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RESUMO 

Carrapatos são artrópodes hematófagos de grande importância médica e veterinária 

devido aos prejuízos diretos e indiretos por eles causados ao se fixarem em seus hospedeiros, 

além de serem importantes vetores de microrganismos patogênicos. Durante seu repasto de 

sangue, os carrapatos estimulam a resposta imune e inflamatória dos hospedeiros, mas 

suprimem a imunidade natural e adquirida do hospedeiro por meio de fatores presentes na sua 

saliva que é inoculada durante a hematofagia. Este estudo analisou os componentes teciduais e 

moleculares presentes nas reações cutâneas induzidas por extrato de larvas de B. microplus 

não alimentadas ou por diferentes níveis de infestações com carrapatos adultos afixados à pele 

de bovinos geneticamente resistentes (Bos taurus indicus, raça nelore) e susceptíveis (B. 

taurus taurus, raça Holandês Preto e Branco - HPB) ao carrapato. Amostras de pele foram 

coletadas para análise 1, 72 e 96 horas após o inoculo com extrato de larva. No momento da 

reação tardia (72 e 96 horas) o infiltrado celular recrutado à pele de animais da raça Nelore 

apresentava um número significativamente maior de eosinófilos e basófilos do que a pele de 

animais HPB. Relativo à pele coletada 1 h após o inóculo de extrato ou à pele de bovinos 

HPB, a expressão de genes codificantes de IGF-1, MCP-1, IP-10, TGF-P, IDO, SLURP-1 foi 

significativamente maior em animais Nelores. Na pele contendo fêmeas em alimentação, 

constatou-se que o nível da infestação interfere no nível de expressão gênica em animais HPB 

que apresentaram diminuição significativa da expressão de MIP-la, IGF-1 e IL-8 e aumento 

relativo de IL-4 e TGFP na baixa infestação. A pele de Nelores infestada apresentou de 

expressão relativa de IDO, IL-10, IP-10, IGF-1, IFNy MCP-1, MIPla, IL-8 e iNOS e IL-5 

significativamente (P<0,05) maior do que a pele de HPBs infestada. A pesquisa de mutações 

únicas (SNPs, de single 4ucleotide polymorphisms) nos genes estudados que apresentaram

variação significativa na sua expressão revelou vários SNPs, inclusive alguns específicos para 
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animais zebuínos (MCP-1, MIP-la., TNF-a. e IFN-y). Os resultados obtidos neste estudo 

permitem uma melhor compreensão da interação parasita-hospedeiro. Mostram que na pele de 

uma raça bovina resistente ao carrapato os níveis de expressão de genes codificantes de 

moléculas quimiotáticas para basófilos e eosinófilos é maior do que em pele de uma raça 

bovina suscetível a esse parasita, fornecendo as bases dos mecanismos imunológicos que 

devem ser estimulados por vacinas empregadas para o controle do artrópode. Também 

mostram que ocorre variabilidade genética nos genes expressos diferencialmente, variações 

estas que podem constituir marcadores moleculares de resistência para a seleção de bovinos 

resistentes a carrapatos. 
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ABSTRACT 

Ticks are hematophagous arthropods of medical and veterinary importance due to the 

deleterious effects caused by their blood feeding on hosts, and because they are vectors of 

pathogenic microorganisms. During the feeding process ticks stimulate the host's immune and 

inflammatory responses. However, they are capable of suppressing innate and acquired 

immunity through soluble factors present in the saliva inoculated during the blood meal. This 

study analyzed the cellular and molecular components in the cutaneous reactions of bovine 

skin injected with an extract of unfed larvae (UFLE) of B. microplus or infested with different 

numbers of adult feeding ticks. Two different breeds with contrasting heritable phenotypes 

were examined: Nelore (Bos taurus indicus), which is highly resistant to ticks, and Holstein 

(B. t. taurus), which is very susceptible. Biopsies of skin were collected 1, 72 and 96 hours 

after treatment with UFLE. lhe cellular infiltrate recruited to the skin of Nelores at the 

time of the delayed reaction (72 and 96 h) contained significantly more basophils and 

eosinophils than similarly treated skin from Holsteins. When compared to skin collected 1 

hour after treatment with UFLE, the expression of genes coding for IGF-1, MCP-1, IP-10, 

TGF-P, IDO, SLURP-1 increased significantly in Nelore bovines. ln skin infested with 

feeding adults the level of infestation modulated the level of expression of immune response 

genes in Holsteins, which presented a significant decrease in the expression ofMIP-la, IGF-1 

e IL-8. lnfested skin from Nelores presented significantly (P<O. 05) higher levels of expression 

of genes coding for IDO, IL-10, IP-10, IGF-1, IFNy MCP-1, MIPla, IL-8 e iNOS e IL-5 than 

infested skin from Holsteins. Holsteins presented with a higher relative expression of IL-4 and 

TGFB during low infestations than Nelores. A search for mutations in the genes that presented 

significant changes in the level of their expression revealed several single nucleotide 
• 

polymorphisms (SNPs), including some that specific to the Nelore breed (MCP-1, MIP-la, 
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TNF-a e IFN-y). The results obtained in this study show that skin from a resistant breed of 

bovines is able to express higher levels of messages for cytokines that recruit basophils and 

eosinophils than that from susceptible breeds. This points out to the mechanisms of immune 

resistance that should be incorporated into the formulation of anti-tick vaccines. They also 

show that genetic varibility occurs in the genes that are differentially expressed in skin and 

this variability may contribute towards a collection of molecular markers for breeding tick

resistant cattle. 
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1- INTRODUÇÃO

1.1 - O Carrapato Boophilus microplus: 

1.1.1 Origem Filogenética, Organização Taxonômica e Ciclo de Vida do Boophilus 

microplus. 

Os carrapatos surgiram como parasitas obrigatórios de répteis em locais de clima quente 

e úmido. Quando houve a ramificação dos répteis em diversas formas de vidas, ocupando 

meios aquáticos e terrestres, os carrapatos evoluíram em duas principais famílias, Argasidae e 

Ixodidae (Hoogstraal e W assef, 1985). 

A espécie estudada nesta dissertação, o Boophilus microplus, conhecida como carrapato 

dos bovinos, é um artrópode hematófago e provavelmente originou-se na Ásia. A distribuição 

geográfica do parasita ocorre em locais quentes e úmidos, condições que favorecem seu ciclo 

de vida (Hoogstraal e Wassef, 1985). Com o advento das expedições exploradoras e 

comerciais, o carrapato disseminou-se para outras regiões tropicais e subtropicais do globo 

terrestre, concentrando sua ocupação na África, Ásia, Oceania e nas Américas do Sul e 

Central, causando grandes prejuízos à pecuária local (Nunes et. al, 1982). Embora não se 

saiba ao certo sobre sua introdução no Brasil (Labruna, comunicação pessoal), acredita-se que 

ocorreu pela região sul com animais advindos do Chile durante o século XVIII 

(Gonzáles,1995). Atualmente, o carrapato Boophilus microplus encontra-se amplamente 

distribuído no território nacional, variando suas concentrações de acordo com as condições 

climáticas e tipos raciais de bovinos presentes em cada região (Gonzáles,1995). 

O carrapato Boophilus microplus, de acordo com sua classificação taxonômica, pertence 

ao Reino Metazoa, Filo Arthropoda, Sub-Filo Chelicerata, Classe Arachnida, Sub-classe 

Acari, Super Ordem Parasitiformes, Ordem Ixodida, Sub-ordem Metastigmata, Família 
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Ixodidae, Grupo Metastriata, Sub-família Rhipicephalinae, Gênero Boophilus e Espécie 

microplus (Flechtmann, 1990). Das cinco espécies do gênero Boophilus, a mais difundida e 

única encontrada no Brasil, é a microplus (Pereira, 1982). 

O Boophilus microplus é um hematófago monoxeno, ou seja, a fase de vida parasitária 

ocorre em somente um hospedeiro. Ocasionalmente observa-se essa espécie parasitando cães, 

gatos, veados, porcos, onças, ovinos e caprinos (Arhtur, 1965). O ciclo de vida do carrapato 

ocorre em duas fases: 

a- Fase de Vida Livre:

Inicia-se após a queda da teleógina (femea ingurgitada do hospedeiro) seguido da 

postura de ovos, eclosão e liberação das larvas, e termina quando larvas infestantes fixam-se 

no hospedeiro. Durante a fase de vida livre, a capacidade da larva do carrapato sobreviver à 

longos períodos sem se alimentar está relacionada com a preservação do balanço hídrico 

(Sigal et al, 1999). Nessa fase o carrapato sofre fortes influências de umidade e temperatura, as 

quais podem alterar sua duração e capacidade infestante (Gonzáles, 1975). Quando a larva 

adquire capacidade infestante sobe nas pastagens por geotropismo negativo, localizando o 

hospedeiro pelo odor, vibrações, sombreamento, estímulo visual e gradiente de concentração 

de C02 (Sonenshine, 1991). 

b- Fase de Vida Parasitária:

Inicia-se com a fixação das larvas no hospedeiro, com a ingestão principalmente de 

plasma nos primeiros dias da infestação, terminando com ingestão de sangue no decorrer das 

fases evolutivas (Bennett, 1974). Durante o período de vida em que se encontra fixado na pele 

do hospedeiro e de acordo com sua capacidade alimentar, o carrapato sofre várias mudanças 

morfológicas durante a hematofagia transformando-se sucessivamente em ninfas e adultos, até 
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adquirir de cópula. A femea ingurgita rapidamente e desprende-se do hospedeiro para realizar 

a ovipostura. O ciclo evolutivo do B. microplus dura em média 18 dias (Gonzales 1975). 

Na pele do hospedeiro, o carrapato é mais resistente às alterações climáticas quando 

comparado à fase de vida livre, mas procura áreas na superficie corpórea do hospedeiro com 

temperaturas entre 31 e 3 7 ºC (Double e Kemp, 1979), regiões que beneficiem seu 

desenvolvimento, são elas, principalmente, o úbere, virilha e região do períneo. Esses locais 

são preferenciais não somente pela melhor temperatura, mas também, por representarem áreas 

de grande vascularização e dificil alcance da lambedura do hospedeiro durante suas tentativas 

de autolimpeza (Wagland, 1978). O período de vida parasitária pode durar de 18 a 300 dias 

(Gonzales, 1974). 

1.1.2 Constituintes das Glândulas Salivares do Carrapato e sua Importância 

no Processo de Infestação. 

Diferentemente dos mosquitos, que canulam os vasos do hospedeiro para obter sangue, a 

estratégia do carrapato consiste em fixar-se à pele por meio de cone um de cimento protéico, e 

em seguida destruir, mecanicamente, por meio de seus palpos, quimicamente por meio de 

proteases presentes em sua saliva, a matriz extracelular da derme (Sauer et al., 2000). Suga, 

então, o sangue acumulado na lesão. Durante sua refeição de sangue o carrapato enfrenta a 

hemostasia do hospedeiro que ocorre em resposta à agressão e que tem o potencial de 

interromper a hematofagia por meio da formação de coágulo e trombo plaquetário, da 

vasocontrição e da resposta inflamatória e imune (Champagne et al., 1996 e Mans, et al., 

2004). O complexo farmacológico da saliva do carrapato facilita, contudo, o acesso ao sangue 

e o escape às defesas do hospedeiro. 

O repertório salivar varia de acordo com a espécie de carrapato, sendo complementar ao 

repertório homeostático do hospedeiro natural (Ribeiro, 1995), daí a especificidade da relação 
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parasita/hospedeiro (Brossard e Fivaz 1982). De uma maneira geral, a saliva é constituída de 

elementos anti-hemostáticos, antiinflamatórios e imunomoduladores que podem interferir na 

homeostasia do hospedeiro e contribuir para fixação, alimentação e desenvolvimento do ácaro 

(Valenzuela, 2002). Deve-se destacar que o carrapato possui um sistema redundante para 

atacar as defesas do hospedeiro (Ribeiro, 1995). 

A glândula salivar é, portanto, o órgão responsável pela secreção de fluídos e de 

componentes farmacológicos pelos carrapatos (Tatchel, 1967). Esse órgão é constituídos por 3 

tipos morfofuncionais distintos de ácinos na fêmea e quatro tipos no macho. O tipo I, 

agranular, está envolvido na osmorregulação e os tipos II e III, compostos por células 

granulosas, na produção de moléculas bioativas e no desenvolvimento de patógenos que 

utilizam o carrapato como hospedeiro intermediário (Coons e Kaufinan, 1988). O ácino tipo 

IV, presente somente no macho, auxilia no processo de cópula (Feldman-Muhsam et. al, 

1970). Durante a alimentação da fêmea, vários genes das glândulas salivares são ativados e 

culminam com a produção de diversos tipos de proteínas e outros mediadores com ação 

biológica direta sobre diversos mecanismos homeostáticos do hospedeiro (Oaks, 1991). A 

presença de estruturas nervosas e catecolaminas na região das glândulas salivares de B. 

microp/us pressupõe o envolvimento de neurotransmissores na ativação glandular (Binnington 

e Stone, 1977). O tamanho dos ácinos glandulares das fêmeas, principalmente os tipos II e III, 

aumenta cerca de 25 vezes durante o período de alimentação do carrapato, sem alterar, no 

entanto, a quantidade de células que as constituem (Barker, 1984). Os ácinos do macho 

também expressam novos genes e aumentam de tamanho durante a alimentação, porém em 

menor intensidade quando comparados aos das fêmeas (Oaks, 1991). No término da 

alimentação, as glândulas salivares de carrapatos sofrem degeneração e morte celular por 

apoptose, evitando assim, a instalação de processos necróticos (Harris e Kaufinan, 1981 ). 

Estudos citoquímicos de glândulas salivares de fêmeas de R. sanguineus revelou alterações 
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nucleares e nucleolares em células dos ácinos tipos II e III e padrões tintoriais diferentes de 

RNA citoplamático típico de morte celular por apoptose (Furquim et. al, no prelo). No 

carrapato Ixodes ricinus, os ácinos tipo I não exibem morfologia de morte celular programada, 

porém os ácinos tipo II e III degeneram-se completamente por apotose. Esses achados 

enfatizam a importância da osmorregulação pelos ácinos tipo I, mesmo após a queda da 

teleógina de seu hospedeiro (Bowman e Sauer, 2004). 

Substâncias Anti-hemostáticas presentes na saliva dos Carrapatos: 

A lesão tecidual causada pelo hipostômio do carrapato, pelos componentes proteolíticos 

e alergênicos entre outros mediadores presentes na sua saliva, induz a ativação de moléculas 

bioativas envolvidas na hemostasia do hospedeiro. Estes mecanismos prejudicam a 

alimentação do artrópode porque bloqueiam o extravasamento sanguíneo no local da fixação. 

Para escapar desse tipo de resposta e manter seu processo de hematofagia, o carrapato secreta 

em sua saliva importantes moléculas bioativas capazes de interferir nos processos 

hemostáticos do hospedeiro (Valenzuela, 2002). Entre essas moléculas destaca-se a apirase 

que metaboliza o ADP (Valenzuela, 2002) e o inibidor do Fator de Ativação Plaquetária-P AF 

(Ribeiro et. al, 1985) que impede a agregação plaquetária. Alguns espécies liberam a ixolaris 

na saliva, um Inibidor da Via do Fator Tecidual (TFPI), com capacidade de ligar-se no 

domínio HBE do Fator Xa (mesmo local de ligação da heparina) interferindo na sua ligação 

com o Fator Tecidual (Vila) para formação de trombina (Monteiro, 2005). 

Os ixodídeos contêm altos níveis de prostaglandinas (PG) na saliva. A PGE2 é um 

antagonista potente de vasoconstritores fisiológicos como o TXA2 (Tromboxano A2) e 5-

hidroxitriptamina-serotonina (Ribeiro, 1995). A PGE2, através do receptor EPl presente na 

glândula salivar do carrapato, promove a liberação de anticoagulantes salivares, e permite uma 

maior oferta de sangue para o repasto (Qian et al., 1998). 
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Substâncias Imunomoduladoras: 

O processo de aquisição de sangue pelo carrapato causa danos diretos à pele do 

hospedeiro e indiretos pela transmissão de agentes infecciosos (Sonenshine 1991). Tanto a 

ação espoliadora direta, quanto a transmissão de patógenos, só são possíveis devido à ação 

imunomoduladora exercida por componentes salivares excretados pelo carrapato. Essas 

moléculas interferem na resposta imune inata e adaptativa elaborada pelo hospedeiro na 

tentativa de conter o processo de alimentação e desenvolvimento do artrópode. Avanços nos 

estudos sobre a imunobiologia dos carrapatos tem resultado na identificação de proteínas 

capazes de interagir com diversos mecanismos da resposta imune do hospedeiro e que 

constituem um sistema de escape complexo e redundante (Ribeiro, 1995). A forma pela qual 

o carrapato contra-ataca a resposta imune de seu hospedeiro nos permite apontar quais os

principais componentes da resposta imune que interferem no seu processo de alimentação 

(Wikel, 1996). 

Dentre as moléculas imunomoduladoras já descritas na saliva de algumas espécies de 

carrapatos, citamos o Ligante de IgG (IGBP) que foi caracterizada em extrato de glândula 

salivar de quatro espécies distintas de carrapatos, Amblyomma variegatum, Ixoides scapulares 

(Packila e Guilfoile, 2002), Rhipicephalus appendicu/atus e Ixoides hexagonus (W ang e 

Nuttall, 1995). Postula-se que a IGBP neutraliza os anticorpos ingeridos pelo carrapato 

durante o processo de hematofagia, impedindo a ligação destes com tecidos do artrópode. 

Há diferenças no nível de produção e no tipo de imunoglobulina produzida em 

hospedeiros resistentes e susceptíveis à infestação. Acredita-se que esta diferença ocorra 

devido à inibição de células B pela saliva do artrópode (Kashino et al, 2005). 

O l scapularis excreta uma proteína ligante de IL-2 que inibe o processo proliferativo 

de células do sistema imune (Gillespie et al., 2001). A inflamação gerada pelo carrapato na 
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pele do hospedeiro induz a migração de polimorfonucleares para o local da lesão. 

Experimentos in vitro demonstraram a inibição da atividade biológica da IL-8, um importante 

fator quimiotático para neutrófilos, quando em presença de extrato de glândula salivar 

(Hajnicka et al, 2001). Em trabalho recente foi identificado um ligante das quimiocinas CCL3 

(MIPla) e CCL2 (MCP-1) em biblioteca de cDNA de glândula salivar de R. sanguineus 

denominado evasina-1 (Frauenschuh, et al, 2007). Isto comprova a importância das moléculas 

quimiotáticas na reposta contra o carrapato. 

A histamina, um vasodilatador potente liberado por mastócitos residentes de tecido 

conjuntivo e de mucosas, contribui para instalação do processo inflamatório local. A histamina 

diminui a salivação e alimentação do artrópode, como descrito por Paine et. al (1983) nos 

experimentos com Dermacentor andersoni. A presença de um ligante de histamina no extrato 

de glândula salivar de R. appendiculatus evidencia a importância desse mediador em impedir 

o desenvolvimento do carrapato (Paesen et al, 1999). Inibidores de anafilotoxinas são

liberados na saliva de I. scapularis (Ribeiro, 1987), o que pode amenizar a participação do 

sistema complemento na resposta imunológica (Fearon, 1998). Por sua vez, a PGE2 estimula 

um padrão Th2 de resposta imune e diminui a produção de citocinas de padrão Thl envolvidas 

na geração do processo de resistência (Harris et. al, 2002). 

Os fagócitos, quando presentes no local de fixação do carrapato, são estimulados pela 

presença do antígeno e induzidos a produzirem radicais tóxicos, assim como citocínas, na 

tentativa de eliminar o agente agressor. A saliva de R. sanguineus possui componentes capazes 

de inibir a produção de IFNy e NO em camundongos, reduzindo a resposta das células locais 

aos antígenos do artrópode (Ferreira e Silva, 1999). Outro inibidor da inflamação descrito na 

saliva de algumas espécies de carrapatos é o inibidor de bradicinina (Bk), substância derivada 

da clivagem do cininogênio após ativação inicial da cascata de coagulação. A inibição de Bk 
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reduz o edema, a dor e a inflamação local, efeitos que causam menor irritabilidade no 

hospedeiro, diminuindo o prurido local e conseqüentemente a remoção fisica do agente 

(Ribeiro, 1989). 

1.1.3 Participação dos Carrapatos na Transmissão de Doenças, Prejuízos 

Econômicos e Métodos de Controle: 

O hábito hematofágico dos carrapatos os condiciona em vetores de vários agentes 

infecciosos como protozoários, vírus e bactérias, não somente para o animal, mas também para 

o homem (Cupp, 1991), perdendo somente para os mosquitos no que se refere à capacidade de

vetor de agentes infecciosos (Hoskins e Cupp 1988). A transmissão de patógenos pode ocorrer 

de forma direta entre os carrapatos e via transovariana, garantindo a infectividade do artrópode 

por várias gerações (Aeschimann, 1991). No Brasil os dois patógenos principais transmitidos 

aos bovinos pelo Boophilus microplus são a rickettsia Anaplasma sp. e o protozoário Babesia 

spp., responsáveis pelo quadro clínico conhecido como "Tristeza parasitária bovina", 

causadores de importantes prejuízos ao sistema de produção (Farias, 1995). 

O carrapato é uma das três principais causas de prejuízos à produção animal (CGIAR, 

2002). O rebanho bovino comercial do Brasil é o maior do mundo e contribui expressivamente 

para nossa economia. Esta sofre, porém, com os prejuízos causados pelo carrapato, estimados 

em US$ 2 bilhões/ano (Grisi et. al, 2002); ao nível global essas perdas ultrapassam US$ 13 

bilhões/ano (Anon, 2002). 

