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RESUMO

Sabe-se que animais Bos indicus sao mais resistentes ao carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus quando comparados a animais Bos taurus. Porém ainda hoje ndo se sabe qual a
influéncia do DNA mitocondrial na resisténcia a carrapatos. Neste contexto o objetivo do
presente estudo foi avaliar a influéncia do DNA mitocondrial na infestacdo por carrapatos e
no perfil imunofenotipico de leucdcitos periféricos de animais da raca Guzera infestados
artificialmente com Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Neste estudo foram utilizadas 20
novilhas da raga Guzera com 18 meses de idade, sendo divididas nos grupos GI (DNA
mitocondrial indicus) e GIlI (DNA mitocondrial taurus). Cada animal de ambos os grupos
foram infestados com 20.000 larvas de carrapatos e o perfil hematologico e imunofenotipico
foram avaliados em 4 diferentes momentos, D° (Dia zero, antes da infestacdo), D*!, D*° e

+21

D*#. Nos momentos D+16 e D*?! os nlimeros de carrapatos foram contados. Os nimeros

médios de carrapatos foram de 67,6 para os animais com DNA mitocondrial indicus e 89,4

*21 5 nlmero

para 0s animais com DNA mitocondrial taurus no momento D**°. No momento D
médio de carrapatos foram 7,30 para os animais com DNA mitocondrial indicus e 11,4 para
os animais com DNA mitocondrial taurus, sendo que ndo houve diferencgas significativas nos
valores de carrapatos entre ambos o0s grupos nos dois momentos. Os valores médios de
heméacias no momento D+9 foram de 8,87+0,55 para o Gl e 8,97+0,67 para o Gll. Houve
gueda nos valores de eosinofilos circulantes nos animais do Gl um dia apds a infestacéo,
demonstrando possivelmente melhor resposta tecidual nos animais com DNA mitocondrial
indicus. Quanto aos valores imunofenotipicos de leucocitos periféricos houve reducdo de
linfocitos T totais, linfécitos T 8 e linfocitos NK CD335" em ambos 0s grupos,
demonstrando possivelmente um importante papel na resposta imunoldgica local contra o
carrapato. Assim, pode-se concluir que bovinos da raca Guzera ndo apresentam influéncias do
DNA mitocondrial na infestacdo por carrapatos. Novilhas da raca Guzera com alta infestacéo
por carrapatos apresentam queda de hemacias, hemoglobina e hematocrito independente do
DNA mitocondrial. Novilhas da raga Guzerd com DNA mitocondrial indicus apresentam
possivelmente resposta de eosinofilos 1 (um) dia apos a infestacdes por larvas de carrapatos.

Os linfocitos T CD4*, T 8" e linfocitos B CD21" sdo células que possivelmente sio

importantes na resposta a altas infestag0es por carrapatos

Palavras-chaves: Resisténcia, carrapatos, Bos indicus, imunofenotipagem, hematologia.



ABSTRACT

It’s notorious that Bos indicus cattle is more resistance to Rhipicephalus (Boophilus)
microplus tick when compared to Bos taurus animals. Nevertheless, the influences of the
mitochondrial DNA on the tick resistance isn’t still know. So, the aim of the present study
was to evaluate the influence of the mitochondrial DNA on the immunophenotype profile of
peripheral leukocytes from Guzerd animals submitted to an artificially infestation with
Rhipicephalus (Boophilus) microplus thick. For that, 20 Guzera heifers with 18 months of age
were divided into two groups Gl (with indicus mitochondrial DNA) and GII (with taurus
mitochondrial DNA). Both groups were infested with 20,000 tick’s larvae and the hematology
and immunophenotype profiles were evaluated on 4 different moments, D° (day zero, before
the infestation), day 1, day 9 and day 21. On day 16 and 21 the number of ticks was manually
counted. The medium number of tick were 67,6 for animals with indicus mitochondrial DNA
and 84,4 for taurus mitochondrial DNA on day 16. The medium number of ticks were 7.30 for
animals with indicus mitochondrial DNA and 11.4 for taurus mitochondrial DNA on day 21.
Erythrocytes values on D+9 moment were 8.87+£0.55 (medium + standard deviation) for Gl
and 8.97+0.67 for GII. It was observed a reduction in the values of circulating eosinophils in
Gl animals one day after the infestation, possibly showing a better tissue response from
animals with indicus mitochondrial DNA. Considering the values for the immunophenotype
profile of peripheral leukocytes, it was possible to notice a reduction on total T lymphocytes,
v& T lymphocytes and NK CD335" lymphocytes in both groups, which possibly evidence an
important role from the local immunologic response against the tick. So, it was possible to
conclude that heifers Guzera not show influences of mitochondrial DNA in tick infestation.
The heifers Guzera with high tick infestation have decrease of erythrocytes, hemoglobin and
hematocrit independent of mitochondrial DNA. The heifers Guzera with indicus
mitochondrial DNA possibly show a response to eosinophil one (1) day after the larvae of
ticks infestations. The response of lymphocytes T CD4", T y&* and lymphocytes B CD21" to

the tick could be considered as of greater importance for tick infestations

Key-words: resistance, tick, Bos indicus, immunophenotyping, hematology.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho mundial de bovinos com 201.717 milhdes de
animais, sendo considerado um dos principais exportadores de carne bovina, com 1.243 mil
toneladas de carne exportadas em 2012 (ABIEC, 2013).

Sabe-se que animais zebuinos (Bos taurus indicus) sdo mais adaptados ao clima
tropical e resistentes aos ectoparasitas. Entre as caracteristicas que possibilitam esta adaptacéo
e resisténcia estdo o maior nimero de glandulas sudoriparas, pelagem curta, lisa e densa,
producdo de repelentes naturais, movimentacdo de orelhas e cauda, paniculos musculares,
assim como, o héabito de se lamberem. Sendo o uso de animais zebuinos importante
ferramenta nos cruzamentos com animais taurinos, auxiliando assim, na complementariedade
das racas (RESTLE et al., 2005; MARTINEZ et al., 1988; MADALENA et al., 1990;
VALENTE et al, 2001). Porém sabe-se que durante a formacdo do rebanho nacional, a maior
parcela de animais zebuinos importados eram machos (MAGNABOSCO, 1997; MEIRELLES
et al.,, 1999), sendo que estes touros foram utilizados em cruzamentos com racas taurinas
presentes no Brasil. E com isso 0s animais zebuinos podem apresentar dois grupos de acordo
com o contetido do seu DNA mitocondrial (DNA mit), sendo eles DNA mit indicus e DNA
mit taurus (MEIRELLES et al., 1999). Trabalhos ja foram realizados na busca de identificar a
influéncia do DNAmIt em diferentes caracteristicas ligadas a producdo e reproducdo de
bovinos. Segundo Paneto et al. (2008) ao analisar vacas Guzeras com DNA mitocondrial
taurino e Indicus, observou que ndo houve influéncia do DNA mitocondrial na producéo total
de leite na lactacdo, duragdo da lactacdo, idade ao primeiro parto e intervalo de partos.
Contudo, no estudo de RIBEIRO et al. (2009) observaram influéncia da origem mitocondrial
na idade ao primeiro parto, sendo 0s animais taurinos, em média, 30,1 dias mais precoces que
os de origem indiana. No entanto trabalhos envolvendo a resisténcia de bovinos aos
carrapatos ainda ndo existem. Estudos buscando resisténcia ao Rhipicephalus (Boophilus)
microplus sdo de grande relevancia, ja que este parasita leva a perdas significativas a nivel
mundial, sendo responsavel por prejuizos anuais de mais de dois bilhdes de ddlares (GRISI et
al., 2002). Devido-a perda de peso, queda na producéo leiteira, anemia, lesdes no couro, bem
como a transmissdo de doencgas como a babesiose e anaplasmose (LITTLE, 1963; O'KELLY e
SEIFERT, 1970; SEIFERT, 1970a; JONGEJAN e UILENBERG, 2004; JONSSON, 2006;
ANDREOTTI, 2010; CHANIE et al., 2010).
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O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do DNA mitocondrial na infestagéo de
carrapatos e resposta imunofenotipica de leucocitos periféricos, de zebuinos da raca Guzera

artificialmente infestados com Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS ADAPTATIVAS DE BOVINOS ZEBUINOS

Os animais da raca Guzera tem sua origem da regido norte da india, tendo como
habitat natural terras baixas, com precipitacdo pluvial média de 500 — 650 mm/ano com
temperaturas que variam de 5 a 50°C. Esses animais tém pelagem variando do cinza claro ao
cinza escura, chifres em forma de lira, pélos curtos e pele escura (Figura 1). Sdo animais que
apresentam caracteristicas de dupla aptiddo, com os animais em idade adulta chegando a
atingir 1.300 kg e 950 kg de peso vivo machos e fémeas respectivamente, e suas fémeas
atingido producdes de leite acima de 5.000 kg de leite.lactacdo™. S&o animais rusticos, bem
adaptados aos baixos indices pluviométricos e as variagdes amplas de temperatura, fazendo
com que sofram menos as variagfes climaticas e intempéries, principalmente, as altas
temperaturas, se comparado com animais taurinos (SANTQOS, 2005).

O Guzera tem demonstrado bons resultados em cruzamentos com ragas europeias,
obtendo bezerros e bezerras de maior rusticidade com caracteristicas de bom ganho de peso e
capacidade de producdo leiteira. Este cruzamento propicia fémeas com maior habilidade
materna e um desempenho médio de peso superior das crias. Os cruzamentos com gado
Guzera foi base para a formacdo de algumas racas brasileiras como: Indubrasil, Tabapud,
Pitangueiras, Lavinia, e especialmente a raca Guzolando. A raca Guzerad tem linhagens de
animais de dupla aptiddo, existindo ainda linhagens especializadas em carne ou leite além de
produtores que selecionam seus rebanhos para as duas func¢ées (SANTOS, 2005).

Embora a diferenca mais marcante entre as duas subespécies seja a presenca da giba
ou cupim, musculo romboide desenvolvido encontrada no zebuino, existem diferencas muito
mais complexas relacionadas a origem, pois uma € européia e de clima temperado e a outra
asiatica de clima tropical; a conformacgdo; o temperamento; a constituicdo e a fisiologia
(DOMINGUES, 1974; SANTIAGO, 1983).
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Figura 1. Fémeas da raca Guzerd em sistema extensivo de criacdo
Fonte: http://www.lageado.com.br/site/?p=150 Acesso em: 17 fevereiro 2014

Os zebuinos sdo considerados como espécie ideal para as atividades de criacdo em
regides tropicais e subtropicais, pois apresentam excelente capacidade de adaptacdo a altas
temperaturas e as forrageiras de baixa qualidade. Entre as qualidades dos zebuinos pode-se
dizer que o Bos indicus possui uma pele mais fina, entretanto sua resisténcia € maior por ser
pigmentada, apresentando tons escuro ou totalmente preto, melhor visualizado em regibes
desprovidas de pélos como o focinho, palpebras e aberturas naturais (DOMINGUES, 1974;
SANTIAGO, 1983). Esta pele é bem abundante e se encontra solta sobre o corpo do animal
formando dobras no pescogo e estendendo-se pela barbela e prepucio, além de possuir maior
numero de glandulas sudoriparas em média cerca de 1.300/cm? a 954/cm2 nos taurinos, que
sd0 mais ativas. Todas essas caracteristicas facilitam ao Bos indicus dissipar calor, Ihes
permitindo ndo alterar a respiracdo e a temperatura corporal (DOMINGUES, 1974,
SANTIAGO, 1983).

