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RESUMO

Amblyomma sculptum, carrapato da familia Ixodidae, possui como principais
hospedeiros os equinos, as capivaras e as antas. Estes hospedeiros ndo desenvolvem
uma imunidade efetiva contra o carrapato e podem apresentar altas cargas
parasitarias. Tendo em vista a necessidade de desenvolvimento de novas formas de
combate aos carrapatos, a manutencdo de colénias de A. sculptum em laboratério
com uma quantidade suficiente de espécimes para a realizacdo de experimentos é
essencial. Entretanto, o0 uso de camundongos para a manutencdo de coldnias de
A. sculptum ainda € pouco descrito na literatura. No presente estudo, o objetivo
principal foi descrever os parametros bioldgicos do carrapato A. sculptum alimentado
em diferentes linhagens de camundongos e avaliar o desenvolvimento de resposta
imune pelos hospedeiros. Para isso, a alimentacdo de A. sculptum foi feita em
camundongos C57BL/6, Swiss, BALB/c e BALB/c knockout para o receptor ST2
(kST2). Ninfas do carrapato-estrela também foram alimentadas em diferentes
densidades parasitarias e em sucessivas infestacfes. O sangue de camundongos
infestados foi coletado para avaliacdo de anticorpos. Os resultados mostraram que
camundongos das linhagens BALB/c, C57BL/6 e Swiss podem ser utilizados para
manter uma coldnia de larvas e ninfas de A. sculptum em laboratorio. Entretanto, as
ninfas alimentadas em camundongos Swiss apresentaram peso ap0s alimentacao
menor, 13,1 + 4,3 mg, e tempo médio de muda maior, 17,1 + 1,4 dias. As ninfas
alimentadas em camundongos BALB/c knockout para o receptor ST2 (kST2)
realizaram o repasto sanguineo com eficiéncia semelhante as ninfas alimentadas em
camundongos BALB/c. Porém, demoraram mais tempo para se alimentarem, 5,3+ 1,4
dias. Ninfas de A. sculptum foram mais eficientes quando alimentadas em densidades
parasitarias de 10 ninfas/camundongo. Quando cinco ninfas foram alimentadas no
mesmo local no camundongo, o peso apos a alimentacao foi significativamente menor,
12,9 + 5,3 mg em camundongos BALB/c e 12,9 + 3,9 mg em camundongos kST2. As
ninfas realizaram com sucesso a hematofagia nas trés infestacdes sucessivas em
camundongos BALB/c, kST2 e Swiss demonstrando que esses camundongos nao
desenvolveram uma resisténcia adquirida. O tempo de alimentacao foi maior quando

ninfas alimentaram em camundongos das linhagens BALB/c e kST2 previamente



infestados por carrapatos, 7,5+ 1,0 e 6,5 £ 1,3 dias, respectivamente. Ja na linhagem
Swiss, 0 tempo de alimentacdo e o tempo de muda foram menores, 4,7 +1,2e 14,3 +
0,4 dias, respectivamente. O soro dos camundongos Swiss parasitados apresentou
anticorpos antissaliva crescentes ap0s uma terceira infestacdo. Os anticorpos
presentes no soro dos camundongos Swiss reconheceram, através de Western Blot,
moléculas do extrato de glandula e da saliva do carrapato, essa Ultima representada
por duas bandas, o que indica que a saliva tem poucas proteinas imunogénicas.
Nosso trabalho mostrou que camundongos séo bons hospedeiros para o carrapato
A. sculptum, podendo ser usados por até trés infestacbes sem desenvolverem

imunidade efetiva contra o parasitismo.

Palavras-chave: carrapato-estrela; hematofagia; infestagdes; camundongos;

imunidade.



