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Resumo

O Boophilus microplus causa grandes prejuizos econdmicos a exploracao
pecudria no Brasil em funcao da espoliacao dos bovinos, pela transmissao de
patdgenos, e do alto custo operacional das técnicas atuais de controle. O
combate sistematico ao carrapato do boi faz-se necessario, principalmente nos
rebanhos de producao estabelecidos com base em racas européias ou mesticas.
O uso de acaricidas vem sendo a medida de controle profilatico e terapéutico
mais comum contra esses ectoparasitos. Os principais problemas relacionados
com essa pratica dizem respeito ao desenvolvimento de linhagens resistentes de
carrapatos frente a diversas geracoes de acaricidas, ao aparecimento de residuos
quimicos nos produtos de origem animal e a poluicao ambiental proveniente do
uso dos acaricidas no controle. Uma alternativa que vem sendo pensada e
desenvolvida é o controle do carrapato por meio de vacina usando proteinas
identificadas como estratégicas para a sobrevivéncia do carrapato. Atualmente,
as vacinas sao desenvolvidas a partir da proteina Bm86, conferindo protecao
parcial aos bovinos contra futuras infestacoes por B. microplus pela reducao do
numero de carrapatos, da producao de ovos e da fertilidade. Esses resultados
nao asseguram a protecao desejada na producao bovina, sugerindo a necessida-
de de mais de um antigeno protetor. O uso de uma vacina polivalente, usando
diferentes antigenos com acao em diferentes fases de vida e impedindo o
funcionamento de pontos vitais para a sobrevivéncia do carrapato, vai permitir
aumentar a eficiéncia no controle.

Palavras-chave: Boophilus microplus, bovino, controle, imunizagcao.






Tick Control Using Vaccine
— Current Situation and
Perspectives

Abstract

The hard tick, Boophilus microplus, has been a problem for the cattle production
because of its ability of spoliation, by pathogen transmission, and because of
the current control technology high costs. The tick systematic control is
important, mainly in herds based in European or crossbreed production system.
The acaricides have been the system usually adopted in prophylactic and
therapeutic control against those ectoparasites. The most important point related
to this system is the development of resistant ticks lines against different
generations of acaricides, the appearing of chemical residues in animal products
and the environmental pollution. A new form of control has been developed: the
tick control vaccine using proteins related to strategic phases of the tick life.
Nowadays, the vaccines have been developed from Bm86 protein, offering
bovine partial protection against Boophilus microplus future infestations by
decreasing the tick number, the egg production and the fertility. These results
are not assuring a desired protection in the bovine production suggesting the
necessity of more than one protector antigen. Using polyvalent vaccine with
different antigens with different action in the life cycle and obstructing important
points of survive functions of the tick will arise the control efficiency.

Keywords: Boophilus microplus, cattle, control, immunization.
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Introducao

Os registros mais antigos sobre a presenca do carrapato datam de 1.500 a.C:
uma figura em uma tumba egipcia apresentando um animal semelhante a hiena
com trés protuberancias no pavilhao auricular interno (Arthur, 1965). Atualmen-
te, existe registro de 800 espécies de carrapatos, das quais, pelo menos 700
possuem especificidade de hospedeiro (Cordovés, 1997). Aproximadamente, 50
espécies de carrapato sao conhecidas como causadoras de intoxicacdo (Gothe et
al., 1979).

Os prejuizos econdmicos causados pelo carrapato ocorrem de forma direta pelo
efeito da picada e suas conseqliéncias: irritabilidade, perda de sangue, acarretan-
do perda de peso e de producado de leite; pelas miiases secundérias e danos no
couro, prejudicando a qualidade destes; e ainda pela possibilidade de transmis-
sdo dos agentes da tristeza parasitaria bovina. Entre as perdas indiretas, podem
ser citados: o custo do controle quimico, os residuos deixados nos produtos de
origem animal e os danos ambientais decorrentes do uso desses produtos,
acarretando prejuizos superiores a um bilhao de délares anuais apenas no Brasil
(Horn, 1983).

O combate sistematico ao carrapato do boi faz-se necessario, principalmente, nos
rebanhos de producao de leite, em funcédo da base desta producao ter sido
estabelecida em racas européias ou mesticas, mais suscetiveis. Recentemente, o
sistema de producao de gado de corte vem recebendo pressao por incremento
em produtividade, aumentando, desta forma, o uso de racas européias no
cruzamento industrial e sinalizando a tendéncia da necessidade maior do controle
sistematico do carrapato (Gomes, 1995).

No mundo inteiro, o interesse por formas alternativas de controle do carrapato
vem aumentando, sendo que o controle por meio de vacinas, com a inducao da
resposta imune em bovinos, contra os carrapatos, tem mostrado resultados
promissores.

O carrapato do boi

A designacao genérica Boophilus, do grego “amigo do boi”, foi introduzida por
Curtice, em 1891, sendo o Boophilus microplus a Unica, das cinco espécies
conhecidas, reconhecida como presente no Brasil (Pereira, 1982).
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O B. microplus é originario da Asia, notadamente da india e da Ilha de Java. Em
funcao das expedicdes exploradoras registradas na Histéria, com a movimenta-
cao de animais e mercadorias, ocorreu a sua expansao e introducdo na maioria
das regibes tropicais e subtropicais: Australia, México, América Central, América
do Sul e Africa, tendo se estabelecido dentro dos climas demarcados pelos
paralelos 32° Norte e 32° Sul, com alguns focos no 35° Sul (Nuies et al.,
1982).

No Brasil, a introducédo do B. microplus parece ter-se dado pela vinda de animais
comprados do Chile, no inicio do século XVIII, via Estado do Rio Grande do Sul,
encontrando-se distribuido atualmente em todo o Pais, variando de intensidade
de acordo com as condicoOes climaticas e os tipos raciais de bovinos explorados
(Gonzales, 1995).

Classificacao do Boophilus microplus

De acordo com Flechtmann (1990), o B. microplus (Fig. 1) possui a seguinte
posicao sistematica:

Filo — Arthropoda Von Siebold & Slannius, 1845

Subfilo — Chelicerata Heymons, 1901

Classe — Aracnida Lamarck, 1802

Subclasse — Acari Leach, 1817

Ordem - Parasitiformes Renter 1909

Subordem - Metastigmata Canestrini, 1891
Ixodides Leach, 1815

Familia — Ixodidae Murray, 1887

Género — Boophilus Canestrini, 1887
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Fig. 1. Fémea ingurgitada de Boophilus microplus, teleédgina, fixada na pele de bovino.
O tamanho da teledgina varia de 1,9 a 2,5 mm de comprimento por 1,1 a 1,6 mm de
largura antes de ingurgitar e atinge 13 mm de comprimento por 8 mm de largura

quando ingurgitada.
Fonte: Boophilus microplus, 2001.

Ciclo de vida do Boophilus microplus

O carrapato do boi, B. microplus, é um parasita monoxeno, isto é, depende de
apenas um hospedeiro em seu ciclo de vida, preferencialmente os bovinos.
Outras espécies podem comportar-se como hospedeiros, entre os quais bufalos,
jumentos, ovinos, caprinos, caes, gatos, porcos, veados, ong¢as, preguicas,
cangurus e coelhos (Arthur, 1960).

Seu ciclo de vida apresenta duas fases complementares (Fig. 2): a de vida livre
ou nao parasitéaria, que se inicia com o desprendimento da teledgina do hospe-
deiro e a sua queda ao solo; e a de vida parasitaria, que se inicia quando a larva
se fixa no hospedeiro.
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e & i P, 2004,

Fig. 2. Esquema simplificado do ciclo de vida do carrapato Boophilus microplus. Fase
parasitaria: 1) larva infectante realizando a fixacdo no bovino; 2) ninfa; 3) teledgina
em estagio final de ingurgitamento. Fase de vida livre: 4) teleégina logo apdés despren-
dimento, em periodo de postura no solo; 5) ovos, no solo, em periodo de incubacéo;

6) larva, no solo, em periodo de incubacéao.

A teledgina inicia a postura trés dias apds sua queda ao solo, com periodo de
postura em torno de 15 dias. O peso total dos ovos, apds o término da postura,
equivale a 52% do peso vivo da teledgina. Seis dias apds a eclosdo, a larva esta
pronta para subir nas pastagens por geotropismo negativo, localizando o
hospedeiro pelo odor, pelas vibracoes, pelo sombreamento, pelo estimulo visual
e pelo gradiente de concentrac@o de CO, (Sonenshine, 1993) e alcancgar o
hospedeiro. A larva infectante, ao entrar em contato com o bovino, fixa-se em
regides do corpo do hospedeiro que favorecem seu desenvolvimento, tais como:
Ubere, mamas, regides perineal, perianal, vulvar e entrepernas. Essas regioes
preferenciais de fixacdo sdo determinadas em funcao da espessura,
vascularizacao e temperatura da pele, bem como pela dificuldade de acesso as
lambidas do hospedeiro (Wagland, 1978).
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O periodo de larva é o mais vulneravel em baixas temperaturas. No entanto, em
presenca de alta umidade relativa as larvas podem sobreviver até oito meses
(Hitchcock, 1955). Em condicbes favoraveis, a fase de vida livre dura em torno
de 32 dias (Gonzales, 1995), durante os quais o carrapato ndo se alimenta e
sobrevive exclusivamente das suas reservas (Farias, 1995).