Agentes químicos para controle de carrapatos têm levado à contaminação do meio 

ambiente, à presença de resíduos em carne e leite e ao aparecimento de parasitas resistentes 

(Kunz e Kemp, 1994). Alternativas sustentáveis para o controle do carrapato, tais como 

vacinas (Willadsen et. al, 1999) e marcadores genéticos para resistência (Pruett et al 1999 e 

Willadsen et al 1999), constituem demanda urgente. Existem duas vacinas anti-carrapato no 
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mercado (Willadsen et.al, 1995 e Rodriguez et. al, 1995). São compostas de um ou dois 

antígenos ocultos31
, aqueles não expostos ao hospedeiro durante infestação natural. Embora 

tenham impacto sobre a infestação, sua eficácia é variável (Massard et. al, 1998) e exige uso 

combinado de acaricidas com reforços da vacina, dificultando o manejo. Um parasita 

complexo corno o carrapato não será controlado por vacina que não contemple os mecanismos 

efetores que medeiam, de fato, a resistência. A resposta eficaz anti-carrapato precisa ser 

elucidada de modo a orientar o desenvolvimento dessa ferramenta de controle. 

1.2-0 Hospedeiro 

1.2.1 -Resposta Imune do Hospedeiro ao Carrapato 

Trager (1939) foi o primeiro a demonstrar que os vertebrados poderiam elaborar urna 

resposta imune protetora aos ectoparasitas e que esta imunidade poderia ser transmitida pelo 

soro de animais infestados. Camundongos, que são hospedeiros suscetíveis a todas as espécies 

de carrapatos, polarizam a produção de citocinas e de anticorpos para o padrão Th2 (Ferreira e 

Silva, 1999). Por outro lado, cobaias, que são hospedeiros resistentes a carrapatos, apresentam 

reação cutânea tardia com participação de basófilos, e que, quanto maior o número de células 

no local da picada menor o desenvolvimento do artrópode (Brown & Askenase, 1984). O 

mesmo ocorre quando bovinos são submetidos à infestação por Amblyomma americanum 

(Brown & Askenase, 1984). Experimentos mais recentes caracterizam a participação de, 

eosinófilos e basófilos na resposta de cobaias frente à exposição ao R. sanguineus (Szabó e 

Bechara, 1999). A maioria dos estudos sobre aquisição de resistência em bovinos avalia o 

fenômeno em raças taurinas que, embora desenvolvam imunidade, não controlam as 

infestações com a mesma eficiência das raças zebuínas (Utech, 1978). Embora haja alguns 

relatos que sugerem que eosinófilos e/ou basófilos estão associados com resistência, nenhum 
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dos trabalhos demonstra, de fonna comparativa e abrangente, os infiltrados celulares e o 

padrão de citocinas produzido na pele infestada dessas raças. 

1.2.2- Comportamento de Diferentes Raças Bovinas Durante o Desenvolvimento da 

Infestação pelo Boophilus microplus. 

O hospedeiro preferencial do B. microplus é o bovino. Entre as raças de bovinos, as 

pertencentes à subespécie Bos taurus indicus ou zebuínos são mais resistentes ao carrapato do 

que as raças da subespécie B. t. taurus. (Utech et al, 1978). Em cruzamentos feitos entre raças 

zebuínas e taurinas observa-se que quanto maior a proporção de sangue zebu, maior é a 

resistência pelo carrapato (Honer e Gomes, 1990). Embora seja notória a diferença entre os 

números de carrapatos fixos sobre bovinos de raças zebuínas e taurinas, na primeira 

infestação, ambas as raças possuem menor capacidade de controlar a infestação, permitindo 

concluir que o poder de resistência ao B. microplus é, em parte, um fenômeno mediado pela 

resposta imune adaptativa. Fatores como sexo, idade, cor do pêlo, e estação do ano podem 

interferir na resistência do bovino às infestações, porém a raça é o fator mais importante e 

determinante na caracterização do fenótipo de resistência, sendo este herdável (Mattioli, 1998; 

Meltzer, 1996). Em geral, de acordo com a literatura, os Bos indicus são mais resistentes aos 

carrapatos do que os animais Bos taurus. Segundo Lemos (1986), o Bos indicus tem convivido 

há milhares de anos em contato com o carrapato, o que permitiu a eliminação natural dos 

animais mais sensíveis e a permanência dos mais resistentes. 

Há outras explicações para a manifestação da resistência ou susceptibilidade das 

diferentes raças que não a resposta imune adaptativa, dentre elas, a maior quantidade de 

glândulas sebáceas presentes nos zebus produzindo odores com capacidade de afastar os 

carrapatos da sua superficie, maior capacidade de mobilidade, maior irritabilidade do animal e 
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maior elasticidade de sua pele (Gonzales, 1975), que facilita o mecanismos de limpeza por 

meio de lambedura. 

Os bovinos, hospedeiros naturais do carrapato B. microplus, sendo constituídos de raças 

susceptíveis e resistentes à infestação, dispõe um modelo no qual é possível examinar, numa 

mesma espécie, os desfechos da relação parasito-hospedeiro. 

Quando o processo de alimentação do carrapato é iniciado, há uma ativação da resposta 

imune do hospedeiro no local da picada. Durante o processo inflamatório ocorre a 

desgranulação de mastócitos e a infiltração de eosinófilos, os quais seriam capazes de 

dificultar a alimentação do carrapato e causar irritação cutânea no hospedeiro (Pereira, 1982). 

A reposta imune elaborada pelo hospedeiro tem a participação de células apresentadoras 

de antígeno, linfócitos T e B, anticorpos, sistema complemento, basófilos, mastócitos, 

eosinófilos e neutrófilos, além de inúmeras moléculas bioativas capazes de contribuir para o 

processo inflamatório (Wikel, 1996). Em animais resistentes o número de granulócitos 

aumenta significativamente no local da fixação. O grande afluxo de basófilos, seguido da 

liberação de histamina e outros mediadores da resposta imune, induz à rejeição ao parasito 

(McLaren et. al., 1983). Isso caracteriza o basófilo como importante célula envolvida no 

processo de resistência ao artrópode, como demostrado por Szabó e Bechara (1999) em cobais 

frente a infestações sucessivas por R. sanguineus. 

A administração de drogas anti-histamínicas em bovinos acarreta aumento significativo 

na produção de fêmeas ingurgitadas por animal (Tatchell e Bennett, 1969 e Willadsen et al., 

1979) mostrando a importância das células produtoras de histamina nos mecanismos efetores 

contra os carrapatos. 
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A transferência de plasma de bovinos altamente resistentes para o gado não exposto ao 

carrapato confere alguma resistência ao receptor. (Roberts & Kerr, 1976). 

O contato entre o hospedeiro e o carrapato por vários dias, possibilita o desenvolvimento 

da resposta imune do hospedeiro contra o artrópode. Porém, as medidas adotadas pelo 

ectoparasita frente à resposta imune controlam a expressão da imunidade adquirida do 

hospedeiro permitindo sua permanência nele (Wikel, 1996). 

A resistência ao carrapato está relacionada com o aumento do número de basófilos 

circulantes em animais resistentes (cobaias) (Szabó et. al, 2003) e no infiltrado local (Szabó e 

Bechara, 1999). Quando um extrato de larvas não alimentadas é inoculado em hospdeiros 

infestados e imunes observa-se em hospedeiros resistentes, mas não em hospdeiros 

suscetíveis, uma reação de hipersensibilidade tardia (DTH) sendo que ambos os hospedeiros 

apresentam uma reação imediata (IH) (Szabó et. al, 1995). O basófilo participa na fase tardia 

das reações de hipersensiblidade tipo I e nas reações de hipersensibilidade cutânea basofilica 

ou reação de fones-Mote (Falcone, 2001). A reação de fones-Mote é definida como sendo uma 

reação induzida pela inoculação de proteínas solúveis heterólogas sem componentes de 

micobactérias que é composta de uma fase de reação imediata seguida de uma reação tardia 

que se intensifica à medida que aumenta o intervalo entre a inoculação e a reação (Askenase e 

Atwood, 1976). 

1.3. Organização Histológica e Celular da Pele, Elaboração da Resposta Imune 

Local e Justificativa da Escolha de Genes Candidatos a Contribuir para 

Desenvolvimento do Processo de Resistência ao Carrapato. 

No ambiente em que vivem os vertebrados há intensa exposição a microrganismos e a 

agentes fisicos e químicos extremamente nocivos. Para sobreviverem nesse ambiente hostil os 

vertebrados necessitam de um sistema imune desenvolvido e com rápida capacidade de 
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elaboração de uma resposta organizada nos principais locais de ataque dos patógenos (Kupper, 

2004). A pele é o órgão mais exposto aos agressores ambientais e, por isso, representa a 

primeira barreira defensiva e reguladora contra a invasão. A importância da integridade dos 

mecanismos imunes da pele é ressaltada pelo aumento da freqüência de malignidades e 

infecções quando indivíduos manifestam desordens imunológicas ou terapias de caráter 

imunossupressor (Uthayakumar, 1997). A elaboração da resposta imune deve ser finamente 

regulada no ambiente epiderma! uma vez que, desordens nesse quesito, implicam em intensa 

resposta inflamatória e desenvolvimento de doenças auto-imunes e alérgicas (Wong, 1985). 

A pele consiste em duas partes principais: uma camada mais externa constituída de 

tecido epitelial denominada epiderme e, abaixo desta, uma camada de tecido conjuntivo rico 

em colágeno ( o couro propriamente dito), nervos e vasos sanguíneos denominada derme, 

seguido de uma camada de tecido adiposo, a hipoderme. 

A epiderme é um tecido estratificado composto na sua grande parte (95%) por 

queratinócitos. Além destes, a epiderme é constituída por melanócitos, responsáveis pela 

produção dos pigmentos da pele, e pelas células de Langerhans capazes de fagocitar agentes 

invasores e contribuir para o processo de ativação imunológica. 

A hipoderme é formada por um tecido adiposo subcutâneo bastante difuso. O tecido 

adiposo representa uma importante reserva energética que é mobilizada quando há consumo 

intenso de glicose por células musculares. 

Funcionalmente, a pele é um órgão bastante complexo, sendo a principal responsável, 

pela proteção tisica contra agressões externas tisicas, químicas e biológicas. É responsável 

ainda pela regulação hídrica, manutenção da temperatura e sensibilidade tátil. 
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Como é um órgão do sistema imune, a pele alberga diversos tipos de leucócitos. Há 

linfócitos, que regulam a resposta imune e desenvolvem respostas específicas; células 

apresentadoras de antígeno (histiócitos ou células de Langerhans) que recolhem moléculas 

estranhas (possíveis invasores) e levam aos linfonodos para apresentação aos linfócitos CD4+; 

mastócitos e eosinófilos, que estão envolvidos nas reações alérgicas e luta contra parasitas. As 

células residentes da pele, por meio das moléculas mediadoras do sistema imune inato, 

comportam-se como sentinelas do sistema imune local frente a sinais de perigo (Kupper, 

2004). Os queratinócitos e células de Langerhans (células da epiderme), mastócitos, células 

dendriticas e macrófagos ( células da derme) são capazes de liberar quimiocinas, citocinas e 

agentes anti-microbianos quando ocorre o rompimento da integridade tecidual (Kupper e 

Groves , 1995). O aumento da expressão de mediadores imunológicos culmina com o 

recrutamento de células linfóides presentes na circulação para a periferia permitindo a 

eliminação do agente agressor e o conseqüente reparo tecidual (Steinhoff, 2001). 

Além das células imunológicas capazes de responder às agressões, a pele possui sua 

microbiota residente. A ocupação da superficie da epiderme por essa microbiota evita a 

instalação e invasão de agentes agressores por competição de espaço e nutrientes. Os produtos 

de glândulas sebáceas e sudoríparas também contribuem para manutenção da microbiota 

normal e, conseqüentemente, da homeostasia epiderma!. 

Os mecanismos relacionados com a imunidade de pele são de suma importância para 

proteção adequada contra agentes estranhos, porém distúrbios na sua elaboração podem 

originar patologias que, do ponto de vista imunológico, são classificadas em padrões Thl ou 

Th2 de acordo com o perfil de citocinas e células envolvidas no seu desenvolvimento. 

Conhecendo os mecanismos imunológicos presentes na pele e sabendo que esta é o 

principal órgão alvo da infestação por carrapatos, é de suma importância estudar a resposta 
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imune local durante infestações. O conhecimento sobre a resposta local anti- B. microplus em 

bovinos é limitado, mas é seguro afirmar que é complexa. No local da lesão causada pelo 

carrapato há um infiltrado de neutrófilos, eosinófilos e basófilos (Gill & Walker, 1985), porém 

as vias pelas quais estão sendo recrutadas e ativadas e como essas vias estão afetando a 

produção de citocinas permanece obscuro. Para escolher os componentes da resposta do 

hospedeiro a serem estudados, nos embasamos em componentes das glândulas salivares do 

carrapato que interferem no desenvolvimento da resposta imune do seu hospedeiro. Além 

disso, também nos embasamos em conhecimentos gerados sobre a imunidade de pele nas 

doenças atópicas e outras doenças inflamatórias dermatológicas, pois envolvem componentes 

imunológicos que podem prejudicar a hematofagia do carrapato. Portanto, baseados nesses 

critérios, elegemos quantificar o nível de expressão gênica de IFNy, TNFa, IL-18, IL-6, iNOS, 

IL-10, IL-4, IL-5, IFNa, TGF-�l, IP-10, IL-8, MCP-1, MIPl a, IGF-1, SLURP-1, Endotelina-

1, IDO em pele de bovinos previamente infestados e re-estimulados com antígenos presentes 

em extratos do carrapato e em pele de bovinos contendo carrapatos adultos afixados. 

Para escolher genes candidatos este estudo também considera a ocorrência de 

polimorfismos genéticos, em bovinos ou em outras espécies, que estão associados com 

conseqüências funcionais para componentes potencialmente importantes na relação carrapato

hospedeiro. Hospedeiros bovinos expressam fenótipos raça-específica herdáveis quando 

expostos a extratos de larva de B. microplus. Bos indicus são significativamente mais 

resistentes que Bos taurus, e animais originários do cruzamento das duas raças exibem níveis 

de infestação variáveis. Sendo assim, pode-se determinar variações nucleotídicas em genes 

codificantes de moléculas com função imunológica que resulte em maior capacidade de 

recrutar células inflamatórias e contribuir com fenótipo de resistência ao carrapato, porque 

sabemos que em bovinos resistentes o infiltrado inflamatório é quali e quantitativamente 

maior no local da lesão do que em bovinos suscetíveis. 

f• 
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Em resumo, como não se conhece os mecamsmos homeostáticos do hospedeiro 

envolvidos na redução do poder de alimentação das femeas e na conseqüente reprodução dos 

carrapatos, a descrição de alguns dos componentes moleculares no local da lesão causada pelo 

artrópode contribuirá para elucidar os mecanismos imunológicos locais para uma proteção 

adequada. 
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2-OBJETIVOS

2.2. Objetivos Gerais. 

a) Estudar os mecanismos de resistência e susceptibilidade ao carrapato, descrevendo

alguns componentes moleculares da resposta inflamatória local ao carrapato B. microplus em 

bovinos resistentes e suscetíveis. 

2.3. Objetivos Específicos. 

a) Comparar em pele normal e infestada com fêmeas ingurgitadas de bovinos resistentes

e susceptíveis à carrapatos, por meio de RT-PCR em tempo real, o nível de expressão de 

mensagens para moléculas candidatas a mediarem os diferentes fenótipos de infestação. 

b) Inocular intradermicamente extrato de larvas em pele de bovinos resistentes e

susceptíveis a carrapatos e previamente infestados e quantificar a expressão de mensagens 

para moléculas candidatas a mediarem a resposta imune nos diferentes fenótipos de infestação. 

c) Pesquisar a presença de polimorfismos de nucleotídeos pontuais (SNPs) em genes

relacionados à elaboração da resposta imune, contribuindo para geração de marcadores 

moleculares de resistência. 

d) Verificar a integridade da matriz colagenosa durante o processo de infestação natural

pelo B. microplus, e sua possível atuação como uma barreira fisica frente ao processo de 

infestação. 
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3- MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 - Caracterização Histológica e Molecular das Reações de Hipersensibilidade 

Imediata e Tardia Após Tratamento com Extrato de Larva de B. microplus não 

Alimentadas em Pele de Bovinos Resistentes e Susceptíveis a Infestação. 

O experimento de quantificação da expressão gênica na pele de bovinos resistentes e 

susceptíveis à infestação pelo carrapato tratada com extrato de larva de B. microplus não 

alimentada foi desenvolvido para complementar o estudo de quantificação celular global e 

diferencial realizada no mesmo experimento por Morelli Jr. (2005) (Apêndice A). 

3.1.1 Dos Animais: Os bovinos foram introduzidos no experimento com 2 anos de idade 

expostos durante um ano a infestação natural pelo B. microplus. Os animais eram não 

aparentados, machos, da raça Holandês Preto e Branco (Bos taurus taurus, Susceptíveis) e 

Nelores (Bos taurus indicus, Resistentes). 

3.1.2 Obtenção do Extrato de Larva: Larvas de B. microplus não alimentadas com 

dois meses após a eclosão dos ovos foram mortas por imersão em N2 líquido. Após mortas, 

foram transferidas para um recipiente contendo salina tamponada (PBS; pH7,4), 

homogeneizadas em gral e pistilo e em seguida desintegradas em aparelho de ultrason 

sonicadas em três tempos de 1 O segundos com intervalo de 60 segundos. O extrato foi 

centrifugado a 12.000g x 4°C por 1 hora, e o sobrenadante filtrado em papel Millex 

GV(Millipore) com porosidade de 0,22µm. A concentração de proteína foi obtida pelo método 

de Coomassie. Para obtenção do inoculo, o extrato de larva bruto foi diluído em PBS de forma 

a resultar uma concentração de 0.5µg de proteínas/µ}. 
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3.1.3 Obtenção das Biópsias de Pele: Os animais foram inoculados i.d. com lOOµL da 

solução de extrato de larva (tratamento) em uma orelha e l00µL de PBS (controle) 

contralateral em regiões previamente demarcadas e biópsias dos locais da inoculação em três 

distintos períodos: 1 h, 72hr e 96hr mais tarde. Parte dos fragmentos foi encaminhada para 

quantificação celular global e diferenciada por meio das colorações de Hematoxilina/Eosina e 

Giemsa, respectivamente. O restante do material foi embebido em 600µ1 de RNAlater e 

congelado a -70°C para futura extração de RNA total. 

3.1.4. Extração de RNA Total: As amostras embebidas no RNAlater foram 

individualmente descongeladas e imediatamente transferidas para um recipiente apropriado 

(Bioespec products, INC) contendo N2 líquido para recongelamento. Após evaporação do N2 

líquido, a amostra foi pulverizada utilizando o mesmo aparato e em seguida transferida para 

um cryovial de 4mL, contendo 1,0mLde Trizol® (Invitrogen). Uma vez embebido em trizol, 

o material era triturado com o auxílio de um homogenizador de tecido Ultra-Turrax T8 (lka ®

- Werke, GmbH & Co., GE) com haste previamente autoclavada e livre de RNAse. Todas as

precauções necessárias para evitar a contaminação com RNAse foram tomadas, como por 

exemplo o tratamento de todo material metálico e a bancada de extração com RNase away 

(Invitrogen, Molecular Bioproducts, Carlsbad, EUA). 

ORNA total do tecido foi extraído com utilização do kit de extração de RNA (Promega 

SV Total RNA Isolation Kit), seguindo o protocolo do fabricante, com algumas alterações. 

Brevemente, adicionou-se 200µ1 de clorofórmio (Sigma) para cada 1 ml da suspensão celular 

obtida pelo trituramento do tecido e deixou-se a mistura descansando à temperatura ambiente 

(T.A.) por 15 minutos. Posteriormente a mistura foi centrifugada a 12000g, por 10 minutos 

(T.A.). A solução transparente do lisado (± 500 µl) foi então transferida para um tubo novo, 

adicionou-se a este 300 µ1 de etanol 95% e após homogeneização cuidadosa a solução foi 



Materiais e Métodos 23 

transferida para a coluna de afinidade de RNA. A solução foi posteriormente centrifugada a 

12000 g, por 1 minuto (T.A.) e a ela adicionada os tampões específicos do kit, intercalados por 

centrifugações de 1 minuto a 12000 g. Na seqüência as amostras foram eluídas da coluna em 

50 µL de água livre de nucleases. 

Uma alíquota de 3 µ1 da suspensão final foi utilizada para mensurar a concentração de 

RNA/µ1 das amostras, utilizando-se o aparelho Thermo Spectronic (Biomate). Finalmente 

separou-se 1 µg da amostra extraída para aplicar em um gel de RNA. O remanescente da 

amostra foi armazenado a -70ºC, até a realização dos ensaios de quantificação da expressão 

gênica. 

3.1.5 Integridade do RNA total extraído 

Para verificar a integridade do RNA extraído e possível contaminação do material com 

DNA genômico, 1 µg da amostra de RNA foi aplicada em gel de agarose 1,5% . Esse gel foi 

confeccionado seguindo protocolo preconizado por Sambrook et ai. ( 1989). Para tal, 2,2 mg 

de agarose foi adicionado a 100ml de água milli-Q autoclavada duas vezes. A solução 

resultante foi aquecida até que a agarose se dissolvesse por completo na água e então 24ml de 

formaldeído 37% e 30 ml de MOPS 5x (21g de MOPS em 1000 ml de água milli-Q 

autoclavada 2X) foram adicionados. A solução foi então colocada no suporte da cuba de 

corrida previamente tratada com NaOH 0,5 M por 30 minutos e o pente colocado sobre esta 

solução. Após solidificação da agarose, retirou-se o pente. 