ABSTRACT

Amblyomma sculptum, a tick of the family Ixodidae, has as main hosts equines,
capybaras, and tapirs. These hosts do not develop effective immunity against the tick
and may have high parasitic loads. Because of the need to develop new ways of
combating ticks, the maintenance of A. sculptum colony in the laboratory with a
sufficient number of specimens to carry out experiments is essential. However, the use
of mice for the maintenance of A. sculptum colonies is still poorly described in the
literature. In the present study, the main objective was to describe the biological
parameters of the tick A. sculptum fed on different strains of mice and to evaluate the
development of immune response by the hosts. For this, A. sculptum was fed on
C57BL/6, Swiss, BALB/c, and BALB/c knockout mice for the ST2 (kST2) receptor. Star
tick nymphs were also fed at different parasitic densities and successive infestations.
Blood from infested mice was collected for antibody assessment. The results showed
that BALB/c, C57BL/6, and Swiss mice can be used to maintain a colony of A. sculptum
larvae and nymphs in the laboratory. However, nymphs fed on Swiss mice had lower
weight after feeding, 13.1 £ 4.3 mg, and longer mean molting time, 17.1 + 1.4 days.
Nymphs fed on BALB/c knockout mice to the ST2 receptor (kST2) performed blood
meal with efficiency similar to nymphs fed on BALB/c mice. However, they took longer
to feed, 5.3 + 1.4 days. A. sculptum nymphs were more efficient when fed at parasitic
densities of 10 nymphs/mice. When five nymphs were fed at the same location in the
mouse, the weight after feeding was significantly lower, 12.9 + 5.3 mg in BALB/c mice
and 12.9 £ 3.9 mg in kST2 mice. The nymphs successfully performed hematophagy
on the three successive infestations in BALB/c, kST2, and Swiss mice demonstrating
that these mice did not develop acquired resistance. Feeding time was longer when
nymphs fed on mice of the BALB/c and kST2 strains previously infested with ticks, 7.5
+ 1.0 and 6.5 £ 1.3 days, respectively. In the Swiss line, the feeding time and the
seedling time were shorter, 4.7 + 1.2 and 14.3 + 0.4 days, respectively. The serum of
the parasitized Swiss mice showed increasing antisaliva antibodies after a third
infestation. The antibodies present in the serum of Swiss mice recognized, through
Western Blot, molecules of the gland extract and the saliva of the tick, the latter

represented by two bands, which indicates that the saliva has few immunogenic



proteins. Our work showed that mice are good hosts for the A. sculptum tick, which
can be used for up to three infestations without developing effective immunity against

the parasitism.

Keywords: Amblyomma sculptum; hematophagy; infestations; mice; immunity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Amblyomma sculptum
1.1.1. Taxonomia e classificacéo

Carrapatos séo atropodes da classe Arachnida pertencentes a ordem Ixodida,
que contém trés familias: Argasidae, conhecidos como carrapatos de corpo mole;
Ixodidae, conhecidos como carrapatos de corpo duro; e Nattalliellidae. Esses
artrépodes sdo considerados cosmopolitas e formam um grupo bem sucedido de
artropodes hematofagos obrigatérios (Keirans; Durden, 2005).

A espécie Amblyomma sculptum, pertencente a familia Ixodidae, foi
denominada Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) durante muitos anos. Em
2014, estudos baseados em andlises morfoldgicas e ferramentas moleculares
mostraram que A. cajennense é um complexo de pelo menos seis espécies distintas,
sendo elas: Amblyomma cajennense sensu strictu, Amblyomma mixtum,
Amblyomma sculptum, Amblyomma interandinum, Amblyomma pattinoi e
Amblyomma tonelliae. Esse complexo é denominado Amblyomma cajennense sensu
lato, sendo que cada espécie esta relacionada a uma area biogeografica (Beati et al.

2013, Nava et al. 2014; Estrada-Pefia et al. 2014).

1.1.2. Ciclo biolégico

Amblyomma sculptum apresenta quatro estagios de desenvolvimento em seu

ciclo biologico, sendo eles os ovos, larvas, ninfas e adultos macho e fémea (Figura 1).
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Figura 1: Estagios de desenvolvimento de Amblyomma sculptum: Ovos (A); Larva (B);
Ninfa (C) e Adultos: Macho (D) e Fémea (E) (Neves et al., 2016).