A fase parasitaria se inicia com a fixacdo das larvas no hospedeiro, desenvolven-
do-se até a fecundacao e ingurgitamento total das teledginas. Nesta fase, o
carrapato é pouco afetado pelas condicOes climaticas ambientais (Riek, 1965)
mas, mesmo assim, ele procura regides da pele onde a temperatura varia de
31°C a 38°C (Double & Kemp, 1979).

As larvas de B. microplus alimentam-se preferencialmente de plasma, apenas nos
momentos que precedem o rapido ingurgitamento das ninfas e das fémeas, é que
0 sangue torna-se o principal constituinte alimentar (Bennett, 1974). O
acasalamento acontece a partir do 17° dia que se segue a infestacao (Londt &
Arthur, 1975) com répido ingurgitamento apds a cépula, nas horas que antece-
dem a queda do hospedeiro. A fémea de B. microplus, durante os seis primeiros
dias de fixacao, ingere apenas 3,8 uL de sangue, porém, nos momentos que
precedem a sua queda (12 a 24 horas), esta ingestdo atinge valores em torno de
300-500 uL (Tatchell et al., 1972), podendo aumentar o seu peso em até 200
vezes (Kemp et al., 1982).

As condicdes ambientais e o grau de resisténcia do hospedeiro influenciam no
tempo de duracao do ciclo de vida do carrapato (Roberts, 1968) e no peso das
teleéginas (Hewetson, 1972).

Importancia econdémica

B. microplus é um ectoparasita de bovinos, com distribuicdo geogréafica em
regioes tropicais e subtropicais do mundo (Willadsen & Jongejan, 1999). Os
carrapatos sao artropodes hematéfagos, importantes vetores de arboviroses,
ricketsioses, espiroquetoses e protozooses para o homem e animais domésticos
(Kaufman, 1989), destacando-se no Brasil dois géneros: a rickettsia Anaplasma
e o protozodrio Babesia, responsaveis pelo complexo conhecido como “tristeza
parasitaria bovina” que causa importantes prejuizos ao sistema de producao. Ao
picar, o carrapato causa irritabilidade nos animais, provocando desconforto e
perda de sangue devido a sua acao hematdéfaga, influenciando no ganho de
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peso, no estado nutricional e, em conseqiiéncia, na producao, dependendo da
intensidade da infestacdo parasitéria, podendo levar a morte do animal (Horn,
1983). A lesdo causada na pele dos animais pode favorecer o aparecimento de
infeccOes secundéarias como as miiases cuténeas. Essas lesdes também acarretam
prejuizos no mercado do couro (Gonzéales & Serra-Freire, 1992).

No Brasil, o carrapato B. microplus representa um grande problema na producéao
de bovinos em diferentes regides e o uso de acaricidas vem sendo a medida de
controle profilatico e terapéutico mais comum contra esse ectoparasito. Os
principais problemas relacionados com essa pratica dizem respeito ao desenvolvi-
mento de linhagens resistentes de carrapatos frente a diversas geracdes de
acaricidas, ao aparecimento de residuos quimicos nos produtos de origem
animal, principalmente leite e carne, e a poluicdo ambiental proveniente do uso
dos acaricidas no controle (Bullman et al., 1996).

O perfil estimado dos prejuizos causados pelos carrapatos no mundo nao é nada
otimista e, no Brasil, a estimativa é em torno de dois bilhdes de ddlares. Os
ectoparasitos, principalmente o carrapato, além do berne e da mosca-do-chifre,
sdo responsaveis por 40% das lesdes no couro bovino, enquanto que, para a
marcacéao e uso de ferrdes para conducao sdo imputadas 20% das lesoes (Grisi
et al., 2002).

Uma infestacdo com uma média de 40 carrapatos Amblyomma americanum, por
bovino, causa perda na producdo de US$ 40/animal (Ervin et al., 1987). No
mundo, esses valores alcancam, anualmente, a cifra de 7 bilhdes de ddlares
(Castro, 1997).

Nos Estados Unidos, o B. microplus foi considerado erradicado em 1943, por
meio do controle quimico e do manejo da populacado do veado-de-cauda-branca
(Odocoileus virginianus). Em 1952, em Porto Rico, mediante controle quimico e
eliminacdo da populacao de cervideos da ilha, assim como na Nova Guiné, o B.
microplus foi erradicado em algumas regides (Graham & Hourrigan, 1977).

Nos dltimos anos, o controle do carrapato, realizado principalmente com produ-
tos quimicos — acaricidas, vem se tornando cada vez mais dificil pelo desenvol-
vimento da resisténcia dos carrapatos frente a diversas geracoes de acaricidas,
agravando ainda mais a poluicao quimica do ambiente e dos produtos alimentici-
os provenientes de bovinos e elevando o custo do controle (Nolan et al., 1989).



16

Controle do carrapato por meio de vacina — situacdo atual e perspectivas

Relacdo parasito-hospedeiro

O sucesso da associacdo dos hematéfagos com os hospedeiros esta baseado na
habilidade destes animais de interferir nas reagcoes anti-hemostatica e inflamatéria
do seu hospedeiro vertebrado (Arocha-Pifiango et al., 1999). Segundo Wikel et
al. (1994), o sucesso da relacao parasito-hospedeiro € um balanco entre as
limitacOes do parasito pelas defesas do hospedeiro e a habilidade do parasito em
modular, evadir ou restringir a resposta imune. A saliva dos artrépodes
hematéfagos contém substancias que sdo antagonistas de muitas reacdes de
reparacao dos seus hospedeiros que poderiam impedir o fluxo sangliineo no
local de alimentacdo ou interromper a alimentacao (Ribeiro, 1995).

Dados disponiveis na literatura mostram a complexidade das reacdes inflamatori-
as e imunolégicas envolvidas nas interacdes entre os carrapatos e os diversos
hospedeiros. Na busca de nichos de sobrevivéncia das suas populacdes,
algumas espécies de animais se adaptaram em parasitar outras espécies, tirando
seus nutrientes diretamente do meio interno dos seus hospedeiros.

Acéao do hospedeiro

Resisténcia dos bovinos ao carrapato

A busca da produtividade no sistema de producao de bovinos, tanto de corte
como de leite, sustenta-se, principalmente, na saide animal, no melhoramento
genético e na alimentacado adequada. A adaptacao dos animais frente a diversida-
de de ambientes vem sendo buscada por programas de cruzamento de racas
diferentes, como por exemplo, racas zebuinas e racas européias, na obtencao de
um equilibrio “producao-adaptabilidade”, cujos componentes sao relacionados
negativamente (Euclides Filho et al., 1988).

Zebuinos e taurinos, destituidos de experiéncia prévia com o carrapato 5.
microplus, sao igualmente suscetiveis a infestacao primaria por larvas desta
espécie de carrapato, concluindo-se que a resisténcia contra B. microplus é um
fendmeno adquirido (Wagland, 1975).

A resisténcia adquirida dos bovinos, ao longo de infestacdes seguidas, acarreta
uma diminuicao no peso das teledginas ingurgitadas influenciando no peso da
postura e no tempo do ciclo parasitario (Hewetson, 1971; Rocha, 1984). Em
animais resistentes, a rejeicao aos carrapatos é freqlientemente baseada em
reacOes de hipersensibilidade cutanea (Brown et al., 1984). Os bovinos Bos
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indicus (Zebu) sdo mais resistentes aos carrapatos do que os Bos taurus (Euro-
peu). Bovinos europeus apresentam, em média, 10,5 vezes mais carrapatos que
os de cruzamentos com zebuinos (Francis & Little, 1964). Em cruzamentos,
quanto maior a proporcao de sangue zebu, menor serd a populacdo média de
carrapatos (Honer & Gomes, 1990). Acredita-se que esta resisténcia se deve a
selecao natural pelo tempo maior que o Bos indicus conviveu com 0s carrapatos
(Gomes, 1995). Por outro lado, existem, dentre as racas européias, aquelas com
maior resisténcia aos carrapatos, como é o caso da raca Jersey (Utech et al.,
1978). Foi observado que a variacao individual com relacao a resisténcia aos
carrapatos também acontece dentro de uma mesma raca (Gomes, 1995).

Com relacao a época do ano, os bovinos apresentam-se mais sensiveis no
outono do que no inverno (Gomes et al., 1989), estando relacionado com o
fotoperiodo mais curto que afeta a resposta inflamatéria no local da picada. O
estado nutricional também influencia, diminuindo a resisténcia dos bovinos aos
carrapatos (Sutherst et al., 1983).