Esses animais possuem considerdvel resisténcia natural contra diversos ectoparasitas
como, por exemplo, carrapatos e moscas, que se proliferam nas regides de clima quente. A
pelagem curta, lisa e densa (4.700-5000 pélos por polegada) impede ou dificulta a penetracdo
de pequenos parasitas na superficie da pele ou que ai procurem se fixar, enquanto que nos
europeus a pelagem longa, fina, lanosa e rala, (3.000 pélos por polegada), além de facilitar a
fixacdo (DOMINGUES, 1974; SANTIAGO, 1983; VERISSIMO et al., 1998).
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Além disso, o0s zebuinos secretam uma substdncia oleosa, de cor amarelada,
encontrada especialmente nas dobras da pele, que funciona como repelente. A producdo desse
repelente esta relacionada a luminosidade, cujos animais com maior exposi¢do ao sol possuem
maior producdo do 6leo. Outros recursos utilizados pelos animais indianos para afastar os
ectoparasitos sdo os paniculos musculares, bastante desenvolvidos, que permitem mover
livremente a pele, como 0s equinos, e com isso afugentam os parasitas que os incomodam. As
orelhas longas e modveis junto com a cauda de terminacao flexivel do zebu também auxiliam
igualmente na luta contra ectoparasitos (DOMINGUES, 1974; SANTIAGO, 1983). Os
bovinos indianos também possuem o habito de se lamberem e lamberem uns aos outros,
chamado de autolimpeza. Com esse habito, eles retiram larvas de carrapatos da pele e

diminuem o ndmero de parasitas no rebanho (CARDOSO et al., 1999).

2.2 DNA MITOCONDRIAL

Com o avanc¢o da biologia molecular, técnicas baseadas em polimorfismos de DNA
passiveis de serem utilizadas no estudo filogenéticos, na analise da diversidade populacional e
na identificacdo de individuos foram desenvolvidas desde a década de 70, mas foram
efetivamente aplicadas para estes estudos em espécies animais a partir do final da década de
80, intensificando-se nos anos 90 (EGITO, 2007).

O DNAmit esta localizado na membrana interna da mitocdndria, organela presente no
citoplasma das células eucarioticas, cuja principal funcéo é a fosforilacdo oxidativa. Segundo
Egito (2007) o DNAmit é formado por uma fita simples de DNA circular semelhante a um
plasmideo, possuindo menos que 20kb na maioria dos mamiferos. Por ser este transmitido
apenas pela linhagem materna (GILES et al., 1980), o estudo permite distinguir a origem da
linhagem (FILHO et al. 2010). Segundo Egito (2007) sendo essencialmente haploides e
transmitidos uniparentalmente, 0o DNAmit e 0 cromossomo Y abriram uma nova perspectiva
no estudo da genética de populagdes.

A maioria dos animais zebuinos trazidos nas importacbes eram machos
(MAGNABOSCO, 1997), os produtos resultantes do processo de cruzamentos absorventes de
touros zebuinos nas vacas de origem taurina nacional, conservaram ao longo do tempo e com
0 passar das geragdes o DNAmit de origem taurina. Este processo foi confirmado por
Meirelles et al. (1999) que identificaram 79; 73 e 100% dos animais analisados das racas

Nelore, Gir e Brahman puros de origem, respectivamente, como portadores de DNAmit de
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origem Bos taurus. Em animais da raca Guzera, dos 729 animais analisados, 69%
apresentaram DNAmit indicus e 28% DNAmit taurus (PANETO et al., 2008).

BIASE et al. (2007) estudando polimorfismos no DNAmit em animais da raca Nelore,
concluiram que os mesmos afetam caracteristicas ponderais e que podem ser uma fonte de
variacdo genética em caracteristicas quantitativas. Os autores observaram ainda que o efeito
da variacdo do genoma do DNAmit na producdo de leite e carne pode ser uma consequéncia
de alteracGes de rotas metabdlicas ou de energia disponivel para producdo de leite e
desenvolvimento do tecido muscular.

PANETO et al. (2008), em um estudo para verificar a existéncia de diferengas em
relacdo a caracteristicas produtivas e reprodutivas (producdo total de leite na lactacdo, duracéo
da lactacdo, idade ao primeiro parto, e intervalo de partos), entre bovinos da raca Guzera com
aptiddo leiteira da origem mitocondrial (indicus ou taurus), concluiu que ndo houve
influéncias do DNAmit em caracteristicas produtivas e reprodutivas.

Contudo, no estudo de RIBEIRO et al. (2009) observaram influéncia significativa
(P<0,05) da origem mitocondrial na idade ao primeiro parto, sendo 0s animais taurinos, em

média, 30,1 dias mais precoces que 0s de origem indiana.

2.3 O ECTOPARASITA Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ectoparasita pertencente ao filo Artropoda,
classe Aracnida, ordem Acarina, subordem Metastigmata e superfamilia Ixodidea
(JOHNSTON et al., 1986) é responsavel por perdas na pecuaria mundial, chegando a 2
bilhGes de dolares por ano (GRISI et al., 2002) ocasionando reducdo no ganho de peso,
aumento na conversdo alimentar, reducdo na producdo leiteira, lesbes de couro, anemia,
infeccdes por hemoparasitas e morte (LITTLE, 1963; O'KELLY; SEIFERT, 1970; SEIFERT,
1970; WILLADSEN et al., 1988; JONGEJAN; UILENBERG, 2004; PETER et al., 2005;
JONSSON, 2006; BIANCHIN et al, 2007; DE LA FUENTE et al., 2008; GUEDES JUNIOR
et al., 2008; ANDREOTT]I, 2010; CHANIE et al, 2010).
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2.3.1 Ociclo biologico do Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O desenvolvimento do ectoparasita Rhipicephalus (Boophilus) microplus é dividido
em duas fases, sendo a fase de vida livre e fase de vida parasitaria. A fase de vida livre sofre
interferéncias climaticas, trazendo alteracBes nos seus periodos, que sdo especialmente
afetados pela umidade e temperatura. Por outro lado, a fase de vida parasitéria é praticamente
constante em todas as regides (GONZALES, 1975).

A fase de vida parasitaria inicia-se apds a subida da larva infestante no hospedeiro, as
larvas dardo origem a metalarvas e estas ap0s a troca de cuticulas dardo origem as ninfas. As
ninfas se alimentam de sangue e sofrem uma muda, dando origem as metaninfas. No 15° dia
ocorrerdo as diferenciacdes sexuais de neandro (machos) e nedginas (fémeas). As fémeas apos
0 acasalamento comecam a se alimentar de sangue até o ingurgitamento total (teledginas), se
desprendendo do animal e dando inicio a fase de vida livre (FURLONG, 1993; GONZALES,
1974; PEREIRA et al., 2008).

A fase de vida livre inicia-se com trés dias de pré-postura e se estende até a eclosdo
dos ovos e a transformacao das neolarvas em larvas infestantes, sendo um periodo total de trés
a seis semanas para a postura; de 22 a 30 dias para a eclosdo das larvas e de dois a trés dias
para o fortalecimento de suas cuticulas, quando se transformam em larvas infestantes
(FURLONG, 1993; GONZALES, 1974).

2.3.2 Mecanismos de defesa do carrapato

A saliva do R. (B.) microplus é um potente modulador negativo do sistema imune
bovino (SCHOELER; WIKEL, 2001). As moléculas secretadas serdo responsaveis por varias
alteracdes no local de fixagdo do carrapato, possuindo mecanismos para controlar a agregacao
plaquetéria, coagulacdo e resposta imune do hospedeiro a fim de obter uma alimentacdo
eficiente (BROSSARD; WIKEL, 1997).

O conteddo das glandulas salivares do parasita possui potente atividade
imunossupressora, inibindo a proliferacdo de linfdcitos, capacidade fagocitéaria e atividade
oxidativa de neutréfilos e mondcitos (TITUS; RIBEIRO, 1988; SCHOELER; WIKEL, 2001;
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TURNI et al., 2002; TURNI et al., 2004; TURNI et al., 2007; MARUYAMA et al., 2010;
FONTAINE et al., 2011).

A calreticulina é uma proteina salivar envolvida em uma série de eventos bioldgicos
como a antihemostase, atividade de lectinas e complemento (BENEDICT et al., 1993;
KOVACS et al., 1998).

Proteinas ligantes de imunoglobulina estdo presentes em extratos de glandula salivar
de carrapatos. Seu papel aparente consiste na neutralizacdo de anticorpos do hospedeiro que
circulam no parasita (ALLEN; HUMPHREYS, 1979; WANG; NUTTALL, 1994).

A saliva de alguns artrépodes apresenta uma proteina ligante de IL-2, sendo assim,
capaz de influenciar na atividade de linfécitos T, linfocitos B, células Natural Killer,
monacitos e macrofagos (GILLESPIE et al., 2001).

As proteinas plasmaticas do sistema complemento apresentam funcdes ligadas a
instalagdo de resposta inflamatdria, quimiotaxia, opsonizacdo e atividade microbicida
(FEARON, 1998; MASTELLOS; LAMBRIS, 2002). Sendo que proteina inibidora de sistema
complemento foi purificada da saliva de carrapatos. Essa proteina inibe a ligacdo de C3b e
acelera o desacoplamento da molécula Bb da via alternativa (VALENZUELA et al., 2000).

A Salp 15 é uma proteina presente na saliva de carrapatos, sendo responsavel pela
inibicdo da ativacdo de linfécitos T CD4+. Ela se liga a essas células inibindo a producéo de
IL-2 e expressdo de CD25" sem, contudo, afetar a atividade de linfocitos B (ANGUITA et al.,
2002). Ja a prostaglandina E, (PGE;) estd presente na saliva de R. (B.) microplus
(DICKINSON et al., 1976), influenciando na resposta imune do hospedeiro, sendo capaz de
aumentar a producgdo de citocinas do padrdo Th2 e diminuir as de padrdo Thl, inibindo a
proliferacdo de linfécitos T (HARRIS et al., 2002; BROSSARD; WIKEL, 2004; MEJRI,;
BROSSARD, 2007).

2.4 METODOS DE CONTROLE CONTRA O CARRAPATO

Controlar a populacdo de carrapatos a niveis aceitaveis é crucial para minimizar estas
perdas econdmicas massivas. Existem diferentes métodos de controle, sendo divididos nos
métodos de controle bioldgico (SAMISH; GLAZER, 2001), alteracfes de habitat por plantio
de vegetais que podem repelir e matar o carrapato (SUTHERST et al., 1982), o controle
imunologico (WILLADSEN, 2004; VERCRUYSSE et al., 2007), o controle quimico
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(PRUETT, 1999) e o desenvolvimento de ragas resistentes ao carrapato (PIPER et al., 2010;
RODRIGUEZ-VALLE et al., 2010).

Infelizmente, as estratégias de controle atualmente adotadas contra R. (B.) microplus
baseado em acaricidas convencionais estdo se tornando menos eficiente e cada vez mais caro,
devido a resisténcia generalizada a acaricidas atuais (KUNZ; KEMP, 1994; WILLADSEN,
2006; ROSARIO-CRUZ et al., 2009).

O uso intensivo de acaricidas, a fim de controlar a infestacdo de carrapatos levanta
preocupacfes quanto a possivel presenca de residuos no leite, carne, e ambiente
(HENRIOUD, 2011). Sendo entdo desenvolvidos os métodos biolégicos com uso de vacinas
comerciais contra o carrapato (WILLADSEN, 2004; SEIXAS et al., 2012). Para melhorar e
agregar aos métodos de controle, tem se buscado o uso de animais resistentes, sendo discutido
com profundidade como um método viavel de controle, pois a resisténcia constitui a base de
uma abordagem sustentavel e ambientalmente saudével para a produgdo de gado (DONALD,
1994), reduzindo as despesas com produtos quimicos (FRISCH, 1999).