Antes de se aplicar as amostras no gel, volume equivalente a 1 µg da amostra foi 

colocado em um eppendorf de volume 500 µl, juntamente com 2 µl de MOPS 5x, 3,5 µ1 de 

formaldeído e 1,0 µ1 de brometo de etídio (0,5 µ1/ml). A solução foi completada com 

formamida suficiente para atingir o volume final de 20 µ1. Para reação, a solução foi aquecida 

a 65ºC por 15 minutos e resfriada imediatamente em gelo. Finalmente adicionou-se 2 µl de 
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Azul de Bromofenol (100 mg/ml) e a solução resultante aplicada no gel de agarose 

submergido em tampão de corrida MOPS. Para corrida no gel a cuba foi ligada a uma fonte de 

80V, l 15m.A, 9W por 30 minutos. O gel foi visualizado em luz UV e fotografado. 

3.1.6 Obtenção dos Primes e Sondas: 

3.1.6.1 - Destinados a Reação de PCR em Tempo Real com Sistema TaqMan. 

Para obtenção dos primers correspondentes dos genes IGF-1, IP-10, MCP-1, MIPl� 

IFNa,,IDO e IL-5 utilizou-se sequências gênicas bovinas depositadas na base de dados do 

National Center for Biotechnology lnformation GenBank NCBI (GenBank NCBI -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ou na base de dados do Institute for Genomic Research (Tigr

http://www.tigr.org) quando fez-se utilização de ESTs para desenho dos primers. Priorizamos 

o desenho dos primers para perfeito alinhamento na região da junção de dois éxons dos

respectivos genes alvos com intuito de aumentar a especificidade da reação e evitar 

amplificações de possível contaminação genômica. Quando a base de dados da seqüência 

genômica bovina não fornecia o local da junção entre dois éxons, o EST bovino era alinhado 

com a seqüência do respectivo gene alvo humano, depositado na base de dados do NCBI, para 

determinação da localização da junção e consequente desenho dos primers. A seqüência 

gênica adquirida foi utilizada para desenho dos primers pelo método Assay by Design 

(Applied Biosystems) em condições universais de PCR. Os primers e sondas foram 

submetidas ao BLAST confirmatório no Banco de Dados do Genoma Bovino depositado no 

NCBI (Tabela 1 ). 
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3.1.6.2 -Destinados a Reação de PCR em Tempo Real 

Para obtenção dos primers correspondentes ao IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-17, IL-10, TGF

p 1, IL-16, iNOS, SLURP-1 e Endotelina-1 (ET-1 ), seguiu-se os mesmos critérios e banco de 

dados relacionados no item 3.1.6.1, porém os primers foram obtidos com utilização do 

software Primer Express 2.0 (Applied Biosystem) no próprio laboratório e após obtenção das 

seqüência, os oligos foram direcionados para síntese (Tabela 1 ). 
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3.1.7 Reação de PCR em Tempo Real 

3.1. 7.1 -Reação de PCR em Tempo Real com Sistema TaqMan. 

A expressão dos genes IGF-1, IP-10, MCP-1, MIPla IFNa, IDO e IL-5 foi quantificada 

pela técnica de PCR em Tempo Real, utilizando-se o Sistema TaqMan One Step PCR 

(Applied biosystems) em um aparelho GeneAmp 7000 (Applied Biosystems - EUA) 

(Figura 1 ). 

Nas reações de PCR em tempo real foram utilizados 12,5 µ1 do reagente 2X Master 

Mix (Applied Biosystems) constituído de enzima polimerase Taq Gold; dNTPs com dUTP; 

e os demais componentes do tampão já devidamente otimizados; 0.625µ1 do Mix 40X 

MultiScribe™ e Inibidor de RNAse, l,25µL do Mix 20X TaqMan Gene Expression Assay 

contendo primers senso, anti-senso, a sonda marcada com ROX (quencher - fluorescência 

de referência) e FAM (reporter - Fluorescência quantificada) e 5,625 µLde água Milli-Q 

autoclavada duas vezes. Por fim adicionou-se 5µ1 de RNA total a uma concentração de 

l 0ng/µL, alcançado um volume final de reação de 25µ1.

As reações foram submetidas ao protocolo de PCR seguindo as orientações do fabricante

em um aparelho GeneAmp 7000 (Applied Biosystems - EUA). De forma resumida, 30 min a 

48ºC (passo 1), 10 min a 95ºC (passo 2) e 40 ciclos de 15segundos a 95ºC e 1 minuto a 60ºC 

(passo 3). 

Ao final das reações as curvas de amplificação foram analisadas de acordo com o valor 

de Ct obtido (número de ciclos necessários para atingir o limiar de detecção). As amostras 

foram amplificadas em duplicatas e o utilizou-se a média dos valores de Cts obtidos para 

realização dos cálculos. Por fim, fez-se a comparação dos grupos suscetíveis e resistentes em 

relação ao aumento ou diminuição da expressão de um determinado gene alvo, através da 

fórmula: 
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DCt= 2
-(mCt gene alvo na pele infestada - mCT gene alvo na pele normal), tendo a determinação da variação

relativa da expressão. Na literatura é freqüente o uso de genes housekeeping para 

normalização dos dados de expressão gênica (Bustin, 2006), utilizando-o como referência na 

quantificação da expressão. Entretanto, optamos por realizar o cálculo direto da expressão 

gênica pelo uso do valor obtido com RNAtotal, sem normalização pelo housekeeping, devido 

a influência de vários tipos de infecções na expressão de genes constitutivos (Hamalainen et al 

2001 e Tricarico 2002), fato que também ocorreu em nosso modelo. 

Os dados gerados foram graficamente expressos (Sigma plot 2. O) acompanhados da 

análise estatística pelo teste t (Sigma Stat). Os valores com P<O, 05 foram considerados 

estatisticamente significantes. Para melhor visualização os valores numéricos de DCt foram 

convertidos em imagem cromatográfica com auxílio dos softwares Treeview 1.6 (Stanford 

University, 1998). 
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Figura 1. Demonstração da Curva de Amplificação pelo Sistema TaMan de Genes Expressos 

em Pele Bovina. O Limiar de detecção (linha verde) é passado em um ponto da fase exponencial da reação 
de modo que possa determinar um valor de Ct para todas as amostras presentes na reação em um mesmo 
ponto. 



Materiais e Métodos 29 

3.1. 7.2 -Reação de PCR em Tempo Real. 

Nas reações de PCR em Tempo Real com SYBR® Green PCR Master Mix and RT

PCR Applied Biosystems), primeiro realizou-se a produção do DNA complementar (cDNA) a 

partir do RNA total extraído das biópsias coletadas. A produção de cDNA foi obtida através 

da reação de transcrição reversa, para tal, foram utilizados os seguintes reagentes: 1 0µl do 

Tampão para RT TaqMan lOX, 22µ1 de MgCh a 25mM, 20µ1 de dNTP's, 5µ1 de Hexâmeros 

Aleatórios, 2µ1 de Inibidor de RNAse 2,5µ1 da Enzima MultiScribe Transcriptase Reversa. O 

volume de água Milli-q autoclavada duas vezes variou de acordo com o volume de RNAtotal 

de cada amostra necessário para uma massa de 1 µg de RNAtotal. O volume de água 

completou o volume final de reação para 100µ1. Todos os reagentes e suas concentrações 

foram utilizados de acordo com as recomendações do fabricante. O cDNA foi sintetizado no 

termociclador PTC-100 (MJ Research, Watertown, MA) mediante o ciclo de 10 minutos a 

25ºC, 30minutos a 48ºC, 5minutos a 95ºC seguido de refrigeração à 4ºC. 

A expressão dos genes analisados foi quantificada pela técnica de PCR em tempo real, 

utilizando-se o sistema SYBR Green em um aparelho GeneAmp 7000 (Applied Biosystems -

EUA). Inicialmente, para maximizar a eficiência e a especificidade de amplificação, as 

concentrações ideais de cada par de primers das reações de PCR em tempo real foram 

determinadas. 

Nas reações de PCR em tempo real foram utilizados 12,5 µ1 do reagente 2X SYBR 

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems contém o fluorófuo SYBR Green 1; AmpliTaq 

Gold® DNA Polimerase, dNTPs com dUTP, Referência Passiva ROX, e componentes do 

tampão devidamente otimizados), 6,5µ1 de água Milli-Q autoclavada 2 vezes, 0,5µ1 do primer 

sense a 1 0µM e 0,5 µ1 do primer anti-sense a 1 0µM para todos os genes alvo e 5 µ1 do cDNA 

obtido anteriormente, resultando em um volume final de reação de 25µ1. 
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As reações foram submetidas ao protocolo de ciclos, seguindo as orientações do 

fabricante em um aparelho GeneAmp 7000 (Applied Biosystems - EUA). De forma resumida, 

2 min a 50ºC, 1 O min a 95ºC e quarenta ciclos de 15 segundos a 95ºC e 1 minuto a 60ºC. Ao 

final dos quarenta ciclos, os produtos obtidos foram submetidos ao processo de dissociação 

com tempeatura inicial de 60ºC (Figura 2 e 3). 

Ao final das reações as curvas de amplificação com um único pico no processo de 

dissociação foram analisadas de acordo com o valor de Ct obtido (número de ciclos 

necessários para o limiar de detecção). Por fim, deu-se a comparação dos grupos suscetíveis e 

resistentes em relação ao aumento ou diminuição da expressão de um determinado gene alvo 

seguindo os mesmo critérios descritos anteriormente. 

Os dados gerados foram graficamente expressos (Sigma plot 2. O) acompanhados da 

análise estatística como descrito anteriormente. 

9t rntitumel'll Rul.llt$ 
�Uü ,9PICIII C�nl"lunflAIOC•Clo..PIOI. Slifl0if0Cutlt OIUOCili!>-')n A:e,poit 

Ptla Ro..., Çyçi, 

1.0tT-001 

1 2 :3 .4 8 6 7 1) 9 1:0 11 1;1' 1-l 14 15 15 17 19 1t 20 21 22 23 2._ 25 28 2"t 28 29 30 3.1 .32 � 34 35 36 37 �a 39 40 
Cytiellumbet 

.D.««-J Delta Rn vs Cycle iJ 
.!ll!tleCIClf:ISYBR 3 

Analy;faSeUWlgs-
!hre.s:hOld: Jo.097301 

.llfsei�ne 

,itiut{cycle�� 

fnd(cyolojrs--

'------� 

Figura 2. Demonstração da Curva de Amplificação pelo Sistema Sybr Green de Genes 

Expressos em Pele Bovina. O Limiar de detecção (linha verde) é passado em um ponto da fase 

exponencial da reação de modo que possa determinar um valor de Ct no ponto escolhido para 

todas as amostras presentes na reação. 
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Figura 3. Análise das Curvas de Dissociação após o Término da Reação do PCR em 

Tempo Real pelo Sistema Sybr Green. Após o término da Reação, as amostras foram analisadas 

individualmente para cada par de primer frente ao processo de dissociação, sendo escolhidas para o 

cálculo da expressão relativa somente quando apresentava um único pico de dissociação. 

3.2. Quantificação relativa da expressão dos Genes Codificantes da Resposta Imune 

em Pele de Bovinos Resistentes e Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B.

microplus e Manejados em Pasto Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. 

3.2.1 Dos Animais: Os bovinos foram introduzidos no experimento com seis meses de 

idade livres de qualquer tipo de infestação antecedente. Os animais eram não aparentados, 

machos, da raça Holandês Preto e Branco (Bos taurus taurus, Susceptíveis a infestação) e 

Nelores (Bos taurus indicus, Resistentes a infestação), sendo cada grupo constituido por 12 

animais, dos quais cinco animais de cada grupo aleatoriamente escolhidos para análise da 

expressão gênica na pele normal e na pele contendo a fêmea fixada. Todos os animais foram 

mantidos em regime de manejo semi-intensivo com suplementação proteica e mineral, ficando 

expostos à infestação natural pelo B. microplus presente na pastagem. Os animais foram 

acompanhados durante 16 meses, e submetidos a três períodos distintos de coleta das biópsias 

com variações frente ao nível de infestação (baixa, média e alta). Todos os animais foram 
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vacinados a cada seis meses contra Febre Aftosa e Leptospirose (Bovicel e Lepto-BOV-6, 

Valleé). 

3.2.2 Obtenção dos Dados Parasitológicos. 

Foram realizadas contagens de fêmeas ingurgitadas (tamanho superior a 4mm) do lado 

esquerdo de cada animal de acordo com a técnica descrita por Oliveira e Alencar (1989) e 

preconizada pelo Ministério da Agricultura e Pecuária e Abastecimento. O controle dos 

carrapatos em animais susceptíveis foi feito por meio de pulverizações com carrapaticidas 

tópicos quando a saúde clínica se encontrava comprometida devido à infestação. As contagens 

só se sucederam a partir de abril de 2004. Para determinar a intensidade da infestação fizemos 

a contagem de fêmeas ingurgitadas em animais suscetíveis durante os 16 meses de estudo e 

obtivemos a média das contagens.+/- o desvio padrão. Os valores obtidos acima da Média 

mais o Desvio Padrão foram considerados como alta infestação e aqueles abaixo da Média 

menos Desvio Padrão foram considerados baixa infestação. 

3.2.3 Obtenção das Biópsias de Pele de Bovinos Resistentes e Susceptíveis Expostos 

a Infestação Natural ao B. microplus Destinadas a Quantificação da Expressão Gênica. 

Em cada período de coleta os animais eram conduzidos ao brete e condicionados de 

forma a permitir a coleta de biópsia de pele sem carrapatos fixos (pele normal - controle) e 

pele com fêmeas ingurgitadas fixas (pele infestada com fêmeas de B. microplus maior que 

4mm) com utilização de um punch 8mm na região da virilha do animal para uniformizar os 

fragmentos quanto à localização no animal e peso de tecido extraído. Após a coleta do 

material, realizava-se a assepsia local com Bacteriovet eembebição dos fragmentos em solução 

de 600µL RNAlater™(Qiagen) em cama de gelo para adequado condicionamento do RNA 

durante o transporte. Depois disso, as amostras permaneciam embebidas em RNA later a uma 

temperatura de 4ºC por 48hr e congelado a -70ºC até o momento da extração de RNA. 
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3.2.4 Extração de RNA Total e Verificação da Integridade do Material Extraído: A 

extração do RNA tecidual e a verificação de sua integridade seguiram a mesma metodologia 

detalhada no item 3.1.4 e 3.1.5 respectivamente. 

3.2.5 Obtenção de Primes e Sondas a Serem Utilizados na Reação de PCR em 

Tempo Real. 

Para obtenção dos primers correspondentes aos genes IGF-1, IP-10, MCP-1, MIPl

a,.IFN-a,_IDO, IL-5, IL-4, IL-10, TGF-!31, IFNy, iNOS, j3-Actina, TNF-a, IL-18 e IL8,

utilizou-se a mesma metodologia descrita no item 3.1.6.1. (Tabela 2). 
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3.2.6 Reação de PCR em Tempo Real 

A quantificação da expressão gênica das amostras de peles bovinas normais e infestadas 

com carrapato, assim como a análise dos dados obtidos, segue a mesma metodologia detalhada 

no item 3.1.7.2. 

3.2. 7 - Quantificação da Matriz Colagenosa em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis a Infestação Natural pelo B. microplus. 

Para a quantificação da Matriz Colagenosa escolheu-se, aleatoriamente, amostras de pele 

normal e infestada com fêmeas ingurgitadas durante todo período de observação experimental. 

As biópsias de pele normal e infestada foram parafinadas, cortadas em micrótomo (Leica) a 

uma espessura de 5µm seguida da coloração com Picrosírius Red (específica para 

quantificação de matriz colagenosa). Verificar protolo no ANEXO A. 

As lâminas coradas foram selecionadas ao microscópio de mane1ra que o tecido 

permitisse a visualização da zona 1 ou 2 de fixação do carrapato (Szabó, 1999) para 

quantificação da matriz colagenosa (Verificar ANEXO B). As lâminas selecionadas foram 

submetidas à quantificação de colágeno pelo programa (Image Too! 2. O), e os resultados 

expressos em gráficos mediante utilização do programa SigmaPlot 2. O. A área de ocupação de 

colágeno na pele foi determinada em objetiva de 20X e expressa em µm2
. Na análise 

estatística utilizou-se o teste t (Sigma STAT), sendo considerados estatisticamente significantes 

os valores de P<0,05. 
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3.3- Análise Genotípica de Bovinos Resistentes e Susceptíveis a Infestação ao B.

microplus. Caracterização de Genes Imunes como Marcadores Moleculares de 

Resistência pela Presença de SNP's (Single Nucleotide Polimorfisms). 

3.3.1 Dos Animais: 

12 animais da raça Holandês Preto e Branco (Bos taurus taurus, Susceptíveis a 

infestação) e 12 animais Nelores (Bos taurus indicus, Resistentes a infestação) da cidade de 

Potirendaba, noroeste do estado de São Paulo, e quatro Holandês Preto e Branco e quatro 

N elores da cidade de Pirassununga, sudeste do estado de São Paulo, foram introduzidos neste 

experimento para Análise Genotípica. Todos os animais foram mantidos em regime de 

manejo semiintensivo com suplementação proteica e mineral,vacinados a cada seis meses 

contra Febre Aftosa e Leptospirose (Bovicel e Lepto-BOV-6, Valleé). 

3.3.2 Obtenção do DNA: 

Após obtenção do sangue periférico dos animais com utilização de Tubos de Coleta a 

Vácuo (Sistema Vacutainer™ ; Becton Dickinson Company (BD)) contendo K3 EDTA em 

concentrações já estabelecidas para coleta de 4 mL de sangue e agulha (CE 0,8x25mm),a 

extração do DNA foi realizada conforme a metodologia sugerida pelo fabricante (Kit de 

Isolamento de DNA Genômico, Pure Gene - Gentra Systems). Em resumo, 3mL de sangue 

total foram transferidos para um Tubo Cônico Tipo Falcon de l 5mL contendo 9m.L de 

Solução de Lise Glóbulos Vermelhos incubados por 10 minutos à T.A. . O material foi 

centrifugado (2000g/10minutos) e seu sobrenadante descartado. O pelete formato foi 

resuspendido, seguido da adição de 3mL de Solução de Lise Celular e homogenização com 

pipeta e ponteira descartável. Para preciptação das proteínas, ao sobrenadante contendo o 

DNA adicionou-se l mL da Solução de Precipitação de Proteínas seguido de agitação em 

aparelho vórtex por 20 segundos e centrifugação (2000g/10minutos) para formação do pelete 
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contendo o precipitado proteico. O sobrenadante foi transferido para um Tubo Cônico Tipo 

Falcon de 15mL contendo 3mL de Isopropanol 100%, invertido 50 vezes para 

homogeneização e centrifugado (2000g/3minutos) para obtenção do pelete, ao qual, foi 

adicionado 3mL de etanol 70% para eliminação das impurezas. Por fim, 250µL da Solução de 

Hidratação do DNA foi adicionado e incubado a 65C por uma hora, sendo estocada segunda 

as normas do fabricante. 

3.3.3 Obtenção dos primers 

Para desenho dos primers utilizou-se seqüências gênicas bovinas depositadas na base 

de dados do National Center for Biotechnology Information GenBank NCBI (GenBank NCBI 

- http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e a base de dados do lnstitute for Genomic Research (Tigr

http://www.tigr.org) quando fez-se utilização de ESTs para desenho dos primers. Priorizamos 

o desenho dos primers para perfeito alinhamento em éxons para gerar como amplicon o íntron

que intercala os éxons onde os primers anelaram. Quando a base de dados da seqüência 

genômica bovina não fornecia o local de início e término de cada éxon, o EST bovino era 

alinhado com a seqüência do respectivo gene alvo humano depositado na base de dados do 

NCBI para determinação dessa localização e consequente desenho dos primers. A seqüência 

gênica adquirida foi utilizada para desenho dos primers através do Primer Express 2.0 

(Applied Biosystems). As sequências dos primers obtidas foram submetidas ao BLAST 

confirmatório no Banco de Dados do Genoma Bovino depositado no NCBI (Tabela 3). 
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3.3.4 A Reação de PCR 

O DNA isolado dos animais foi diluído em água Milli-Q de forma que todas as amostras 

ficassem a uma concentração de 9ng/mL. Para obtenção dos fragmentos desejados utilizou-se 

o Kit Platinum Taq DNA Polimerase High Fidelity (Invitrogen). Inicialmente, para maximizar

a qualidade da reação, testou-se a amplificação dos genes alvos em um gradiente de 

Temperatura de Anelamento dos primers, Concentração dos Primers, Concentração da Enzima 

Taq Polimerase e a Concentração de Magnésio, alcançando os valores, citados seguidamente, 

como sendo de condições ótimas de amplificação. Em resumo, 2,5µL de Tampão IOX para 

Enzima High Fidelity, l,5µL de MgSO4, 0,5µL de dNTP's, 0,lµL da Enzima Taq Polimerase 

16,4µL de água Milli-Q autoclavada 2 vezes, 0,5µL do primer senso e anti-senso a uma 

concentração de 1 0µM cada . As reações foram submetidas ao protocolo de ciclos, seguindo 

as orientações do fabricante em um aparelho PTC-200 (MJ Research, Watertown, MA). De 

forma resumida, 5 min a 95ºC, e 35 ciclos de 2 min à 95ºC, 1 min para Temperatura (ºC) de 

Anelamento (variou de acordo com o par primer), 1 minuto a 68ºC. 