A coloracdo da pele e do pélo pode influenciar no comportamento dos bovinos,
fazendo com que os de pelagem mais escura procurem locais mais protegidos do
sol que sdo também locais de preferéncia dos carrapatos, facilitando o acesso
das larvas aos animais, enquanto que os de pelagem mais clara sdo menos
infestados (Oliveira & Alencar, 1987).

O bovino manifesta diferentes niveis de resisténcia a cada estagio parasitario do
B. microplus, particularmente contra a fixacao larval, sendo que mais de 50%

das larvas que atingem o hospedeiro nao conseguem completar o ciclo (Roberts,
1968). Somente 12,4% das larvas infectantes de B. microplus que se fixam no
hospedeiro conseguem chegar a fase de fémea ingurgitada (Nufes et al., 1972).

A resisténcia adquirida pelos bovinos aos ixodideos pode ser medida pelos
seguintes indicadores: reducao do peso final do carrapato ingurgitado, aumento
do periodo de alimentacao, decréscimo do niumero de ovos, reducao da viabilida-
de dos ovos e dificuldade de realizar a muda e ingurgitamento (Wikel, 1996).

As reacoOes de rejeicao contra o carrapato sao baseadas em abundante exsudato
edematoso produzido por hospedeiro resistente no local da picada. O /xodes
scapularis é muito bem adaptado para prevenir edema no hospedeiro originado
por bradicinina e anafilatoxina, mas ndo tem anti-histaminico na saliva. O
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camundongo produz edema principalmente por bradicinina e anafilatoxina; por
outro lado, cobaias produzem edemas principalmente a partir de histamina
derivada de mastdcitos. Isso pode explicar porque /. scapularis pode se alimentar
repetidas vezes em camundongo, mas ndo em cobaias (Ribeiro, 1995).

Resposta imune dos bovinos contra o carrapato

A reacao do hospedeiro por meio de degranulacao de mastécitos e infiltracdo de
eosinoéfilos no local da picada é capaz de dificultar a alimentacao do carrapato e
causar irritacdo cutanea no hospedeiro, suficiente para desencadear as reacoes de
autolimpeza (Pereira, 1982).

A alimentacao realizada pelo carrapato no hospedeiro induz uma resposta imune
complexa nesse hospedeiro, envolvendo células apresentadoras de antigenos
(APC), linfécitos T e B, anticorpos, complemento, baséfilos, mastdcitos e
eosinodfilos e um nimero de moléculas bioativas (Willadsen, 1980; Brossard &
Wikel, 1997).

Durante a infestacao de animais, sensiveis ou nao, previamente expostos a
ixodideos, ocorre rapida infiltracao de neutréfilos, aumentando gradativamente a
presenca de eosindéfilos e baséfilos. A agcao vasodilatadora da prostaglandina
presente na saliva, associada a histamina proveniente da degranulacao de
mastdcitos e outros granulécitos, induz a lise dos tecidos e ao afluxo de sangue.

Decorridas trés horas da fixacao dos carrapatos, os eosinéfilos terdao penetrado a
epiderme e degranulado tanto nela como na derme. O grau de infiltracdo é mais
intenso nos animais com maior resisténcia. Em animais resistentes, o nimero de
granulécitos aumenta significativamente no local da fixacdo do ixodideo. O
grande afluxo de baséfilos, seguido da liberacao de histamina e outros mediado-
res da resposta imune e complexo antigénico, induz a rejeicdo ao parasito
(Ribeiro, 1989).

Em conseqiiéncia dessas reacdes do hospedeiro, dificultando a alimentacao, as
fémeas adultas pesam menos ao se destacarem do hospedeiro (Rocha, 1976). A
administracao de drogas anti-histaminicas em bovinos acarreta significativo
aumento na producao de fémeas ingurgitadas por animal (Tatchell & Bennett,
1969).
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A histamina, o principal mediador da resposta inflamatéria, é liberada em respos-
ta a danos dos tecidos. Ela é, principalmente, secretada por mastécitos e
baséfilos e se liga nos receptores H1 e/ou H2 das células-alvo, aumentando a
permeabilidade capilar dos vasos sangiineos, permitindo a passagem de fatores
de reparacao de lesdes (Ribeiro & Walker, 1994).

Os linfécitos sdo os elementos-chave nas funcoes efetoras e de regulacado do
sistema imune, incluindo producéao de anticorpos, hipersensibilidade tardia e
linfécitos T citotoxico (Green et al., 1983). Infestacdes repetidas com ninfa de
Ixodes ricinus em camundongo BALB/c estimularam a migracéo dos linfécitos a
partir dos linfonodos para o local da picada, produzindo significantes niveis de
fator de necrose tumoral (TNF-0) e fator estimulador de macréfago (GM-CSF)
gquando estimulado in vitro com concanavalina A ou com anticorpo anti-CD3
(Ganapamo et al., 1997).

GM-CSF induz a maturacao das células de Langerhans (células apresentadoras de
antigenos) na epiderme e induz alta expressao de moléculas do complexo maior
de histocompatibilidade (MHC) classe Il (Heufler et al., 1988). A migracao
dessas células da pele para os linfonodos regionais e sua acumulacédo nesses
6rgaos secundarios sdo controladas pelo TNF-a (Cumberbatch & Kimber, 1995).
Imunohistoquimica de pele de camundongo BALB/c, 72 horas apés infestacao
com /. ricinus, revelou a presenca de células CD4* e CD8* nos infiltrados
celulares (Mbow et al., 1994a). Também foi observada a presenca de RNA
mensageiro de interferon (IFNy) e interleucina 4 (IL-4) , mas nao de IL-2 apds
primeira infestacdao. Em camundongo re-infestado surgiram resultados positivos
para os trés, mas células identificadas para IL-4 foram em menor nimero do que
para IFNy e IL-2, mostrando uma tendéncia de ocorréncia de hipersensibilidade
cutanea tardia em camundongos infestados por carrapatos (Mbow et al.,

1994b).

Imunoglobulinas primérias e a resposta imune celular sdao induzidas durante a
primeira exposicao no inicio da alimentacao do carrapato. A forma como um
animal responde a um imundgeno depende da sua capacidade, definida genetica-
mente, para processar os imundgenos e apresenta-los aos linfécitos T no
contexto do MHC (Wikel et al., 1994). As imunoglobulinas se ligam aos
receptores Fc de mastdécitos e basoéfilos (Brossard & Giardini, 1979) em pele de
camundongos infestados. O complexo antigeno-anticorpo promove a liberacao
de substancias bioativas (Brossard & Fivaz, 1982).
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A presenca de anticorpos IgG contra antigenos provenientes da glandula salivar,
induzidos pela alimentacdo do carrapato no hospedeiro, tem sido identificada em
diferentes espécies (Wikel, 1996), promovendo protecao contra B. microplus
quando transmitida passivamente em bovinos (Roberts & Kerr, 1976).

O contato entre o hospedeiro e o carrapato por varios dias possibilita o desen-
volvimento da acao da resposta imune do hospedeiro contra o carrapato. Porém,
as medidas adotadas pelo carrapato contra alvos da resposta imune controlam a
expressao da imunidade adquirida do hospedeiro contra os carrapatos, permitin-
do o desenvolvimento dos mesmos (Wikel, 1996).

Sistema complemento

O sistema complemento esté envolvido no desenvolvimento da imunidade pelo
hospedeiro contra o carrapato. As interferéncias neste sistema pelo carrapato
oferecem duas vantagens ao parasito: evita a formacao do edema e da
guimiotaxia celular na direcdo do local de alimentacao (Wikel et al., 1994). A
ativacdo do sistema complemento no local da picada atrai os baséfilos (Ward et
al., 1975).

Em coelhos, o nivel sérico do componente C3 aumenta rapidamente com a
reinfestacao de /. ricinus adulto, e 0 aumento na ingestao deste componente
dificulta a digestao de hemoglobina pelo carrapato (Papatheodoros & Brossard,
1987). A resisténcia adquirida contra a larva do carrapato Dermacentor
andersoni foi inibida pela diminuicao do componente C3 usando fator de veneno
de serpente (Wikel & Allen, 1977).

A saliva de /xodes dammini contém um inibidor da ativacao da via alternativa do
complemento que inibe a deposicdo de C3b e a liberacao da anafilatoxina C3a
(Ribeiro, 1987).

Acéao do parasito

Fixacdo e alimentacdo da larva do carrapato

As larvas podem fixar-se sucessivamente em até cinco locais diferentes, perma-
necendo metade do seu tempo fixadas no hospedeiro durante as primeiras 24
horas da fase parasitaria (Kemp et al., 1971). Larvas que ndo se alimentam e se
situam préximo a pele do bovino morrem rapidamente por perderem, em média,
6 ug de peso vivo em 12 horas porque o ambiente préximo a pele do bovino
induz a dessecacao da larva. Além disso, ocorre estresse adicional nas larvas
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pela necessidade de fixacOes curtas e freqlientes quando atacam animais resis-
tentes (Kemp et al., 1976).