Os bovinos apresentam um conjunto de mecanismos gque impedem o desenvolvimento
normal dos carrapatos durante o estagio parasitario. Esses mecanismos de protecdo a
infestacdo caracterizam a resisténcia a esses parasitas (PEREIRA et al., 2008). Bovinos Bos
indicus s@o geralmente mais resistentes a infestacdes por carrapatos quando comparado a
bovinos Bos taurus, no entanto, grandes variagfes de resisténcia podem ocorrer dentro das
racas (SEIFERT, 1970; PEREIRA et al., 2008). A resisténcia do gado indiano ao
Rhipicephalus (Boophilus) microplus ainda é um mistério para pesquisadores, pois esses
bovinos apresentam diferentes tipos de defesa. Além desses fatores, podem-se incluir as
respostas imunoldgicas mais especificas e a influéncia de fatores ambientais, tais como idade,
sexo, estacdo do ano, tipo de pastagens e outros, que juntos auxiliam na redugdo do nimero de
carrapatos que parasitam os bovinos (UTECH, et al, 1978a; DOUBE; WHARTON, 1980;
SUTHERST et al, 1983; ANDRADE, 1996, Apud CARDOSO et al. 1999).

2.5 RESPOSTA IMUNOLOGICA CONTRA O CARRAPATO

Estudos referentes a imunidade inata e adquirida tém sido importantes na busca de
animais resistentes aos carrapatos, sendo considerado como método de controle viavel, por
reduzir gastos potenciais com produtos quimicos (FRISCH, 1999; GRAF et al., 2004,
CASTRO-JANER et al., 2010).
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A fixacdo e desenvolvimento do carrapato induzem uma resposta imune nos bovinos
envolvendo a apresentacdo de antigenos via APC, LT, LB, anticorpos, citocinas, sistema
complemento, basdfilos, eosinofilos e uma variedade grande de moléculas bioativas (WIKEL,
1996; BROSSARD e WIKEL, 1997). Sendo associadas a reacdes de hipersensibilidade, com
infiltracdes de eosindfilos e presenca de histamina (SCHLEGER, et al., 1976; KEMP et al.,
1983).

Piper et al. (2008) utilizando PCR quantitativo, demonstraram a expressdo de genes na
pele de animais Brahman (B. indicus) e holandeses (B. taurus). Quarenta e quatro genes foram
escolhidos para o estudo, incluindo aqueles envolvidos em resposta imune inata e alguns
genes sugeridos por estar envolvido na resisténcia adaptativa (WANG et al., 2007). Quinze
genes foram mais expressos em amostras de pele de animais holandeses em comparagdo com
amostras provenientes de animais Brahman, sugerindo um aumento da resposta inflamatoria
mediada por células no local de fixacdo, nos animais suscetiveis holandeses (PIPER et al.,
2008).

Segundo Piper et al. (2008), novilhas das raca Brahman infestadas artificialmente com
carrapatos apresentaram menos carrapatos do que novilhas holandesas durante toda a duragédo
do experimento. O nimero médio de carrapatos nos animais da raca Brahman foram 30
carrapatos, enquanto o nimero médio de carrapatos nos animais holandeses foram de 302.

Apos infestagdo artificial realizada por Ibelli et al., 2012 os animais das racas Nelore,
% Nelore x %2 Senepol e %2 Nelore x ¥2 Angus apresentaram valores de 8,52+7,26; 18,81+7,26
e 75,34+8,33 carrapatos respectivamente. Segundo Jonsson (2006) houve menores nimeros
de carrapatos em animais cruzados (Bos taurus x Bos indicus) quando comparado com as
racas puras de Bos taurus.

Verissimo et al. (2002) compararam fémeas das racas Holandés, Gir e mesticas, e
atribuiram a menor resisténcia as vacas Holandés e a maior as vacas Gir. Analisando
diferentes grupos genéticos, Silva et al. (2007) expuseram fémeas bovinas a quatro
infestagOes artificiais, atribuindo a menor suscetibilidade a novilhas Nelore, resisténcia
intermediaria a fémeas Canchim x Nelore, e maior carga parasitaria nos produtos do
cruzamento entre Angus X Nelore e Simental x Nelore. Segundo Ayres et al. (2009)
analisaram dados de contagens de carrapatos em bovinos Braford pertencentes a um programa
de melhoramento e verificaram que o nimero de carrapatos diminuia a medida que a

proporcdo de genes B. indicus aumentava. Demonstrando que 0s bovinos demonstraram
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fendtipos divergentes no que diz respeito a resisténcia a carrapatos, mudangas na expressao
génica e as populacdes celulares na pele apds a infestacdo de carrapatos (PIPER et al., 2008).

2.5.1 Resposta imunoldgica inata

O sistema imune inato estd naturalmente presente no hospedeiro sendo a primeira
linha de defesa do organismo dos bovinos. Este sistema é formado pelos macrofagos, células
dendriticas, neutrdfilos e eosinéfilos. Além das barreiras fisicas como epitélio e substancias
naturais produzidas pela pele, sendo até mesmo responsavel por auxiliar no desenvolvimento
de resposta imune adquirida (ABBAS et al., 2003).

A fixacdo do carrapato na pele do hospedeiro desencadeia uma resposta inflamatoria
na qual a participacdo de neutrofilo é controlada principalmente pela 1L-8 (BROSSARD;
WIKEL, 2004). Porém os carrapatos apresentam a capacidade de inibir esta resposta, ja que
0s extratos de glandulas salivares de varios carrapatos inibem, in vitro, a ligacdo do IL- 8 com
0S seus receptores em granuldcitos humanos e, portanto, muito provavelmente em neutrofilos
de animais (HAJNICKA et al., 2001; BROSSARD e WIKEL, 2004). Dessa forma, a saliva do
carrapato pode controlar, em parte, a infiltracdo e ativacao de neutrofilos no local de fixacao.

O extrato de glandula salivar de 1. ricinus é capaz de inibir a via alternativa do
complemento e o I. scapularis possui um inibidor de C3 convertase, fatos que demonstram
gue essa Vvia de resposta € importante na aquisi¢do de resisténcia pelo hospedeiro, ja que a
ativacdo da cascata do complemento, no local da fixacdo do parasita, gera mediadores
inflamatdrios, de quimiotaxia e opsoninas que resultam na atracao de células, como basoéfilos
e eosinofilos (ALLEN, 1973; BROSSARD; FIVAZ, 1982).

Segundo Bittar (2004) a imunidade contra parasitos depende de uma combinagdo das

imunidades inata e adquirida do hospedeiro aos antigenos desses parasitos.

2.5.2 Resposta imunoldgica adquirida

As Respostas imunes adquiridas sdo mediadas por linfocitos B e linfocitos T, sendo 0s
linfocitos T divididos nas subpopulagdes CD4*, CD8" e gama-delta (ABBAS et al., 2002; DE
VISSER et al., 2006; IWASAKI; MEDZHITOV, 2010).
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Apo6s a identificagdo dos invasores, 0 sistema imune tenta neutralizar os efeitos
prejudiciais das moléculas isoladas e destruir os microrganismos. Essa capacidade é
determinada pelos linfocitos, populacdo leucocitaria mais importante da resposta imune. A
imunidade humoral é o principal mecanismo de defesa contra antigenos extracelulares e suas
toxinas, pois os anticorpos secretados podem se ligar a esses antigenos e a suas toxinas
(ABBAS et al., 2002). Em geral os anticorpos podem ser especificos a um antigeno,
neutralizando-o pela fagocitose ou marcando-o para a eliminagdo por mecanismos de
opsonizacao, assim como desencadeando a liberacdo de mediadores inflamatérios (ABBAS et
al., 2002). Os hospedeiros produzem anticorpos contra elementos do carrapato e estes estdo
relacionados com a resisténcia ao parasita que é transmitida, mesmo que fracamente, de forma
passiva pelas vacas aos seus bezerros, (ROBERTS; KERR, 1976; BROSSARD; GIRARDIN,
1979). Porém durante periodo de infestacdo intensa com carrapatos R. (B.) microplus ocorre
uma diminuicdo significativa nos niveis de anticorpos dos animais suscetiveis, intensamente
infestados, em relacdo aos niveis verificados durante um periodo de infestacdo moderada ou
baixa sugerindo que a partir de determinado limiar de infestacdo hd uma modulacdo na
atividade dos linfécitos B e/ou nos niveis séricos das imunoglobulinas (KASHINO et al.,
2005).

Bovinos exposto repetidamente a infestacOes pelo carrapato ou imunizados com
tecidos do carrapato adquirem resisténcia parcial a infestacbes subsequentes, esta protecédo
ocorre por danificacdo de estruturas internas do carrapato, reducdo no volume de sangue
ingerido e reducdo no ndmero e viabilidade de ovos. Esta protecdo é baseada em resposta
imune celular e humoral (OPDEBEECK, 1994; KIMARO; OPDEBEECK, 1994).

A analise imunofenotipica por meio da citometria de fluxo consiste em utilizar
anticorpos monoclonais que apresentam especificidade para moléculas expressas na superficie
leucocitaria designadas internacionalmente como CD (cluster of differentiation). Os
anticorpos monoclonais reagem especificamente com distintos CDs e assim, pode-se ter uma
avaliagcdo da expresséo dos diferentes marcadores de superficie leucocitéria e a funcionalidade
efetora do sistema imune (SATHLER-AVELAR et al., 2003). A expressdo destes antigenos
de diferenciacdo leucocitarios permitiu a identificacdo das principais populacdes de células
leucocitaria, os quais, em alguns casos, tém propriedades funcionais distintas.

Neste contexto, estudos de parametros imunolégicos do sangue periférico de bovinos
infestados por carrapatos sdo varidveis e algumas vezes conflitantes. Segundo Inokuma et al.
(1994) infestacdo por carrapatos geralmente levam a diminuicao de linfécitos circulantes. Ja

Rechav et al. (1990) mostraram que animais B. taurus infestados por carrapatos apresentavam
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altos niveis de gamaglobulina e aumento de leucdcitos em comparagdo com B. indicus.
Segundo Piper et al. (2009) animais Bos indicus apresentam uma alta porcentagem de
linfocitos T gama/delta, linfocitos T CD4" e linfocitos T CD25" enquanto que os animais Bos
taurus apresentaram aumento nos niveis de monocitos (CD14"), concluindo que animais
zebuinos apresentaram uma maior resposta de linfécitos T enquanto que taurinos
apresentaram uma melhor resposta relacionada com macrofagos.

Bittar et al. (2004), avaliaram o perfil imunofenotipico de linfocitos de bovinos adultos
(Bos taurus) das racas Holandesa, Hereford e Pardo-Suica, observando variagdes de CD4"
(23,8 2 39,8%), CD8" (17,2 a 28,1%) e CD21" (12,2 a 18,8%) entre as ragas. Sugeriram que a
imunofenotipagem de linfdcitos pode influenciar o padréo de resposta imune.