3.3.5 Eletroforese em Gel de Agarose 

Para confirmação do produto de PCR gerado as amostras foram submetidas a 

eletroforese em gel de agarose. Para tal, adicionou-se 1mg de Agarose a l00mL de tampão 

TAE lX (4,9g de TriBase, 1,14mL de Ácido Acético Glacial e 0,75g de EDTA para cada 

1 00mL de água destilada), estabelecendo uma concentração de agarose de 1 %. Procedeu-se 

seu aquecimento em forno microondas à potência máxima durante 1 minuto. Após o 

aquecimento adicionou-se 5 µL de Brometo de Etídio (0,5 µ1/ml), sendo homogeneizado e 

invertido em cuba de eletroforese para adição dos pentes e solidificação, seguido da retirada 

dos pentes e adição da solução TAE lX (Tampão de Corrida). A cada 5µL do produto de PCR 

de cada amostra foi adicionado 3µL de Azul de Bromofenol (100 mg/ml) e transferido para o 
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poço correspondente no gel. Para confinnação do tamanho do amplicon gerado, utilizou-se o 

padrão de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®) adicionando-se 2µL da 

solução padrão a 3 µL de Bromo fenol. Para corrida no gel a cuba foi ligada a uma fonte de 

90V, 1 l 5mA, 9W por 30 minutos. O gel foi visualizado em luz UV e fotografado. 

3.3.6 Seqüenciamento dos Amplicons Gerados 

As reações de seqüenciamento dos amplicons obtidos após a reação de PCR, assim 

como a análise da presença dos SNPs no fragmento em questão, foram de responsabilidade do 

Dr. Alexandre Rodrigues Caetano, cabendo ao nosso grupo realizar as análises estatísticas e 

gráficas das freqüências alélicas e genotípicas dos SNPs identificados. 

3.3. 7 - Purificação dos Produtos de PCR para o Seqüenciamento 

Para o processo de purificação dos amplicons, 1 µl de mix (0,2µ1 de Exosapit - Amershan 

GE + 0,8 ml de água) foi adicionado a 5µL (~15-20ng/µL) de cada produto de PCR. A reação 

foi incubada a 37ºC por 45 minutos e em seguida a 80ºC por 15minutos, em um tennociclador 

PTC200 (MJ Research). 

3.3.8 - Seqüenciamento dos Produtos de PCR 

Para reação de seqüenciamento, 30-40ng de DNA molde foi adicionado ao Mix ( 2pmol 

do primer correspondente , lµL de tampão "Save Money" 5x e lµL de kit BigDye v 3 .1) 

(Applied Biosystems), em um volume final de reação de 10µ1. Uma vez pronto o Mix as 

reações foram submetidas ao protocolo de ciclos, seguindo as orientações do fabricante em um 

termociclador PTC200 (MJ Research). De forma resumida, 20 segundos a 95ºC, 15 segundos 

a 58 ºC e 1 minuto 60ºC repetidos por 29 vezes. 
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3.3.9 - Purificação das Reações de Sequenciamento 

Para purificação dos produtos de Sequenciamento, 80µ1 de Isopropanol 65% frio, foi 

adicionado em cada poço da placa seguido de 1 O inversões da placa para mistura das soluções, 

e incubação por 15 minutos em temperatura ambiente. Após a incubação, a placa foi 

centrifugada por 40 minutos a 1900g a 20º C, o sobrenadante de cada poço foi descartado

seguido da adição de 250ul de etanol 60% frio, e centrifugação por 1 O minutos a 1900 g a 

20ºC. Por fim, procedeu-se a secagem em Speed vac por 30minutos em temperatura média.

Para injeção, foi colocado lüul de formamida HiDye (ABI) por poço da placa seguido 

de incubação de 5 min a 95ºC e resfriamento da placa. Para eletroforese utilizou-se o

equipamento ABI 3100 (Applied Biosystems) conforme parâmetros do fabricante. 

3.3.10 Análise dos Dados 

As seqüências produzidas foram processadas com os programas Phred (Ewing, 1998), 

Phrap(www.phrap.org/phredphrap/general.html) e Consed (Gordon, 1998) em um computador 

com o sistema operacional Linux. Após o alinhamento e visualização das seqüências de cada 

amplicon em contigs, o programa Polyphred foi utilizado para identificar os SNPs e produzir 

um arquivo de output contendo o SNP, 30 pb de seqüência flanqueando cada lado do mesmo, 

e informações sobre o genótipo de cada indivíduo e a probabilidade do genótipo identificado 

ser real. 

Quando o SNP encontrado estava localizado em regiões exonicas, fez-se a utilização do 

ExPASy Translate Tool (http://www.expasy.ch/tools/dna.html) para tradução da seqüência de 

nucleotídeos e verificação da alteração de aminoácidos na seqüência protéica. A frequência e 

especificidade alélica e genotípica entre as raças foram determinadas através da análise 

estatística do Qui-quadrado (Sigma STAT) e geração da expressão gráfica dos resultados 

(Sigma Plot 2.0), sendo considerados estatisticamente significantes os valores de P<0,05. 
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4. RESULTADOS

A fim de elucidar os mecamsmos imunológicos envolvidos na resposta imune de 

bovinos contra carrapatos quantificamos a expressão de genes candidatos a mediarem os 

fenótipos de infestação nos seguintes tipos de tecidos: 1) pele infestada com carrapatos; 2) 

pele inoculada intradermicamente com extrato de larvas de carrapatos não alimentados. No 

caso de pele infestada, comparamos o nível da expressão gênica com aquela observada em 

pele não infestada do mesmo animal que sofria infestação. No caso do estudo sobre o efeito de 

antígenos de carrapatos na expressão de genes, comparamos o nível de expressão observada na 

pele inoculada com extratos de larvas, com aquela observada em pele inoculada com tampão, 

observamos a cinética de expressão de genes candidatos 1, 72 e 96 horas após a inoculação e 

também quantificamos o infiltrado celular recrutado pelo antígenos do extrato. Amostras de 

pele infestada e não infestada foram obtidas de cinco animais resistentes da raça Nelore e de 

cinco animais suscetíveis da raça Holandês Preto e Branco. No caso, a pele estava infestada 

com a forma adulta do carrapato que se encontrava no início da fase rápida de alimentação e 

oriunda de infestação natural. Todos os animais foram mantidos no mesmo pasto e sujeitos, 

portanto, ao mesmo nível de infestação. No caso de pele inoculada com extrato de larvas, 

foram estudadas amostras de cinco animais resistentes da raça Nelore e de cinco animais 

suscetíveis da Raça Holandês Preto e Branco. 
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4.1- Quantificação da Expressão Gênica Relativa em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis a Infestação pelo B. microplus após Tratamento com Extrato de Larva de B. 

microplus não Alimentadas. 

Nesse experimento a quantificação da expressão gênica foi avaliada em pele bovina 

inoculada com extrato de larvas de B. microplus não alimentadas. As amostras de pele foram 

coletadas em bovinos de duas raças que apresentam fenótipos contrastantes para infestações 

com o carrapato do boi e que já haviam sido expostos às infestações naturais. Animais 

resistentes foram representados por bovinos zebuínos da raça Nelore e animais suscetíveis 

foram representados por bovinos taurinos da raça Holandês Preto e Branco. O infiltrado 

inflamatório elicitado pelo extrato e pelo controle (tampão diluente do antígeno) foi 

caracterizado previamente por Morelli Filho (2005) (APÊNDICE A). Nesse trabalho ele 

estabeleceu que o padrão de infiltrado celular na reação tardia ao extrato (72-96 hr) apresenta 

aumento significativo do número de basófilos e eosinófilos em relação à pele controle nos 

hospedeiros resistentes, mas não nos bovinos suscetíveis ao carrapato. As características 

temporais e celulares desse infiltrado remetem à reação de fones-Mote elicitado por proteínas 

solúveis em humanos sensibilizados (Askenase, 1976). Esse trabalho não examinou nenhum 

aspecto sobre as subpopulações e o estado de ativação das células recrutadas pelo extrato ou 

sobre as quimiocinas e citocinas produzidas no local. Esse último aspecto foi estudado no 

presente trabalho. 
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4.1.1 Cinética da Expressão de Quimiocinas em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis a Infestação pelo B. microplus Após Tratamento com Antígenos de Extrato 

de larva de B. microplus não alimentadas. 

O nível de expressão gênica de quimiocinas foi avaliado com o objetivo de detectar 

aqueles responsáveis por auxiliar na formação do infiltrado celular previamente caracterizado. 

A expressão relativa de IGF-1 (fator de crescimento semelhante à insulina-1), um fator 

quimiotático seletivo para basófilos e importante fator de crescimento celular, apresentou-se 

aumentada na pele dos animais da raça Nelore no desenvolvimento da reação tardia tanto de 

72hr (P=0,06; teste t) quanto de 96hr (P=0,03; teste t) quando comparada aos níveis presentes 

na reação imediata (lh). Os animais HPBs apresentaram um aumento da expressão relativa de 

IGF-1 na reação de 72hr em relação aos níveis de expressão na reação imediata, porém a 

diferença nos níveis de expressão não era significativa (Figura 4 e Tabela 4). 

A expressão relativa de IP-1 O, um fator quimiotático para linfócitos da subpopulação 

Thl e também para eosinófilos, apresentou um aumento na pele de ambas as raças quando 

desafiada com extrato de larva, porém, somente Nelores apresentaram aumento significativo 

da expressão relativa de IP-10 na reação tardia de 96hr quando comparado com a expressão na 

reação imediata (P=0,04; teste t). Diferenças de expressão relativa do IP-10 não foram 

observadas entre as raças (Figura 5 e Tabela 5). A expressão do gene codificante de IP-10 foi 

significativamente maior (P=0, 04; teste t) na pele tratada com extrato do que na pele tratada 

com PBS apenas na pele de Nelores tratada com extratos 96hr após o estimulo (Ct para pele 

tratada com PBS após 96 hr: 33,0 ± 0,95; Ct para pele tratada com extrato após 1 hora: 30,5 ± 

1,2) 

Nos animais HPB a expressão relativa de MCP-1, um fator quimiotático para basófilos, 

eosinófilos e monócitos diminuiu progressivamente no decorrer da formação da reação tardia, 

embora os níveis de expressão da quimiocina na pele tratada estivessem sempre mais altos do 
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que aqueles observados em pele nonnal. A pele tratada de Nelores manteve a expressão 

relativa de MCP-1 aumentada de fonna constante durante os tempos analisados, Após 96hr a 

expressão relativa de MCP-1 era maior na pele tratada de Nelores quando comparado com a 

pele de animais HPB coletada no meSJJlO período, embora a diferença não tenha sido 

significativa (P=0,09; teste t, Figura 6 e Tabela 6). A expressão do gene codificante de MCP-1 

foi significativamente (P=0, 04; teste t) maior na pele tratada com extrato do que na pele 

tratada com PBS apenas na pele de Nelores tratada com extratos lh e 72hr após o estimulo (Ct 

para pele tratada com PBS após 1 hr: 28,6 ± 1,8; Ct para pele tratada com extrato após 1 hora: 

26,7 ± 1,5; Ct para pele tratada com PBS após 72hr 28,5±0,8; Ct para pele tratada com extrato 

após 72: 26,9±0,5 ). 

Semelhante ao ocorrido com a expressão de MCP-1, o MIP-1 � um fator quimiotáticp 

para vários tipos leucocitários, dentre eles eosinófilos e basófilos, apresentaram em ambas as 

raças uma queda da expressão gênica relativa no decorrer da reação tardia, chegando a sofrer 

inibição da sua expressão em relação à pele normal 96hr após o tratamento com extrato de 

larvas (Figura 7 e Tabela 7). Contudo, a diminuição da expressão em relação ao primeiro 

tempo analisado foi significativa (P=0, 05; teste t) apenas para a raça HBP no tempo de 96 hr. 

A expressão do gene codificante de MIP-lq foi significativamente (P=0,03; teste t) maior na 

pele tratada com extrato do que na pele tratada com PBS, apenas na pele de Nelores tratada 

com extratos durante lhora (Ct para pele tratada com PBS após 1 hora: 39 ± 0,5; Ct para pele 

tratada com extrato após 72hr: 37±1,7). 

A expressão gênica relativa de IL-16, um fator quimiotático para células que expressam 

CD4, incluindo basófilos e eosinófilos ativados, foi maior em pele de animais HPBs quando 

comparado à pele de Nelores em todos os tempos examinados, porém não houve diferença 

significativa entre os dois grupos de animais. Contudo, quando a expressão relativa de IL-16 
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medida em pele uma hora após o inóculo do extrato foi comparada com a expressão 72 e 96 hr 

após o inóculo, a expressão aumentou significativamente (P=0, 03, t test apenas em Nelores 

após 72 hr, mas não em animais HPB, aumento este que se manteve até 96hr, embora sem 

diferença significativa (P=0,06 teste t; Figura 8 e Tabela 8). 

A expressão relativa de SLURP-1, um homólogo solúvel do receptor do atividador de 

plasminogênio tipo urokinase (uPA), mostrou-se constante nos animais HPBs nos três tempos 

de análise, sendo levemente maior na pele tratada com extrato durante as reações tardias 72hr 

e 96hr após o estímulo. Os Nelores sofrem forte queda da expressão relativa de SLURP-1 

durante a reação imediata. Na reação tardia de 72hr Nelores exibem um aumento relativo dos 

níveis de expressão do SLURP-1 quando comparados aos níveis observados na reação 

imediata (P=0, 008; teste t), seguido de queda da expressão relativa no tempo de 96hr após o 

estímulo, porém os níveis permanecem maiores do que aqueles observados na reação imediata 

(P=0,09; teste t Figura 9 e Tabela 9). A expressão do gene codificante de SLURP-1 (P= 0,06; 

teste t) foi menor na pele tratada com extrato do que na pele tratada com PBS apenas na pele 

de Nelores l hora após o estimulo e maior 72hr após o estímulo (P=0,08 teste t; Ct para pele 

tratada com PBS após 1 h: 23,8 ± 1,5; Ct para pele tratada com extrato após 1 hora: 27,3 ± 1,7; 

Ct para pele tratada com PBS após 72 hr: 27,0 ± 1,8; Ct para pele tratada com extrato após 72 

hr: 25,6 ± 1,6) 

Em resumo, há um aumento significativo da expressão de IGF-1, IP-10, MCP-1 e IL-16 

durante a reação tardia elicitada por extrato de larvas em pele de animais Nelore, mas não em 

pele de animais HPB. Esses dados estão de acordo com os dados histológicos obtidos 

anteriormente por Morelli Filho (2005) e sugerem que esses fatores quimiotáticos participam 

do recrutamento de eosinófilos e/ou basófilos na pele de animais resistentes tratada com 

extrato de larva. Uma vez que os animais da raça Nelore são altamente resistentes ao 

carrapato, pode-se inferir que os eosinófilos e/ou os basófilos são as células determinantes do 
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fenótipo dessa raça porque apresenta maior capacidade de produzir as qmm1ocmas que 

recrutam essa população de células. 
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Figura 4 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de IGF-1 na Pele de Bovinos Susceptíveis e 
Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 4 - Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressão Gênica Relativa de IGF-1 
na pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus.

Média dos DCt ± DP nos tempos de lh, 72hr e 96hr após tratamento.**: Diferença Significativa da 
Expressão Gênica Relativa na reação tardia de 96hr em relação à reação imediata de 1 h após 
tratamento com extrato. 

Teinpo de 
Inoculação 

Fenótpo 

Su.,çc eptivel 
(HPB) 

Resistente 
(Nelon�) 

111 
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±0,1664

-0,1677
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±0,3734 

0,2905 
±0,2178 

9611.s 

0,1502 
:i: 0,2 713 

0,3602 "'"' 
±0,1640 
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Figura 5 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de IP-10 na Pele de Bovinos Susceptíveis e 
Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 5 - Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressão Gênica Relativa de IP-10 na 
pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 
DCt ± DP nos tempos de lh, 72hr e 96hr após tratamento.**: Diferença Significativa da Expressão 
Gênica Relativa na reação tardia de 96hr em relação à reação imediata de 1 h após tratamento com 
extrato (P=0,04).
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Resisteu,te 
(Nelo:i-e) 

lb 

-0,1379
±0,2901

-0,0430
±0,4422

EA-p1·essão Relativa de IP-10 (DDCt± DP) 

7lb.s 

0,4842 
±0,6512 

0,4310 
±0,5751 

9611s 

0,515 7 

±0,6502 

0.7716 
± 0,:3964 "'" 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de 

MCP-1 

Dimimtição Aumento 

-0,05 0,05 
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-1,0 1,0 

Figura 6- Níveis da Expressão Gênica Relativa de MCP-1 na Pele de Bovinos Susceptíveis e 
Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 6 - Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressão Gênica Relativa de MCP-1 na

pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 
DCt ::1: DP nos tempos de lh, 72r e 96r após tratamento

Tei.npo de 
lnocuL,ção 

Fenóq.o 

Susceptivel 
(HPB) 

Resi.ffente 
(N�lo1·�) 

111 

0,5915 
±0.4419 

O 5717 
±0.4990 

Expressão Relativa de IVICP-1 (DDCt:t:: DP) 

721u 

0,4199 
±0,4031 

0,4827 
::1:::0,0993 

96bs 

0,2252 
±0.2829 

0,6352 
±0,2757 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de 

MIPla 

Diminuição Aumento 
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Figura 7 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de MIP1-a na Pele de Bovinos Susceptíveis e 

Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 

alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 7 - Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressão Gênica Relativa de MIP1-a na 

pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 
DCt ± DP nos tempos de Ih, 72hr e 96hr após tratamento.*: Diferença Significativa da Expressão Gênica 
Relativa na reação tardia de 96hr em relação à reação imediata de Ih após tratamento com extrato 
(P=0,05). 

Teinpo de 
InocuL,ção 

Fenoq,o 

Susc-eptível 
(HPB) 

Resistente 
(Nelo1·e) 

llt 

o, 29.1 

± 0,5327 " 

0,6:'-41 
±0.6623 

E.:q>1:essio ReL-lti,._.._. de l\llP-1a. (DDCt ± DP) 

72hs 

0,3898 
±0,,8710 

0,0241 
±0,5539 

96lu 

-6,0206e-4
±0,4687

-0,0201
±0,9693
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Legenda: Expressão Gênica Relativa 

de IL-16 
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Figura 8 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de IL-16 na Pele de Bovinos Susceptíveis e 
Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 8. Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressão Gênica Relativa de IL-16 na 
pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 
DCt ± DP nos tempos de Ih 72hr e 96hr após tratamento.*: Diferença Significativa da Expressão 
Gênica Relativa na reação tardia de 72hr em relação à reação imediata de lh após tratamento com 
extrato e (P=0,03). 

Teinpo de 
E�--p1-ess:io Refativa de IL-16 (DDCt± DP) 

lno cuia ç:i o 
J.b 72bs 96bs 

Fenóq,o 
-0,1079 0,4219 0,1821 

Susceptivel 

(HPB) 
:i:: 0,3364 :i:: 0,6348 :i:: 0,3199 

Resiste11te -0,5813 0,1588 0,0958 

(Nelo1·e) :i:: 0,4983 :i:: 0.21 74 "' :i:: 0,0518 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de 

SLURP-1 

Diminuição Aumento 
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Figura 9- Níveis da Expressão Gênica Relativa de SLURP-1 na Pele de Bovinos Susceptíveis e 

Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 

alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 9. Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressão Gênica Relativa de SLURP-1 

na pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média 
dos DCt ± DP nos tempos de Ih, 72hr e 96hr após tratamento.*: Diferença Significativa da Expressão 
Gênica Relativa na reação tardia de 72hr em relação à reação imediata de 1 h após tratamento com 
extrato (P=0,008).

Teinpo de 
Inoculação 

Fenóq,o 

Sltsc eJ>tivel 
(HPB) 

Resistente 
(Nelox·e) 

lb 

-0,l.254
:±: 0,2946

-0,6731
:±: 0,6084

E1-p1-essio Relati"-a de SL URP-1 (DDCt.:t: DP) 

00933 
:±: 0,4948 

0,6584 "' 

±0,6174 

96lu-

0,0824 
:±:0,6023 

0,0487 
:±:0,1602 
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4.1.2 Cinética da Expressão de Citocinas Pró- e Anti-Inflamatórias em Pele de 

Bovinos Resistentes e Susceptíveis à Infestação pelo B. microplus Após Tratamento com 

Antígenos de Extrato de larva de B. microplus Não-Alimentadas. 

Sabendo que outros hospedeiros que são susceptíveis aos carrapatos desenvolvem um 

padrão Th2 de resposta (Brossard, 1995; Ferreira e Silva, 1999), a expressão de genes que 

codificam citocinas pró-e anti-inflamatórias foi investigada com o intuito de definir o padrão 

de resposta de linfócitos T auxiliares no desenvolvimento dos fenótipos de bovinos infestados 

com o carrapato. 

A expressão relativa do IFNy mostrou-se constante em Nelores nas respostas imediatas e 

tardias elicitadas com o extrato de larvas. Os animais HPBs manifestaram uma inibição da 

expressão de IFNy na pele tratada com extrato de larva quando comparado à pele que recebeu 

PBS nos tempos de Ih e 96hr após o tratamento, mas não houve diferença significativa entre 

nenhum dos grupos estudados (Figura 1 O e Tabela 1 O). 