Os adultos sdo vulgarmente chamados de “carrapato estrela” ou “rodoleiro” e
suas formas mais jovens, larvas e ninfas, sdo conhecidas como “vermelhinho” e
“‘micuim”, respectivamente. O ciclo de vida € trioxeno, necessitando de trés
hospedeiros para desenvolvimento completo (Figura 2). O ciclo biolégico tem o seu
inicio quando a fémea ingurgitada se desprende do animal e cai no solo para realizar
a oviposicao, que ocorre apés um periodo de aproximadamente 20 dias. Uma fémea
ingurgitada ovipde cerca de cinco a vinte mil ovos e a incubag¢do dos ovos no solo
dura aproximadamente 30 dias. As larvas eclodem e se fixam a um hospedeiro
suscetivel para iniciarem o ingurgitamento. Esse periodo dura de 3 a 6 dias e, quando
ingurgitadas, caem ao solo e realizam a muda para o estadio de ninfa. As ninfas se
fixam a outro hospedeiro para se alimentarem e, ap6s um periodo de 5 a 7 dias, se
desprendem e caem ao solo para realizar uma nova muda, agora para adultos, se
diferenciando em macho e fémea. No hospedeiro, o macho e a fémea realizam a
copula e, ap6s completarem o repasto sanguineo, as fémeas ingurgitadas caem ao
solo apés 7 a 10 dias, ovipdbem e iniciam um novo ciclo. O ciclo apresenta
sazonalidade e necessita de um ano para o desenvolvimento de uma geracéo
(Pereira; Labruna 1998).
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Figura 2: Ciclo biol6gico do Amblyomma sculptum (Abreu, 2018).

Cada fase do ciclo de vida do carrapato-estrela ocorre com mais frequéncia em
uma época especifica do ano. Os adultos sdo mais frequentes nos meses mais
quentes e umidos (outubro a marco). Ja as larvas ocorrem no periodo seco do ano
(abril a setembro), sendo que o pico principal é de abril a julho. As ninfas sdo mais
frequentes principalmente nos meses de junho a outubro. (Labruna et al., 2002). Além
disso, as larvas apresentam um comportamento denominado de diapausa
comportamental, que corresponde ao tempo em que essas larvas permanecem no
solo em “repouso” sem apresentarem comportamento de busca por hospedeiros
aumentando, consequentemente, o periodo sem alimentacdo dos -carrapatos
(Cabrera, 2008; Labruna et al., 2002).

O carrapato-estrela tém os equinos como hospedeiros preferenciais entre os
animais domésticos e as antas (Tapirus terrestris) como hospedeiros preferenciais
silvestres, enquanto as capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) abrangem uma grande
importancia como hospedeiros preferenciais silvestres em ambientes antrépicos pois,
além de contribuir para a presenca de populacbes de carrapatos em ambientes
urbanos e periurbanos, € o principal reservatério e fonte de infeccdo da Rickettsia
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rickettsi para o A. sculptum. (Labruna et al., 2001). Ja as formas imaturas, também
podem ser encontradas parasitando animais silvestres, aves, caes, bovinos, humanos
e outros mamiferos, devido a sua baixa especificidade (Lopes et al., 1998; Rojas;
Marini; Coutinho, 1999).

1.1.3. Distribuicao e epidemiologia

O complexo Amblyomma cajennense € encontrado na regido Neotropical,
tendo sido primeiramente descrito a partir de espécimes coletados na cidade de
Cayena na Guiana Francesa, e pode ser encontrado a partir do sul dos EUA (estados
do Texas e Florida) ao norte da Argentina (Battesti; Arzua; Bechara, 2006). No
territorio brasileiro, Martins (2014) demonstrou a existéncia de duas espécies, sendo
elas A. cajennense s. s., encontrada nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, e a
espécie A. sculptum, a Unica do complexo descrita no sudeste (Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo), sendo encontrada também no centro-oeste
(Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul), Nordeste (Pernambuco e Piaui) e sul do
estado do Parana (Nava et al., 2014a) (Figura 3). Associado ao clima tropical e
presente em areas de Pantanal, Mata Atlantica e Cerrado (Martins et al., 2016),
A. sculptum tém sua disperséo através de pequenos hospedeiros devido a sua larga