Segundo Macédo et al. (2013) o aumento nos valores percentuais de mondcitos nos
animais zebuinos (Guzera, Nelore e Gir) e 0 aumento de linfocitos T CD4" nas ragas Guzera e
Hereford sdo indicativos de maior resisténcia destes animais. Pois sabe-se que os linfocitos T
CD4" apresentam papel fundamental na sintese de citocinas como IFN-y e TNF-a
contribuindo com a ativacdo e de células fagocitarias e sintese de reativos intermediarios do
oxigénio (BROWN et al., 1995; SERAFINO et al., 2007). Ainda segundo o autor houve
também aumento significativo na porcentagem de linfécitos ndo T e ndo B (NTNB) nos
animais zebuinos. Estas células correspondem aos linfocitos natural Killer (NK) e linfécitos T
Gama-delta. Segundo Bradford et al. (2001) os linfécitos NK séo responsaveis pela destrui¢do
de células infectadas por virus. Ja os linfocitos T Gama-delta estdo presentes em alta
concentracdo em areas epiteliais de mucosas (HEDGES et al., 2003). Foi identificado que os
linfocitos T Gama-delta podem auxiliar no controle de infecgdes por Brucella abortus,
inibindo a replicagdo do agente no interior de macréfagos via producdo de IFN-y.
(SKYBERG et al., 2011). Sendo assim de grande relevancia para bovinos 0s bovinos jovens e
adultos (GUZMAN et al., 2012).

2.6 VALORES HEMATOLOGICOS

O sangue € constituido por trés classes de células, eritrocitos, leucécitos e trombdcitos,
possui como funcdo o transporte de nutrientes do trato digestivo para os tecidos, o transporte
de produtos finais do metabolismo das células para os Orgdos de excrecdo, a regulacdo da

temperatura corporal, a manutencdo constante da concentracdo de agua e eletrdlitos nas
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células, a regulacdo da concentracdo do ion hidrogénio e a defesa contra microrganismos
(CAMPOS, 2008).

Os parametros hematoldgicos podem ser citados como importante ferramenta para
avaliar o grau de estresse téermico ao quais 0s bovinos estdo sendo submetidos. Assim como
no estudo da adaptabilidade ao clima tropical, j& que uma das caracteristicas favoravel dos
zebuinos em relacdo aos taurinos € a quantidade maior de glébulos sanguineos por milimetro
cubico de sangue, sendo que bovinos europeus apresentam cerca de 30% a menos de
hemécias e essas sd0 maiores nos indianos, ou seja, maior volume celular médio (VCM)
(DOMINGUES, 1974; ROBERTO et al., 2010).

A hemoglobina é um dos fatores que também esta ligada a capacidade de adaptacao,
pois animais Bos indicus apresentam valor de hemoglobina 30% maior que a do gado europeu
(DOMINGUES, 1974).

Entre os animais zebuinos os valores hematoldgicos podem apresentar variagdes entre
racas, sendo que segundo Alves Janior et al. (2009), animais das ragas Gir, Nelore e Guzera
apresentam respectivamente valores de hemaécias (6,87 + 0,96; 8,02 +0,48 e 7,88 + 0,39),
hemoglobina (10,82 + 0,60; 12,62 + 1,12 e 13,10 + 0,84), hematdcrito (28,34 + 4,36; 36,90 +
3,49 e 39,10 £ 2,73), VCM (41,3 £ 0,94; 45,2 + 2,22 ¢ 50,0 + 2,68) e CHCM (38,0 + 4,37,
34,4 + 1,65 e 33,05+ 0,74). E ainda segundo os autores niveis superiores de hemacias, volume
globular e concentracdo de hemoglobina podem estar associados a melhor adaptacdo climatica

dos bovinos das racas Guzera e Nelore.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do DNA mitocondrial na infestacdo por carrapatos em bovinos da
Raca Guzera infestados artificialmente com Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a infestacdo de carrapatos nos bovinos Guzeras com DNA mitocondrial
indicus e taurus;

- Avaliar os valores eritrocitarios e leucocitarios dos zebuinos, da raca Guzera com
DNA mitocondrial taurino e zebuino apds infestacéo artificial com Rhipicephalus (Boophilus)
microplus;

- Avaliar o perfil imunofenotipico de células T CD4*, T CD8", CD335", CD14",
CD25", B CD21" e linfécitos Gama-delta do sangue periférico dos zebuinos, da raca Guzera
com DNA mitocondrial taurino e zebuino apés infestagdo artificial com Rhipicephalus
(Boophilus) microplus;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COMITE DE ETICA

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade de Uberaba sob o nimero de processo CEEA 0014/2013.

4.2 LOCAL DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado durante os meses de novembro a dezembro de 2012 na
Fazenda Escola da Universidade de Uberaba, situada a 30 km de Uberaba, MG, Brasil, com
altitude de 742,9 m, latitude de 19° 44°S e longitude de 47° 57"W.

As analises hematologicas foram realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica do
Hospital Veterinario de Uberaba-MG (HVU).

E as analises imunofenotipicas foram realizadas no Laboratdrio de Doencas de Chagas

do Centro de Pesquisas René Rachou da Fundacdo Oswaldo Cruz, Belo Horizonte, MG.

4.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram selecionadas, aleatoriamente, 20 fémeas da raca Guzera, higidas e com 18
meses de idade. Essas novilhas foram previamente caracterizadas de acordo com o DNA
mitocondrial (DNAmit) (PANETO et al., 2008). Esses autores formaram um banco de dados
referentes ao DNAmit dos bovinos da raca Guzera criados na Fazenda Escola da UNIUBE.
As novilhas foram agrupadas da seguinte forma: (i) GI: DNAmit Indicus (DNAmitl), n=10
animais e (ii) GIl: DNAmit Taurus (DNAmItT), n=10 animais. Todas as 20 fémeas foram
mantidas no mesmo piquete, formado com capim Tifton 85 e ficaram separadas de outros
bovinos. Agua e sal mineral foram fornecidos ad libitum.

Antes da infestacdo experimental, as novilhas foram mantidas por trés meses livres de
parasitismo por carrapatos. Realizou-se a aplicacdo de Treo® (Doramectina, Pfizer, Brasil),
na dose de 1 mL/ 50 Kg de peso vivo, pela via subcutanea. As fémeas foram infestadas com

Rhipicephalus (Boophilus) microplus 45 dias apds a ultima administracdo do carrapaticida.
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4.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Os procedimentos de infestacdo, colheita de sangue e contagem de carrapatos estdo

descritos na tabela 1.

Tabela 1. Desenho experimental, com detalhamento dos momentos de infestagdo com
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, colheitas de sangue e contagens de carrapatos, dos dois
grupos de novilhas Guzera com DNA mitocondrial Indicus (DNAmitl) ou DNA mitocondrial
Taurus (DNAmItT) mantidos na Fazenda Escola da UNIUBE, MG.

Grupos de Momentos Experimentais
novilhas DO* D+1 D+9 D+16 D+21
Guzera
) Colheita de
Gl Infestacéo: ) ) Contagem
) Colheita  Colheita sangue e
(DNAmitl)  20.000 larvas de de
) de sangue de sangue contagem de
n=10 R. microplus carrapatos
carrapatos
3 Colheita de
Gll Infestacdo: _ ] Contagem
) Colheita  Colheita sangue e
(DNAmIitT)  20.000 larvas de de
) de sangue de sangue contagem de
n=10 R. microplus carrapatos
carrapatos

*Anterior ao dia 0 (DO0), foram realizadas contagens periddicas de carrapatos para garantir
auséncia de infestacdo a campo. Uma colheita de sangue para analises hematologicas e
imunofenotipagem foi realizada em DO, antes da infestacdo experimental com as larvas de

carrapato.

4.5 INFESTACAO EXPERIMENTAL

Para a infestacdo experimental foram utilizadas larvas de R. (B.) microplus
gentilmente cedidas pela Dra. Mércia Cristina de Sena Oliveira (EMBRAPA Sudeste, Sdo
Carlos, SP, Brasil). Estes estadios evolutivos do carrapato estavam livres de hemoparasitas
(Babesia spp. e Anaplasma spp.). O transporte das larvas até a fazenda experimental foi

realizado em caixa isotérmica.
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Na fazenda escola, a contencdo das novilhas foi realizada em brete hidréulico,
mantendo-as imoveis durante o procedimento de infestacdo. Foi depositado, em cada fémea
de Gl e GII, 1g de larvas de R.(B.) microplus, correspondente a aproximadamente 20.000
individuos. A regido escolhida foi a da linha média dorsal entre o pescoc¢o e a cernelha do
bovino (Figura 2). Em seguida, as novilhas permaneceram imobilizadas por mais 30 minutos

para assegurar uma melhor fixacédo das larvas.

Figura 2 — Linha média dorsal na regido de cernelha em uma fémea bovina da raca Guzera, apds infestacdo

experimental com 20.000 larvas do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (circulo), realizada na

Fazenda Escola, UNIUBE, MG, Brasil.

4.6 CONTAGEM DE CARRAPATOS

Para a realizacdo das contagens de carrapatos, as fémeas foram contidas em brete
hidraulico. As contagens foram sempre realizadas no antimero esquerdo do animal, sendo o
valor obtido multiplicado por dois, método preconizado por VILLARES (1941). A

+ +
16eD21

visualizacdo e contagem dos carrapatos foram realizadas no dia D quando os

parasitos ja se encontravam no estadio de paterndginas e teledginas, respectivamente.
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4.7 COLETA DE SANGUE

Para a colheita de sangue, as fémeas bovinas foram previamente contidas em brete
hidraulico. Padronizou-se a colheita no periodo da manha. As amostras de sangue, obtidas da
veia Jugular, foram colhidas em tubos & vacuo, contendo acido etileno-diamino-tetracético
(Sistema Vacuum2 EDTA (k3) liquido). Para a realizacdo de hemograma, as amostras foram
conservadas em uma caixa isotérmica, com gelo reciclavel, e enviadas ao Laboratério de
Patologia Clinica do Hospital Veterinario de Uberaba, Uberaba, MG, Brasil. As amostras
destinadas a analise imunofenotipica foram conservadas em uma caixa isotérmica, sem gelo, e
enviadas ao laboratorio do Centro de Pesquisas René Rachou da Fundacdo Oswaldo Cruz,
Belo-Horizonte, MG, Brasil.

4.8 AVALIACAO DO PERFIL HEMATOLOGICO

A contagem de hemaécias, leucdcitos totais, plaquetas, determinacdo de hematdcrito e
da concentragdo de hemoglobina foram obtidas em analisador hematolégico automaético
veterindrio (ABC Vet, ABX Diagnostics, Montpellier, France). Os valores do volume
corpuscular médio (VCM) e da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)

foram obtidos através das seguintes férmulas:
(i) VCM= (Hematocrito/Hemacias) x 10;
(i) CHCM= (Hemoglobina/Hematocrito) x 100;

A contagem leucocitaria diferencial foi realizada utilizando esfregaco de sangue
corado pelo kit Panético Rapido (Laborclin, Brasil). Foram contados 100 leucécitos/lamina,
utilizando aumento de 1000x em microscépio 6ptico (Nikon® Eclipse E200). A porcentagem

de cada leucdcito, na contagem diferencial, foi calculada utilizando a seguinte formula:

(i) Contagem leucocitaria especifica/Contagem leucocitaria total (100) x 100
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4.9 AVALIACAO IMUNOFENOTIPICA DE LEUCOCITOS PERIFERICOS

Os ensaios de citometria de fluxo para a imunofenotipagem dos linfocitos periféricos
foram realizados conforme Bittar et al. (2004). Foram utilizados anticorpos monoclonais
(AcMo) contra receptores presentes na superficie das células do sangue bovino (Serotec®)
(Tabela 2). Para cada animal, foram separados sete tubos em poliestireno de 5ml (BD
Falcon™) assim identificados: (i) tubo branco (sem AcMo); (ii) CD14; (iii) CD4; (iv) CDS8;
(v) CD21-CD335; (vi) CD25 e (vii) WC1. Os AcMo anti-CD21 e anti-CD335 foram
incubados com as células do mesmo devido a marcacdo com o fluorocromo ser distinta

(CD21.: isotiocianato de fluoresceina e CD335: ficoeritrina) (Tabela 2).

