o periodo de postura e
eclodibilidade das larvas, as teledginas
recuperadas foram avaliadas diariamente e
as massas de ovos produzidas foram
individualmente pesadas, colocadas em

seringas plasticas esterilizadas e
acondicionadas na mesma estufa B.O.D. Os
seguintes parametros parasitarios foram
avaliados: periodo de parasitismo, peso
corporal e o indice de eficiéncia na
alimentacdo (IEAL) que é calculado
dividindo-se o0 peso total apdos o
ingurgitamento, pelo periodo total de
parasitismo (Barriga et al.,, 1991). Esse
indice permite a comparacdo entre
infestacbes de quéo eficiente o parasito foi
em obter o alimento.

Entre o0s  parametros  reprodutivos
registrados, incluem-se o peso da massa de
ovos e eclodibilidade das larvas. Além
desses, o indice de eficiéncia na producdo
de ovos (IEPO)e o indice de eficiéncia na
producdo de larvas (IEPL) foram

5 IEPO = peso postura / peso corporal da fémeadgitgda
x 100

®IEPL = peso postura / peso corporal da fémea iriiguta x
eclodibilidade larvas
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calculados de acordo com a metodologia
descrita por Bechara et al., (1994).

2.5.3. Coleta de soro:

Para o acompanhamento da cinética da
resposta humoral dos animais submetidos a
imunizagdo e desafio parasitario, amostras
de sangue foram coletadas dos coelhos
pertencentes aos grupos GGG, GIA e GC,
mediante a puncdo venosa do pavilhdo
auditivo. As coletas foram feitas nos dias -

1, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 46. Apls a

coagulacdo do sangue coletado, o soro foi
retirado e estocado a -4°C .

2.6 ENSAIO  IMUNOENZIMATICO
INDIRETO (ELISA):

Empregou-se como antigeno o extrato

derivado da glandula de Gené (EGG) que
foi utilizado na imunizacdo dos coelhos do

grupo GGG. Os soros coletados de todos os
animais dos grupos GGG, GIA e GC foram

avaliados para a deteccdo de anticorpo
especifico anti-EGG.

Microplacas de poliestireno (Maxisoth
Nunc, Danmark) foram sensibilizadas com
10QuL/poco de EGS na concentracdo de
1nghlL, diluido em tampéo
carbonato/bicarbonato  (Sigma, USA)
0,05M pH 9,6 e incubadas durante a noite a
4°C. Em seguida, as placas foram lavadas
por duas vezes com solugdo de lavagem
(Salina + 0,05% de Tween 20) e foram
bloqueadas por adicdo de L0®ell de
solucéo de bloqueio — 0,01M PBS pH 7,4 +
3% de Soro-Albumina Bovina (BSA) a
37°C por uma hora. As placas foram
novamente lavadas como previamente
descrito.

Os soros testados foram diluidos em PBST
0,05% (1:64.000)0 e em seguida
adicionados a microplaca (1@0pocol)

gue foi novamente incubada a 37°C por
uma hora. As placas foram lavadas como
previamente descrito por seis vezes e

10QuL/pogo do conjugado (IgG Anti-
coelho conjugada com peroxidase, Sigma,
USA) diluido a 1:40.000 em tampdo de
incubacdo (0.1M PBS + 0,1% de Tween
20). Incubacédo a 37° por uma hora.

Apés a lavagem da plasca por seis vezes
conforme descrito anteriormente,
adicionou-se 1Q@L/poco do substrato
dicloridrato de ortofenilenodiamina (OPD
— Sigma, USA) em tampao citrato (0,15M
pH 5,0) e peroxido de hidrogénio. As
microplacas foram novamente incubadas a
37° por uma hora. A reacdo foi
interrompida pela adicdo de [#poco da
solucdo de 0,37 mM de acido sulftrico
(Vetec, Brasil) com realizacdo imediata da
leitura de absorbancia em comprimento de
onda de 492nm em um leitor de ELISA (
Labsystems, Multiskan, Unisciense,
Brasil).

2.7 ANALISE ESTATISTICA:

Em todos os testes realizados empregou-se
um nivel de significancia de p<0,05. As
taxas de recuperacdo de cada infestacdo
dentro de cada grupo foram comparadas
pelo teste estatistico do qui-quadrado. Os
demais parametros parasitarios foram
submetidos a analise de variancia e as
médias entre infestacdes dentro do grupo
GIA, GGG e GC foram -confrontadas
utilizando-se o teste T de Student.