distribuicdo horizontal em areas de Cerrado (Pajuaba Neto et al., 2018).
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Figura 3: Mapa do Brasil com os estados da federagdo, demonstrando a distribuicdo
geografica do complexo Amblyomma cajennense sensu lato no pais (Martins, 2014).

A alta prevaléncia de A. sculptum em areas verdes e sombreadas de regides
urbanas e periurbanas faz com que essa espécie tenha uma grande associacdo com
humanos. Essa alta prevaléncia se deve, principalmente, a disponibilidade de
hospedeiros, como as capivaras, ja que esses hospedeiros preferenciais sao eficazes
na manutencao do ciclo do carrapato (Queirogas et al., 2012). O comportamento
agressivo por parte desse ixodideo, que mistura procura ativa e acesso ao hospedeiro
por “emboscada”, e a alta capacidade de deslocamento parecem ser as principais
caracteristicas da espécie que contribuem para o alto indice de parasitismo observado
em pessoas (Natividade et al.,, 2021; Ramos et al., 2017). Espécies como o

Amblyomma dubitatum, por exemplo, que é um carrapato adaptado as capivaras,
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possui um valor consideravelmente menor no indice de parasitismo observado em

pessoas (Ramos et al., 2017; Pajuaba Neto et al., 2018).

1.2. Importancia médica e veterinaria

Amblyomma sculptum possui grande importancia médica por ser a espécie de
carrapato mais associada as infestacées em humanos, principalmente ninfas, e por
ser o principal vetor da bactéria R. rickettsii, causadora da forma mais grave da Febre
Maculosa Brasileira (FMB). Essa € a riquetsiose de maior ocorréncia e gravidade no
pais, com mais de 2.090 casos confirmados e 681 mortes entre 2000 e 2018 (Brasil,
2019). Adicionalmente, o carrapato-estrela pode estar envolvido na transmissao de
outras bactérias possivelmente patogénicas do género Rickettsia, tais como
R. amblyommatis, R. felis, R. bellii e R. parkeri, além de espiroquetas do complexo
Borrelia burgdorferi sensu lato, causadoras da Doenca de Lyme-simile brasileira
(Nascimento et al., 2016; Bitencourth et al., 2017; Sebastian et al., 2017).

Esse carrapato também possui importancia na medicina veterinaria por causar
grandes prejuizos econdmicos na pecuaria devido a espoliagcdo sanguinea que
compromete a capacidade produtiva, desvaloriza o couro, predispde a infec¢des
secundarias e faz com que se tenham gastos com carrapaticidas que podem
eventualmente contaminar a carne, o leite e o ambiente (Serra-Freire, 1982a; Serra-
Freire, 1982b). Além disso, podem transmitir para 0s animais patdgenos como
algumas espécies de borrélias, bactérias do género Rickettsia e diferentes arbovirus
(Jongejan; Uilenberg, 2004).

1.3. Controle de carrapatos

Atualmente, o principal método de controle para as infestacdes por carrapatos
sao os acaricidas quimicos, como os amidinicos, piretroides sintéticos, fenilpirazélicos
e lactonas macrociclicas. Apesar de usualmente o uso de acaricidas apresentar
resultados eficazes no controle de carrapatos, seu uso pode trazer alguns problemas,
sobretudo quando ocorre de forma incorreta. Os principais problemas sao a selecéo
de populacdes de carrapatos resistentes as bases usadas (Furlong; Martins, 2000) e
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a contaminacéao do solo, das fontes de agua, da carne, do leite e do ambiente. Diante
desse cenario, 0 uso de acaricidas é indicado sempre em associacao a outras formas
de controle, como manejo das &reas de pastagem com a diminuicdo da cobertura
vegetal (corte e aragem), vacancia da pastagem por periodo superior a sobrevivéncia
dos carrapatos ou introducdo de espécies resistentes ao parasito (de Castro, 1997).