Apds a penetracao do aparelho bucal do carrapato na pele do hospedeiro, uma
inflamacao local se desenvolve com a participacao dos neutréfilos do hospedeiro
e o alimento é formado pela destruicdo dos tecidos e vasos sangliineos em volta
do aparelho bucal (Brossard & Fivaz, 1982).

No local da picada, o carrapato aplica o rostro contra a epiderme entrando em
contato com a camada de Malpighi, injuriando-a mecanicamente até atingir a
camada granulosa. Um exsudato se coagula, denominado de cemento, em volta
das pecas bucais do carrapato. Este coadgulo acelular constitui o mecanismo
fundamental de fixacdo do parasito a pele do hospedeiro. Um processo de
desorganizacao da derme se inicia por meio de um edema, infiltracao celular e
difusdo de um ponto de necrose (Pereira, 1982).

O sucesso no processo de alimentacao pelos ixodideos envolve uma série de
eventos, sendo a susceptibilidade dos hospedeiros um fator importante. De
modo geral, o tamanho do aparelho bucal e a solidificagcdo do cemento garantem
o processo de fixacao. Alguns géneros de ixodideos possuem o aparelho bucal
curto, penetrando somente na superficie da pele: Boophilus, Rhipicephalus,
Anocenter e Haemaphysalis. Nestas espécies, a glandula salivar exerce funcao
preponderante na fixacdo do hospedeiro (Moorhouse & Tatchell, 1966).

Estudos histoquimicos e histolégicos tém demonstrado baixa influéncia de
enzimas citoliticas presentes na saliva no processo de fixacdo (Binnington &
Kemp, 1980; Bourdeau, 1982; Kaufman, 1989). Entretanto, algumas esterases
e fosfatases tém sido identificadas (Balashov, 1972). A leséo tecidual causada
por B. microplus, segundo Tatchell & Moorhouse (1970), é provocada, princi-
palmente, pelo afluxo de células de defesa do hospedeiro. Os mesmos autores
demonstraram que a lesdo no local de fixacao de Rhipicephalus sanguineus em
caes foi provocada pela degranulacao de leucécitos.

Os carrapatos ixodideos permanecem fixados nos seus hospedeiros por um
longo periodo, o que permite a ingestdao de grande quantidade de sangue,
expondo o carrapato ao sistema de defesa do hospedeiro, incluindo inflamacao e
resposta imune. A inflamacao leva a remocéao do carrapato pela irritacao local
(Koudstaal et al., 1978). Dor e irritacao, que podem aumentar a atividade de
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cocar por parte do hospedeiro, sdao suprimidas por uma dipeptidil-carboxi-
peptidase desativando a bradicinina (Ribeiro & Mather, 1998) e por uma
proteina que se liga a histamina (Paesen et al., 1999).

Imunossupresséao

Os carrapatos sdo capazes de modular os macréfagos do hospedeiro e a resposta
de citocinas de células T, suprimir a proliferacao de linfécitos T, diminuir a
resposta de anticorpos e inibir as atividades dos componentes do sistema
complemento. O bloqueio dessas atividades se da diretamente sobre elementos
da resposta imune envolvidos na aquisicao e expressao da resisténcia adquirida
pelo hospedeiro contra as infestacOes e, conseqientemente, influencia também
na transmissao de patégenos ao hospedeiro (Wikel & Bergman, 1997). A
supressao da funcao das APCs e linfécitos T reduz a habilidade de gerar e
expressar imunidade efetiva para qualquer tipo de imundgeno, incluindo aqueles
associados aos patdégenos transmitidos pelo carrapato (Wikel, 1996).

InfestacOes repetidas por ninfa de /. ricinus em camundongo BALB/c resultaram
em supressao de ativador de linfécitos B, anticorpos totais e niUmero de
mastocitos no local da picada (Dusbéabek et al., 1995).

Infestacao de D. andersoni reduz a proliferacao de linfécitos T in vitro, induzido
por concanavalina A (Con A) (Wikel, 1982), e o desenvolvimento de uma
resposta primaria de anticorpo (Wikel, 1985). Uma proteina imunossupressora,
Da-p36, massa molecular de 36 kDa, presente na saliva e glandula salivar de D.
andersoni, com atividades de supressao na proliferacao de linfécitos T e com
propriedade de se ligar em imunoglobulina, foi encontrada em larvas logo apés a
sua fixacao ao hospedeiro, aumentando sua quantidade de uma forma acentuada
entre o 2° e 0 4° dias de alimentacado (Bergman et al., 2000).

A saliva de /. dammini apresenta prostaglandina E, (PGE,) que possui a capacida-
de de reduzir a producao de células T de IL-2, por contato direto, inibindo
producédo de linfocinas por células Th1, ndo tendo efeito em células Th2 (Ribeiro
et al., 1985).

Glandula salivar do carrapato
O carrapato é um ectoparasito que permanece um tempo longo associado ao
hospedeiro durante a sua alimentacao (Sauer et al., 2000).
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A glandula salivar é vital para o sucesso bioldgico dos carrapatos ixodideos e a
principal rota de transmissdo de patdgenos. Suas principais funcdes incluem a
absorcao de vapor de dgua proveniente de ar insaturado por carrapatos em vida
livre, excrecao do excesso de fluido, concentrando o sangue ingerido, e a
secrecao de proteinas bioativas e componentes lipidicos durante a sua alimenta-
cdo (Sauer et al., 2000).

Os 4cinos da glandula salivar crescem marcadamente em tamanho (massa e
conteudo de proteina aumentam 25 vezes) durante a fixacéo e periodo de
alimentacao do carrapato no hospedeiro, sem alterar o nimero de células.

Ao se alimentar, o carrapato ativa genes (Oaks et al., 1991) e héa evidéncias de
que o crescimento e desenvolvimento das glandulas salivares podem ser contro-
lados por fatores liberados na hemolinfa durante a alimentacao do carrapato
(Coons & Kaufman, 1988).

As glandulas salivares sdo controladas por nervos, o que se justifica pela
habilidade da dopamina — um neurotransmissor, capaz de estimular secrecoes
fluidas em glandulas salivares isoladas (Kaufman, 1989). Em B. microplus foi
identificada a presenca de catecolamina na glandula e nervos salivares
(Binnington & Stone, 1977). Pelo menos dois sistemas sensoriais vém ao
encontro da acdo da dopamina no nervo salivar tendo sinapses no singanglio.
Um dos sistemas € colinérgico e tem acdo semelhante a pilocarpina, um agente
colinérgico que estimula a salivacao in vivo, e o outro é uma resposta do
aumento do volume da hemolinfa por receptores localizados ao longo da parede
abdominal (Kaufman, 1989).

As glandulas salivares dos carrapatos ixodideos contém altos niveis de
prostaglandinas (PG). A saliva de A. americanum contém altas concentracdes de
PGE, e PGE, (Bowman et al., 1997). As PGs sé&o derivadas do acido aracddnico
(AA). O AA constitui 9% do total dos 4cidos graxos e estd aumentado em mais
de 41 vezes durante o processo de alimentacao do carrapato. Esse aumento
supOe-se ser proveniente da dieta, tendo em vista que o carrapato nao possui
mecanismos para sintetizar AA (Bowman et al., 1995). Por outro lado, ele
possui a capacidade de acumular *H-AA nos fosfolipideos glandulares marcados,
diferentemente dos observados para outros acidos graxos (Bowman et al.,
1997).

23
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A dopamina deve estimular os canais de célcio, aumentando a concentracao de
AA livres na glandula salivar, a partir dos fosfolipideos de membrana, precurso-
res das PGs (Bowman et al., 1997).

O aumento da concentracao do AA livre deve-se ao aumento da atividade da
fosfolipase citosdlica A, (cPLA,). Tanto a dopamina quanto o célcio ionéforo
foram efetivos para estimular a atividade do cPLA, na glandula salivar. Por outro
lado, seu efeito foi inibido pelo oleiloxietil fosforilcolina (OPC) (Bowman et al.,
1995).

PGE, aumenta os niveis de cAMP de uma forma indireta (Qian et al., 1998),
provavelmente por meio da mobilizacao de célcio intracelular. Desta forma, a
PGE, ativaria a fosfolipase C e aumentaria o célcio citosélico por meio do
receptor de PGE,. Este, por sua vez, estimula a liberacéo de proteinas
anticoagulantes em baixas concentracdes provenientes de acinos de glandula
salivar (Qian et al., 1998) e causa a liberacao do célcio intracelular, estimulando
a exocitose das proteinas da glandula salivar (Sauer et al., 2000).