Realizou-se andlise de correlacdo entre os
valores médios de absorbancia de IgG anti-
EGG e a taxa média de recuperacdo de
carrapatos nos animais dos diferentes
grupos.

3 RESULTADOS:

3.1 DESEMPENHO DAS FEMEAS DE
A. cajennense RECUPERADAS NAS
SUCESSIVAS INFESTACOES DO
GRUPO GIA:
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Os resultados obtidos nos carrapatos
alimentados nos coelhos do grupo GIA
estdo demonstrados na tabela 2 e nas
figuras 2 e 3. Os parametros parasitarios e
reprodutivos dos ixodideos provenientes
dos coelhos do grupo GIA, foram afetados
pelas infestacfes sucessivas. O padrdo de
resposta observado caracterizou-se por uma
queda significativa do peso médio corporal,
IEAL médio, peso médio de postura,
eclodibilidade média das larvas e dos
indices reprodutivos (IEPO e IEPL) nos
carrapatos obtidos na segunda infestacéo
(p<0,05). Contudo, na terceira infestacdo
esses parametros apresentaram tendéncia
crescente ou de se manterem estaveis,
observando-se valores semelhantes aos
reportados nos animais primo-infestados.

3.2 DESEMPENHO DAS FEMEAS DE
A. cajennense RECUPERADAS DOS
COELHOS IMUNIZADOS COM EGG:

Conforme demonstrado na tabela 3 e nas
figuras 4 e 5, a imunizagcdo com EGG néo
apresentou nenhum efeito significativo
sobre as variaveis parasitdrias e
reprodutivas que foram observadas nos
ixodideos provenientes dos coelhos do
grupo GGG.

Com excecgdo do periodo de parasitismo

que nao variou entre 0S Qrupos
experimentais, todos o0s parametros
analisados foram estatisticamente

semelhantes nos parasitos coletados dos
animais do grupo controle (GC) e dos

coelhos imunizados (GGG) (p<0,05).

Contudo  esses parametros  foram
significativamente reduzidos nos carrapatos
provenientes da terceira infestacdo dos
animais do grupo GIA (p<0,05).

3.3 ANALISE SOROLOGICA:
A cinética da producdo de anticorpos nos

animais pertencentes aos grupos GIA, GC e
GGG esta demonstrada nas figuras 6, 7, 8 e

9. No dia -1, antes da imunizacdo ou
infestacdo, todos os animais avaliados ja
apresentavam baixos valores de
absorbancia de 1gG anti-EGG.

Nos coelhos do grupo GIA os valores
médios de absorbancia de IgG anti-EGG
apresentaram um discreto aumento a partir
da terceira infestacdo (dia +28) e
alcancaram valores maximos no dia 42. A
partir de entdo, comecaram a decair. Em
termos gerais, a amplitude da resposta
observada entre os animais foi muito baixa
e apresentou pouca variacdo durante o
periodo experimental, com excecdo do
coelho 1E.

Contraditoriamente no grupo GC, o0s
valores médios de absorbancia de I1gG anti-
EGG comecaram a aumentar antes da
infestacdo dos animais e apresentaram
niveis maximos no 46° dia apdés uma
discreta diminuicdo. Da mesma forma que
se observou entre os animais do grupo GIA,
nao houve nenhum aumento expressivo da
guantidade de anticorpo anti-EGG no soro
dos coelhos do grupo controle, durante o
periodo de observacéo. Os animais 2A e 2D
apresentaram uma resposta mais forte que
atingiu o ponto maximo uma semana apés o
desafio parasitario ( dia 35).

A producdo de anticorpos especificos nos
animais imunizados com EGG apresentou
uma grande variagdo individual, durante
todo o periodo de observagdo. Os valores
médios de absorbancia de IgG anti-EGG
aumentaram discretamente apdés as duas
imunizagcbes e principalmente em seguida
ao desafio parasitario. Alguns animais
apresentaram valores e amplitude de
variagcao consideravelmente altos,
sobretudo apéds a infestagdo no 28° dia. Nao
foi verificada correlacdo significativa entre
0 numero de carrapatos ingurgitados nos
animais imunizados e a producdo de
anticorpo anti-EGG (r = 0,653 ; p<0,05).
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A comparacdo da absorbancia média de
lgG anti-EGG nos trés grupos demonstra
que os animais imunizados (grupo GGG)
responderam com uma maior producdo de
anticorpo especifico em relagdo aos demais.
Contudo, o aumento em funcdo da
imunizacao foi aquém do observado quando
os coelhos foram expostos a infestacédo
natural (dia 28).