Além dessas medidas ja utilizadas no controle em campo, estudos vém sendo
feitos para desenvolver medidas alternativas. O controle biolégico é uma alternativa
em desenvolvimento. O uso de fungos patogénicos como Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae apresenta eficacia na eliminacdo dos parasitos, chegando a
levar a mortalidade 100% de ninfas de A. sculptum em condi¢Bes de laboratorio
(Lopes, 2007).

Outra medida que poderia ser integrada para aperfeicoar o controle de
carrapatos é a imunizacdo dos animais. Atualmente, encontram-se disponiveis
comercialmente apenas duas vacinas sob os nomes Gavac® e Ixovac®, sendo que
todas tém como base o antigeno oculto BM86, uma glicoproteina intestinal de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canales et al., 1997; Willadsen et al., 1989).
Entretanto, essas vacinas apresentam eficacia apenas para carrapatos do subgénero
Boophilus. A maior parte dos trabalhos produzidos at¢é o momento sobre o
desenvolvimento de vacinas contra carrapatos foi focada no R. microplus, carrapato
de bovinos, o que € justificado pelo grande prejuizo econémico no setor agropecuario
causado por seu parasitismo.

No intuito de desenvolver uma vacina contra A. sculptum, Franco et al. (2016)
demonstraram a presenca de inibidores da via classica do sistema complemento no
extrato de glandula salivar (EGS) de fémeas em jejum e durante todo seu periodo
alimentar. Recentemente, Costa et al. (2021) identificaram e caracterizaram trés
proteinas salivares de A. sculptum que foram chamadas de AsKunitz, As8.9kDa e
AsBasicTalil. Tais proteinas sdo expressas na glandula salivar do carrapato durante
as fases de larva, ninfa e adultos, e sdo capazes de inibir o sistema do complemento
e a cascata de coagulacdo, evidenciando a sua importancia para 0 sucesso no
processo alimentar do artropode. Essas proteinas também foram utilizadas em
ensaios vacinais com camundongos onde demonstraram resultados promissores

contra ninfas e fémeas desse ixodddeo com niveis de eficacia variando de 70 a 100%.
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1.4. Estudos envolvendo Amblyomma sculptum

Nos ultimos anos, diversos estudos importantes sobre a fisiologia, controle e a
epidemiologia de A. sculptum foram conduzidos. Dentre eles, alguns exemplos podem
ser citados. Em 2020, Higa et al. relataram pela primeira vez evidéncias moleculares
da presenca da cepa de Rickettsia parkeri da Mata Atlantica em carrapatos
A. sculptum na regido Centro-Oeste do Brasil e também detectaram pela primeira vez
o material genético de Borrelia spp. em um carrapato do género Amblyomma. Esses
dados enfatizam a necessidade de mais estudos relacionados a competéncia do
carrapato-estrela como vetor dos dois agentes descritos.

Recentemente, as alergias induzidas por picadas de carrapatos foram
consideradas um problema mundial (van Nunen, 2015). A alergia a carne vermelha
acontece quando as pessoas se tornam hipersensiveis ao carboidrato a-gal, que é
produzido em abundancia pela maioria dos mamiferos, com excecdo de alguns
primatas (inclusive os humanos). Diante disso, Araujo et al. (2016) fizeram um estudo
onde demonstraram que a injecdo de saliva de A. sculptum ou a exposicdo a
alimentacéo dos carrapatos induz anticorpos IgG e IgE anti-a-Gal em camundongos
knockout para a-1,3-galactosiltransferase, indicando assim a presenca de epitopos
contidos na a-Gal na saliva do carrapato. Esses resultados sugerem, pela primeira
vez, que picadas do carrapato A. sculptum podem estar associadas com as reacoes
alérgicas a carne vermelha no Brasil.