O fator mais importante na habilidade do carrapato em sobreviver a longos
periodos sem se alimentar esta relacionado com a sua habilidade de preservar o
balanco hidrico por meio da sua capacidade de absorver 4gua proveniente de ar
insaturado (Sigal et al., 1999). Sugere-se que o carrapato, por meio do acino
tipo | da glandula salivar, secrete sal proveniente da hemolinfa concentrada na
regido oral até a re-hidratacao e posterior re-ingestao (Needham & Teel, 1986).

Saliva do carrapato

A saliva dos carrapatos ixodideos possui atividade anticoagulante (Limo et al.,
1991; Ribeiro et al., 1985), antiinflamatdéria, imunossupressora, antiagregacao
plaquetaria, ativadora de células T, inibidora do sistema complemento (Ribeiro,
1989) e prostaglandinas (Qian et al., 1998). Ribeiro (1995) apresenta resumi-
damente as agcoes de moléculas presentes em carrapatos para interferir na
hemostasia e inflamacao do hospedeiro (Fig. 3).

Cerca de 0,4 mL de excesso de fluido é excretado de volta ao hospedeiro via
glandula salivar (Sauer et al., 2000), concentrando o alimento ingerido. Kaufman
& Phillips (1973) estimaram que, durante o ciclo alimentar do D. andersoni,
80% do alimento total foram excretados, ocorrendo via salivacdo em torno de
75% desses. Em B. microplus também foi demonstrada excrecao de agua via
salivacao (Tatchell, 1967).
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Além do excesso de fluido, a saliva contém um amplo nimero de proteinas
bioativas e moléculas lipidicas com diversas propriedades farmacoldgicas para
opor-se aos mecanismos de defesa apresentados pelo hospedeiro em resposta a
fixacado do carrapato (Bowman et al., 1997). Proteinas que se ligam a histamina
foram encontradas na saliva do carrapato Rhipicephalus appendiculatus, subver-
tendo o sistema de defesa do hospedeiro (Paesen et al., 1999).

Agregacao
plaquetaria

;m ina ‘ﬁ,

ADP’ f

Leséao
tecidual

Contragao
vascular

Bradicinina_m ,

Fig. 3. Diagrama simplificado da hemostasia e inflamacdo com base nos eventos
importantes no local da picada do carrapato. A esquerda, estdo mostrados os media-
dores liberados a partir da les@o tecidual. Ao centro, o fendbmeno causado por cada
mediador. A direita, a contribuicdo dos leucécitos na hemostasia e na inflamacéo.
ANAP, anafilatoxina; H, histamina; 5-HT, serotonina; |G, imunoglobulinas; AgIG,
imunocomplexos; PAF, fator ativador de plaquetas; PG, prostaglandinas; TXA,,
tromboxane A,. As setas pontilhadas, a partir das prostaglandinas, indicam o efeito de
potenciagdo da bradicinina pelas prostaglandinas (principalmente E,). Os desenhos e
numeros de carrapatos indicam atividade salivar inibitéria em /xodes scapularis: 1)
apirase salivar destréi ADP e ATP liberados pelas células lesadas; 2) e 3) a saliva inibe
coldgeno e PAF, induzindo agregacado plaquetéaria; a apirase pode contribuir para esse
efeito, mas outros componentes semelhantes estao para ser descobertos; 4)
prostaglandina E, abundante é um antagonista fisiolégico dos vasoconstritores tais
como TXA, e 5-HT; 5) anticoagulante parcialmente caracterizado que inibe a via
intrinseca da coagulacdo; 6) carboxipeptidase B salivar que inativa a anafilatoxina e
bradicinina; 7) atividade anti-C3 convertase inibe ativacdo de complemento; 8)
peptideos imunossupressores previnem ativacdo de macréfagos e linfocitos. Figura
modificada de Ribeiro (1995).
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Atividades protéicas na hemolinfa e no tubo digestivo do
carrapato

Hemolinfa de artrépodes contém proteinas com atividade inibitéria sobre
serinoproteases que participam na protecado que inibe enzimas de fungos ou
bactérias, ou provavelmente regulam proteinases envolvidas na coagulacao ou
ativacdo de citocinas (Kanost, 1999).

Serinoproteases presentes na hemolinfa participam da cascata de profenoloxidase
e estdo relacionadas com a oxidacao da tirosina em melanina, mecanismos de
defesa nos insetos. O controle dessas reacdes é realizado por inibidores de
proteases. Dois inibidores de serinoproteases foram isolados da hemolinfa da
larva de sexto estagio do inseto Mythimna unipuncta, inibidores de tripsina e
quimotripsina com 52k e 43 kDa, respectivamente (Cherqui et al., 2001).

De hemolinfa do carrapato Ornithodoros moubata foi isolada uma lectina,
denominada de Dorin M, glicoproteina com massa molecular de 37 kDa. As
lectinas nos invertebrados estéo relacionadas com o reconhecimento de agentes
externos pelo sistema imune e com a transmissado de patégenos em insetos
hematéfagos (Kovar et al., 2000).

Recentemente, foram descritos uma atividade antimicrobiana de um fragmento de
hemoglobina bovina na hemolinfa e no contetido do tubo digestivo do carrapato
B. microplus (Fogaca et al., 1999) e um peptideo de acdo antimicrobiana, com
massa molecular de 4 kDa, de hemolinfa de O. moubata, com alta homologia a
defensina de escorpido, mas expresso no tubo digestivo (Nakajima et al., 2001).

Os carrapatos possuem uma substéancia hemolitica no tubo digestivo que facilita
a digestdo sanglinea, confirmada pela presenca de hemolisina (Ribeiro, 1988).
O carrapato nao possui a capacidade de sintetizar heme. Recentemente, foi
mostrado que B. microplus capta o heme pela degradacao da hemoglobina,
proveniente de sangue ingerido, bem como, lipoproteinas da hemolinfa que se
ligam e transportam o heme do tubo digestivo para os tecidos do carrapato
(Maya-Monteiro et al., 2000). Também foram descritas outras proteinas envolvi-
das na embriogénese do vitelo, como aspartil proteinase ligado ao heme (Sorgine
et al., 2000) e catepsina L proteinase (Renard et al., 2000).
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Anti-hemostaticos presentes em carrapatos

O processo de coagulacdo sangilinea é constituido de duas vias, intrinseca e
extrinseca, que convergem para uma via comum. As enzimas proteoliticas, fator
Xa e trombina, encontram-se na via comum de coagulacdo, o que as torna alvos
importantes dos hematéfagos.

Em geral, as proteases geradas na coagulacdo sangiliinea sao serinoproteases
relacionadas a tripsina pancreatica, com excecao do fator Xlll (fator estabilizante
de fibrina) (Neurath, 1989).

No ultimo passo de ativacao, a protrombina é ativada em trombina, transforman-
do o fibrinogénio soltvel em gel de fibrina. A origem da ativacédo pode se dar
pelas duas vias intrinseca e extrinseca, onde o fator X é ativado em fator Xa,
gue, por sua vez, ativa a protrombina em trombina (Davie & Fugikawa, 1975).

A via extrinseca requer a participacao de fatores tissulares (Neurath, 1989),
sendo esta mais rapida que a via intrinseca, devido a ativacao direta do fator X
por meio da reacdo catalisada pelo fator Vlla/fator tissular, em contraste com
vérias etapas requeridas na via intrinseca, dependente apenas de proteinas e
cofatores encontrados no plasma (Jackson & Nemerson, 1980).

Evidéncias sugerem que a via intrinseca tem um papel importante no crescimento
e na manutencao do coagulo de fibrina, enquanto a via extrinseca tem um papel
critico no inicio da formacao da fibrina (Davie et al., 1991).

Genericamente, um inibidor pode ser definido como um composto que diminui a
velocidade de hidrélise de um determinado substrato (Salvesen & Nagase,
1989).

Uma das familias de proteases melhor estudadas é a das serinoproteases €,
conseqlientemente, os seus inibidores apresentam um grande nimero de
membros descritos. Os inibidores de serinoproteases estao agrupados em, pelo
menos, 10 familias segundo a similaridade na estrutura primaria, contetdo de
cisteina e mecanismo de acdo (Laskowiski & Kato, 1980).

Atividade anticoagulante sobre a via intrinseca e extrinseca da coagulacao foi
identificada na saliva de teledgina parcialmente ingurgitada de A. americanum.
As atividades de fator Xa e trombina foram inibidas pela saliva deste carrapato
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(Zhu et al., 1997). Extrato de glandulas salivares do carrapato D. andersoni
inibe a via extrinseca e intrinseca da coagulacdo em sangue total de coelhos,
afetando diretamente os fatores V e VIl (Gordon & Allen, 1991).