4  DISCUSSAO:

4.1 DESEMPENHO DAS FEMEAS DE

A. cajennense RECUPERADAS NAS
SUCESSIVAS INFESTACOES DO
GRUPO GIA:

Os resultados obtidos com os carrapatos
recuperados dos animais do grupo GIA,
indicam a ocorréncia de resisténcia nesses
hospedeiros a partir da segunda infestacdo
(Tabela 2, Figuras 2 e 3). Algumas relacdes
parasito-hospedeiro sdo caracterizadas pela
aquisicgdo de resisténcia aos ixodideos que
se desenvolve com resultado de exposicdes
repetidas dos animais a esses parasitos
(Willadsen, 1980; Brossard e Wikel, 2004).
De acordo com Ribeiro (1989), imunidade
adapativa contra carrapatos que se
desenvolvem em animais de laboratério &
freqientemente mais intensa do que a
observada nos hospedeiros naturais. De
fato, Castagnolli et al. (2003) observaram
que equinos desenvolveram um modesto
grau de resisténcia as sucessivas infestacfes
porA. cajennense.

Apesar dos parametros parasitarios e
reprodutivos dos ixodideos alimentados nos
coelhos do grupo GIA terem sido afetados

na segunda infestagdo parasitaria, obervou-
se gue na exposicdo subsequente a
resisténcia imune se manteve estavel e
algumas variaveis apresentaram valores
semelhantes aos obtidos nos animais primo-
infestados. Saliva de artrépodes

hematéfagos contém moléculas com

atividades anti-coagulante, anti-plaquetaria
e vasodilatadoras que inibem a hemostasia

e mantém o fluxo sanguineo no sitio da
alimentacdo (Ribeiro, 1995). Em adicéo, as
secrecbes salivares dos ixodideos contém
fatores que moludam a reposta inflamatéria
dos hospedeiros, a imunidade inata e a
resposta imune adquirida (Wikel, 1996).

Esses mecanismos de modulacdo sao
particularmente importante para carrapatos
gue requerem dias para se alimentarem
(Wikel e Bergman, 1997), como € 0 caso

das fémeas e machosAlecajennense.

4.2 DESEMPENHO DAS FEMEAS DE
A. cajennense RECUPERADAS DOS
COELHOS IMUNIZADOS COM EGG:

O parasitismo por carrapatos induz a uma
resposta imune do hospedeiro, direcionada
contra moléculas antigénicas presentes do
sitio de fixacdo e substancia presentes na
saliva dos ixodideos (Labarthe, 1985;
Whelen e Wikel, 1993; Craig et al., 1996;
Sanders et al, 1998). Essa resposta imune
representa parte da correlacéo entre parasito
e hospedeiro, sendo, portanto, sujeita aos
mecanismos de modulacdo impostos pelos
carrapatos (Willadsen, 2001).

Neste contesto, os chamados antigenos
ocultos surgem como uma nova alternativa
de controle imunolégico que pode superar
0s inconvenientes relacionados aos
antigenos salivares, uma vez que nao
participam da resposta imune natural ndo
sdo susceptiveis a imunomodulacdo pelos
carrapatos. Além disso, a descoberta de que
as imunoglobulinas produzidas pelos

hospedeiros podem atravessar o epitélio
intestinal dos ixodideos (Ackerman et al.,

1981; Whelen e Wikel, 1993; Vaz Jr. et al.,

1998; Vaughan et al.,, 2002), contribuiu

para a premissa de que antigenos
localizados nos tecidos internos e que

representam  fungBes  bioldégicas e
fisiologicas importantes para a
sobrevivéncia desses parasitos, s&o
passiveis de serem utilizados como
imundgenos.
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No presente trabalho observou-se que a
imunizacéo dos coelhos do grupo GGG néo
alterou o0s parametros parasitarios e
reprodutivos dos ixodideos recuperados
nesses animais (tabela 3, figuras 4 e 5). O
principal efeito esperado era que a resposta
imune produzida contra os antigenos
presentes no EGG afetasse principalmente a
eclodibilidade das larvas provenientes dos
coelhos vacinados. De acordo com
Balashov (1972), as glandulas de Gené sédo
responsaveis por produzirem uma secrecao
que primariamente ira proteger os ovos de
uma possivel dessecacdo. Ovos que nhdo sao
recobertos pela cera produzida pelas
glandulas de Gené perdem 4gua
rapidamente e, por conseguinte nao
conseguem se desenvolver (Sonenshine,
1991).