Devido a necessidade de mais informacdes sobre o controle de A. sculptum,
Borges et al. (2020) conduziram um estudo onde mostraram que as larvas desse
ixodideo apresentam maior sensibilidade ao grupo dos piretrdides sintéticos, seguido
pelos grupos fenilpirazois, organofosforados e lactonas macrociclicas. Esses achados
poderiam apoiar estudos visando ao controle do carrapato tanto em animais quanto
no meio ambiente.

Em 2021, Natividade et al. elucidaram alguns fatores envolvidos na dispersao
de A. sculptum, visto que a locomocdo ativa dos carrapatos estd diretamente
associada a epidemiologia dos patégenos transmitidos pelos mesmos. Os resultados
mostraram que ninfas de A. sculptum sao capazes de cobrir distancias de mais de 100

m ao longo de suas vidas, mas caminham distancias curtas por vez e mudam
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constantemente de direcdo. Esse comportamento indica que os carrapatos nao
conseguem se dispersar em longas distancias por meio da locomocao ativa.

Para o estabelecimento de eficientes estratégias de controle de A. sculptum,
com o objetivo de diminuir os prejuizos causados pelo parasitismo, estudos acerca da
biologia, da fisiologia, dos métodos de controle alternativos e da epidemiologia deste
vetor sdo de extrema importancia. Para que a maior parte desses estudos possam ser
viabilizados ou apenas alavancados, a manutengdo em laboratorio se faz necessaria
tanto para fornecer exemplares com status fisiol6gico conhecido e padronizado como
para realizar experimentos em laboratorio onde as condi¢cdes sdo mais controladas e
permitem chegar a conclusdes com mais seguranca. Sendo assim, é importante que
se estabeleca métodos de criacao eficientes do carrapato-estrela em condi¢cbes
laboratoriais.

1.5. Manutencdo do Amblyomma sculptum em laboratério

Em 1971, Neitz, Boughton e Walters desenvolveram uma metodologia de
criacdo do carrapato Ixodes rubicundus que consistia na colocacdo dos estagios de
larva, ninfa e adulto desse acaro dentro de uma camara de pano, para
acondicionamento dos carrapatos, aderida ao redor das orelhas de coelhos e outros
animais domésticos. As camaras eram abertas diariamente para a coleta dos
espécimes que terminavam o repasto sanguineo e se desprendiam do hospedeiro.
Apesar do sucesso da metodologia, a criacdo de carrapatos nao é facil devido ao seu
complexo ciclo biolégico. Os problemas encontrados na manutencgdo de col6nias de
laboratorio refletem diretamente nas lacunas existentes em nosso conhecimento das
diferentes espécies desses importantes vetores.

Ao estabelecer uma colbénia de carrapatos em laboratério, € necessario
considerar cuidadosamente as condi¢des ambientais gerais do seu habitat natural,
incluindo temperatura, umidade, ritmo diurno, tempo de atividade, comportamento de
busca, métodos e estimulos sensoriais. Dessa forma, as condi¢cdes laboratoriais
precisam ser adaptadas as necessidades especificas de cada espécie de carrapato,

buscando aumentar as chances de sucesso da colonia.
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Outro fator importante a ser considerado € o fato de que algumas espécies de
carrapatos se alimentam apenas de hospedeiros especificos ou de uma faixa estreita
de hospedeiros intimamente relacionados, enquanto outras podem ser categorizadas
como oportunistas (Sonenshine, 1975). Esse é um dos fatores que dificulta a
manutencao de colbnias de laboratorio, ja que alguns hospedeiros naturais sdo mais
dificeis de ser mantidos em condic¢des laboratoriais, como por exemplo, R. microplus
que vive parte de sua vida sobre os bovinos.