Um inibidor de fator Xa, TAP (tick anticoagulant peptide) foi isolado do carrapato
0. moubata (Waxman et al., 1990). A utilizacdo rTAP (recombinante) demons-
trou que a inibicao da geracédo de trombina, mediada pela inibicdo do fator Xa no
complexo protrombinase, é efetiva no controle da atividade de trombina sem
elevar o tempo de sangramento (Schaffer et al., 1991). Recentemente, Savignin,
um potente inibidor de trombina com massa molecular de 12 kDa, foi isolado de
glandula salivar do carrapato Ornithodoros savignyi (Nienaber et al., 1999); da
saliva de B. microplus também foram isolados inibidores de trombina (Horn et
al., 2000).

Paralelamente a coagulacao, os carrapatos também produzem substancias que
afetam outros processos como a calreticulina que ndao mostrou evidéncia funcio-
nal para estoque de célcio, sugerindo alguma funcao na alimentacao do sangue
por meio de imunossupressao ou anti-hemostasia (Jaworski et al., 1995).
Também foram caracterizadas as apirases de saliva de algumas espécies de
carrapato, que inibem agregacao plaquetaria (Ribeiro et al., 1985); “disagregin”,
proveniente do O. moubata, que inibe agregacao plaquetaria estimulado por ADP
por meio da ligacao em receptor de fibrinogénio plaquetario (Karczewski et al.,
1994), e “moubatin”, com massa molecular de 16 kDa isolado de O. moubata,
que inibe agregacao plaquetaria estimulada por colageno (Waxman & Connolly,
1993).

Inibidores de serinoproteases presentes em carrapatos

Em carrapatos, os inibidores influenciam na coagulacado sangiinea alterando o
tempo de protrombina e o tempo de tromboplastina parcialmente ativado em
bovinos. A concentracao desses inibidores diminui rapidamente no inicio da fase
de vida parasitaria, sugerindo que o inibidor seria secretado no interior do
hospedeiro no momento apds a fixacao da larva (Willadsen & Riding, 1980).
Esses inibidores interferem no processo de defesa do hospedeiro contra o
carrapato, facilitando a alimentacao dos mesmos no periodo inicial da fase de
vida parasitaria (Willadsen & McKenna, 1983).

Inibidores de tripsina de B. microplus estao presentes na fase de vida livre e o
isolamento de diferentes formas de inibidores sugere que existem formas que sao
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estdgio-especificas (Andreotti et al., 2001).

Inibidores presentes em ovos de diversas espécies de carrapato, incluindo o B.
microplus, foram considerados como toxinas de ovos e possuem relacdes
imunoldgicas (Vermeulen et al., 1988).

Nas fases de ovos e larvas do carrapato B. microplus, estao presentes, pelo
menos, dois inibidores de proteases que inibem tripsina e quimotripsina
(Willadsen & Riding, 1980; Vermeulen et al., 1988). Alguns resultados suge-
rem a presenca de inibidores double-headed, com capacidade de inibir duas
moléculas de enzima ao mesmo tempo, por exemplo, tripsina e quimotripsina
(Willadsen & Riding, 1979).

Recentemente, foi descrito um desses inibidores, denominado BmTI-A, classifica-
do como membro da familia tipo Kunitz (Tanaka et al., 1999), com similaridade
para a “ornithodorin”, um inibidor de trombina (Van de Locht et al., 1996), e
com inibidor de fator Xa, TAP (tick anticoagulant peptide) (Waxman et al.,
1990).

Inibidores de tripsina de Boophilus microplus (BmTls)

Os ovos e as larvas de B. microplus sao fontes de inibidores de tripsina e
realizam uma mobilidade e especificidade ao longo da fase de vida livre, sugerin-
do uma preparacdo para a fase de vida parasitaria (Andreotti et al., 2001).

Larvas que nao se alimentam e se situam préximo a pele do bovino morrem
rapidamente, e perdem, em média, 6 ug de peso vivo em 12 horas porque o
ambiente préximo a pele do bovino desseca a larva. As primeiras 24 horas da
fase parasitaria sao as mais criticas para a sobrevivéncia larval (Kemp et al.,
1971). Além disso, ocorre estresse adicional nas larvas pela necessidade de
fixacdes curtas e freqlientes quando atacam animais resistentes (Kemp et al.,
1976).

Essas evidéncias tém sugerido que os inibidores de proteases tipo tripsina
devem ser importantes no processo de fixacao do carrapato no hospedeiro
interferindo no processo de defesa do hospedeiro e facilitando a alimentacao do
carrapato no estdgio inicial da sua vida parasitaria (Willadsen & McKenna,
1983).

29
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A larva necessita de um sistema para atenuar os efeitos da coagulacao e inflama-
cao do hospedeiro. Um inibidor de dupla acdo em coagulacdo e inflamacéao pode
ser uma solucao econdémica no processo de alimentacao (Tanaka et al., 1999).

A capacidade do BmTI de atuar sobre HuPK, aliada ao fato de nao inibir
trombina, fator Xa e plasmina, pode estar relacionada com a inibicao da coagula-
cao via calicreina plasmatica. O tempo de protrombina parcialmente ativado
(TTPA) prolongado na presenca do BmTI-A, quando comparado com o plasma
normal, reforca o efeito do inibidor na via intrinseca da coagulacao (Tanaka et
al., 1999).

A calicreina plasmatica é uma protease que participa da via intrinseca, fase de
contato da coagulacdo sangiinea, principalmente pela ativacao do fator Xll. Ela é
importante na geracao dos fatores de coagulagao para a manutencao do coagulo
de fibrina, enquanto a via extrinseca tem um papel critico no inicio da formacao
da fibrina (Davie et al., 1991). A calicreina também age no cininogénio liberando
a cinina que provoca hipotensao, contracdo da musculatura lisa, dor e aumento
da permeabilidade vascular (Jackson & Nemerson, 1980). Desta forma, a acao
do BmTI-A da larva do carrapato, durante o processo de picada, pode estar
inibindo a calicreina e, em conseqliéncia, evitando formacéo de edema, pela
inibicao local de liberacao de bradicinina, e reduzindo a capacidade do hospedei-
ro de se cocar, fator importante na retirada do carrapato da pele do hospedeiro,
pela inibicdo da formacao de bradicinina, o mediador da dor (Ribeiro, 1989).
Modelo apresentado na Fig. 4.
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Via intrinseca

Fator XII FatorXlla Coagulo
‘ Via alternativa
mi{m Calicreina C1 C3
Cininogé:V j\l;
C3a

Anafilatoxina

Cinina
Permeabilidade Plasmina /
Vascular
Edema
Dor . A
Quimiotaxia Plasminogénio
Histamina
CSa Basodfilus

Neutrofilos Mastocitos
Fig. 4. Diagrama representativo das acdes da calicreina no sistema de coagulacdo e
processo inflamatério: 1) inibicdo da calicreina pelo BmTI-A e seus possiveis efeitos;
2) atividade anti C3 convertase da saliva de carrapatos inibindo ativacdo do comple-

mento.

O BmTI-A pode ter um papel importante no bloqueio da coagulacdo por meio da
inibicao da calicreina e na inibicao da resposta imune imediata por inibicao da
elastase de neutréfilos, considerando um modelo onde os BmTlIs estejam
participando de um bloqueio durante o processo de fixacao das larvas do B.
microplus nos bovinos. Este bloqueio é vantajoso para o carrapato no processo
de fixacao no hospedeiro e na alimentacao no inicio da sua fase parasitaria
(Andreotti et al., 2002).

A presenca de BmTIs na larva infectante, no periodo final da fase de vida livre
do carrapato, em que a larva necessita de um sistema eficiente para se prevenir
da resposta imune do hospedeiro para a fixacao e alimentacao, evidenciada pelo
aumento da atividade inibitdria para calicreina plasmatica e elastase de neutréfilo,
indicou a necessidade de obter mais informacdes sobre o comportamento dos
BmTIs durante essa fase de vida (Andreotti et al., 2001).
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Transmissao de patégenos pelo
carrapato

A habilidade dos carrapatos em transmitir patégenos pode ser devida a molécu-
las ndo especificas com atividade farmacolégica e imunomoduladora como a
PGE,, e também ao tipo de resposta imune do ectoparasito (Th1 ou Th2). Parece
que componentes imunogénicos da glandula salivar do carrapato disparam as
células Th2 (IL-4, IL-10), criando um 6timo ambiente para o desenvolvimento de
patégenos e inibindo o estimulo das células Th1 (IFN-y). Além disso, IL-10
como outros componentes glicosilados da saliva do carrapato, pode diminuir a
atividade de macro6fagos, prevenindo a destruicao de agentes infecciosos
(Ganapamo et al., 1997).

O sistema complemento, a producao de anticorpos e o perfil de citocinas de
macroéfagos e linfécitos T sao todos alvejados pela saliva do carrapato (Wikel,
1996). Imunomoduladores presentes em carrapatos sdo importantes na transmis-
sdo de patégenos.