Tellam et al. (2002) verificaram que a
vacinacdo de ovinos com vitelina purificada
proveninete de ovos deB. microplus
reduziu significativamente a taxa de
recuperacao, 0 peso corporal e a oviposi¢ao
das teledginas dB. microplusrecuperadas
desses animais. Resultados semelhantes
foram obtidos neste mesmo experimento
quando esses autores utilizaram uma
glicoproteina  purificada com  peso
molecular de 80 KDa, proveniente de larvas
dessa mesma espécie de ixodideo. Bechara
et al. (1994), comentam a necessidade da
utilizacdo de imunégenos purificados na
producéo de vacinas contra carrapatos. Esse
procedimento pode minimizar a ocorréncia
de competicdo antigénica entre epitopos
irrelevantes em relacdo aqueles que séo
realmente protetores (Barriga et al., 1991).
Desta forma, € possivel que no presente
experimento, a utilizacdo do extrato bruto
de glandula de Gené, tenha comprometido a
efichAcia da resposta. Todavia, deve-se
também considerar a possibilidade de que
no material utilizado como imunégeno, os
epitopos imunodominantes nao
apresentavam funcdes biolégicas
importantes e que o desenvolvimento de
uma resposta imune contra eles, néo

afetaria as atividades fisiolégicas normais
do parasito.

4.3 ANALISE SOROLOGICA:

Uma diferenca importante entre o0s
antigenos salivares e ocultos é que
enquanto o0s primeiros sdo capazes de
induzir uma gama de mecanismos efetores
da resposta imune, os antigenos internos ou
ocultos parecem entrar em contato apenas
com anticorpos produzidos pela reposta
humoral (Willadsen, 2001). Os resultados
obtidos na analise sorolégica demonstram
gue a imunizacdo dos animais do grupo
GGG com o EGG foi eficiente em induzir a
producdo de anticorpos especificos contra
este antigeno. Os valores médios de
absorbéancia de IgG anti-EGG aumentaram
a partir do 7° dia apdés a imunizacdo e
alcancaram indices maximos apdés a
infestacdo artificial (figura 8). Contudo, a
resposta humoral alcancada pelos animais
nao foi capaz de protegé-los do desafio
parasitério. Esses resultados reforcam a
hipétese de que as moléculas antigénicas
presentes no EGG que induziram a resposta
humoral ndo desempenham funcles
biol6gicas importantes na sobrevivéncia das
fémeas deA. cajennenseQutra possivel
justificativa é que o numero de aplicacdes,
a dose de antigeno utlizada e
consequentemente a quantidade de
anticorpos produzidos nao foi suficiente
para produzir um efeito deletério nos
ixodideos que estavam se alimentando nos
animais imunizados. Jittapalapong et al.
(2000) obtiveram resultados satisfatérios na
imunizagdo de cdes com antigenos
intestinais deR. sanguineuslodavia, esses
autores realizaram trés imunizacdes nos
animais experimentais, enquanto que no
presente experimento, os coelhos do grupo
GGG so0 receberam duas doses de EGG.

Apoés a infestagcdo parasitéria, os valores de
absorbancia de IgG anti-EGG nos coelhos
do grupo GGG aumentaram e atingiram o
pico no dia 35 do experimento (Figura 8).

78



Além disso, os animais do grupo GIA
apresentaram resposta humoral detectavel
pelo ELISA contra o extrato de glandula de
Gené (Figura 6). Determinantes antigénicos
comuns podem ser compartilhados entre
espécies filogeneticamente diferentes de
ixodideos e entre diferentes estagios e
tecidos dentro de uma mesma espécie
(Wikel, 1996; Trimnell et al., 2005). Este é
um ponto interessante a ser investigado,
pois a possibilidade de epitopos comuns
entre as secrecdes salivares e o EGG,
dispensaria a necessidade de revacinacfes
periddicas caso a eficacia deste dltimo
tivesse sido comprovada. Por outro lado, se
essa compatibilidade antigénica realmente
ocorre é esperado que a resposta imune
produzida contra os antigenos derivados da
glandula de Gené seja passiveil de ser
moduladoa pelos ixodideos, durante a
infestacao parasitaria.