Tabela 2. Painel de anticorpos monoclonais (Serotec®) utilizado para reconhecimento de
marcadores celulares na superficie de leucdcitos do sangue periférico de bovinos da raca
Guzera com diferente tipos de DNAmit.

Anticorpo Codigo® Clone® DI|UI(;E~1C; o
PBS
Anti-CD14 (FlTC)1 MCA2678F CC-G33 1:50
Anti-CD335 (PE)2 MCAZ2365PE AKS1 1:25
Anti-CD21 (FITC) MCA1424F CC21 1:50
Anti-CD4 (FITC) MCA1653F ccs 1:50
Anti-CD8 (FITC) MCAB837F CC63 1:50
Anti-CD25 (FITC) MCA2430F IL-All1l 1:50
Anti-WCl (y8) (FITC)  MCAB38F ccis 1:50

! Fluorescein isothiocianate (FITC)

?Phicoeritrin (PE)

% Informacdes adicionais sobre os anticorpos monoclonais (AcMo) podem ser acessadas
utilizando seu numero de codigo.

% Os AcMo foram obtidos de clones dos linfocitos B provenientes de camundongos
imunizados com as proteinas dos receptores de interesse.

® Os AcMo foram previamente diluidos, em solugéo tamponada com fosfatos (PBS, pH
7,5), para obtencgéo das concentragOes Otimas para utilizacao.

Em cada um dos setes tubos de poliestireno, foram dispensados 50 pL de sangue total
e 10 uL do AcMo previamente diluido com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)
(NaH,PO,4 40mM e NaCl 150mM pH 7,5). Em seguida a mistura foi incubada por 30 minutos

a temperatura ambiente e em repouso. Apos a incubacgéo foi realizada a lise dos eritrécitos,
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para isso foram utilizados 3 mL do tampdo de lise (2,85% de citrato de sodio; 30% de
dietilenoglicol; 54% de formaldeido P.A.; 0,04% de heparina 100.000 USP — pH 7,85) diluido
em é4gua destilada na proporcdo 1:10. Apés homogeneizacdo em vortex (Evlab® Ev019) a
suspensdo de células for centrifugada a 1.400 x g, por sete minutos a temperatura ambiente
(Fanem Baby® | 206 BL), o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em trés mL
de PBS. O ciclo de homogeneiza¢do em vortex seguido de centrifugacdo foi realizado mais
duas vezes. Na sequéncia, os leucdcitos obtidos foram fixados pela adicdo de 200uL de
formaldeido 4%. A suspensdo de células fixadas foi mantida a 4° C, abrigada da luz até o
momento da leitura. O tempo para a coleta dos dados ndo excedeu p periodo de 24h.

A avaliacéo fenotipica dos leucdcitos totais do sangue bovino foi realizada em aparato
para citometria de fluxo citdmetro de fluxo (FACScalibur — Becton Dickson®). Para cada
suspensdo de células com seu respectivo AcMo, foram adquiridos 200.000 eventos. Os dados
coletados foram registrados e salvos no software CellQuest® versdo para Macintosh. A anélise
dos dados adquiridos foi realizada pelo software FlowJo®.

Inicialmente as populacdes de leucocitos do sangue foram separadas de acordo com a
dispersdo da luz frontal (Forward Scatter: FSC) e da luz lateral (Side Scatter: SSC) (Figura
3).

-
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Figura 3. Populagdo de leucdcitos de sangue periférico de fémea da raca Guzerd. As populagdes estdo
selecionadas (A) Linfocitos; (B) Mondcitos; (C) Neutrofilos; (D) Basofilos e eosindfilos.

A populacéo de linfocitos foi selecionada pelo dot plot FSC versus SSC (Figura 4A), e
a populacdo de mondcitos pelo dot plot SSC versus FL1 (CD14) (Figura 4B).
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Figura 4. Representacdo grafica da populacéo leucocitaria de sangue periférico em fémea da raga Guzer4, sendo
linfocitos (A) baseada no tamanho versus granulosidade e mondcitos (B) baseada na granulosidade versus
fluorescéncia (FL1).

As frequéncias de subpopulacdes celulares de linfocitos T foram analisadas nas
modalidades FL1, dentro da populacdo selecionada (Figura 5). J& as populagdes de linfécitos
B (CD21%) e linfocitos NK (CD335") foram analisadas na modalidade FL1 e FL2 (Figura 6).
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Figura 5. Representacdo grafica da populacdo de linfécitos de sangue periférico de novilhas da raca Guzera
marcados com o anticorpo monoclonal anti CD4" FITC (A); CD8" FITC (B); CD25" FITC (C) e WC1" FITC
(D).
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FLUORESCENCIA (PE)

FLUORESCENCIA (FITC)
Figura 6. Representacdo grafica da populagdo de linfocitos B e linfécitos NK do sangue periférico de novilhas

da raga Guzera marcados com o anticorpo monoclonal anti CD21"* (FITC) e anti CD335" (PE).

410 ANALISE ESTATISTICA
Para as analises estatisticas das variacdes de cada grupo durante o periodo
experimental foram utilizados teste ANOVA one-way seguido do teste de Tukey (testes

paramétricos) e teste de Friedmann seguido do teste de Dunns (testes ndo paramétricos).

Para comparac@es entre 0s grupos durante o periodo experimetal foi utilizado teste de
Mann-Whitney. Para correlagdo dos resultados versus infestagdo foi utilizado teste de Pearson
(teste paramétrico).
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO PARASITARIA

Em relagdo a avaliagdo de carrapatos, nos momentos D*! e D™ foram observados um
grande numero de larvas e ninfas respectivamente, porém ndo foi possivel a contagem em
decorréncia do tamanho dos carrapatos. J& nos momentos D*® e D*?! foram realizadas as
contagens de paterndginas e teledginas respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de amplitudes maxima (Max) e minima (Min), média e desvios padrdo do nimero de

carrapatos dos dois grupos de novilhas Guzera com DNA mitocondrial Indicus (DNAmitl) ou DNA mitocondrial
Taurus (DNAmItT) mantidos na Fazenda Escola da UNIUBE, MG.

Médiatdesvio padréo Amplitude Min a Méx
Momentas Gl Gll Gl Gl
DNAmitl DNAMItT DNAmitl DNAmItT
D+16 67,60+37,12"*  89,40+84,38"*  30,0a136,0  14,0a280,0
D+21 7,30+15,45""  11,40+16,87™° 0,0 a50,0 0,0 2 50,0

Letras maiGsculas distintas na mesma linha indicam diferencas significativas (P<0,05) entre os grupos. Letras
minusculas distintas nas colunas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre 0s momentos.

Durante o periodo experimental ndo houve diferenca (P>0,05) do numero de
carrapatos entre o grupo Gl (DNAmitl) e GII (DNAmItT), mas se observou reducéo (P<0,05)

+21

do nimero de carrapatos no momento D™= nos Grupos | e Il.

5.2 VALORES HEMATOLOGICOS

N&o houve diferenca estatistica na contagem de hemacias, entre os bovinos de Gl e
Gll, quando observado cada um dos momentos de coleta de sangue. Dentro dos dois grupos
foi verificada diferenca significativa (P<0,05) no niimero de eritrécitos (x108/mm?®) de sangue:
(i) GI (DNAmitl), D** (9,11+0,66) e D*° (8,87+0,55); (ii) GII (DNAmItT), D** (9,31+0,88) e
D* (8,97+0,67) pos-infestacdo. Foi verificada elevacdo na contagem de hemécias (P<0,05)

no D+21

em comparacdo com D*® para os animais de DNAmitl (Figura 7A).
Para as concentracfes de hemoglobina, ndo foi verificada diferenca estatistica entre os
dois grupos de bovinos. Coincidentemente com as contagens de hemaécias, foi observada uma

queda (P<0,05) na concentracdo de hemoglobina (g/dL) para Gl e Gl nos dias D™ e D*,
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como segue: (i) GI (DNAmitl), D*! (10,2+0,0,75 g/dL) e D (10,0+0,64 g/dL); (ii) GlI
(DNAmItT), D** (10,69+0,99 g/dL) e D*° (10,38+0,77 g/dL) (Figura 7B).

N&o houve diferenca estatistica nos valores obtidos para o hematdcrito dos bovinos de
Gl e GlI. Dentro dos grupos, foi detectada uma reducdo no hematdcrito (P<0,05) dos animais
tanto de DNAmitl, quanto de DNAmItT. Os valores encontrados foram: (i) GI (DNAmitl),
D' (31,93+2,57%) e D™ (30,74+2,21%):; (ii) GIl (DNAmItT), D*! (33,59+2,89%) e D*°
(31,81+2,43%) (Figura 7C).

Para os valores de VCM, ndo houve diferencas estatisticas entre os dois grupos de
bovinos. Foi observado queda significativa para os animais com DNAmitl nos dias D™ e D*°,
como segue: Gl (DNAmitl), D™ (35,1+1,4fl) e D*° (34,7+1,4fl) (Figura 7D).

N&o houve diferencas significativas nos valores obtidos para CHCM dos bovinos de
Gl e GlI. Dentro do grupo GlI, houve aumento (P<0,05) nos valores de CHCM no dia D*
(32,7£1,4%) (Figura 7E).

Né&o foi verificada diferenca estatistica nos valores de proteinas plasmaticas entre os
dois grupos de bovinos. Foi observada reducdo de proteinas plasmaticas (P<0,05) nos animais
tanto de DNAmitl, quanto de DNAmItT. Os valores encontrados foram: (i) GI (DNAmitl),
D' (7,0+0,4 g/dL); (ii) GIl (DNAmItT), D*! (7,1+0,3 g/dL), D*° (7,1+0,3 g/dL) e D**
(6,7£0,4 g/dL) (Figura 7F).
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Figura 7. Médias e desvios padrdo da contagem de hemécias (A), Hemoglobina (B), Hematécrito (C), VCM
(D), CHCM (E) e Proteinas plasméticas (F) dos grupos de novilhas Guzerd com DNA mitocondrial Indicus
(DNAmitl- Linha continua) ou DNA mitocondrial Taurus (DNAmItT- Linha tracejas) mantidos na Fazenda
Escola da UNIUBE, MG.

Seta tracejada indica diferenca (P<0,05) entre os grupos nos momentos, simbolo (*) indica diferenca
(P<0,05) para Gl em relagdo ao DO. Simbolo (e) indica diferenca (P<0,05) para Gll em relagdo ao DO.
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5.3 VALORES LEUCOCITARIOS

N&o houve diferenca estatistica na contagem de leucdcitos totais, entre os bovinos
de Gl e GII. Foi observado queda significativa para os animais com DNAmitl no dia D*,
como segue: Gl (DNAmitl), D* (12580+2780/mm?) (Figura 8A).

Para os valores de segmentados, foi verificada diferenca estatistica entre os dois
grupos de bovinos no dia D zero. N&o houve diferencas (P>0,05) dentro dos grupos em
todos os momentos (Figura 8B).