A expressão relativa de TNFa. demonstrou-se sempre elevada nos três tempos de 

análises, alcançando seu pico de expressão 72hr após inoculação do antígeno em ambas as 

raças. Após 72 hr os Nelores sofrem um aumento importante da expressão gênica relativa 

quando comparado à expressão observada uma hora após o inoculo do extrato de larva, mas a 

diferença não é significativa (P=0,08; teste t). Na reação tardia que ocorre 96hr após o 

tratamento, os animais HPBs sofrem uma redução importante, embora não significativa 

(P=0,06 teste t), dos níveis de TNF-a. quando comparado aos índices encontrados no tempo de 

72hr. Em nenhum dos tempos estudados foi observada uma diferença significativa de 

expressão de TNF-a. entre as raças (Figura 11 e Tabela 11). 

A expressão de IL-6 mostrou-se muito semelhante em ambas as raças, atingindo um pico 

da expressão relativa durante a reação imediata, e diminuindo após 72hr, porém sem 
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diferenças significativas entre os tempos e entre os grupos (Figura 12 e Tabela 12). A 

expressão do gene codificante de IL-6 foi significativamente maior (P=O, 05; teste t) na pele 

tratada com extrato do que na pele tratada com PBS apenas na pele de Nelores tratada com 

extratos lh após o estimulo (Ct para pele tratada com PBS após 1 h: 26 ± 1,5; Ct para pele 

tratada com extrato após 1 hora: 24,2 ± 1,0). 

Animais resistentes ao carrapato expressam mais IL-1 7 na reação tardia, mas não houve 

diferença significativa na expressão entre os dois grupos de animais em nenhum dos tempos 

examinados (Figura 13 Tabela 13). 

Em resumo, os resultados aqui obtidos sugerem que Nelores tendem a expressar maiores 

níveis de citocinas pró-inflamatórias na pele tratada com extrato de larva, enquanto HPB tem 

uma tendência a inibi-las durante a formação da resposta tardia. 
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Legenda: Expressão Gênica 

Relativa de IFNy 

Diminuição Aum�nto

o.� i3j � -0,05 0,05 
-0,5 

-0,1 0,1 

-0,25 0,25 

-1,0 -0,5 0,5 

IH 1h DTH 72hs DTH 96ha -1,0 1,0 

Figura 10 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de IFNy na Pele de Bovinos Susceptíveis e 
Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt 

Tabela 10. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressão Gênica Relativa de IFNy na 

pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média 

dos DCt ± DP nos tempos de 1 h, 72hr e 96hr após tratamento. 

Tempo de 
Inoculação 

Fenóqto 

Suscept:ível 
(HPB) 

Resistente 
(Nelo1·e) 

-0.1851
±0,0109

0,2613 
±0,5083 

Exp1·essão Refatíva de IFNy (DDCt ± DP) 

72lu 

0,2152 
±0,6363 

0,2954 
±0,3821 

96lu 

-0,0381
±0,1704

0,1320 
0,0944 
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Figura 11 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de TNFa. na Pele de Bovinos Susceptíveis e 
Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt.. 

Tabela 11 - Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressão Gênica Relativa de TNFa 
na pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média 
dos DCt ± DP nos tempos de lh, 72hr e 96hr após tratamento. 

Teinpode 
lnocuL,ção 

Fmõ4,o 
Susceptível 

(HPB) 

Resistente 
(Nelo1·e) 

lb 

0,1570 
±0,4993 

-010295
±0,5056

Exp1·e.ss5o ReL'ltiva de TNFa. (DDCt ± DP) 

72lu· 

0,7636 
±0,5151 

0,7661 
±0, 26i 

96lu 

0,1204 
±0,1989 

0,0452 
±0,1030 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de IL-6 
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Figura 12 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de IL-6 na Pele de Bovinos Susceptíveis e 
Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 12. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressão Gênica Relativa de IL-6 na 

pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 

DCt ± DP nos tempos de Ih, 72hr e 96hr após tratamento. 

Teinpo de 
l11oc1üação 

Fenóq.o 

Susceptível 
(HPB) 

Resistente 
(Nelo1·e) 

llt 

0,7340 
±0,37il 

0,5647 
::i::0,5074 

EA-p1·ess5o Relati"7l de IL-6 (D DCt :l: DP) 

72lu 

0,4621 
±0,7478 

0,4600 
±0,7922 

96h1· 

0.1912 
±0,3566 

0,1350 
::i::0,2874 
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Figura 13 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de IL-17 na Pele de Bovinos Susceptíveis e 
Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 13. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressão Gênica Relativa de IL-17 na 
pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 
DCt ± DP nos tempos de 1 h, 72hr e 96hr após tratamento. 

Tempo de 
Iuoculação 

FenAti,o 

Susceptível 
(HPB) 

Resistente 
(Nelore) 

lb 

-012147 
±0,1409 

-0.213i
±0,3673

Exp1·essão Refativa de IL-17 (DDCt± DP) 

72lu· 

-0,0552
±0,2654

0,2085 
±0,7597 

961u 

-0,2510
±0,1946

0,0582 
±0 1958 
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Embora outros hospedeiros susceptíveis ao carrapato desenvolvam um padrão Th2 de 

resposta e bovinos resistentes tendam a expressarem mais citocinas do padrão Thl na pele 

tratada com extrato (principalmente de IFNy no desenvolvimento da reação tardia como 

mostrado anteriormente), o padrão celular do infiltrado inflamatório elicitado pelo extrato de 

larva é constituído de células de padrão Th2, ou seja, basófilos e eosinófilos. Sendo assim, a 

expressão de genes codificantes de citocinas anti-inflamatórias foi investigada 

Durante a reação imediata a expressão de IL-� foi maior em pele tratada de animais 

HPBs e os níveis mantiveram-se elevados até 72 hr após o tratamento com extrato de larva, 

mas os 96hr a expressão já declinava. A expressão de IL-5 em pele tratada de Nelores 

mostrou-se maior na pele normal, porém sem variações da expressão gênica relativa nos três 

períodos de observação. Embora sem diferenças significativas, os níveis de expressão relativa 

foram sempre menores quando comparados com os níveis presentes nos HPBs no mesmo 

período (Figura 14 Tabela 14). A expressão do gene codificante de IL-5 foi significativamente 

maior (P=0,03 teste t) na pele tratada com extrato do que na pele tratada com PBS apenas na 

pele de Nelores tratada com extratos l h  após o estimulo (Ct para pele tratada com PBS após 1 

h: 35,6 ± 0,5; Ct para pele tratada com extrato após 1 hora: 34,5 ± 0,7). A expressão de IL-10 

nos tempos analisados seguiu um perfil muito semelhante em ambas as raças. A expressão 

relativa de IL-1 O em uma mesma raça e em um mesmo período sempre se manteve aumentada, 

não havendo, portanto, pontos de inibição da expressão de IL-1 O, apenas redução do aumento 

relativo entre um tempo e outro na mesma espécie (Figura 15 e Tabela 15). A expressão do 

gene codificante de IL-1 O foi significativamente maior (P=0, 03 teste t) na pele tratada com 

extrato do que na pele tratada com PBS apenas na pele de Nelores tratada com extratos 72hr 

após o estimulo (Ct para pele tratada com PBS após 1 h: 30.8 ± 1,7; Ct para pele tratada com 

extrato após 72 hr: 28,0 ± 1,4). 
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A expressão relativa de TGF-P demonstrou-se sempre elevada na pele tratada com 

extrato de larva em ambas as raças, com exceção da reação imediata observada em Nelores, 

que apresentaram uma redução da sua expressão quando comparada à pele normal, alcançando 

seu pico de expressão no tempo de 72hr após inoculação do antígeno. Embora os HPBs 

tenham apresentado maior expressão desta citocina após 72hr de contato com os antígenos, 

não houve diferenças significativas em relação a outros tempos de análise dentro da mesma 

raça e tampouco em relação ao mesmo tempo na raça N elore. Esta, apesar de apresentar uma 

menor expressão de TGF-fl exibiu um aumento significativo da expressão relativa no tempo 

de 72hr quando comparada à reação imediata no mesmo grupo (P=O, 03 teste t, Figura 16 

Tabela 16). 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de IL-5 
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Figura 14- Níveis da Expressão Gênica Relativa de IL-5 na Pele de Bovinos Susceptíveis e 

Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 

alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 14. Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressão Gênica Relativa de IL-5 na 

pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 

DCt ± DP nos tempos de lh, 72hr e 96hr após tratamento. 

Teinpode 
l11oculação 

Fenót!to 

Susc:eptível 
(HPB) 

Resistente 
(Nelo1·e) 

lb 

0,3140 
±0�2743 

0,3350 
±0,2624 

Expressão Relativa de IL-5 (DDCt± DP) 

1hr 

0,4129 
±0,6313 

0,1129 
±0,3933 

96hr 

6,6227e-3 
±0,3685 

0,1465 
±0,2461 
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Figura 15 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de IL-10 na Pele de Bovinos 

Susceptíveis e Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. 

microplus não alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias 

do DCt. 

Tabela 15. Efeito do Extrato de larva de B. microplus na Expressão Gênica Relativa de IL-10 na 

pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 

DCt ± DP nos tempos de lh, 72hr e 96hr após tratamento. 

Tetnpo de 
lno c-1.1.la çã o 

Fen6�o 

Susceptivel 
(HPB) 

Resiste11te 
(Nelo1·e) 

lll 

0,2318 
± 0.0745 

0,1496 
±0,3482 

E�-pn�ssio ReL'lti"i:i de IL-10 (DDCt ± DP) 

72.br

0,3893 
±0,4549 

0,82-78 

±0,6566 

96lu-

0.1283 
::!: 0,1119 

0,3106 
±0,1998 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de TGF� 
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Figura 16 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de TGF-13 na Pele de Bovinos Susceptíveis e 

Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 

alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 16. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressão Gênica Relativa de TGFf3 na 

pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 
DCt ± DP nos tempos de lh, 72hr e 96hr após tratamento.*: Diferença Significativa da Expressão 
Gênica Relativa na reação tardia de 72hr em relação à reação imediata de lh após tratamento com 
extrato relação (P=O, 03).

Teinpo de 
InonlL"lção 

Fenóq,o 

Susc:eptivel 
(HPB) 

Resi.úente 

(Nelo1·e) 

lb 

0.3196 
± 0,3442 

-0,6126
±0,8934

Exp1·essão Relati'\-<1 de TGF}\ (DDCt::t: DP) 

72br 

0,9186 
±0,6610 

0,7604" 
±0,7267 

96b1· 

0,2623 
±0,4221 

0
7
1535 

±0,1988 
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4.1.3 Cinética da Expressão das Enzimas IDO e iNOS na Pele de Bovinos 

Resistentes e Susceptíveis à Infestação pelo B. microplus. Após Tratamento com 

Antígenos de Extrato de larva de B. microplus não- Alimentadas. 

O nível de expressão de IDO (Indoleamina 2,3 deoxigenase) foi avaliado devido ao fato 

da enzima estar diretamente relacionada à degradação do triptofano (aminoácido essencial 

para proliferação celular). O triptofano quando metabolizado pela IDO gera quinureninas que 

estimulam a apoptose de células Thl, mas não Th2 (Temess e al., 2002). O eosinófilo, célula 

abundante no infiltrado celular da pele de Nelores tratada com extrato de larva, é a principal 

fonte do IDO, cuja a expressão é induzida pelo IFN-y (Odemuyiwa, et al. 2004). 

O iNOS (óxido nítrico sintase induzida) está envolvido na produção de NO, metabólito 

que devido à sua ação oxidante é potencialmente tóxico para os carrapatos. Com efeito, 

macrófagos de camundongos, que são hospedeiros susceptíveis a infestações com carrapatos, 

têm a produção de NO inibida quando são tratados com saliva de carrapatos (Ferreira et al, 

1999). Sendo assim, verificamos sua participação na resposta local frente a antígenos do B. 

microplus. 

A expressão relativa do IDO mostrou-se praticamente constante em todos os tempos 

estudados nos animais HPBs, exibindo um nível de expressão sempre maior na pele tratada 

com extrato de larva. A expressão relativa de IDO em Nelores aumentou no decorrer da reação 

tardia de 72hr e 96hr (P=0,09; teste t) e foi sempre maior quando comparada aos níveis de 

expressão exibidos por HPBs nos mesmos tempos de estudo (Figura 17 e Tabela 17). 

A expressão de iNOS nos HPBs foi sempre inibida na pele tratada com extrato de larva 

nos três tempos estudados. Os Nelores exibiram uma expressão de iNOS maior na pele tratada 

com extrato de larva lh e 72hr após o desafio, sendo que com 72hr ocorre uma diferença 

importante nos níveis de expressão relativa quando comparados aos níveis exibidos por HPBs 
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no mesmo tempo (P=0,09 teste t; Figura 18 e Tabela 18). A expressão do gene codificante de 

iNOS foi inibida (P=0,07 ; teste t) na pele tratada com extrato em comparação com a pele 

tratada com PBS apenas na pele de HPB 72hr após o estimulo (Ct para pele tratada com PBS 

após 1 h: 26.8 ± 1,5; Ct para pele tratada com extrato após 72 hr: 29,5 ± 1,4). 
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Figura 17 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de IDO na Pele de Bovinos Susceptíveis e 

Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 

alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 17. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressão Gênica Relativa de IDO na 

pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 
DCt ± DP nos tempos de Ih, 72hr e 96hr após tratamento. 

Teinpo de 
Inoculação 

Fenó�o 
Susceptível 

(HPB) 

Remstente 
(Nelou•) 

lb 

0
1
!023

±0.2023 

0,1586 
:i:::0,2659 

Expressão Refativa ,te IDO(D DCt ± DP) 

72lu-

0,2413 
±0,3603 

0,4520 
±0,7207 

96lts 

0,!893 
±0,3080 

0,5579 
:i:: 0,2848 
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Figura 18 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de iNOS na Pele de Bovinos Susceptíveis e 
Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 
alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 18. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressão Gênica Relativa de iNOS na 
pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 
DCt ± DP nos tempos de lh, 72hr e 96hr após tratamento. 

Te.npo de 
Inoculação 

Fenóq,o 
Susçeptível 

(HPB) 

Resistente 

(Nelore) 

Ih 

-0,2619

±0 6067

0
>
30S8 

±0,5890 

El.."})1·essio Relativa. de- iNOS (DDCt ± DP) 

72111' 

-0,8680

±0.8924

0,4624 

±0,9181 

96hr 

-0,4305

±0,4319

-0,0943
±0,198 
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4.1.4 Cinética da Expressão de IFNa e Endotelina-1 na Pele de Bovinos Resistentes 

e Susceptíveis a Infestação pelo B. microplus Após Tratamento com Antígenos de Extrato 

de larva de B. microplus não- Alimentadas. 

A expressão relativa de IFN-q na pele de Nelores mostrou-se constante nos três 

tempos de análise, sendo a expressão na pele tratada com extrato sempre maior quando 

comparada à pele que recebeu PBS. Os HPBs demonstraram forte oscilação na expressão 

relativa de IFN-a, no decorrer dos tempos estudados, sendo fortemente expresso durante a 

reação imediata e inibida na formação da reação tardia de 72hr e 96hr após estímulo (Figura 

19 e Tabela 19). Nelores apresentaram níveis relativos de expressão maiores 72hr após o 

tratamento da pele com extrato de larva quando comparados aos níveis exibidos por HPBs 

(P=0,08 ; teste t). 

A ET-1 é um peptídeo sintetizado por vários tipos celulares em presença de estímulo 

inflamatório (Remuzzi et al,. 2002) e caracteriza-se por sua ação vasoconstritora, mitogênica e 

antiapoptótica (Bragnato et al., 2004). A expressão relativa da ET-1 em HPBs foi praticamente 

inalterada nos três tempos de análises. Os Nelores exibiram um aumento da expressão relativa 

de ET-Jem 72hr pós estímulo, quando comparada à reação imediata do mesmo grupo (P=0,07; 

teste t), seguido de queda da expressão relativa no tempo de 96hr após o estímulo (Figura 20, 

Tabela 20). 
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Figura 19 - Níveis da Expressão Gênica Relativa de IFNa na Pele de Bovinos Susceptíveis e 

Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 

alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 19. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressão Gênica Relativa de IFNa na 

pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média 

dos DCt ± DP nos tempos de 1 h, 72hr e 96hr após tratamento. 

Teinpode 
lltoculação 

Fenóq,o 

Susceptivel 
(HPB) 

Resi.çteute 
(Nelo1·e) 

lh 

0,4591 
±0,7548 

0.1058' 
±0,4206 

Exp1·essão Relativa de IFN a. (DDCt± DP) 

72hr 

-0,7681
±0,6320

0,1816 
±0,3312 

96h1· 

-O 1939
±0,8641

0,0793 
±0,1521 
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Figura 20- Níveis da Expressão Gênica Relativa de ET-1 na Pele de Bovinos Susceptíveis e 

Resistentes lh, 72hr e 96hr após inoculação de extrato de larvas de B. microplus não 

alimentadas. Resultados de PCR em Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 20. Efeito do Extrato de larva de B. microplusna Expressão Gênica Relativa de ET-1 na 

pele de Bovinos Susceptíveis e Resistentes a Infestações com o carrapato B. microplus. Média dos 
DCt ± DP nos tempos de lh, 72hr e 96hr após tratamento. 

Tempo de 
luoculação 

Fen.óq,o 

Susceptivel 
(HPB) 

Resistente 
(Nelo1·e) 

Exp1·essão Rektth--a de Eudoteliua 1 (DDCt ± DP) 

lh 72lu 96br 

-0,1435 0,1410 0,0324 
±0,19i0 ±0,5906 ±0,6621 

-0,4i95 0,3603 -0,0682
±0.5318 ±0.7667 ±0,1599
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4.2. Quantificação Relativa da Expressão de Genes em Pele de Bovinos Susceptíveis 

e Resistentes Infestados Naturalmente com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus. 

Uma vez determinada a expressão relativa de genes em pele bovina submetida ao 

tratamento com extrato de larva de B. microplus, passou-se a quantificar a expressão relativa 

de genes em pele de bovinos susceptíveis e resistentes contendo carrapatos adultos afixados 

que foram adquiridos durante uma infestação natural. Esse estudo visava identificar os 

componentes da resposta imune induzidos não somente por antígenos solúveis do carrapato, 

mas aqueles· induzidos pelo trauma causado pela picada do parasita. A fim de verificar se a 

intensidade da infestação modulava a expressão de genes, a pele estudada foi obtida de 

animais sofrendo infestações de diferentes intensidades. 

4.2.1. Quantificação relativa da expressão de Genes Codificantes de Quimiocinas 

em Pele de Bovinos Resistentes e Susceptíveis ao B. microplus infestada com carrapatos 

adultos 

O nível de expressão de genes codificantes de quimiocinas foi avaliado com o objetivo 

de elucidar os possíveis mecanismos utilizados pelos hospedeiros bovinos no recrutamento de 

células que participam na elaboração dos diferentes tipos de resposta imune de bovinos 

expostos a diferentes níveis de infestação por carrapatos adultos de B. microplus. 

A expressão relativa de MCP-Jmostrou-se diminuída em ambas as raças no período de 

baixa infestação. Na média infestação, Nelores (P=0,007; teste t) e HPBs (P=0,005; teste t) 

demonstraram um aumento significativo da expressão relativa quando comparado aos índices 

de expressão gênica do período anterior, porém sem diferenças entre as duas raças. Durante o 

período de alta infestação a expressão de MCP-1 diminuiu significativamente (P=0, 03 teste t) 

nos animais HPBs quando comparada à expressão observada no período de média infestação e 

Nelores expressaram significativamente (P=0,05; teste t) mais MCP-1 que animais HPBs 
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(Figura 21 e Tabela 21). A expressão do gene codificante de MCP-1 foi significativamente 

maior na pele infestada do que na pele normal de Nelores (P=0,003; teste t; Ct para pele 

normal: 25,7 ± 0,7; Ct para pele infestada: 22,7 ± 1,5) e HPB (P=0,0006; teste t; Ct para pele 

normal: 26,1 ± 0,6; Ct para pele infestada: 23,7 ± 0,6) no período de média infestação e 

somente em Nelores quando em alta infestação (P=0, 002; teste t; Ct para pele normal: 22,5 ± 

0,6; Ct para pele infestada: 26,7 ± 0,6). Tomados em conjunto esses dados sugerem que 

infestações intensas com carrapatos adultos inibem a expressão de MCP-1 e que a capacidade 

maior ou menor de expressar MCP-1 talvez não seja geneticamente determinada. 

A expressão relativa do gene codificante de IP-19 mostrou-se semelhante entre HPBs e 

Nelores no período de baixa infestação, com Nelores exibindo leve redução nos níveis de 

expressão na pele infestada quando comparada à pele normal. Durante o período de média 

infestação, Nelores demonstraram um aumento da expressão relativa quando comparado com 

os índices de expressão gênica do período anterior, enquanto HPB manifestaram uma inibição 

da expressão de IP-10 na pele infestada quando comparado à pele normal. No período de alta 

infestação, Nelores e HPB exibiram uma expressão relativa de IP-1 O muito semelhante (Figura 

22 e Tabela 22). 

A expressão gênica relativa de IGF-Jmostrou-se semelhante entre HPBs e Nelores no 

período de baixa infestação, ambos exibindo níveis menores na pele infestada quando 

comparada à pele normal. Durante infestações médias a expressão de IGF-1 foi 

significativamente (P=0,01; teste t) maior em pele de Nelores quando comparada à expressão 

desse gene durante infestações baixas. Os níveis de expressão de IGF-1 neste período também 

foram significativamente (P=0,05; teste t) maiores em Nelores quando comparados ao níveis 

expressos em pele de animais HPBs. No período de alta infestação, ambas as raças exibiram 

uma diminuição da expressão de IGF-1 quando comparados aos valores obtidos no período de 

média infestação, porém os níveis manifestados por Nelores permaneceram maiores quando 
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comparados aos animais HPBs, os quais sofrem inibição da expressão de IGF-1 na pele 

infestada pelo artrópode (Figura 23 e Tabela 23). A expressão do gene codificante de IGF-1 

foi significativamente maior (P=0,01; teste t) na pele infestada do que na pele normal na pele 

de Nelores quando em média infestação (Ct para pele normal: 30,2 ± 0,2; Ct para pele 

infestada: 28, 7 ± 0,9). 