Todos os animais do presente experimento
ja apresentavam valores baixos de IgG anti-
EGG, antes do a imunizagdo com o0 EGG ou
da infestacdo parasitéria (figuras 6, 7 e 8).
Alguns trabalhos demonstram a ocorréncia
de reacdo cruzada entre antigenos presentes
nas glandulas de ixodideos e de outros
artrépodes (Labarthe, 1985; denHollander e
Allen, 1985, citado por Craig et al., 1996).
Segundo Barriga, et al. (1991), alguns
antigenos dos ixodideos devem estar
relacionados com moléculas largamente
distribuidas na natureza, que provavelmente
sao expostas aos hospedeiros.

A pesquisa com antigenos ocultos
atualmente se restringe apenas a producédo
de imunogenos para o controle d&
microplus (Mullenga, 2000) De acordo
com Rechav et al. (1992), embora algum
nivel de imunizacdo contra carrapatos
trioxenos possa ser alcancado, a eficiéncia
ndo é tdo alta como a reportada parf. o
microplus (monoxeno), provavelmente

devido a maior producao de
imunoglobulinas durante o longo periodo
parasitarios deste Ultimo. O género

Amblyommaé o que apresenta 0 maior

namero de espécies no Brasil (Oliveira et
al.,, 2003), entretanto, este é o primeiro
trabalho que sugere a pesquisa de um
antigeno oculto para o controle

imunologico desses ixodideos. Apesar da
imunizacdo alcancada com o EGG no
presente experimento ndo ter causado efeito
nos carrapatos alimentados nos animais
imunizados, essa ainda € uma alternativa
gue merece ser pesquisada devido a
importancia do 6rgdo de Gené no processo
de oviposicdo dos ixodideos. A utilizacao

de maiores concentracdes de antigeno em
contrapartida a identificacdo de

determinantes antigénicos realmente
protetores, deve ser considerada em
investigacdes futuras.
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Tabela 2-Parémetros parasitarios e reprodutivosglimédesvio padréo) das teledginasideajennense
coletadas nos coelhos do grupo GIA, nas sucessifestacoes.

Infestacdes
Parametros Primeira Segunda Terceira
Taxa de Recuperacao (%) 3833 21,67 15,00
Parasitarios
Periodo de Parasitismo (dias) 10,217 +3,65 11,46+ 2,03 10,33 +1,87
Peso Corporal (mg) 746,13 + 17627 546,31 + 243,02 531,11 + 176,85
IEAL" 75,70 + 24,42 49,54 + 22,38 51,95+ 17,37
Reprodutivos
Peso da Postura (mg) 379,17 + 118,21 239,62 + 159,82 257,78 + 110,04
Eclodibilidade (%) 85,87 + 11,25 62,08 + 32,42 85,56 + 7,68
IEPO 50,33 + 8,93 42,63 +12,2% 46,17 + 12,3
IEPLF 43,55 + 10,70 29,32 +17,57 39,45 + 11,2%

Uindice de Eficiéncia Alimentar: peso corporal (mgeriodo de postura (dias)

Tindice de Eficiéncia de Producéo de ovos: pesaipm$ing) / peso corporal (mg) x 100

*indice de Eficiéncia de Produgéo de Larvas: pestupa (mg) / peso corporal (mg) x eclodibilidagi) (
39 etras diferentes em uma mesma linha indicam difersignificativa (p<0,05) — Teste T de Student

Tabela 3-Parémetros parasitarios e reprodutivoglimédesvio padréo) das teledginasideajennense
provenientes da terceira infestacdo dos coelhogrgmo GIA e da primeira infestacdo dos animais dos
grupos GGG e GC.