Os patégenos que estdo presentes na saliva do carrapato sdo mais infectantes do
que na sua auséncia, reforcando o conceito de que a transmissao ativada pela
saliva, como uma acao paralela do carrapato, aumenta a transmissao de
patégenos para o hospedeiro (Jones et al., 1989; Wikel, 1996).

Ixodes holocyclus causa paralisia em animais domésticos que também pode ser
fatal ao homem (Stone et al., 1989).

No Brasil, B. microplus é vetor principalmente de dois parasitos, a rickettsia
Anaplasma e o protozodrio Babesia, responsaveis pelo complexo conhecido
como “tristeza parasitaria bovina”, causador de importantes prejuizos ao sistema
de producao. A ocorréncia da tristeza parasitaria esta ligada a uma relacao entre
o inéculo recebido e o nivel de anticorpos dos bovinos. A caréncia nutricional e
o estresse influenciam na resisténcia dos bovinos, favorecendo o aparecimento
da doenca (Farias, 1995).
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Controle do carrapato

Controle alternativo

O controle alternativo do carrapato vem sendo estimulado apesar de sua resposta
ainda pouco expressiva. Os métodos sdo os mais variados: selecdo de bovinos
resistentes aos carrapatos; cultivo de pastagens que dificultam a sobrevivéncia
das larvas (Sutherst et al., 1982); rotacao de pastagens (Elder et al., 1980);
manejo de predadores naturais, como a Egretta ibis, garca-vaqueira (Alves-
Branco et al., 1983) e formigas (Gonzales, 1995); uso de patégenos como o
fungo Beauveria bassiana (Cordovés, 1997); bactérias como a Cedecea lapagei
(Brum, 1988) e fitoterapicos.

Controle quimico

O uso de acaricidas é a principal forma de controle dos carrapatos em rebanho
bovino, principalmente por meio de aspersdo ou banho de solucdo aquosa. Os
sistemas dorsal, injetavel e por bolos gastricos tém sido incrementados nos
ultimos anos, facilitando o manejo. Novas formas de administracao dos produtos
vém sendo desenvolvidas com o objetivo de facilitar o manejo e aumentar a
eficiéncia dos produtos quimicos no controle do carrapato.

O extensivo uso de acaricidas leva a um nimero elevado de problemas: custo do
manejo, custo da dose e periodo de protecdo. Além disso, o uso de acaricidas
promove a selecado de linhagens de carrapatos resistentes, diminuindo o periodo
de protecdo dos produtos e aumentando o custo de tratamento.

O controle quimico utilizando acaricidas comecou no século XX com os compos-
tos arsenicais e, desde a década de 30, registram-se casos de resisténcia a este
principio ativo. A primeira constatacao de resisténcia do B. microplus aos
produtos cloro-arsenicais, até entao de uso corrente, deve-se aos pesquisadores
do Instituto de Pesquisas Veterindrias “Desidério Finamor”, do Estado do Rio
Grande do Sul. Os organoclorados e organofosforados comecaram a ser usados
no inicio da década de 50. Vinte anos mais tarde, iniciou-se o uso das
formamidinas e, logo apds, o uso dos piretrdides sintéticos, devido a existéncia
de populacoOes de carrapatos resistentes aos principios ativos (Pereira, 1982).

Atualmente, as drogas mais utilizadas sao as derivadas de piretréides,
ivermectinas e benzoil fenil uréia (Vaz Junior, 1997). Os piretréides causam
resisténcia desde 1989 (Alves-Branco et al., 1992). A resisténcia dos carrapa-
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tos aos principios ativos vem acontecendo de uma forma mais intensa nos
altimos anos, comprometendo o uso de certas moléculas no manejo do controle
do carrapato em determinadas regides.

Controle por meio de imunizacao
Uma alternativa que vem sendo pensada e desenvolvida é o controle do carrapa

to por meio de vacina, baseado na observacao de ocorréncia de resisténcia
natural do bovino adquirida apds repetidas infestacoes com o ectoparasita
(Roberts, 1968; Wagland, 1975; Willadsen et al., 1989; Barriga et al., 1993).

Uma das primeiras observacdes da resisténcia adquirida foi realizada, em 1939,
por Trager, que verificou a aquisicao de resisténcia em cobaias e coelhos
infestados com carrapato Dermacentor variabilis a futuras infestacdes, com
reducao significativa no nimero e no peso dos carrapatos ingurgitados. Essa
protecao também foi desenvolvida pela inoculacado de extratos de larvas e pode
ser transferida a outro animal pela doacao de soro sensibilizado (Vaz Juanior,
1997).

Vacinas sao potencialmente importantes no controle de agentes causadores de
doencas, principalmente por ndo serem agentes quimicos, por terem um menor
custo e porque o desenvolvimento de resisténcia é mais lento do que para os
produtos quimicos (Willadsen, 1997).

O uso de extrato de glandula salivar de D. andersoni, associado a adjuvante de
Freund incompleto, resultou em protecao de cobaias desafiadas com larvas de
carrapato (Wikel, 1981). Resultados semelhantes foram relatados quando foi
utilizada glandula salivar de A. americanum (Brown et al., 1984). A utilizacao de
células de cultura primaria de embrido de A. americanum para imunizacéo em
cobaias acarretou uma reducéo do peso das fémeas ingurgitadas, da postura e
aumento da mortalidade dos carrapatos, quando desafiadas com A. americanum
e D. andersoni, mostrando a presenca de antigenos comuns entre as espécies
(Wikel, 1985).

Ao infestar coelhos com R. appendiculatus e R. evertsi evertsi, Njau & Nyindo
(1987) observaram queda no nimero de carrapatos apds sucessivas infestacoes
e aumento de anticorpos contra glandula salivar a partir da primeira infestacao.
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Em coelhos infestados com R. appendiculatus, Shapiro et al. (1987) verificaram
uma reducao em 80% no peso dos carrapatos alimentados, associada a identifi-
cacdo de anticorpos contra antigenos de glandula salivar e intestino.

Brown (1988), por meio de western blotting, verificou a producao de anticorpos
contra antigenos de intestino de cobaias e coelhos infestados com A.
americanum, sugerindo regurgitamento durante o processo de alimentacao,
podendo estar relacionado com mecanismos de transmissédo de patégenos como
A. marginale.

Comparando a resposta imunoldgica com a infestacdo natural e a desenvolvida
por vacinacdao com extrato de B. microplus, concluiu-se que, na primeira, a
resposta é efetuada principalmente por hipersensibilidade imediata, causando
rejeicao das larvas; na segunda, a resposta é efetuada principalmente por
anticorpos contra a fase adulta que causam lesdes no sistema digestivo, além da
gueda de peso de ingurgitamento e viabilidade dos ovos (Willadsen, 1987).

Extratos de membranas de intestino de B. microplus, extraidos com diferentes
forcas idbnicas e detergentes, quando utilizados em vacinacao de bovinos
associados ao adjuvante saponina, protegeram entre 65% e 78%, exceto o
extraido com alta forca idnica (Wong & Opdebeeck, 1989). Quando esses
antigenos foram obtidos por ultra-sonicacao e centrifugacao diferencial induziram
uma protecao de mais de 90% contra infestagées com larvas (Jackson &
Opdebeeck, 1989).

Bovinos infestados com B. microplus, quando comparados com bovinos
vacinados com extratos de membrana de intestino de B. microplus com
adjuvante Quil A (saponina), produziram resposta celular e humoral, sendo que o
nivel de anticorpos foi maior nos animais vacinados (Opdebeeck & Daly, 1990).

Anticorpos monoclonais contra antigenos presentes no intestino de carrapatos
adultos foram produzidos por Lee & Opdebeeck (1991). Utilizando
imunoprecipitados por um dos monoclonais (QU13) para imunizacao de bovi-
nos, obtiveram uma reducdo de 62% na postura dos carrapatos. Toro-Ortiz et al.
(1997), usando anticorpos monoclonais, produzidos contra embriao e intestino
de B. microplus, em fémeas ingurgitadas do carrapato, obtiveram uma reducao
na ovoposicao de 50% e 70%, respectivamente.
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Uma glicoproteina de 89 kDa (Bm86), ligada a membrana intestinal, purificada,
utilizando uma coluna de Sephadex-Concanavalina A, induziu a producao de
anticorpos que inibiram a endocitose das células intestinais, sem causar lise
celular (Willadsen et al., 1989). O gene da Bm86 foi clonado e a sua proteina
recombinante expressa em Escherichia coli. A Bm86 foi utilizada em experimen-
tos de vacinacao promovendo uma protecao menor que a proteina nativa,
sugerindo auséncia de glicosilagcdo em proteinas sintetizadas por E. co/i (Rand et
al., 1989).

A proteina Bm86 também foi clonada e expressa em Pichia pastoris, apresentan-
do resultados em teste com bovinos de reducéo de 50,5% em peso, 31% no
numero e 70% na habilidade reprodutiva dos carrapatos que se desenvolveram
no hospedeiro (Rodriguez et al., 1994).