A expressão gênica relativa de MIPl�mostrou-se semelhante entre HPBs e Nelores no 

período de baixa infestação sendo que os níveis encontrados em HPBs eram ligeiramente 

maiores. No período seguinte, de média infestação,, Nelores e holandeses apresentaram um 

aumento significativo (respectivamente P=0,003 e P=0,03; teste t) da expressão relativa desse 

gene em relação aos índices de expressão observados no período anterior.. Os níveis de 

expressão de MIP-la neste período foram maiores em Nelores quando comparados à 

expressão relativa exibida por HPBs, embora sem diferenças significativas. No período de alta 

infestação, ambas as raças exibiram uma diminuição da expressão de MIP 1 a quando 

comparados aos valores obtidos no período de infestação média, tendo ocorrido uma 

diminuição significativa (P=0,003; teste t) da expressão relativa na pele dos HPBs, além da 

inibição da expressão gênica na pele infestada em relação àquela da pele normal. Os Nelores 

permaneceram com níveis significativamente (P=0, 02; teste t) maiores quando comparados 

aos HPBs no mesmo período,, como demonstrado na figura 24 e tabela 24. A expressão do 

gene codificante de MIPla foi significativamente maior na pele infestada do que na pele 

normal de Nelores (P=0,02; teste t; Ct para pele normal: 36,2 ± 1,7; Ct para pele infestada: 

32,7 ± 2,3) e HPB (P=0,03; teste t; Ct para pele normal: 32,7 ± 1,; Ct para pele infestada: 34,5 

± 1,0) no período de média infestação. 

Durante o período de baixa infestação a expressão relativa do gene codificante de IL

�foi maior em pele de animais HPBs quando comparada à sua expressão em pele de Nelores, 
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embora sem haver diferenças significativas entre os grupos. Durante o período de média 

infestação animais Nelores e HPB apresentaram um aumento significativo (respectivamente 

P=0,006 e P=0,03; teste t) da expressão relativa da quimiocina quando comparado aos níveis 

de expressão no período anterior. No período de alta infestação HPBs sofrem uma diminuição 

significativa (P=0,04; teste t) da expressão relativa de IL-8 em relação ao período de média 

infestação (figura 25 e tabela 25). A expressão do gene codificante de MIPla foi 

significativamente maior na pele infestada do que na pele normal de Nelores (P=0,00008; 

teste t, Ct para pele normal: 29,7 ± 0,7; Ct para pele infestada: 24,2 ± 1,5) e HPB 

(P=0,000003teste t; Ct para pele normal: 31,2 ± 0,5,; Ct para pele infestada: 25,2 ± 1,0) no 

período de média infestação e somente em Nelores quando em alta infestação (P=0,001 teste 

t; Ct para pele normal: 26,9 ± 0,8; Ct para pele infestada: 21,8 ± 0,8). 



Resultados 

MCP-1 

2,5 -------------------
Holstein 

c=i Nelore 
P-=0,05 

77 

07102{04 10/03/04 15/05/05 

!11 j !11 1 

P=0,03 Legenda: Expressão Gênica Relativade MCP-1 

D 

-1.0 �-------------------'
Baixa 

Infestação 
Média 

lnfestacão 
Alta 

lnfestacão 

Diminuição Aumento

-0,05 0,05 

-0,1 0,1 

-0,25 0,25 

-0,5 0,5 

-1,0 1,0 

Figura 21- Níveis de Expressão Relativa do Gene Codificante de MCP-1 na Pele de Bovinos 

Resistentes (Nelore) e Susceptíveis (HPB) Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e

Manejados em Pasto Apresentando Diferentes Níveis de Infestação.. Resultados de PCR em 

Tempo Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 21. Expressão Relativa do Gene Codificante de MCP-1 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 

seguido do Desvio Padrão. H= Diferença significativa da expressão relativa de MCP-1 em HPBs quando 

comparado aos índices de expressão gênica do período anterior para mesma raça (P=0,005) H*=

Diferença Significativa da Expressão Relativa de MCP-1 em HPBs no período de alta infestação quando 

comparado aos índices de expressão do período anterior para mesma raça (P=0,03). N= Diferença 

Significativa da Expressão Relativa de MCP-l em Nelores quando comparado aos índices de expressão 

do período anterior para mesma raça (P=0, 007). R= Diferença significativa entre a Expressão Relativa 
de MCP-1 em HPR e Nelores ( P=O. 05). 

Níveis de 
infestação 

Fenótipo 

Susceptivel 
{HPB) 

Resistente 
(Nelore) 

Expressão Gênica MCP-1 (DDCt) + Desvio Padrão 

Baixo 

.0,1240 
± 0,2231 

.0,0569 
:t 0.,2520 

Médio 

0,6850 
± 0.,3.361 H 

0,9513 
:t 0,5659 N 

Alto 

.0,0201 
± 0,5871 H'"' 

0.9934 
0,2366 R 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de IP-10 
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Figura 22- Níveis de Expressão Relativa do Gene Codificante de IP-10 na Pele de Bovinos 

Resistentes (Nelore) e Susceptíveis (HPB) Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e 

Manejados em Pasto Apresentando Diferentes Níveis de Infestação" Resultados de PCR em 

Tempo Real representados pelas médias do DCt 

Tabela 22. Expressão Relativa do Gene Codificante de IP-10 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 

seguido do Desvio Padrão. 

Níveis de 
infestação 

Fenótipo 

Susceptivel 
(HPB) 

Resistente 
(Nelore) 

Expressão Gênica IP-10 (DDCt) ± Desvio Padrão 

Baixo Médio Alto 

0,0108 -0,1024 0,1555 
:t 0,3351 ± 0.3490 :t 0,2183 

-0,0768 0.4847 
0.3060 

:t 0,5049 :t 0,6382 :t º· 1253 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de IGF-1 
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Figura 23- Níveis de Expressão Relativa do Gene Codificante de IGF-1 na Pele de Bovinos 

Resistentes (Nelore) e Susceptíveis (IIPB) Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e 

Manejados em Pasto Apresentando Diferentes Níveis de Infestação" Resultados de PCR em 

Tempo Real representados pelas médias do DCt 

Tabela 23. Expressão Relativa do Gene Codificante de IGF-1 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 

seguido do Desvio Padrão. N= Diferença Significativa da Expressão Relativa de IGF-1 em Nelores 

quando comparado aos índices de expressão do período anterior para mesma raça (P=0,01). R= 

Diferença significativa entre a Expressão Relativa de IGF-1 em HPB e Nelores (P=0,05) 

Níveis de 
infestação 

Fenótipo 

Susceptivel 
(HPB) 

Resistente 
(Nelore) 

Expres-s.ão Gênica IGF-1 (DDCt) ± Desvio Padrão 

Baixo Médio Alto 

-0,3284 -0,0361 -0,4214 
± 0.3295 :t 0.3110 :t 0.5575 

-0.0795 0.4425 0,2358 
:t0.1133 :t 0.3631 R/N :t: 0,3694 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de MIPla 
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Figura 24- Níveis de Expressão Relativa do Gene Codificante de MIPla, na Pele de Bovinos 

Resistentes (Nelore) e Susceptíveis (IIPB) Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e 
Manejados em Pasto Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Resultados de PCR em Tempo 
Real representados pelas médias do DCt. 

Tabela 24. Expressão Relativa do Gene Codificante de MIPla, em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação .. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 
seguido do Desvio Padrão. H= Diferença significativa da expressão relativa de MIP-1 ex em HPBs 
quando comparado aos índices de expressão gênica do período anterior para mesma raça (P=0, 03). H*=

Diferença Significativa da Expressão Relativa de MIP-lcx em HPBs no período de alta infestação 
quando comparado aos índices de expressão do período anterior para mesma raça (P=0,003), N=

Diferença Significativa da Expressão Relativa de MIP-lcx em Nelores quando comparado aos índices de 
expressão do período anterior para mesma raça (P=0,003), R= Diferença significativa entre a Expressão 
Relativa de MIP-lcx em HPB e Nelores (P=0,02).

Níveis de 
infestação 

Fenót11>0 

Susceptível 
(HPB) 

Resistente 
(Nelore) 

Expressão Gênica MIP1a. (DDCt) :t Desvio Padrão 

Baixo Médio Alto 

5,7196e-3 0.5569 .0.7325 
:t 0.4368 :t 0,2248 H :t 0,5657 H"' 

.0.3275 1.0536 0.6271 

:t 0.4656 :t 0,5498 N :t 0,2785 R 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de IL-8 
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Figura 25- Expressão Relativa do Gene Codificante de IL-8 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Resultados de PCR em Tempo Real representados 

pelas médias do DCt. 

Tabela 25. Expressão Relativa do Gene Codificante de IL-8 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 

seguido do Desvio Padrão. H= Diferença significativa da expressão relativa de IL-8 em HPBs quando 

comparado aos índices de expressão gênica do período anterior para mesma raça (P=0, 03). H*=

Diferença Significativa da Expressão Relativa de IL-8 em HPBs no período de alta infestação quando 

comparado aos índices de expressão do período anterior para mesma raça (P=0, 04), N= Diferença

Significativa da Expressão Relativa de IL-8 em Nelores quando comparado aos índices de expressão 

do período anterior para mesma raça (P=0, 001). 

Níveis de 
infestação 

Fenotipo 

Susceptívet 
(HPB) 

Resistente 
(Nelore) 

Expressão Gênica IL-8 (DDCt) ± Desvio Padrão 

Baixo 

0,6602 
:t 0,9453 

0,1550 
:t 0,4845 

Médio 

1.9158 H 
:t 0.4170 

1,6226 H 
:t 0,3703 

Alto 

0,5268H'"' 

:t: 1,0981 

1,5152 
:!: 0,0920 
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4.2.2 Quantificação relativa da expressão de Genes Codificantes de Citocinas Pró- e 

Anti-Inflamatórias na Pele de Bovinos Resistentes e Susceptíveis Expostos a Diferentes 

Níveis de Infestação Natural por Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus. 

O nível de expressão de genes codificantes de citocinas pró-inflamatórias foi avaliado 

com o objetivo de elucidar a participação das citocinas pró-inflamatórias na elaboração de 

uma resposta imune eficiente de bovinos expostos a diferentes níveis de infestação por fêmeas 

ingurgitadas de B. microplus. 

A expressão do gene de TNFq. mostrou-se diminuída em ambas as raças no período de 

baixa infestação, quando comparada com as respectivas peles normais, porém sem diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos. Entretanto, nos períodos subseqüentes de 

infestação, a pele de Nelores apresentou um aumento da expressão relativa quando comparada 

aos níveis de expressão gênica do período anterior, exibindo níveis sempre maiores em 

comparação aos HPBs. Na alta infestação, Nelores apresentaram uma maior expressão relativa 

de TNFa. significativamente maior (P=0,04; teste t) quando comparada aos níveis de TNF<;X 

exibidos por Nelores na baixa infestaçãq (Figura 26 e Tabela 26). 

A expressão relativa de IL-18 foi muito semelhante em ambas as raças para cada nível 

de infestação observado. Somente no período de alta infestação verificou-se uma sutil 

diferença da expressão relativa entre as raças, onde HPBs sofrem inibição da expressão de IL-

18 na pele infestada. Nesse mesmo período, Nelores apresentam um aumento da expressão 

relativa de TNFa. quando comparado ao nível exibido na baixa infestação (P=0,06 teste t; 

Figura 27 e Tabela 27). 

A expressão relativa de IFNt no período de média infestação foi maior em Nelores 

quando comparado aos níveis obtidos por HPB (P=0, 04; teste t), os quais sofreram inibição da 

expressão de IFN:y na pele infestada em ambos os períodos (Figura 28 e Tabela 28). 
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Legenda da Expressão Gênica Relativa de TNFa 
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Figura 26- Expressão Relativa do Gene Codificante de TNFa em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas lngurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Resultados de PCR em Tempo Real representados 

pelas médias do DCt. 

Tabela 26. Expressão Relativa do Gene Codificante de TNFa em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 

seguido do Desvio Padrão. N= Diferença Significativa da Expressão Relativa de TNFa em Nelores 

quando comparado aos índices de expressão do período anterior para mesma raça (P=O, 04). 

Níveis de 
infestaçã.o 

Fenótipo 

Susceptive.l 
(HPB} 

Resistente 
(Nelore) 

Expressão Gêniea TNFa.(DDCt) + Desvio Padrão 

Baixo Médio Alto 

..0.0750 0,0241 ..0,6021 
:t 0.1904 :t 0,1981 ± 0,9262 

..0,1291 0,2619 0,1856N 

± o, 1941 ± 0,4428 ± 0.1280 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de IL-18 
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Figura 27- Expressão Relativa do Gene Codificante de IL-18 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Resultados de PCR em Tempo Real representados 
pelas médias do DCt. 

Tabela 27. Expressão Relativa do Gene Codificante de IL-18 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas lngurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 
seguido do Desvio Padrão. N= Diferença Significativa da Expressão Relativa de IL-18 em Nelores 
quando comparado aos índices de expressão do período anterior para mesma raça (P=O, 05)

Níveis de 
infestação 

Fenótipo 

Susceptível 
(HPB) 

Resistente 
(Nelore) 

Expressão Gênica IL-18 (DDCt) .:t Desvio Padrã.o 

Baixo Médio Alto 

0.0241 0.0813 -0,3161 
:t 0,2334 :!: 0,3423 :t 0,7744 

-0,1312 0,1836 0,2408 

:t 0,2699 :t: 0.4448 :t: 0.0261 
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Legenda: Expressão Gênica Relativa de IFNy 
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Figura 28- Expressão Relativa do Gene Codificante de IFNy em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Resultados de PCR em Tempo Real representados 

pelas médias do DCt. 

Tabela 28. Expressão Relativa do Gene Codificante de IFNy em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 

seguido do Desvio Padrão. R= Diferença significativa entre a Expressão Relativa de IFNy em HPB e 

Nelores (P=0,04). 

Níveis de 
infestação 

Fenôtipo 

Susceptivel 
(HPB} 

Resistente 
(Nelore) 

Expressão Gênica IFNy(DDCt) .:t Desvio Padrão 

Médio 

-1, 1319
:t 0,8663 

1,5814 R 
:.t 0,9433 

Baixo 

-0,3743 
:t 1,0586 

0,4988 
::t 0,1590 
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O nível de expressão de genes codificantes de citocinas anti-inflamatórias foi avaliado 

com o objetivo de elucidar sua participação na elaboração de uma resposta imune eficiente de 

bovinos expostos a diferentes níveis de infestação por fêmeas ingurgitadas de B. microplus. 

A expressão relativa de TGF-P mostrou-se elevada em HPBs quando comparada aos 

níveis de expressão exibidos por Nelores na baixa infestação (P=O, O 1; teste t), os quais 

manifestaram uma redução da expressão gênica de TGF-P na pele infestada por B. microplus 

quando comparado à sua pele normal. No período de média infestação, Nelores obtiveram 

uma recuperação significante do nível de expressão relativa de TGF-P em comparação ao 

período anterior (P=0,03; teste t). Quando expostos a alta infestação, a expressão relativa de 

TGF-P sofreu um aumento em Nelores quando comparada aos níveis de expressão exibidos 

por HPBs, os quais manifestaram uma redução da expressão de TGF-P na pele infestada por 

B. microplus em relação à sua pele normal (Figura 29 e Tabela 29). A expressão do gene

codificante de TGF-P foi significativamente maior na pele infestada do que na pele normal de 

Nelores (P=0,04 teste t; Ct para pele normal: 29,5 ± 0,7; Ct para pele infestada: 28,3 ± 0,8). 

A expressão relativa de IL-4 mostrou-se elevada em HPBs (n=2) quando comparada ao 

nível de expressão exibidos por Nelores (n=2) no período de baixa infestação (P=0,02; teste 

t), o nível de expressão de IL-4 na pele infestada de Nelores foi menor quando comparado a 

pele normal. No período de média infestação seguinte, Nelores obtiveram uma recuperação 

significante do nível de expressão relativa de IL-4 em comparação ao período anterior 

(P=0,03; teste t), com níveis semelhantes aos detectados nos HPB. No período de alta 

infestação, Nelores e HPBs apresentaram níveis semelhantes da expressão relativa de IL-4 

(Figura 30 e Tabela 30). Na média infestação a expressão do gene codificante de IL-4 foi 

significativamente maior na pele infestada do que na pele normal de Nelores (P=O, 007 teste t; 
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Ct para pele normal: 35,6 ± 1,0; Ct para pele infestada: 32,7 ± 1,6) e HPB (P=0,02; teste t, Ct 

para pele normal: 36,1 ± 1,7; Ct para pele infestada: 33,2 ± 1,6). 

A expressão gênica relativa de IL-� mostrou-se diminuída em HPBs nos três períodos de 

análise. No período de média infestação, Nelores demonstraram um aumento significativo da 

expressão relativa de IL-5 quando comparado ao período anterior (P=0,01; teste t), assim 

como um maior nível de expressão quando comparado aos exibidos por HPBs no mesmo 

período (P=0, 02; teste t). No período de alta infestação, Nelores mantiveram uma maior 

expressão gênica relativa quando comparada com HPBs, porém sem diferenças significativas 

(Figura 31 e Tabela 31). Na média infestação a expressão do gene codificante de IL-5 foi 

significativamente maior na pele infestada do que na pele normal de Nelores (P=0,009; teste t, 

Ct para pele normal: 34,8 ± 0,7; Ct para pele infestada: 32,5 ± 1,3). 

A expressão gênica de IL-1 O. mostrou-se diminuída em ambas as raças no período de 

baixa infestação quando comparada às respectivas peles normais, porém sem diferenças 

significativas entre os grupos. No período de média e alta infestação Nelores apresentaram um 

aumento significativo (respectivamente P=0, 04 e P=0, 006; teste t) no nível da expressão 

relativa quando comparado ao período de baixa infestação (Figura 32 e Tabela 32). 
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Figura 29- Expressão Relativa do Gene Codificante de TGF-13 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Resultados de PCR em Tempo Real representados 

pelas médias do DCt. 

Tabela 29. Expressão Relativa do Gene Codificante de TGF-13 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 

seguido do Desvio Padrão. R= Diferença significativa entre a Expressão Relativa de TGF-13 em HPB e 

Nelores (P=0,01). N= Diferença Significativa da Expressão Relativa de TGF-13 em Nelores quando

comparado aos índices de expressão do período anterior para mesma raça (P=0, 03). N*= Diferença

significativa da Expressão Gênica Relativa de TGF-13 em Nelores na alta infestação quando comparado 

aos níveis de expressão gênica na baixa infestação para mesma raça (P=0,01).

Níveis de 
infestação 

FenôtiJ>O 

Susceptível 
(HPB) 

Resistente 
(Nelore) 

Expressão Gênica TGF� {DDCt) + Desvio Padrão 

B�ixo Médio Alto 

0,1033 0.2327 .0,3211 
:t 0,0752R :t 0,2599 :t 0,5978 

.0.1219 0,3612 N 0,4064 N
"' 

:to, 1324 :t 0.3909 :t 0,3322 
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Figura 30- Expressão Relativa do Gene Codificante de IL-4 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Resultados de PCR em Tempo Real representados 
pelas médias do DCt. 

Tabela 30. Expressão Relativa do Gene Codificante de IL-4 em Pele de Bovinos Resistentes e

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 
seguido do Desvio Padrão. R= Diferença significativa entre a Expressão Relativa de IL-4 em HPB e 
Nelores (P=0, 02) N= Diferença Significativa da Expressão Relativa de IL-4 em Nelores quando 
comparado aos índices de expressão do período anterior para mesma raça (P=0, 03).

Niveis de 
infestação 

Expressão Gênica IL-4(DDCt) ±. Desvio Padrão 

Baixo Médio Alto 

Fenótipo 

Susceptível 
(HPB) 

0.4914 
::t 0,1245 R 

o.8350
::t 0,6406 

0,2960 
::t º· 1057 

Resistente 
(Nelore) 

.0.3063 
:t 0,1245

0,8640 
:t: 0,5325 N 

0,1054 
± 0,4141 
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Figura 31- Expressão Relativa do Gene Codificante de IL-5 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Resultados de PCR em Tempo Real representados 

pelas médias do DCt. 

Tabela 31. Expressão Relativa do Gene Codificante de IL-5 em Pele de Bovinos Resistentes e 
Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 

seguido do Des io Padrão. R= Diferença significativa entre a Expressão Relativa de IL-5 em HPB e 

Nelores (P=0, 02) N= Diferença Significativa da Expressão Relativa de IL-5 em Nelores quando 

comparado aos índices de expressão do período anterior para mesma raça (P=0,01). N*= Diferença 

significativa da Expressão Gênica Relativa de IL-5 em Nelores na alta infestação quando comparado aos 

níveis de expressão gênica na baixa infestação para mesma raça (P=0, 005). 