Né&o houve diferenca (P>0,05) na contagem de linfécitos, entre os grupos Gl e GlI.
Dentro dos grupos, foi detectada reducdo nos valores de linfocitos (P<0,05) dos animais
tanto de DNAmitl, quanto de DNAmItT. Os valores encontrados foram: (i) GI (DNAmitl),
D* (6575+1377,1/mm%; (ii) GIl (DNAmItT), D*' (6299,8+1846,6/mm°®) e D**
(6831,9+1403,5/mm®) (Figura 8C).

Para os valores de eosinofilos, foi observada diferenca (P<0,05) entre os grupos Gl
e Gll no dia D**. Os valores encontrados foram: (i) GI (DNAmitl), D** (207+246/mm?®);
(i) GII (DNAmItT), D™ (679+530/mm?®) (Figura 8D).

Houve diferenca (P<0,05) nos valores de mondcitos, entre os grupos Gl e GlI no
dia D*. Os valores encontrados foram: (i) GI (DNAmitl) (432+201/mm?); (ii) GlI
(DNAmMItT) (259+143/mm?) (Figura 8E).

Para os valores de basofilos, ndo foi observado diferencas significativas entre os

grupos e dentro de cada um dos grupos (Figura 8F).
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Figura 8. Médias e desvios padrdo da contagem de leucdcitos totais (A), Segmentados (B), Linfécitos (C),
Eosinofilos (D), Mondcitos (E) e Basofilos (F) dos grupos de novilhas Guzera com DNA mitocondrial
Indicus (DNAmitl- Linha continua) ou DNA mitocondrial Taurus (DNAmItT- Linha tracejada) mantidos na
Fazenda Escola da UNIUBE, MG.

Seta tracejada indica diferenca (P<0,05) entre os grupos nos momentos, simbolo (*) indica diferenca

(P<0,05) para GI em relacdo ao DO. Simbolo (®) indica diferenca (P<0,05) para Gll em relagcdo ao DO.
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5.4 VALORES IMUNOFENOTIPICOS

Né&o houve diferenca (P>0,05) no valor de linfdcitos T totais, entre os bovinos de Gl e
GIl. Foi detectada uma reducdo nos valores de linfécitos T totais (P<0,05) dos animais tanto
de DNAmitl, quanto de DNAmItT nos dias D** e D*°. Os valores encontrados foram: (i) Gl
(DNAmitl), D™ (3019+1521/mm® e D*° (3168+949/mm?®); (i) GIl (DNAmitT), D*
(2708+807/mm?®) e D*° (3491+984/mm?®) (Figura 9A).

Para os valores de linfocitos T CD4", ndo foi observada diferenca (P<0,05) entre os
grupos Gl e GlI. Foi observado aumento significativo para o grupo Gl entre os momentos D**
e D*?. Para o grupo GlI houve reducdo (P<0,05) no momento D** e aumento em D*?!. Os
valores encontrados foram: (i) GI (DNAmitl), D** (1251+685/mm®) e D*# (1645+515/mm°);
(i) GII (DNAmItT), D™ (1129+332/mm?) e D*# (1751+664/mm?®) (Figura 9B).

N&o houve diferengas significativas no valor de linfécitos T citotoxicos (CD8"), entre
os grupos Gl e GII. Para o grupo Gl (DNAmitl) foi observada reducéo (P<0,05) nos dias D**
(1123+600/mm?®) e D*° (1089+312/mm°). No grupo Gl (DNAmItT), foi detectado reduco
nos dias D*! (940+270/mm®) e D*# (1358+350/mm?®) (Figura 9C).

N&o foi observada diferenca (P>0,05) nos valores de linfocitos T y8" entre os bovinos
dos grupos Gl e GlI. Foi detectada uma reducéo nos valores de linfocitos T y5* (P<0,05) dos
animais tanto de DNAmitl, quanto de DNAmItT nos dias D** e D*°. Os valores encontrados
foram: (i) GI (DNAmitl), D™ (488+308/mm°) e D*° (486+249/mm?); (ii) Gl (DNAmItT),
D*! (488+308/mm?®) e D (514+343/mm?®) (Figura 9D).

Para os valores de linfocitos T CD25", ndo houve diferenca significativa entre os
grupos de bovinos com DNAmitl e DNAmItT. Foi observado aumento (P<0,05) entre os dias
D*! (151+34/mm®) e D*# (270+79/mm?®) nos animais do grupo Gl (Figura 9E).

N&o houve diferenca (P>0,05) na relagdo CD4'/CD8" entre os dois grupos de bovinos
Gl e GllI. Foi detectado aumento (P<0,05) no dia D*° (1,27+0,47/mm® no grupo com
DNAmitl (G1) e aumento no dia D*** (1,30+0,37/mm?®) no grupo com DNAmItT (GII) (Figura
9F).

Para os valores de linfocitos B CD21" ndo houve diferencas significativas entre os
grupos Gl e GlI. Foi observada redugdo (P<0,05) no grupo Gl nos dias D*° (1591+525/mm?®)
e D% (1449+498/mm°) (Figura 10A).

N&o foi observada diferenca (P>0,05) na relacdo linfécitos T/B entre os bovinos dos

grupos | e 11. Houve reducéo (P<0,05) dentro de cada um dos grupos Gl e Gl no dia D**. Os
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valores foram: (i) GI (DNAmitl) (1,88+0,72/mm®); (ii) GII (DNAmItT) (1,84+0,65/mm?). Foi

*21(3,11+0,74/mm®) para o grupo de bovinos

observado também aumento (P<0,05) no dia D
com DNAmitl (Figura 10B).

Foi observada diferenca significativa para linfocitos NK CD335" entre os grupos Gl e
GllI no dia D** (Figura 9C). Ocorreu reducdo (P<0,05) dentro de cada um dos grupos. Os
valores encontrados foram: (i) (GI) DNAmitl, apresentou reducdo nos dias D*!
(274+113/mm®) e D*° (318+154/mm?®); (ii) (GII) DNAmItT, foi observado redugdo (P<0,05)
nos dias D** (199+85/mm?) e D**! (350+137/mm?®) (Figura 10C).

N&o houve diferencas para os valores de monécitos CD14", entre os bovinos com
DNAmitl (GI) e DNAmItT (GII). Houve aumento (P<0,05) para os bovinos do grupo Gl no

dia D**! (31+30/mm?®) (Figura 10D).
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Figura 9. Médias e desvios padrdo dos valores de linfocitos T totais (A), linfocitos T CD4" (B), linfécitos T
CD8" (C), linfocitos T Gama-delta (D), linfécitos T CD25" (E) e relagdo entre CD4*/CD8" (F) dos grupos de
novilhas Guzer4d com DNA mitocondrial Indicus (DNAmitl- Linha continua) ou DNA mitocondrial Taurus
(DNAmMItT- Linha tracejada) mantidos na Fazenda Escola da UNIUBE, MG.

Seta tracejada indica diferenca (P<0,05) entre os grupos nos momentos, simbolo (*) indica diferenca (P<0,05)
para Gl em relagdo ao DO. Simbolo (@) indica diferenca (P<0,05) para Gll em relagédo ao DO.
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Figura 10. Médias e desvios padro dos valores de linfocitos B CD21" (A), relagdo LT/LB (B), linfocitos NK
CD335" (C), mondcitos CD147(D) dos grupos de novilhas Guzera com DNA mitocondrial Indicus (DNAmitl-
Linha continua) ou DNA mitocondrial Taurus (DNAmItT- Linha tracejada) mantidos na Fazenda Escola da
UNIUBE, MG.

Seta tracejada indica diferenca (P<0,05) entre os grupos nos momentos, simbolo (*) indica diferenca (P<0,05)

para Gl em relagdo ao DO. Simbolo (®) indica diferenca (P<0,05) para GIl em relacdo ao DO.
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6 DISCUSSAO

Sabe-se que 0s bovinos indianos (Bos indicus) sdo mais resistentes ao carrapato
quando comparado aos europeus (Bos taurus). Ao realizar o cruzamento de animais taurinos
com zebuinos busca-se a complementaridade de caracteristicas desejaveis de ambas as ragas.
Entre as caracteristicas zebuinas que poderdo ser aproveitas, pode-se citar a adaptacdo ao
clima tropical, habilidade materna e resisténcia aos parasitas. Neste estudo observou-se que
ndo houve influéncia do DNA mitocondrial em relacdo a infestacdo por carrapatos. Sendo que
estes resultados corroboram com Paneto et al. (2008), no qual ao analisar vacas Guzerds com
DNA mitocondrial taurino e indicus, observou que ndo houve influéncia do DNA
mitocondrial com caracteristicas produtivas e reprodutivas como producéo total de leite na
lactacdo, duracdo da lactagéo, idade ao primeiro parto e intervalo de partos.

Como observado neste trabalho o nimero de carrapatos no momento D+21 foi de 7,30
para 0s animais com DNAmit indicus e 11,4 para os animais com DNAmit taurus, sendo que
estes resultados corroboram com Ibelli et al., 2012 onde os animais das racas Nelore, Y2
Nelore x %2 Senepol e ¥ Nelore x ¥2 Angus apresentaram valores de 8,52+7,26; 18,81+7,26 e
75,34+8,33 carrapatos respectivamente. Segundo Jonsson (2006) verificou menores
quantidades de carrapatos em animais cruzados (Bos taurus x Bos indicus) quando comparado
com as racgas puras de Bos taurus. Silva et al. (2007) expuseram fémeas bovinas a quatro
infestacdes artificiais, atribuindo a menor suscetibilidade a novilhas Nelore, resisténcia
intermediaria a fémeas Canchim x Nelore, e maior carga parasitaria nos produtos do
cruzamento entre Angus x Nelore e Simental x Nelore. Segundo Ayres et al. (2009)
analisaram dados de contagens de carrapatos em bovinos Braford pertencentes a um programa
de melhoramento e verificaram que o nimero de carrapatos diminuia a medida que a
proporcao de genes B. indicus aumentava.

Os parametros hematoldgicos sdo importantes ferramentas para avaliar tanto o estado
de saude do animal como o grau de estresse ao qual ele esta sendo submetido (ROBERTO et
al., 2010). Diversos estudos propdem o acompanhamento de pardmetros hematoldgicos para
monitorar a salde e estresse do rebanho leiteiro e relatam a associagdo destes com diferentes
patologias (CAMPOS, 2008). Varios fatores podem influenciar o quadro hematologico dos
animais domésticos, como: sexo, idade, condi¢cBes ambientais, climéaticas e de manejo
(HOLMANN, 1955 apud BIRGEL JUNIOR et al., 2001). Nos momentos D+1 e D+9, houve

queda nos valores de hemaécias, hemoglobina e hematdcrito para ambos 0s grupos, porém
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apesar da reducdo de hemacias, os valores sempre foram superiores aos encontrados por
Alves Janior et al. (2009), onde os valores médios de hemécias para animais da raga Guzera
foram de 7,88+0,39 x 10%/mm?®. A reducdo nos valores de hemécias de ambos os grupos nos
momentos D** e D™ esta relacionado respectivamente com a infestacdo por larvas e ninfas
nas fémeas bovinas da raca Guzera.

Os valores de hemacias observados neste trabalho corrobora com trabalho realizado
por Piper et al. (2008), onde apos infestacdo artificial, os animais da raca Brahman
apresentaram valores de hemacias de 9,25+0,62 x 10%/mm?.