O antigeno Bm86 é uma proteina imunogénica do tubo digestivo do carrapato
que nao entra em contato com o sistema imunolégico do hospedeiro. Portanto,
foi denominada de antigeno oculto (Willadsen & Kemp, 1988). Utilizando
anticorpo marcado com ouro coloidal foi evidenciado que a Bm86 se localiza na
superficie apical de células do intestino do carrapato, com maior concentracao
nas microvilosidades das células digestivas (Gough & Kemp, 1993).

Uma glicoproteina de 63 kDa, denominada BMA7, foi isolada de teleégina de B.
microplus e induziu uma imunidade parcial. Entretanto, co-vacinando com a
Bm86, foi observado um aumento do efeito (McKenna et al., 1998).

No Brasil, foi demonstrado que o uso da Bm86, em bovinos submetidos a
infestacdo natural de B. microplus, reduziu entre 45% e 60% o indice de
infestacdo dos bovinos vacinados (Rodriguez et al., 1995a).

Atualmente, as vacinas sdo desenvolvidas a partir da Bm86, conferindo protecao
parcial aos bovinos contra futuras infestacdes por B. microplus, diminuindo o
numero de carrapatos, producao de ovos e fertilidade (Rodriguez et al., 1995b).
Esses resultados ndo asseguram a protecado desejada na producao bovina,
sugerindo a necessidade de mais de um antigeno protetor (Willadsen et al.,
1996). Na Australia, a vacina baseada na proteina Bm86 é comercializada com o
nome de TickGARD (Willadsen et al., 1995) e, em Cuba, no México e no Brasil,
com o nome de GAVAC (Fuente et al., 1998).
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O uso da Bm86, apesar de parcial e necessitar de véarias doses para um periodo
de protecdo curto, é uma alternativa de controle, principalmente quando associa-
da ao controle quimico, permitindo o espacamento das dosificacGes e sinalizando
a real possibilidade do controle por meio de imunoprotecado contra B. microplus,
bem como contra B. annulatos que coexiste com o B. microplus em outros
paises, como o México (Fragoso et al., 1998).

A partir de fémeas adultas semi-ingurgitadas de B. microplus, foi purificada uma
proteina com massa molecular de 86 kDa, denominada Bm91. Com base na
seqliéncia de aminoacidos, esta proteina apresentou similaridade com enzima
conversora de angiotensina e foi localizada em células de intestino e glandulas
salivares. Testes de protecdo com a proteina nativa mostraram reducéo de 14%
a 52% na oviposicao dos carrapatos provenientes de bovinos vacinados (Riding
et al., 1994).

A partir de ovos de B. microplus, foi purificada uma glicoproteina de massa
molecular de 50 kDa, denominada BYC - Boophilus Yolk pro-Cathepsin (Logullo
et al., 1998). O anticorpo policlonal desenvolvido contra N-
acetilhexosaminidase, isolada de extrato de larva de B. microplus, reagiu com
diferentes antigenos na hemolinfa e reduziu a oviposicdo em 26%, quando
inoculado em teledginas (Pino et al., 1998).

Estudos com a sensibilizacdo de ovinos, usando plasmidio codificado com o
gene da proteina Bm86, mostraram resultados semelhantes a vacinacdo com a
proteina recombinante (Rose et al., 1999).

O peptideo sintético (SBm7462), desenhado e clonado a partir da Bm86,
mostrou resultado positivo em teste preliminar de imunoprotecao de bovinos e
posterior desafio com larvas, alcancando 81,05% de eficiéncia (Patarroyo et al.,
2002).

Experimentos com imunizacédo de bovinos, na Embrapa Gado de Corte, com os
inibidores BmTIls, mostraram significativa reducdo do nimero de teleéginas
(67,9%), com reducdo no seu peso (14,5%) e na producdo de ovos (10,3%).
Estes dados sugerem que a imunizacdo com BmTlIs pode interferir no inicio do
desenvolvimento larval nos bovinos imunizados, aumentando a protecao contra
hematofagia e fatores relacionados: perda de peso, imunossupressao, lesoes na
pele, infeccoes secundérias e transmissao de patégenos (Andreotti et al., 2002).
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A imunizacdo de bovinos com BmTlIs revelou 72,8% de eficiéncia na protecéo
contra o carrapato. Esses dados sao comparaveis a outras avaliacoes de
imundégenos (Rodriguez et al., 1994; Willadsen & Kemp, 1988).

Adjuvantes

O uso de adjuvantes deve ser considerado na avaliacdo da capacidade de elevar
a resposta imune e producao de anticorpos. Apés 1996, a vacina TickGARD
recebeu nova formulacado de adjuvante, sendo chamada de TickGARD Plus, com
uma poténcia duas a trés vezes maior na capacidade de estimular a producao de
anticorpos, sustentando por mais tempo e com efeito maior nos carrapatos
(Willadsen, 1997).

Extrato da glandula salivar de Ornithodoros erraticus e O. moubata, quando
inoculado com adjuvante de Freund, induz uma resposta imune protetora. Este
permite o reconhecimento dos antigenos que, em condi¢cdes naturais, nao sao
imunogénicos (Astigarraga et al., 1997). A comparacao de adjuvantes usando
extrato de tubo digestivo como antigeno mostrou que o adjuvante Quil A foi
mais eficiente do que adjuvante incompleto de Freund e ao Al(OH), para esses
antigenos (Jacson & Opdebeeck, 1995).

A adicao de extrato de Ascaris como imunomodulador de IgE, associado ao
adjuvante de Freund, aumenta a resposta imune contra carrapatos a antigenos
provenientes de extrato de glandula salivar de Hyalomma anatolicum anatolicum
(Sran et al., 1996).

A proteina Bm86 foi capaz de atuar como adjuvante nas vacinas contra a
rinotraquite bovina (em bovinos) e a hepatite B (em camundongos) (Garcia-
Garcia et al., 1998).

Perspectivas da imunoprotecao

A avaliacao soroldgica dos animais imunizados com diferentes antigenos
mostrou que o seu titulo tende a decrescer com meia vida de trés meses,
sugerindo a necessidade de um reforgco de vacinacdao com os diferentes antigenos.

Bovinos vacinados com extratos de membrana de intestino de B. microplus, com
adjuvante Quil A (saponina), produziram resposta celular e humoral, sendo que o
nivel de anticorpos foi maior nos animais vacinados do que nos infestados
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(Opdebeeck & Daly, 1990), reforcando a necessidade de incorporar adjuvantes
adequados para melhorar a qualidade da resposta imune do hospedeiro, como
ocorreu com a vacina TickGARD, cuja poténcia foi aumentada de duas a trés
vezes com a nova formulacdo de adjuvante adotada em 1996 (Willadsen,
1997).

Os niveis de anticorpos estdo diretamente relacionados com o efeito de protecao
contra o carrapato (Opdebeeck & Daly, 1990). E importante lembrar que as
caracteristicas da proteina alvo, usada como imundgeno, é que vao determinar o
efeito deletério no carrapato. Os niveis de anticorpos, na verdade, ampliam a
acao de inativacao da proteina alvo.

Outras proteinas do carrapato B. microplus vém sendo estudadas com o objetivo
de se conhecer melhor a fisiologia deste carrapato, o papel dessas proteinas na
relacao parasito-hospedeiro e a possibilidade do seu uso no controle do carrapa-
to: Bm91, proteina de 86 kDa (Riding et al., 1994), e BYC - Boophilus Yolk
pro-Cathepsin (Logullo et al., 1998), entre outras.

A eficiéncia da vacinacao é maior quando em uso estratégico e/ou associado ao
controle quimico, significando que a resposta vacinal € melhor quando o nimero
de larvas infestando os bovinos é baixo, ou seja, o grau de contaminacao das
pastagens influencia na resposta vacinal. Este fato levaria a crer que as larvas de
carrapatos, de alguma forma, potencializam o efeito imunossupressivo, provavel-
mente dificultando a apresentacao dos antigenos durante o processo de fixacéao.

O antigeno Bm86, usado no controle do carrapato no Brasil, mostrou uma
eficiéncia de 51% (Rodriguez et al., 1995b), confirmando que as cepas de
carrapatos sao afetadas em diferentes graus de protecao e mostrando que os
estudos das populacdes regionais de carrapatos sdo importantes para a verifica-
cao da eficiéncia dos antigenos em questao e o seu uso no controle do carrapato
por meio de vacina.

O uso de uma vacina polivalente com varios antigenos, com efeito em diferentes
fases de vida e impedindo o funcionamento de pontos importantes na vida do
carrapato, vai permitir aumentar a eficiéncia no controle e dificultar a pressao de
selecao nas populacdes de carrapato. Com a velocidade da descoberta de novos
genes, acredita-se que em breve estara disponivel um maior nimero de antigenos
com efeito imunoprotetor.
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