Níveis de 
infest.1ção 

Fe11otipo 

Susceptivel 
(HPB) 

R.esistente
(Nelore)

Expressão Gênica IL-5(DD ºt) ±. Desvio Padrão 

Baixo Médio Alto 

-0.1571 -0.1806 -0.2101
:t º· 1639 :t 0,4263 :!: 0,5860

-0,0659 0,7044 R/N 
0,5268W' 

:t 0,0731 :!: 0.5428 
:t 0.3143 
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Figura 32- Expressão Relativa do Gene Codificante de IL-10 em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 
Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Resultados de PCR em Tempo Real representados 

pelas médias do DCt. 

Tabela 32. Expressão Relativa do Gene Codificante de IL-10 em Pele de Bovinos Resistentes e 
Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto 
Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 

seguido do Desvio Padrão. N= Diferença Significativa da Expressão Relativa de IL-1 O em Nelores 

quando comparado aos índices de expressão do período anterior para mesma raça (P=0, 04). N * = 

Diferença significativa da Expressão Gênica Relativa de IL-1 O em Nelores na alta infestação quando 

comparado aos níveis de expressão gênica na baixa infestação para mesma raça (P=0, 006). 

Níveis de 
Infestação 

Fenótipo 

Susceptível 
(HPB) 

Resistente 
(Nelore) 

Expressão Génica fl-10(DDCt .t, Desvio Padrão 

Baixo Médio Alto 

-0, 1510 0,2438 -0,4867 
:t 0,2230 :t 0.2819 :t 0.7526 

.0.4245 0,2231 N 0,3311N'"' 

:t0,1647 :1: 0�3979 :t 0,1850 
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4.2.3 Quantificação da Expressão Gênica Relativa de iNOS, IDO e IFNa na Pele de 

Bovinos Resistentes e Susceptíveis a Infestação pelo B. microplus Submetidos a Diferentes 

Níveis de Infestação Natural pelo Carrapato. 

A expressão relativa do gene codificante para iNO� mostrou-se maior em HPBs quando 

comparado aos níveis de expressão em Nelores no período de baixa infestação, embora sem 

diferenças significativas entre os grupos. No período de média infestação, HPBs (P=0,002; 

teste t) e Nelores (P=0,007; teste t) demonstraram um aumento significativo da expressão 

relativa de iNOS quando comparado aos níveis do período anterior. Na alta infestação Nelores 

apresentaram níveis de expressão relativa de iNOS significativamente maior (P= 0,004; teste 

t) do que na baixa infestação e HPBs apresentaram uma diminuição significativa (P=0,02;

teste t) da expressão quando comparado à média infestação (P=0,02 teste t; Figura 33 e 

Tabela 33). Na média infestação a expressão do gene codificante de iNOS foi 

significativamente maior na pele infestada do que na pele normal de Nelores (P=0,001 teste t; 

Ct para pele normal: 30,4 ± 1,2; Ct para pele infestada: 27,0 ± 1,1) e HPB (P=0,0003 teste t; 

Ct para pele normal: 31,2 ± 0,7; Ct para pele infestada: 26,2 ± 1,0). 

A expressão relativa do gene codificante da enzima IDO mostrou-se semelhante nos 

Nelores em todos os períodos de coleta, obtendo sempre maior expressão na pele infestada. Os 

HPB embora mantendo níveis da expressão relativa constante nos três períodos analisados, 

sempre apresentaram inibição da expressão na pele infestada do animal quando comparado à 

pele normal; sendo mais evidente durante o período de alta infestação. O período de média 

infestação representou o momento de maior diferença estatística da expressão relativa entre os 

grupos (P=0,07 teste t; Figura 34 e Tabela 34). 

A expressão relativa de IFNq mostrou-se diminuída em ambas as raças no primeiro 

período de baixa infestação e no período de alta infestação quando comparada às respectivas 
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peles normais, porém sem diferenças estatísticas entre os grupos. No período de média 

infestação seguinte, os HPB apresentaram um aumento da expressão relativa quando 

comparado ao período de baixa infestação (P=O, 05; teste t) e quando comparado aos níveis 

expressos por Nelores no mesmo período (P=O, 06; teste t, Figura 35 e Tabela 35). 
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Figura 33- Expressão Relativa do Gene Codificante de iNOS em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Resultados de PCR em Tempo Real representados 

pelas médias do DCt. 

Tabela 33. Expressão Relativa do Gene Codificante de iNOS em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 

seguido do Desvio Padrão. H= Diferença significativa da expressão relativa de iNOS em HPBs quando 

comparado aos índices de expressão no período anterior para mesma raça (P=0, 003), H*= Diferença 

Significativa da Expressão Relativa de iNOS em HPBs na alta infestação comparado aos índices de 

expressão gênica do período anterior para mesma raça (P=0,02), N= Diferença Significativa da 

Expressão Gênica Relativa de iNOS em Nelores na média infestação comparado aos índices de expressão 

do período anterior para mesma raça (P=0, 008). N*= Diferença Significativa da Expressão Relativa de 

iNOS em Nelores na alta infestação quando comparado aos índices de expressão no período de baixa 

infestação para mesma raça (P=0, 004). 

Níveis de 
Infestação 

Fenótipo 

Susceptivel 
(HPB} 

Resistente 
(Nelore) 

Expressão Gênica iNOS (DDCt) + Desvio Padrão 

Ba.ixo Médio Alto 

0,3420 1.3968 H -0, 1054 H" 
:t 0.2956 ± 0.4657 :t 0.88 96 

9,3319e-3 1,0521 N 0.7626 N"' 

:t 0,2148 :t: 0,6231 � 0,2547 
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Figura 34- Expressão Relativa do Gene Codificante de IDO em Pele de Bovinos Resistentes e 
Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de B. microplus e Manejados em Pasto 
Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Resultados de PCR em Tempo Real representados 
pelas médias do DCt. 

Tabela 34. Expressão Relativa do Gene Codificante de IDO em Pele de Bovinos Resistentes e 
Susceptíveis Infestados com Fêmeas lngurgitadas de B. micropluse Manejados em Pasto 
Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 
seguido do Desvio Padrão .. 

Níveis de 
infestação 

Fenótipo 
Susceptivel 

(HPB) 

Resistente 
(Nelore) 

Expressão Gênica IDO (DDCt) .± Desvio Padrão 

Baixo Médio Alto 

-0,1171 -0,2980 -0,3913 
:t 0,3298 :t 0,3539 :t 0,7310

0.0479 0.2092 0,1405 
:t 0,3781 :t 0.4138 :t 0,1226 
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Figura 35- Níveis de Expressão Gênica Relativa de IFNa na Pele de Bovinos com Fenótipo 

Resistente (Nelore) e Susceptível (HPB) Submetidos a Infestação Natural com Fêmeas 

Ingurgitadas de B. microplus em Diferentes Períodos. Resultados de PCR em Tempo Real 
representados pelas médias do DCt. 

Tabela 35. Expressão Relativa do Gene Codificante de IFNa em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Infestados com Fêmeas Ingurgitadas de R. microplus e Manejados em Pasto 

Apresentando Diferentes Níveis de Infestação. Média dos DCt nos diferentes níveis de infestação 
seguido do Desvio Padrão. H= Diferença significativa da expressão relativa de IFNa em HPBs quando 
comparado aos índices de expressão no período anterior para mesma raça (P=O, 05).

Níveis de 
infestação 

Fenótipo 

Susceptivel 
(HPB) 

Resistente 
(Nelore} 

Expressão Gêniea IFNa.(DDCt) ± Desvio Padrão 

Baixo Médio Alto 

-0,2532 O, 1746 .0,6221 
:!: 0,3351 :t: 0,254H :!: 0,7376 

.0,6639 .0,4034 
.0,2408 

:t 0,4895 :t 0.5325 
:t: 0,9107 
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4.3 Quantificação da Matriz Colagenosa em Pele de Bovinos Resistentes e 

Susceptíveis Naturalmente Expostos a Infestação pelo B. microplus Mediante Utilização 

da Coloração de Picrosírus Red. 

Além das diferenças na elaboração da resposta imune, outros fatores podem estar relacionados 

com a resistência de Nelores ao desenvolvimento do carrapato. Dentre eles, sugerimos uma possível 

diferença na produção e manutenção da matriz colagenosa que conferiria aos Nelores uma importante 

barreira física contra a fixação do artrópode. Junto a essa hipótese, ditos populares em relação a uma 

maior espessura e resistência do couro de Nelores quando comparado a outras raças enfatizam a 

importância da barreira física na resistência ao processo de infestação. É sabido, como mencionado na 

introdução desta tese, que carrapatos de diversas espécies liberam metaloproteases (MMP) em sua 

saliva que auxiliam na degradação tecidual e conseqüentemente permitem o repasto sanguíneo do 

artrópode. 

Os resultados mostram que há uma queda significativa da matriz colagenosa na pele infestada 

quando comparado à pele normal em ambas as raças (Fig. 37), porém sem diferenças significativas 

entre as raças. Isto nos permite dizer que o carrapato possui a mesma capacidade de degradação da 

matriz tecidual em ambos os hospedeiros, não nos permitindo ligar a constituição colagenosa da matriz 

extracelular com o desenvolvimento de resistência frente à infestação. 
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Figura 36- Quantificação de Colágeno em Pele Normal e Infestada com Fêmeas Ingurgitadas de 

B. microplus.I) A-Pele Normal de Nelore, B- Pele Infestada de Nelore, C- Pele Normal de HPB, D
Pele Infestada de HPB. A área vermelha representa o colágeno presente no tecido em objetiva de 20X
(Coloração de Picrosírius Red). 2) Representação Gráfica da Área de Colágeno Quantificada.
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4.4 - Análise Genotípica dos Animais e Caracterização de Marcadores Moleculares 

de Resistência Através da Determinação de SNP's (Single Nucleotide Polimorfisms). 

Após determinar que ocorrem diferenças nos níveis de expressão gênica relativa de 

diversos genes alvos possivelmente envolvidos com a elaboração da resposta imune bovina 

frente a antígenos do carrapato, pesquisamos a presença de polimorfismos genéticos em 

alguns genes pertencentes ao sistema imunológico. Para desenvolver esse experimento foi 

obtido DNA de Nelores (n=l6) e Holandeses Preto-Branco (n=l 6) como descrito em materiais 

e métodos. 

4.4.1 - Determinação da Posição e Freqüência dos SNP's Mapeados em Genes 

Imunológicos Anti-inflamatórios e Pró-Inflamatórios em Nelores e Holandeses Preto

Branco. 

Os SNP's encontrados após o seqüenciamento dos produtos de PCR dos genes TNFq 

IFNy e TGFP foram analisados de acordo com sua freqüência na população bovina estudada. 

O seqüenciamento do amplicon com 1400pb posicionado entre os éxon 1 e íntron 3 do 

IFNy identificou a presença de sete posições distintas contendo SNP's, sendo as alterações que 

ocorreram nas posições 3028, 3024, 2896 (distribuídos nos íntrons) e 2781 (presente no éxon 

1) específicas para Nelores. A freqüência de todos os SNP's específicos para Nelores era

significativamente maior (P<0,05; Chi2). A alteração na posição 2781 não acarretou alteração 

de aminoácido na seqüência protéica, sendo, portanto, considerado uma mutação pontual 

conservativa (Figura 37 A e Tabela 36). 

O seqüenciamento do amplicon com 1400pb posicionado entre os éxons 1 e 4 do TNFa 

identificou a presença de quatro posições distintas contendo SNP's, sendo que as alterações 

nas posições 2329 e 2440 eram específicas para Nelores e a da posição 2697 específica para a 
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raça HPB. A freqüência dos SNP's encontrados nas posições 2329 e 2440 era 

significativamente maior em Nelores (P<0,05; Chi2) e a dos SNPs nas posições 2416 

(correspondente ao éxon 3 do gene) e 2659 era significativamente maior em HPB (P<0,05; 

Chi
2
). Nelores apresentaram quatro deleções nucleotídicas identificadas e HPB duas deleções 

na região gênica analisada (Figura 37B e Tabela 36). 

O seqüenciamento do amplicon com 1350pb posicionado entre os éxons 6 e 7 do TGF� 

identificou a presença de seis posições distintas contendo SNPs. As posições 9634, 9888, 

10358 e 10643 foram específicas para Nelores e a posição 9691 específica para a raça HPB. 

Embora os SNPs fossem raça-específicas, nenhum alcançou uma freqüência populacional 

significantiva. N elores apresentaram também duas deteções nucleotídicas identificadas nas 

posições 9919 e 9920 do gene (Figura 37C e Tabela 36). 
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4.4.2 - Determinação da Posição e Freqüência dos SNP's Mapeados em Genes 

Imunológicos com Função Quimiotática em Nelores e Holandeses Preto-Branco. 

Os SNP's encontrados após o seqüenciamento dos produtos de PCR dos genes IGF-1. IP-

10, MCP-1 e MIP-la foram analisados de acordo com sua freqüência na população bovina 

estudada. 

O seqüenciamento do amplicon com 830pb posicionado entre o éxon 1 e íntron 3 do 

IGF-1 identificou a presença de três posições distintas contendo SNP's, sendo a alteração que 

ocorreu na posição 1914 específica para raça HPB. Embora com especificidade raça

específica, o SNP da posição 1914 não obteve uma freqüência significante. O SNP presente 

na posição 1388, embora não sendo raça-específica apresentou uma freqüência 

significativamente maior (P<0,05; Chi2) em HPB (Figura 38 A e Tabela 36). 

O seqüenciamento do amplicon com 970pb posicionado entre os éxons 1 e 4 do IP-10 

identificou a presença de três posições distintas contendo SNP's, sendo a alteração que 

ocorreu na posição 1550 (presente no éxon 1) específica para raça Nelore. Embora com 

especificidade raça-específica, o SNP da posição 1550 apresentou uma freqüência significante. 

O SNP presente na posição 1078, embora não sendo raça-específica, apresentou uma 

freqüência significativamente maior (P>0,05) (Figura 38B e Tabela 36). 

O seqüenciamento do amplicon com 1300pb posicionado entre os éxons 1 e 3 do MCP-1 

identificou a presença de nove posições distintas contendo SNP's, sendo as alterações que 

ocorreram nas posições 2577, 2457, 2430 e 2157 específicas para raça HPB e nas posições 

2420 e 2057 específicas para raça Nelore. Dos SNP's específicos para raça HPB as mutações 

pontuais nas posições 2577, 2430 e 2157 apresentaram uma freqüência significativamente 

maior {P<0,05; CHI2); assim como as duas alterações identificadas em Nelores {P<0,05; 

Chi2) (Figura 38C e Tabela 36). 
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O seqüenciamento do amplicon com 1350pb posicionado entre os éxons 1 e 3 do MIP

la. identificou a presença de onze posições distintas contendo SNP's, sendo as alterações que 

ocorreram nas posições 135, 330, 974 (éxon 2) e 1042(éxon 2) específicas para raça Nelore. 

Desses SNP's, somente a mutação pontual na posição 1042 (éxon 2) obteve uma freqüência 

significativamente maior (P<0,05; Chi2). Os SNP's presentes nas posições 380 e 1041, 

embora não sendo raça-específica, apresentou freqüência significativamente maior em Nelores 

(P<0, 05; Chi2), o mesmo ocorreu para o SNP da posição 548 que foi mais freqüente na raça 

HPB (P<0,05; Chi2) (Figura 38D e Tabela 36). 

Nossos resultados sugerem que essas disposições de SNPs podem ser úteis na associação 

dos estudos de segregação das populações resultante do cruzamento de B. taurus e B. indicus 

averiguando se estes marcadores são associados com modificações que conferem marca de 

resistência para B. indicus. 
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Tabela 36. Freqüência dos Genótipos dos SNPs Mapeados em Genes Codificantes de Proteínas 

do sistema Imune em Raças Bovinas Susceptíveis ou Resistentes a Infestações pelo B. microplus 

Comparação da Freqüência Genotípica dos SNP's em Nelores e Holandeses para os genes estudados. 

Os números em vermelho representam genótipos específicos para a raça .. :Diferença Estatisticamente 

Significante na Proporção de Alelos nas Diferentes Raças.Teste do Chi
2
, sendo P<0,05.

Gene/Posição do SNP Genótipo HP8 Nelore • Valor de P

IP-10 AA o 3 

1078 AG 1 8 O,OOJ. 
GG 15 4 

TNFa. GG 4 11 

2659 GT l o 0,027 

AA 2 o 

AG 9 3 

AA 16 1 

2440 AG o 10 O,OOJ. 

GG o 3 

TT 9 13 

2416 AT 6 1 O,OOl 

AA 1 o 

GG o 1 

2329 AA l o 0,01. 

AG o 7 

MIP-la. 
CC o 

380 
l 6 

0,004 
CT 

TT 13 5 

AA l o 
0,07 

AC 5 
548 

CC s 14 

CC 9 14 
0,08 608 

CT s 1 

GG 15 9 
0,03 

AG o 

1042 
AA o 2 



Resultados 

Continuação 

Gene/Posição do SNP 

IGF-1 

1388 

IFN•y 

2781 

2787 

2896 

3021 

3024 

3028 

Genótipo 

CC 

CT 

TT 

GG 

GT 

TT 

CT 

TT 

GG 

GT 

TT 

TT 

GT 

TT 

GT 

GG 

TT 

GT 

GG 

HPB 

8 

4 

4 

14 

1 

o 

5 

11 

16 

o 

o 

16 

o 

16 

o 

o 

16 

o 

o 

Nelore 

1S 

o 

1 

3 

s 

4 

1 

9 

8 

6 

2 

12 

4 

3 

8 

5 

4 

7 

5 

106 

• Valor de P

0,02 

0,001 

0,06 

0,005 

0,02 

0,001 

0,001 
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Continuação 

Gene/Posição do SNP 

MCP•1 

2057 

21S9 

2206 

2420 

2430 

2577 

Genotipo 

GG 

AA 

AG 

GG 

AG 

AA 

TT 

GT 

GG 

CC 

CT 

TT 

TT 

CT 

CC 

CC 

CT 
TT 

HPB 

16 

o 

o 

1 

15 

o 

15 

1 

o 

16 

o 

o 

11 

4 
1 

11 
4 
1 

Nelore 

7 
2 

7 

9 

5 

1 

9 

5 

1 

5 

7 
3 

15 

o 

o 

15 

o 

o 

107 

"'Valor de P 

0,002 

0,002 

0,07 

0,001 

0,06 

0,06 
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5 - DISCUSSÃO 

Para obterem sangue, os carrapatos íxodídeos necessitam permanecer fixados ao 

hospedeiro por um longo período de tempo, permitindo que ele tenha tempo suficiente para 

desenvolver reações contra a infestação. No entanto, o sucesso do parasitismo do carrapato é 

possível graças às estratégias imunomoduladoras que desenvolveu e que são capazes de 

reduzir a resposta do hospedeiro e garantir o repasto sanguíneo até o fim. O repertório 

imunomodulador está contido na saliva de carrapatos que vem sendo descrito por diversos 

autores. O que as diferentes espécies de carrapatos possuem em comum é o fato de todos 

neutralizarem componentes da reação inflamatória inata e resposta adaptativa presente no 

momento da fixação (Ribeiro, 1995). A saliva também pode ser tóxica ou irritante para o 

hospedeiro, fato refletido pela ocorrência de intoxicações ou reações pruriginosas após picadas 

de carrapatos. 

O tipo de resposta elaborada pelo hospedeiro determina ou não o desenvolvimento de 

resistência à infestação pelo artrópode. Experimentos com camundongos infestados com 

carrapatos R. sanguineus, demonstraram que esses animais não são capazes de desenvolver 

uma resposta imune eficaz contra o parasita, mesmo após diversas infestações (Ferreira & 

Silva, 1998) e polarizam a resposta adaptativa para o tipo Th2. Por outro lado, alguns 

hospedeiros são capazes de reagir contra as infestações e terminam por inibir a hematofagia. 

Tal fenômeno é refletido por um menor peso da fêmea ingurgitada e da massa de ovos, menor 

tempo de postura e de eclosão dos ovos, dentre outros parâmetros biológicos. Cobaias 

apresentam, no local da picada, infiltrado inflamatório formado de mononucleares e basófilos 

(Szabó e Bechara, 1999) e também desenvolvem reações de hipersensibilidade imediata e 

tardia (Szabó et.al, 1995), enquanto que em camundongos o infiltrado inflamatório provocado 

pela picada de mesma espécie de carrapato é composto predominantemente por neutrófilos e 

eosinófilos e desenvolvem apenas reações de hipersensibilidade imediata (Ferreira et al, 
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2003). Linfócitos T de camundongos infestados apresentam uma proliferação reduzida 

(Ganapamo et al., 1996). 