Embora a especificidade de hospedeiro seja um obstaculo, algumas espécies
ainda podem ser alimentadas em animais faceis de se manter em laboratério. O
coelho doméstico (Oryctolagus cuniculus) tem sido usado como hospedeiro
experimental para varias espécies de carrapatos ha muito tempo (Kohls, 1937;
Faccini; Chacon; Labruna, 2006) por serem facilmente manuseados e por sua
manutenc¢do nao ser trabalhosa. Varios estudos ja mostraram o sucesso ha utilizacéo
de coelhos para alimentacdo de -carrapatos: estagios imaturos de
Rhipicephalus evertsi (Londt e Van der Bijl, 1977), todos os estagios de vida de
Rhipicephalus sanguineus sensu lato, Dermacentor occidentalis,
Dermacentor variabilis, Ixodes scapularis, Ixodes pacificus, Amblyomma americanum,
Haemaphysalis leporispalustris (Troughton; Levin, 2007), Amblyomma variegatum
(Voigt et al.,, 1993), Dermacentor andersoni (Howarth; Hokama, 1983) e
Rhipicephalus appendiculatus (Bailey et al., 1960). Recentemente, Labruna (2018)
realizou um estudo onde larvas, ninfas e adultos de A. sculptum e A. cajennense s.s.
foram alimentadas com sucesso em coelhos. Nesses casos, 0 método tipico de
alimentacéo € usar um saco de alimentacdo ou cépsula preso ao dorso dos coelhos
(Rechav; Goldberg; Fielden, 1997). Alguns estudos tém utilizado animais maiores na
alimentacdo de carrapatos, como ovelhas para alimentacdo de A. americanum,
Amblyomma maculatum, D. andersoni, Dermacentor viriabilis e R. sanguineus s.l.
(Nagamori et al., 2019), Amblyomma hebraeum (Heyne et al., 1987) e Ixodes ricinus
(Bonnet et al., 2007), ou bezerros para D. andersoni (Kocan et al., 1986) e
R. appendicalutus (Musyoki et al., 2004).

Em 2005, Bouchard e Wikel descreveram uma metodologia para colonizagao
de carrapatos em laboratério utilizando camundongos (Mus musculus) para
alimentacao de larvas e ninfas. Para as larvas, o método consiste na colocacéo dos

carrapatos para alimentar em camundongos que estdo contidos com uma tela de
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arame com formato cilindrico. Os espécimes sdo colocados no pescoco e na parte
superior do camundongo, com o auxilio de um pincel. Apds um periodo de uma a duas
horas, para que as larvas se fixem, os animais sao transferidos para gaiolas com 1 cm
de 4gua e adaptadas com uma grade vazada que permite a passagem de fezes, urina
e larvas ingurgitadas. A agua da gaiola deve ser trocada e checada diariamente. As
larvas ingurgitadas devem ser coletadas com o auxilio de uma pinca. Para a
alimentacao das ninfas, tubos de polipropileno de 1,5 mL, cortados pela metade, eram
fixados no dorso do hospedeiro onde séo colocadas aproximadamente 20 ninfas do
carrapato. Essa capsula permite que as ninfas fiquem protegidas, realizando assim a
alimentacéo. Entre o tubo e a tampa € colocado um pedaco de tecido para que ocorra
a entrada de ar nos tubos. O pelo da regido de aplicacéo dos tubos é aparado proximo
a pele e as capsulas séo fixadas com resina (colophonium) e cera de abelha. Ap6s 3
a 7 dias, as ninfas ingurgitadas séo retiradas com o auxilio de uma pin¢ca ou sao
transferidas para pedacos de gaze.