Mesmo com a alta infestagdo de carrapatos e a reducéo nos valores de hemécias para
ambos os grupos nos dias D** e D*°, os valores de heméacias foram superiores aos encontrados
por Alves Janior et al. (2009) para fémeas Guzeras. Os valores de hemécias apresentados
pelos animais infestados deste experimento podem estar relacionados a uma caracteristica
adaptativa de zebuinos, pois segundo Alves Junior et al. (2009) bovinos das racas Guzera e
Nelore por apresentarem maior quantidade de hemacias, maior concentracdo de hemoglobina
e maior percentual do volume globular, parecem possuir melhor capacidade de adaptacdo ao
clima tropical. 1sso acontece pela facilidade de oxigenacdo do corpo, através das trocas
gasosas, que favorece a liberacdo de calor pelo animal e consequentemente a diminuicdo do
estresse térmico (DOMINGUES, 1974).

Neste experimento houve queda nos valores de VCM para os animais com DNAmit
indicus, porém no momento controle (DO) os valores de VCM para o grupo foi de 35,2fl, ja
demonstrando valor reduzido quando comparado ao trabalho de Alves Junior et al. (2009),
pois segundo o autor os valores medios de VCM para animais da raga Guzera sdo de
50,0+2,68fl. No momento D+21 o valor de VCM para o grupo Gl foi de 34,2 fl. O menor
tamanho de heméacias em animais da raca Guzera pode ser considerado como caracteristica
adaptativa, pois apesar do menor tamanho, estes animais apresentam 30% a mais de hemacias
quando comparados aos taurinos.

Como observado, os valores de proteinas plasmaticas sofreram redugéo no grupo GllI
em todos os momentos do experimento, podendo ser considerado como reflexo do consumo
de sangue pelos carrapatos. Uma vez que cada fémea de carrapato pode ser capaz de chegar
ao consumo de 0,5 a 1,0 ml de sangue até o ingurgitamento.

Tem-se observado que as contagens de glébulos brancos podem ser maiores nos
bezerros e animais de 6 meses a 3 anos de idade, porém neste experimento os valores de
leucocitos observados séo reflexo de um processo inflamatorio em resposta a infestagdo por

carrapatos.
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Os valores de leucdcitos totais neste experimento foi superior aos valores encontrados
por Piper et al. (2009). Segundo o autor os valores de leucécitos totais para animais da raca
Brahman e Holandés foram respectivamente de 13270+2260/mm? e 10840+2160/mm°. No
momento D+9 os animais do grupo Gl apresentaram queda nos valores de leucdcitos totais,
sendo reflexo da queda de linfocitos neste mesmo momento. Segundo Inokuma, et al., (1994)
a infestagdo por carrapatos geralmente levam a diminuicdo de linfocitos circulante. Neste
experimento a queda de células leucocitarias circulantes ndo deve necessariamente ser
encarada como ponto negativo e até mesmo prejucial, ja que esta reducdo pode estar
relacionada com migracdo de células para a pele em resposta a infestacao.

Em relagdo aos valores de eosinofilos circulantes, no momento D+1 os animais com
DNAmit indicus apresentaram menor namero de eosinofilos quando comparado aos animais
com DNAmit taurus, o menor valor de eosinofilos nos animais com DNAmit indicus pode
indicar possivel migracdo eosinofilica para a pele e melhor capacidade de resposta ao
carrapato. Pois segundo Carvalho et. (2010a) os bovinos geneticamente resistentes
apresentam mais eosindfilos e basofilos na pele, quando comparado aos animais susceptiveis.
Taurinos raramente alcangam os niveis de resisténcia obtidos pelas ragas indianas e isso pode
ser explicado pela hipersensibilidade e resposta inflamatéria apresentada pelos animais
zebuinos (PIPER et al., 2008). Isto pode ser comprovado através de estudos realizados com
amostras de pele. Pois segundo Carvalho et al., (2010a) ao analisar pele normal com a pele
infestada observou-se que a deplecdo de eosinofilos na lesdo de animais suscetiveis é
significativa, mas isso ndo ocorre em animais resistentes.

Como se observou, no momento D+9 ocorre reducdo nos valores de monocitos no
grupo Gll, indicando que neste momento possivelmente ocorreu maior migracdo destas
células para pele e consequentemente redugdo no sangue.

Para os animais com DNAmit indicus ocorreu reducdo de eosinéfilos no sangue no
momento D+1, enquanto que nos animais com DNAmit taurus ocorreu reducdo de mondcitos
somente no momento D+9. Indicando assim, que a resposta de bovinos com DNAmit indicus
por eosinofilos foi mais rapida quando comparada as respostas de bovinos com DNAmit
taurus. Estes resultados corroboram com Piper et al., (2009) no qual os animais taurinos
apresentam melhor resposta de macréfagos, quando comparado a animais zebuinos. Porém
neste experimento pode ser observado que esta resposta por macrofagos é tardia, ja que na
imunofenotipagem do sangue periférico do grupo com DNAmit taurus somente houve
aumento no valor de CD14" no momento D+21.
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As diferengas entre bovinos zebuinos e europeus em termos de resisténcia a doencas ja
tem sido relado (MACEDO, 2012). Porém néo se sabe qual a resposta de animais zebuinos
com diferentes DNA mitocondriais no perfil imunofenotipico apds infestacdo artificial com
larvas de carrapatos.

Pode-se analisar que os valores de linfdcitos T totais em ambos os grupos reduziu um
dia ap0s a infestacdo. Esta reducdo ocorreu em reflexo aos menores valores de linfocitos T
CD4", CD8" e y&" neste mesmo momento. Os valores de linfocitos T totais e linfocitos T
CD4" observados neste experimento foram inferiores aos resultados encontrados por Macédo
et al. (2013). Ja os valores de linfocitos T CD8" neste experimento foram semelhantes aos
encontrados pelo autor. A reducdo nos valores de linfocitos pode estar relacionada com
resposta tecidual, ja que segundo Constantinoiu et al., (2010) o nimero de linfécitos T CD4" e
T CD8" foi significativamente maior ( P < 0,05 ) na pele de Bos taurus indicus. Porém sabe-
se também que a reducdo nos valores de linfocitos T pode estar relacionada com
imunossupressdo. Ja que a saliva do carrapato apresenta diferentes fatores responsaveis por
reducdo de células T (ANGUITA et al, 2002).

A reducéo nos valores de linfocitos T y5" imediatamente apds a infestagdo com larvas
demonstra que sdo células que podem representar uma resposta eficiente no combate aos
carrapatos. Além disso, as células T y8" compreendem mais do que 70 % de linfécitos
circulantes em bezerros recém-nascidos e sdo um importante subconjunto de linfcitos em
ruminantes adultos (GUZMAN et al., 2012).

Quanto a resposta de linfocitos B CD21%, ndo houve reducdo nos animais com
DNAmit indicus, a manutencéo dos valores de células B podem estar ligadas a alteracdo do
padréo de citocinas ap0s o inicio da infestacdo, ja que a PGE; presente na saliva de R. (B.)
microplus (DICKINSON et al, 1976), é capaz de aumentar a producdo de citocinas do padréo
Th2 e diminuir as de padrdo Thl (HARRIS et al., 2002). Sendo que ao reduzir o padrédo Thl
e aumentar o padrdo Th2 ocorrerd reducdo nos valores de linfocitos T e manutencdo dos
valores linfocitos B CD21". Possivelmente os linfocitos B podem ser eficientes na reposta
contra o0s carrapatos, ja que a producdo de anticorpos pode ser capaz de levar a destrui¢do de
estruturas importantes do intestino do carrapato. Porém segundo Constantinoiu et al. (2010)
os valores de linfocitos B foi extremamente baixo em pele de animais zebuinos e taurinos

infestados artificialmente.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢cdes que se realizou o presente estudo
podemos concluir que:

-Novilhas da raca Guzerd ndo apresentam influéncias do DNA mitocondrial na
infestacdo por carrapatos;

-Novilhas da raca Guzera com alta infestacdo por carrapatos, apresentam queda de
hemaécias, hemoglobina e hematdcrito independente do DNA mitocondrial;

-Novilhas da raca Guzera apresentam baixo valor de VCM, indicando assim, menor
tamanho de hemacias;

-Novilhas da raca Guzera com DNA mitocondrial indicus apresentam possivelmente
resposta de eosindfilos 1 (um) dia ap6s a infestagdes por larvas;

-Os linfécitos T CD4", T 5" e linfocitos B CD21" sdo células que possivelmente sdo

importantes na resposta a altas infestacGes por carrapatos;
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APENDICE A- Valores de amplitudes maxima (Méax) e minima (Min), média e desvios
padrdo (dp) do perfil eritrocitario e proteinas plasmaticas dos grupos de novilhas Guzera com
DNA mitocondrial Indicus (DNAmitl) ou DNA mitocondrial Taurus (DNAmMItT) mantidos na
Fazenda Escola da UNIUBE, MG.

Gl (DNAmitl) Gll (DNAmItT)
Parametros Amplitude o Amplitude o
i ~ Meédiaxdp i ~ Meédiaxdp
Min a Max Min a Max

DO 855a10,99 10,23+0,69"%  9,38a12,09  10,48+0,84™

N - D+l  827a1028 9,11:x066"° 841all57  9,31x0,88 "
Hemacias (x10°/mm®) D+9  7,79a957 887055 7772986 897067
D+21  856a10,49 9,62+0,60°  458a10,36  9,19+1,73
DO 942126 11,6+0,88" 11,3a143  12,11+0,99"
Hemoglobina (g/dI) D+1 94a11,7 10,2+0,75"° 9,8a12,9 10,69+0,99%°
D+9 8,8a11,0 10,040,647 9,2a12,0 10,38+0,77%°
D+21 9.8a1l,5 10,5+0,60"% 58a12,1 10,40+1,78%°
o DO 28,7a40,0  36,08+3,28%  336a454  38,06+3,19%
Hematdcrito (%) D+l  286a369 3193+257"°  284a389  33,50+2,89"°
D+9 26,3a335  30,74+221"°  288a37,1  31,81+243"
D+21  29,2a374  32,89+257"°  18,7a384  32,36%556"

DO 3342374 35,2+1,6% 31,8a39,4 36,442,472

D+1 335a374 35,1+1,4°%® 31,6a39,.2 36,242,342

VCM () D+9  325a369 34714  316a388 355224

D+21  32,2a36,1 34,241,174 31,6a40,8 35,5+2,8%

DO 30,7 a2 33,2 32,1+0,84 30,7 2 34,8 31,841,248

CHCM (%) D+1  30,8a332 32,060,8%  299a345  31,8+1,4°®
D+9 31,4a335 32,7+0,6 4 31,1a358 32,7+1,4 A%

D+21  30,7a339 31,941,074 31,0a34,6 32,0+1,34%

DO 6,6a78 744042 0,0a8,0 7,640,3%%

i i D+1 62276 7,140,442 68a74 7,140,340

Proteinas Plasmaticas (PP) (g/dL) D+9 64284 7 3+0.642 64a74 7140340
D+21 6,4a76 7,040,420 6,0a72 6,7+0,4 A

Para cada parametro, letras maiusculas distintas na mesma linha indicam diferengas (P<0,05) entre os grupos. Letras

minusculas distintas nas colunas indicam diferengas (P<0,05) entre os momentos.
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APENDICE B- Valores de amplitudes maxima (Max) e minima (Min), média e desvios
padrdo (dp) do perfil leucocitario dos grupos de novilhas Guzera com DNA mitocondrial
Indicus (DNAmMiItl) ou DNA mitocondrial Taurus (DNAmItT) mantidos na Fazenda Escola da