Os bovinos são hospedeiros naturais do carrapato B. microplus e apresentam raças 

susceptíveis (Bos taurus - Holandês Preto e Branco) e resistentes ao processo de infestação 

(Bos indicus - Nelores). Constituem o único hospedeiro de carrapatos onde é possível estudar 

numa mesma espécie as respostas elicitadas pelos fenótipos contrastantes de infestações. Neste 

estudo, quantificamos a expressão relativa de genes candidatos a participarem dos fenótipos de 

infestações tanto na pele de bovinos submetidos à infestação natural com B. microplus quanto 

na pele de animais imunes tratada com extrato de larva do carrapato. 

a) Genes Envolvidos no Recrutamento de Leucócitos:

Como dito acima, as propriedades tóxicas e irritantes da saliva e do cone de cemento do 

carrapato, bem como a lesão causada pelos palpos e o hipostômio do carrapato promovem 

reações inflamatórias cutâneas. Os mecanismos moleculares responsáveis por essas reações 

ainda não foram estudados na interface carrapato-hospedeiro, mas observações feitas sobre 

outras patologias cutâneas permitem inferir que a reação ocorre por meio da indução da 

produção de citocinas pró-inflamatórias, moléculas de adesão e quimiocinas por células 

residentes da pele. De fato, alguns alérgenos de contato induzem diretamente a ativação de 

queratinócitos para produzirem quimiocinas, citocinas pró-inflamatórias e ICAM-1 (Pivarsci, 

2007). A natureza das células efetoras recrutadas durante a reação ao carrapato dependerá, por 

sua vez, do perfil de quimiocinas induzido inicialmente. Como informado acima, a 

composição celular dessa reação correlaciona-se com o sucesso da hematofagia apesar da 

reação do hospedeiro ou com prejuízo para o parasitismo do carrapato. Com efeito, a fim de 

escapar da resposta inflamatória, a saliva de carrapato possui um ligante genérico de 

quimiocinas (Hajnicka, et. al, 2001). Em trabalho recente foi identificado um ligante das 
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quimiocinas CCL3 (MIPla) e CCL2 (MCP-1) em biblioteca de cDNA de glândula salivar de 

R. sanguineus denominado evasina-1 (Frauenschuh, et. al, 2007) o que evidencia um

importante papel dessas moléculas na construção do infiltrado inflamatório e nos mecanismos 

de ataque ao artrópode. Com base nos achados dos estudos anteriores que mostram um 

predomínio de eosinófilos e basófilos nos animais resistentes e de neutrófilos e polarização de 

resposta adaptativa para o perfil Th2 nos animais suscetíveis, o presente trabalho focalizou 

seus esforços sobre as quimiocinas que recrutam basófilos, eosinófilos, neutrófilos e linfócitos 

T helper tipo 1. 

No experimento em que bovinos foram desafiados com extrato de larva não alimentadas 

de B. microplus, Nelores, mas não HPBs, elaboraram uma reação tardia caracterizada por um 

aumento significativo no número de basófilos e eosinófilos 72 e 96hr após receber o estímulo. 

A reação tardia envolvendo basófilos pode representar a hipersensiblidade tipo fones-Mote, 

definida na introdução. O recrutamento maior de basófilos em pele de Nelores foi 

acompanhado pelo aumento significativo da expressão relativa de IGF-1 na reação tardia ao 

extrato de larvas de carrapatos. Quando expostos a uma infestação natural por B. microplus, a 

pele infestada de bovinos Nelores também expressam mais IGF-1 do que a pele infestada de 

HPB, os quais exibiram uma inibição da expressão de IGF-1 na pele infestada em todos os 

períodos de coleta. O IGF-1 é um fator quimiotático seletivo para basófilos (Hartnell et al., 

2004) e modula liberação de histamina por essas células (Hirai et al., 1993), sendo também 

fator de crescimento que estimula a mitose e diferenciação celular de queratinócitos (Sharp et 

al., 2005). Recentemente foi descrito a presença de uma molécula ligante, tipo lipocalina, de 

IGF-1 (IGFBP) em transcriptomas de glândulas salivares de B. microplus (Mulenga, 2007). 

A expressão relativa de MCP-1 (CCL2) em Nelores aumentou de forma significativa 

72hr após o tratamento com extrato de larva, fato que não foi observado em HPBs. Na 

infestação natural, Nelores exibem um aumento da expressão relativa de MCP-1 comparado 
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aos HPBs na alta infestação. O MCP-1 é um importante fator quimiotático para basófilos e 

estimulador da desgranulação de histamina por essas células independente da presença de IgE 

(Kuna, et al 1993). Alguns trabalhos demonstram que a reação cutânea tardia com participação 

de mastócitos, eosinófilos e basófilos está associada com resistência ao artrópode ·(Szabó e 

Bechara, 1999). Enfatizando os possíveis efeitos deletérios da histamina no desenvolvimento 

do artrópode, foi identificada uma proteína ligante de histamina na saliva de carrapatos 

(Ribeiro, 1995). Esses achados fortalecem a hipótese da ativação basofilica e desgranulação 

histamínica na resposta imune de hospedeiros resistentes. Na reação tardia de 72hr, Nelores 

apresentaram um aumento significativo da expressão relativa de IL-16, que é quimiotático 

para basófilos, linfócitos T e eosinófilos (Ferland et al, 2004), participa do desenvolvimento 

da reação de hipersensibilidade tardia e estimula a produção de triptase nos grânulos de 

basófilos (Qi et al, 2002), enzima que pode estimular o aumento prurido local (Steinhoff, 

2003), contribuindo para irritabilidade do animal e remoção mecânica do artrópode. A 

expressão relativa de MIPlg (CCL3) comportou-se de forma contrastante nos experimentos 

realizados. Quando expostos a antígenos de extrato de larva, ambas as raças exibiram uma 

queda da expressão de MIP 1 a no decorrer da reação tardia, enquanto que, durante a infestação 

natural, variados níveis de expressão foram observados. No período de alta infestação, Nelores 

exibem um aumento da expressão relativa de MIPla comparado a HPBs, os quais sofrem uma 

forte inibição da sua expressão na pele infestada. O aumento da expressão relativa de MIP 1 a 

nos animais resistentes pode estimular o recrutamento de basófilos e eosinófilos (Heinemann 

et al., 2000) ao local de fixação do carrapato. O MIPl� é uma quimiocina capaz de estimular 

a produção de superóxidos em neutrófilos (Oliveira et al 1999). É sabido que a saliva de R.

sanguíneos inibe a produção de NO por macrófagos murinos (susceptíveis) quando 

submetidos à cultura com saliva de R. sanguíneos (Ferreira e Silva, 1999), caracterizando uma 

l)OSsível vartici\_)ação da l)rodução de superóxidos na rejeição do ectoparasita. 
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Um uvhado intoressante na expressão gênica na pele de bovinos desafiados com extrato 

de larva de B. microplus, foi do SLURP-1. Em nossos experimentos constatou-se um aumento 

da expressão relativa de SLURP-1 na pele de Nelores e HPBs nos tempos de 72hr e 96hr após 

inoculação do extrato de larva, porém somente Nelores apresentara índices significativos. O 

SULRP-1 é um homólogo solúvel do receptor do ativador de plasminogênio tipo urokinase 

(uP A) e sua seqüência peptídica é muito semelhante a toxinas de veneno de cobra (Fischer, 

2001). Dados da literatura mostram que uPA é um potente agente quimiotático para basófilos, 

porém não estimula sua desgranulação tampouco a produção de citocinas (de Paulis, 2004). O 

SLURP-1 induz a expressão de caspase 3 e 8 em queratinócitos e regula o índice apoptótico 

dessas células (Arredondo, 2005). Mutações presentes no gene humano esta associado ao 

desenvolvimento do Mal de Meleda (Fischer, 2001). Junto a essas informações sugerimos a 

participação do SLURP-1 na regulação do índice migratório de basófilos e no controle 

apoptótico dos queratinócitos. Animais HPB têm um aumento contínuo da expressão relativa 

do SLURP-1 na formação da reação tardia, enquanto Nelores demonstram uma queda da 

expressão relativa de SLURP-1 96hr após o estímulo. Embora sem bases conclusivas para este 

perfil de expressão, pode-se sugerir que Nelores exibem uma espécie de feedback negativo 

entre quimiocinas recrutantes de basófilos e a expressão de SLURP-1 regulando o potencial 

quimiotático do ambiente inflamatório no local da picada. 

O presente trabalho também demonstrou que Nelores apresentam níveis mais elevados 

de expressão do IP-1 O (CXCL-1 O) 96h após tratamento com extrato de larva. Em pele 

infestada os níveis de expressão relativa do IP-10 também são maiores em Nelores quando são 

comparados aos HPB. O IP-10 está envolvido no recrutamento de células Thl e manutenção 

das respostas de hipersensibilidade tardia (Goebeler et. al., 2001), no recrutamento de 

mastócitos (Marone, et al. 2005 e de eosinófilos participantes de reações tardias (Akahira-

Azuma, 2004). Queratinócitos estímulados com IFNy, citocina cuja expressão é maior em 
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Nelores, e eosinófilos, célula presente em maior número na pele de bovinos resistentes tratada 

com extrato de larvas ou infestada com ninfas e com adultos do que na pele de bovinos 

suscetíveis, são fontes importantes desse fator quimiotático (Klunker, 2003 e Gillitzer, 1991). 

Por fim, quantificamos a expressão de IL-8. Experimentos prévios demonstraram a 

inibição da atividade biológica de IL-8 quando exposta a antígenos salivares in vitro

(Hajnicka, 2001). Importante no recrutamento de neutrófilos, fato condizente com o fenótipo 

susceptível de acordo com Szabó, et al. (1995), a IL-8 apresentou-se elevada na pele de HPBs, 

com exceção do período de alta infestação, evidenciando um forte papel do nível da infestação 

no processo de resposta imune. 

Os resultados obtidos em relação à expressão de quimiocinas em hospedeiros resistentes 

e susceptíveis ao carrapato, nos permite dizer que Nelores utilizam diversas vias de 

recrutamento para formação do infiltrado celular local, vias estas que estão envolvidas na 

quimiotaxia de eosinófilos, basófilos e linfócitos Thl para a pele em contato com antígenos do 

carrapato. 

b) Citocinas Pró-Inflamatórias

Há uma aparente discrepância entre os estudos que associam uma resposta imune tipo 

Th2 ora a susceptibilidade, ora a resistência (hospedeiros resistentes recrutam eosinófilos, 

basófilos e liberam mais histamina) ao carrapato. fuformações recentes mostram que o 

paradigma Thl/Th2 não se aplica a mastócitos, eosinófilos e basófilos porque podem ser 

modulados por citocinas Thl e Th2, com desfechos funcionais distintos (Lebman e Coffman 

1988). Por outro lado já foi demonstrado que hospedeiros resistentes ao carrapato apresentam 

reações tardias a antígenos parasitários. Ao analisar o padrão de citocinas inflamatórias e 

estimuladoras da manutenção da reação tardia, verificamos que bovinos resistentes expostos a 

antígenos de extrato larva ou a infestação natural, têm aumento relativo da expressão gênica 
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de IFNy na pele quando comparado a HPB. Animais susceptíveis sofrem intensa inibição da 

expressão de IFNy. Dentre os diversos efeitos biológicos já descritos envolvendo a 

participação do IFNy, destaca-se sua participação no desenvolvimento da hipersensibilidade 

tardia (Mosmann, 1989) e a capacidade indutora da produção de outras moléculas imunes, tais 

como, MCP-1 e IP-10 por eosinófilos (Dajotoy et. al, 2004). Corroborando esses achados, 

observamos o aumento dos níveis de expressão relativa do MCP-1 e IP-1 O no 

desenvolvimento da reação tardia já descritos anteriormente. O IFNy é a principal citocina 

indutora da expressão de IDO por eosinófilos (Dajatoy et al, 2004). Nelores aumentam o 

número de eosinófilos em reação tardia de 96hr e maior produção de IDO quando comparado 

a outros tempos de análise no mesmo grupo de animais. Na infestação natural o aumento da 

expressão relativa de IFN1 na média infestação, foi acompanhado do aumento IDO por 

Nelores. Estes resultados sugeremuma participação importante do IFNy na indução da 

produção de IDO na pele desses animais. A IDO degrada o amino ácido triptofano, gerando 

quinureninas, substâncias que impedem a proliferação de linfócitos Thl, mas não de Th2 

(Odemuyiwa et. al, 2004). A produção de IDO aumentada em Nelores sugere que esses 

animais não somente primam pela ativação do sistema imune como também pelo controle na 

elaboração da resposta. O controle da resposta local evita uma possível lesão tecidual que 

poderia beneficiar o processo de repasto sanguíneo e desenvolvimento do artrópode 

O carrapato expressa abundantemente proteínas ligantes de histamina (Mulenga, 2007; 

Ribeiro, 1995; Brandão et al., 2007, manuscrito em preparação), indicando que esse mediador 

é prejudicial ao seu repasto sanguíneo. Quando ativado, o mastócito é uma das maiores fontes 

de TNF-a, citocina cuja expressão aumenta significativamente em pele de Nelores durante a 

alta infestação, embora, não aumente na pele desses animais quando desafiada com extrato de 

larva. O TNFa liberado por mastócitos pode ativar a maturação de células dendríticas e 
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hipertrofiar linfonodos, contribuindo para uma maior ativação imunológica e capacidade de 

resposta aos antígenos salivares (McLachlan et. al, 2003). Quando em contato com células 

endoteliais o TNF-a aumenta a expressão de E-selectinas e diapedese de linfócitos para o sítio 

inflamatório (Walcheck et. al, 1993). O TNFa é um forte indutor da expressão de iNOS 

(Katedra et. al, 2004). A iNOS apresentou maior expressão em pele de Nelores durante a alta 

infestação. A iNOS é mediadora da produção de radical reativo potencialmente tóxico para 

carrapatos, podendo auxiliar no processo de rejeição à fixação do ectoparasita. 

Enfatizando o ambiente inflamatório gerado nos animais resistentes, destacamos a 

inibição da expressão de IFN � durante a infestação natural em ambas as raças de bovinos. A 

IFN-a inibe a expansão de linfócitos T yõ WCI + pró-inflamatórias e estimula a expansão de 

linfócitos T yõ CDS+ que modulam a inflamação e são abundantes em pele (Tuo, et al 1999). 

Antígenos salivares aumentaram a expressão dessa molécula em animais susceptíveis, mas 

não em resistentes, o que poderia conter o poder inflamatório das células Tyõ WCI +. desses 

animais. O IFN-a é secretada por células da epiderme, inclusive células dendríticas 

plasmacitóides (pDCs), e inibe a liberação de IL-4 por basófilos primados com IL-3, mas não 

a liberação de histamina e LTC4, atenuando a dermatite atópicam (Chen et. al, 2003) 

Desses resultados conclui-se que hospedeiros resistentes possuem um maior poder de 

montar e manter uma resposta inflamatória ao B. microp/us ao conseguir controlar a evolução 

do parasita fixado. 

c) Citocinas Antiinflamatórias

O TGF�, citocina envolvida com reparo tecidual, revelou um aumento da expressão 

relativa na reação tardia de 72hr após inoculação do extrato de larva na pele de Nelores 

quando comparado aos valores obtidos na reação imediata para mesma raça. Durante a 



Discussão 117 

infestação natural, com exceção da baixa infestação, Nelores exibiram uma maior expressão 

relativa quando comparado aos HPBs. Uma das principais fontes produtoras de TGFP são os 

eosinófilos, células envolvidas no reparo tecidual (Phipps et. al, 2002). Sua atividade é 

controlada de forma parácrina pela IL-5 (Phipps, 2004). A expressão de IL-5 foi maior em 

pele de N elores durante a infestação natural, porém sem diferenças quando em contato com 

extrato de larva. Podemos dizer que a salivação contínua durante o processo de repasto 

sanguíneo do artrópode, estimula a produção de IL-5 em Nelores e isto pode contribuir para 

ativação de eosinófilos. Como Nelores apresentam um aumento significativo dessas células 

no local da inoculação do extrato de larva em 72hr e 96hr após inoculação, os reusltados 

indicam que os animais da raça Nelore possuem maior poder de reparo tecidual e controle da 

resposta imune ao carrapato do boi. 

Estudos prévios demonstraram ocorrer inibição da produção de IL-1 O por macrófagos 

murinos (hospedeiros susceptíveis) quando em contato com a saliva de L ricinus (Hannier, et 

al 2003). De encontro a essa informação, nosso trabalho enfatiza uma maior expressão de IL-

1 O tanto no decorrer da infestação natural quanto na reação tardia induzida após tratamento 

com extrato de larva nos animais resistentes. A principal função da IL-1 O na regulação da 

resposta imune é inibição da produção de IFN:y (Sher et. al, 1992). Isto pode explicar a 

redução na expressão do IFNy após o pico de expressão de IL-1 O quando os animais são 

tratados com extrato de larva. Na baixa infestação, Nelores comportam-se de forma a 

expressar uma fraca resposta imunológica. Genes antiinflamatórios como IL-4 e TGF�, 

apresentam um aumento significativo de expressão em HPBs quando comparados aos Nelores 

para este período. No entanto, quando expostos a níveis maiores de infestação os níveis de 

expressão de genes codificando proteínas quimiotáticas e inflamatórias aumentam de forma 

significativa em Nelores e acabam por estimular o aumento de expressão dos genes 

codificantes de proteínas antiintlamatórias mantendo o equilíbrio da resposta imune. 
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Os achados histológicos e moleculares na pele de bovinos resistentes e susceptíveis 

desafiados com extrato de larva de B. microplus sugere que basófilos e eosinófilos são células 

que estão relacionadas ao desenvolvimento do fenótipo de resistência, sendo que no ambiente 

inflamatório de animais resistentes manifesta um maior poder quimiotático para essas células 

e um padrão de misto de citocinas expressas. O nível de infestação do B. microplus tem uma 

enorme capacidade de interferir no nível de expressão gênica tanto em animais resistentes 

quanto em animais susceptíveis para diversos genes-alvos analisados. 

A diferença de expressão em diversos genes participantes do processo de elaboração da 

resposta imune estimulou a pesquisa de mutações de alguns dos genes que estudamos. Alguns 

trabalhos buscam marcadores moleculares para qualificação da maciez de carne bovina e/ou 

relacionados à resposta imune (Higushi, 1999). Existe polimorfismo genético descrito para 

promotor de TNF-a, bovino que afeta níveis de transcrição (Higuchi et al, 1999). Em outros 

mamíferos, há relatos de polimorfismo no iNOS com diferentes níveis de expressão do gene 

(Burgner, et al 1998), mas nada ainda foi caracterizado em relação ao processo de resistência 

bovina ao carrapato. A pesquisa de SNP's nos permitiu comprovar a existência de diversas 

mutações pontuais, sendo algumas, com freqüência alélica e genotípica raça-específica. Esses 

dados aumentaram o repositório de informações que poderão fornecer possíveis marcadores 

moleculares de resistência genética de bovinos e gerar melhores condições de manejo frente à 

presença do carrapato. 

Em resumo, este trabalho descreve a participação de alguns dos componentes da 

resposta imune local frente aos antígenos do carrapato no desenvolvimento do fenótipo de 

resistência bovina a esse parasita. 
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6- CONCLUSÕES

Este trabalho descreve a participação de alguns dos componentes da resposta imune 

local frente a antígenos ou a infestações do carrapato no desenvolvimento do fenótipo de 

resistência de bovinos contra esse parasita. Baseado nas diferenças observadas para os perfis 

de expressão gênica apresentados em pele de diferentes raças de bovinos submetida a 

diferentes tipos de estímulos, o presente trabalho permite concluir que: 

1- O perfil de expressão de alguns genes codificantes de moléculas envolvidas na

resposta imune varia de acordo com a composição genética do hospedeiro bovino e 

correlaciona-se com o fenótipo apresentado pelo hospedeiro para infestações com carrapatos. 

2- A expressão relativa de fatores envolvidos no recrutamento de basófilos e eosinófilos

(IGF-1, MIP-la, MCP-1, SLURP-1), células que estão presentes em maior número na pele de 

bovinos resistentes tratada com extratos de larvas, foi maior em pele de hospedeiros bovinos 

resistentes (Nelores) quando comparada à pele tratada de bovinos suscetíveis (HPB) ao 

carrapato. 

3- A expressão relativa de fator quimiotático envolvido no recrutamento de linfócitos

Thl (IP-10) foi maior em pele tratada de hospedeiros bovinos resistentes quando comparada à 

pele tratada de bovinos suscetíveis ao carrapato. 

4- O nível de intensidade da infestação natural com carrapatos modula a expressão de

genes codificantes de moléculas envolvidas na resposta imune em ambas as raças, porém os 

perfis de expressão de genes codificantes de citocinas quimiotáticas e pró-inflamatórias são 

semelhantes aos encontrados no experimento com extrato de larva, sendo maiores nos animais 

resistentes. 
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5- Mutações pontuais (SNP's) foram detectadas em alguns dos genes estudados, sendo

que alguns alelos e genótipos eram encontrados apenas em uma das raças avaliadas. Esses 

dados contribuem para o repositório de marcadores moleculares, importantes ferramentas para 

o melhoramento genético de bovinos para resistência a carrapatos, para criação de melhores

condições de manejo frente à presença do carrapato. 
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ANEXO A- Descrição da Técnica de Colaração Picrosírius-red em Bíopsias de Pele 

Bovina Exposta a Infestação Natural pelo B. microplus. 

1- O tecido cortado foi colocado em banho histológico 45ºC para extensão e aquisição
do tecido com utilização de lâmina histológica. 

2- As lâminas contendo os cortes foram armazenadas em estufa a 60ºC para
desparifinização e fixação do tecido por um período de 24 horas. Uma vez retirado o excesso 
de parafina as lâminas permaneceram 2hr em T .A. 

3-Xilol I por 20min,

4- Xilol II por 20min,

5- Banhos rápidos em Álcool Absoluto I, Álcool Absoluto II e Álcool 95 Álcool 80, em
sequência. 

6-Banho em Água corrente da torneira 3 min.

7-Ácido Fosfomolíbidco (GOLD LAB) 5% por 2min. 

8- Lavar em Água destilada (1 banho rápido).

9- Picrosírius Red (SIGMA) por 90min.

10- Lavar em Água destilada (3 banhos seguidos)

11-Ácido Clorídrico O,0IN por 2min.

12- Banho em água destilada

13 -Etanol 70% por 40seg. 

14 - Montagem da lâmina 
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ANEXO B - Ilustração da Fixação do B. microplus em Pele Bovina e Divisão 

Esquemática das Zonas de Contagem Preconizadas por Szabó (1995). 

1-Zona de Contagem 1; 2- Zona de Contagem 2; 3- Cone de Cemento; 4- Hipostômio do Carrapato.
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