GRUPOS

Parametros GIA (32 Infestacao) GGG GC
Taxa de Recuperacao (%) 1500 43,33 40,00
Parasitarios

Periodo de Parasitismo (dias) 10,33 +1,87 10,47 + 1,272 10,58 +2,39

Peso Corporal (mg) 531,11+ 17685 755,23 +235,08 693,67 + 197,60

IEAL" 51,95 + 17,37 74,02 + 25,02 68,71 + 22,86
Reprodutivos

Peso da Postura (mg) 257,78 + 110,04 386,88+ 132,71 380,17 + 147,0%

Eclodibilidade (%) 85,56 + 7,68 86,15+ 9,83 84,79 + 15,43

IEPO 46,17 + 12,3% 51,02 + 6,53 53,61+ 11,1%

IEPL* 39,45+ 11,22 43,88 +7,19 44,45 + 12,18

Uindice de Eficiéncia Alimentar: peso corporal (mgeriodo de postura (dias)

Tindice de Eficiéncia de Producéo de ovos: pesaipm$ing) / peso corporal (mg) x 100

*indice de Eficiéncia de Produgéo de Larvas: pestupa (mg) / peso corporal (mg) x eclodibilidag) (
29 etras diferentes em uma mesma linha indicam difersignificativa (p<0,05) — Teste T de Student
8 Valores significativamente diferentes se p<0,10
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Taxa média de recuperagéo Peso médio corporal
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Figura 2- Parametros parasitarios médios (pesoocalypperiodo de parasitismo, taxa de recuperagédo e
indice de Eficiéncia na Alimentac&o -IEAL) repomadnos carrapatos obtidos dos coelhos do Grupo
Infestacdo Artificial (GIA), durante as sucessivafestacoes.*"Letras diferentes em cima das barras
indicam diferenca estatistica significativa (p<Q,05
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Peso Médio de Postura IEPO - Média
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Figura 3- Parametros reprodutivos médios (pesaipmstclodibilidade das larvas, indice de eficiéma
producéo de ovos - IEPO e indice de eficiéncianoayg;do de larvas — IEPL) reportados nos carrapatos
obtidos dos coelhos do Grupo Infestagéo Artifi¢@lA), durante as sucessivas infestag6&8 etras
diferentes em cima das barras indicam diferengaistita significativa (p<0,05).
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Taxa média de recuperagéo Peso médio corporal - Grupos GIA, GC e GGG
b
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Figura 4- Parametros parasitarios médios (pesoocalygperiodo de parasitismo, taxa de recuperagédo e
Indice de Eficiéncia Alimentar -IEAL) reportadosi@patos obtidos da terceira infestagdo dos coelbos
Grupo Infestacdo Artificial (GIA) e da infestacdosdcoelhos do Grupo Controle (GC) e do Grupo
Glandula de Gené (GGGfLetras diferentes em cima das barras indicam difereestatistica
significativa (p<0,05).
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Peso médio de postura IEPO - Média
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Figura 5- Parametros reprodutivos médios (pesaupmseclodibilidade das larvas, indice de Efici@nci
na Producdo de Ovos -IEPO e indice de EficiénciaPreducdo de Larvas -IEPL) reportados nos
carrapatos obtidos da terceira infestacdo dos aselb Grupo Infestacéo Artificial (GIA) e da infegéio
dos coelhos do Grupo Controle (GC) e do Grupo Giinde Gené (GGG)Letras diferentes em cima
das barras indicam diferenca estatistica signifiagp<0,05).

87



1,0
0,9 4
0,8
0,7 —— 1A
06 - —=—1B
” 1C
g 05 1D
0,4 —1E
03 . ‘ ——1F
== Média
0,2 1
0,1
0,0
0 +7 +14 +21 +28 +35 +42 +46
T T dias T

Figura 6-Valores de absorbancia de IgG anti-EGGaro de coelhos pertencentes ao Grupo Infestacao
Artificial (GIA). As setas correspondem aos diadrdestacao.
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Figura 7-Valores de absorbéncia de IgG anti-EGGaro de coelhos pertencentes ao Grupo Controle
(GC). As setas correspondem aos dias de infestacéo
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Figura 8-Valores de absorbancia de IgG anti-EGGaro de coelhos pertencentes ao Grupo Glandula de
Gene (GGG). As setas vermelhas correspondem amsdelianunizacdo e a preta ao dia de infestacéo
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Figura 9-Valores médios de absorbancia de IgGERBG no soro de coelhos pertencentes aos Grupo
Infestacdo Atrtificial (GIA), Grupo Controle (GC)@rupo Glandula Salivar (GGS). As setas vermelhas
correspondem aos dias de imunizacgdo e as pretaliasode infestacao.
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CONSIDERACOES FINAIS:

Coelhos submetidos a trés infestacBes pelos
diferentes estagios deA. cajennense
adquiriram resisténcia imune. O parasitismo
por larvas e ninfas provocou uma resposta
imune mais tardia e menos vigorosa nos
animais desafiados, fato que confirma a
menor especificidade parasitaria dos
estagios imaturos de desenvolvimento desse
ixodideo. Os parasitos adultos foram mais
rapidos e eficinetes em induzir resisténcia
nos coelhos parasitados, uma vez que se
verificou uma reducdo significativa nos
principais parametros parasitarios e
reprodutivos das teledginas recuperadas a
partir da segunda infestacdo. Esse
fendbmeno foi evidente tanto nos carrapatos
recuperados dos animais do grupo GN
quanto nos provenientes dos coelhos do
grupo GIA, representando um padrdo na
resposta avaliada. Em contrapartida,
observou-se que a partir da terceira
infestacdo experimental, resisténcia imune
dos coelhos infestados por carrapatos
adultos apresentou tendéncia decrescente
ou de se manter estavel, sugerindo a
ocorréncia de modulagdo na imunidade
adquirida. Considerando que os parasitos
adultos se alimentam por mais tempo e
consequentemente inoculam uma maior
variedade e quantidade de moléculas
antigéncicas nos hospedeiros, é provavel
que eles sejam mais capazes de estimular e
de controlar a resposta imune dos animais
parasitados. Indiscutivelmente, esses
mecanimos de modulacdo sdo mais
evidentes nos hospedeiros naturais com 0s
quais 0A. cajennens¢éem co-evoluido por
mais tempo. No entanto, a pressao imposta
pelos desafios parasitarios consecutivos nos
coelhos do presente experimento, fato que
ndo ocorre em suas condicBes naturais de

infestacdo por A. cajennense nestes
hospedeiras pode ter precipitado o
desenvolvimento da modulacdo e,

possivelmente, da adaptacdo da resposta
imune.

A imunizacdo dos coelhos com o EGS foi
eficiente em induzir tanto a resposta
humoral quanto a resposta celular. Além
disso, os indices médios de eficiéncia na
producdo de ovos e larvas foram
significativamente reduzidos nos carrapatos
recuperados nos animais imunizados.
Todavia, ao contrario do que era esperado,
nenhum efeito foi observado sobre os
parametros parasitarios das fémeas
ingurgitadas que foram obtidas. Esses
resultados sugerem que a resposta imune do
hospedeiro ndo se restringe apenas ao local
de parasitismo e que sua acdo parece
persistir mesmo apdés os ixodideos
abandonarem o hospedeiro. E provavel que
os diferentes mecanismos efetores da
reposta imune tenham atingido os 6rgao
intenos dos carrapatos, responsaveis pelo
desempenho reprodutivo dos parasitos.
Além disso, sabe-se que determinantes

antigénicos comuns podem ser
compartilhados entre espécies
filogeneticamente diferentes e entre

diferentes estagios e tecidos dentro de uma
mesma espécie (Wikel, 1996; Trimnell et

al., 2005) o que justifica o fato da

imunizacdo com EGS ter induzido a

producdo de anticopos especificos que
provavelmente se ligaram em 06rgdos ou
tecidos internos dos carrapatos.

A imunizagéo dos coelhos do grupo GGG o
EGG néo produziu o efeito esperado, uma
vez que a eclodibilidade média dos ovos
das fémeas igurgitadas que foram
recuperadas nos animais imunizados foi
semelhante a reportada nos parasitos
provenintes dos coelhos primo-infetados

(Grupo GC). Apesar do EGG ter estimulado

a producdo de anticorpos especificos nos
animais vacinados, a reposta humoral

desenvolvida ndo foi capaz de protegé-los
do desafio parasitario. Curiosamente, o0s
valores de absorbancia de IgG anti-EGG

aumentaram apos a infestagdo parasitéria,
indicando a ocorréncia de reagdo cruzada
entre 0s antigenos presentes na glandula
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salivar e na glandula de Gené. E provavel
gue a dose de antigeno utilizada tenha sido
insuficiente para produzir uma resposta
imune protetora ou que o0s determinantes
antigénicos presentes na glandula de Gené
sejam incapazes de induzir resisténcia
imune nos animais imunizados. Essas

observacdes sugerem que maiores estudos
sd80 necessarios para se descartar ou propor

a utilizacdo do EGG como alternativa para
o controle imunolégico dé. cajennense
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