UNIUBE, MG.
Gl (DNAmitl) GIl (DNAmItT)
A Amplitude Amplitude
Parametros ) ] Média+dp ) ] Médiazdp
Min a Max Min a Max
DO 8200 a 18200 14660+3100™2 8800 a 18300 12950+2906"7
Leucdcitos Totais D+1 8700 a 15600 13260421362 10700 a 16500 12680+2004°%
(/mm?) D+9 8100 a 17600 12580+2780° 8700 a 15700 1222042399
D+21 7100 a 15500 1307042563 9000 a 20600 12170+3343%
DO 3034 a 7350 5413,8+1605,6 1936 a 5056 3768,5+1036,952
Segmentados (/mm®) D+1 1890 a 8370 5870,0+2036,4" 3531 a 8556 5328,7+1299,742
D+9 810 a 11616 5315,8+2754,3"% 1800 a 7379 4512,4+1839,7/
D+21 2142 a 6975 4489,7+1651,5" 2134 a 8446 3928,3+1866,8"
DO 4428 211098 8514,5+1915,8" 5664 a 12627 8468,1+2165,5"
Linfécitos (/mm?) D+1 2175 a 10458 6884,2+2807,1°* 3472 a 9405 6299,8+1846,6""
D+9 3939 a 8178 6575+1377,1 A° 5151 a 9480 7103,7+1689,5"
D+21 4260 a 9936 7700,7+1629,4"2 4720 a 9246 6831,9+1403,5%°
DO 129 a 910 421+272%% 00 a 987 334+337%
Eosinofilos (/mm3) D+1 00a 670 207+246"2 124 a 1974 679+5305°
D+9 101 a 423 257+124%2 00 a 720 3324263
D+21 00 a 1240 489+39472 00 a 2472 777+7392
DO 00a728 293+208% 135a 705 380+184%
. 5 D+1 00a 620 2099+22442 00 a 904 373+258™
Monécitos (/mm°) D+9 100 a 880 43242017 87 a471 259+14382
D+21 00 a 888 349428442 00 a 2060 633+619"
DO 00a179 18457/ 00a 00 00400
Bastfilos (/mm?) D+1 00a 00 00+00" 00a00 0000
D+9 00 a 00 0000 00a132 134427
D+21 00 a 147 42467 00a00 0000

Para cada parametro, letras maiusculas distintas na mesma linha indicam diferengas (P<0,05) entre os grupos. Letras minusculas distintas
nas colunas indicam diferengas (P<0,05) entre os momentos.
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APENDICE C- Valores de amplitudes maxima (Max) e minima (Min), média e desvios
padrdo (dp) do perfil leucocitario dos grupos de novilhas Guzerd com DNA mitocondrial
Indicus (DNAmitl) ou DNA mitocondrial Taurus (DNAmItT) mantidos na Fazenda Escola da
UNIUBE, MG.

Gl (DNAmitl) Gll (DNAmItT)
Parimet Amplitude o Amplitude o
arametros ] ] Médiatdp ] ] Médiatdp
Min a Max Min a Max
DO 38,45- 59,27% 48,99+7,06% 39,78-60,66% 49,32+7,36%
Linfécitos T total 2624-5211 40874751 2530-5281 4104870
D+1 32,51-54,59% 43,57+7,63% 32,66-55,21% 43,35+7,26%
1134-5621 3019415214 1634-4006 27084807/
D+9 35,18-56,18% 47,49+6,41% 39,31-57,09% 49,0245,90%
1734-447 3168+949° 2155-5412 3491+984"°
D+21  47,77-65,93% 54,5245, 25% 44,72-79,69% 58,36+10,05%
2418-5617 2764-6286" 41914960 398141110
DO 13,78- 26,88% 18,78+4,97% 15,32- 25,22% 19,26+3,46%
Linfécitos T CD4* 1046- 1991(/mm®)  1533+282(/mm°) 2 1052-2263(/mm°)  1599+359(/mm?)"*
D+1 9,10- 25,35% 18,21+5,16% 14,18- 25,17% 18,23+3,78%
526-2427(/mm?) 1251+685(/mm?) A% 756-1623(/mm°)  1129+332(/mm%”"*
D+9 15,06- 26,94% 19,90+3,82% 16,85- 25,32% 20,93+3,35%
813-2067(/mm®) 1324+441(/mm?) A2 868-2351(/mm®)  1498+468(/mm?)"*
D+21  12,88-26,31% 21,26+4,13% 18,84- 43,46% 25,51+6,86%
880-2551(/mm®)  1645+515(/mm*)"*  1164-3428(/mm°)  1751+664(/mm?)
o . DO 12,09-24,16 % 19,41+4,01% 12,53-26,42 % 18,67+4,75%
Linfocitos T CD8 827-2210(mm°)  1640+460(/mm®)*  710-2099(/mm®)  15442379(/mm%™?
D+1 10,34-21,82 % 16,41+4,32% 10,12-23,07 % 15,30+4,12%
475-2217(mm%)  1123+600(/mm?)"°  491-1200(mm°)  940+270(/mm?)""
D+9 10,58-21,71 % 16,66+3,55% 12,23-21,08 % 16,68+3,18%
591-1577(mm?)  1089+312(/mm%)"®  703-1545(mm%)  1158+226(/mm®)"
D+21  1351-27,61% 21,41+4,36% 12,58-26,37 % 20,07+3,82%
944-2285(mm®)  1631+424(/mm})™*  940-1990(mm°)  13584+350(/mm?)""
o . DO 3,15-12,67% 7,94+2,93% 2,12- 15,39% 8,42:+4,20%
Linfocitos T y8 139 a 1199(/mm?) 686+279(/mm°)A? 208 a 1377(/mm®) 715+416(/mm°)~
D+1 2,99-9,97% 6,64+2,61% 1,79- 11,50% 7,333,27%
65 a 1027(/mm°) 488+308(/mm?®)"° 101 a 1073(/mm® 488+308(/mm?)"°
D+9 3,29-11,71% 7,0442,77% 2,26-12,50% 6,79+3,38%
130 a 958(/mm°) 486+249(/mm°)"° 133 a 1073(/mm®) 514+343(/mm°®)"°
D+21 3,60- 13,66% 8,17+3,08% 3,47- 14,86% 8,58+3,52%
153 a 1164(/mm°) 641+272(/mm3)"2 214 a 1133(/mm?) 602+312(/mm°3)"?
DO 1,28- 5,66% 2,86+1,57% 1,25- 8,00% 2,97+1,93%



Linfécitos T CD25*

D+1

D+9

D+21

DO
Linfécitos B CD21*

D+1

D+9

D+21
Razio LT/LB Do
D+1

D+9

D+21

DO

Relagdo CD4'/CD8*  D+1
D+9

D+21
DO
Linfécitos NK 335*

D+1

D+9

D+21
DO
Mondcitos CD14*
D+1

D+9

D+21

121 a 495(/mm?)

1,61- 3,25%
68 a 257(/mm>)

1,59- 6,66%
78 a511(/mm?)

2,17- 6,72%
182 a 479(/mm?)
9,91- 26,84%
881- 3152(/mm®)

16,85- 36,60%
427- 2611(/mm°)

12,33- 24,63%
592- 2112(/mm®)

10,74- 22,32%
609- 1888(/mm®)

1,35-5,38(/mm?)
0,99-3,16(/mm®)
1,42-3,28(/mm?)

2,16-4,27(/mm®)

0,60-1,94(/mm®)
0,44-2,45(/mm®)
0,84-2,44(/mm®)
0,53-1,85(/mm®)

4,04- 8,54%
191 a 899(/mm?)

2,81- 5,85%
79 a 452(/mm°)

1,94- 7,02%
76 a 531(/mm°)

3,75- 12,45%
160 a 851(/mm?)

0,95- 4,61%
00 a 15(/mm®)

0,69- 3,98%
00 a 18(/mm®)

2,53- 6,72%
03 a 58(/mm®)

2,46- 30,30%
00 a 54(/mm?)

228+114(/mm3)"2

2,32+0,53%
156+69(/mm?)"

3,89+1,92%
268+159(/mm°)"2

3,68+1,31%
274289(/mm®)"
18,42+5,16%
1706+667(/mm3)"2

24,32+6,68%
1692+663(/mm?3)"?

19,17+4,28%
1438+437(/mm?3)"

16,98+4,21%
1422+423(/mm?3)"?

2,69+1,11(/mm°)Aa
1,88+0,72(/mm°3)Abc
2,29+0,65(/mm®)Aa

3,11+0,74(/mm*)Abd

1,02+0,41(/mm3)Aa
1,19+0,52(/mm°%)Aa
1,27+0,47(/mm?)Abc
1,06+0,39(/mm?*)Aad

6,18+1,57%
536211(/mm°)"?

4,06+0,89%
274+113(/mm?)A*

4,65+1,91%
318+154(/mmP)A°

6,61+2,52%
513+207(/mm°3)"

2,36+1,25%
07+05(/mm°)"

2,25+1,15%
08+07(/mm?3)"?

4,57+1,60%
21+15(/mm3)"@

7,77+8,31%
22+19(/mm)"2

78 a 534(/mm°)

1,77- 3,82%
90 a 210(/mm>)

1,44- 6,35%
120 a 545(/mm?®)

1,84-7,02%

170 a 422(/mm?)
9,82 -27,09%

677- 3606(/mm®)

16,77- 29,36%
707-2823(/mm?)

12,72- 26,02%
979- 2483(/mm®)

14,34- 33,01%
739- 2539(/mm®)

1,39-5,51(/mm?)
1,24-3,15(/mm?)
1,65-3,59(/mm?)

1,41-4,76(/mm?)

0,71-1,48(/mm®)
0,76-1,60(/mm®)
0,86-1,69(/mm®)
0,98-1,98(/mm®)

2,10- 7,40%
134 a 817(/mm?)

1,32- 5,25%
114 a 364(/mm°)

1,55- 6,71%
147 a 425(/mm°)

2,61- 9,54%
199 a 649(/mm?)

0,81- 2,89%
02 a 13(/mm®)

0,49- 4,81%
00 a 30(/mm®)

2,03- 8,67%
03 a 27(/mm®)

1,07- 8,14%
00 a 89(/mm?)
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245+135(/mm°3)"?

2,49+0,60%
151+34(/mm?)"*

4,63+1,58%
320+127(/mm?)"«

4,2041,71%
27079(/mm?3)"ad
20,97+4,80%
1920+782(/mm?3)"?

23,94+4,39%
1618+718(/mm?)"?

19,84+4,69%
1591+525(/mm?3)A°

20,30+5,69%
1449+498(/mm?3)"°

2,44+1,16(/mm°®)Aa
1,84+0,65(/mm?®)Abc
2,33+0,77(/mm°®)Aa

3,00+1,11(/mm?)Aad

1,080,29(/mm?) Aa
1,24+0,30(/mm°®)Aa
1,29+0,28(/mm?) Aa
1,30%0,37(/mm?*) Ab

4,93+2,02%
425+225(/mm?)"@

3,27+1,23%
199+85(/mm?)A®

4,20+1,76%
279+95(/mm?3)"2

5,24+2,01%
350+137(/mm®)5

2,01+0,68%
07+03(/mm?3)"@

2,52+1,43%
10+09(/mm®)~@

4,15+1,81%
11+08(/mm°3)"2

4,94+1,96%
31+30(/mm3)A°

Para cada pardmetro, letras maiusculas distintas na mesma linha indicam diferencas (P<0,05) entre os grupos.
Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferengas (P<0,05) entre 0s momentos.