A utilizagcdo de camundongos para manutencéo de col6nias de carrapato traz
diversas vantagens ja que eles comecaram a ser usados como animais de laboratorio
principalmente pelo fato de serem pequenos, muito proliferos, terem periodo de
gestacao curto, serem de facil domesticacdo e manutencédo. Logo, eles se tornaram o
mamifero mais usado na experimentacdo animal (Santos, 2002b). Além disso, como
esses animais sdo utilizados em laboratério h4 muito tempo, existe uma grande
quantidade de informacbGes basicas disponiveis sobre eles. Por outro lado,
camundongos ndo sao hospedeiros naturais de varias espécies de carrapato, sendo
necessario a realizacdo de experimentos para verificar se 0s mesmos serdo bons
hospedeiros para a espécie de carrapato de interesse do estudo. Camundongos ja
foram utilizados com sucesso em estudos com Ornithodoros rostratus (Costa et al.,
2016), I. scapularis (Anderson et al., 2017; Kurokawa et al., 2020), I. ricinus (Dusbabek
etal., 1995; Mbow et al., 1994), R. sanguineus s.l. (Ferreira; Silva, 1999) e A. sculptum
(Araujo et al., 2016; Esteves et al., 2019; Costa et al., 2021).

1.6. Respostaimune do hospedeiro
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O sucesso da alimentacéo dos carrapatos esta diretamente relacionado com a
interacdo com seus hospedeiros que envolve, principalmente, a resposta imune
desenvolvida por estes (Bouchard; Wikel, 2005). O sistema imune possui a resposta
imune inata ou natural, que € a primeira linha de defesa do organismo com a qual o
individuo ja nasce, e a resposta imune adquirida ou adaptativa, que é ativada pelo
contato com agentes infecciosos. Dentro da resposta imune adquirida, temos a
imunidade humoral, mediada por anticorpos produzidos pelos linfocitos B, e a
imunidade celular que gera resposta mediada pelos linfocitos T. Essas interacdes
imunologicas sdo importantes na biologia do carrapato, na transmissao de patdégenos
e no controle de carrapatos, visto que ambas as defesas imunoldgicas estédo
envolvidas nas respostas dos hospedeiros vertebrados a infestacao (Brossard; Wikel,
2004).

A alimentacdo do carrapato induz uma matriz complexa de respostas imunes
do hospedeiro envolvendo células apresentadoras de antigeno, células T, células B,
anticorpos, citocinas, complemento, basofilos, mastocitos, eosinoéfilos e uma série de
moléculas bioativas (Brossard; Wikel, 1997). Essas interacdes podem ser vistas como
um equilibrio entre a defesa do hospedeiro contra o carrapato e as estratégias de fuga
do carrapato contra as defesas do hospedeiro.

Uma das estratégias de fuga do carrapato envolve o sistema complemento do
hospedeiro. O sistema complemento € um dos principais mediadores humorais do
processo inflamatério junto aos anticorpos. Esse importante mecanismo da resposta
imune, que é ativado no momento da espoliacdo sanguinea, € contraposto por
moléculas ativas produzidas pelos carrapatos principalmente na saliva.

Inibidores do sistema complemento foram descritos em artrépodes
hematéfagos filogeneticamente distintos, reforcando a importancia da inibicdo do
complemento para esses organismos (Schroeder et al, 2009). Os inibidores do
complemento sao produzidos principalmente pela glandula salivar e intestino e tem
como principal funcéo inibir o ataque ao epitélio intestinal pelo sistema complemento
presente no sangue ingerido do hospedeiro. Aléem disso, durante a hematofagia, a
inibicdo do sistema complemento pela saliva reduz consideravelmente a quantidade
de antigenos salivares opsonizados com C3b, provocando uma diminui¢do parcial da

resposta inflamatoria no local da picada, minimizando assim a percepcédo do
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hospedeiro. Essas acdes sdo exemplos para que ocorra o sucesso da hematofagia
(Schroeder et al, 2009; Barros et al., 2009).

Por outro lado, alguns animais podem adquirir resisténcia a alimentacdo dos
carrapatos apdés uma infestacdo ou depois de repetidas infestacdes, resultando em
diminuicAo do peso ou até mesmo na morte de carrapatos em infestacbes
subsequentes. Allen et al. (1985) relataram que quando camundongos BALB/c foram
infestados repetidamente com D. variabilis, a quantidade de carrapatos ingurgitados
e 0 peso foram diminuindo a cada infestacdo, demonstrando assim uma resisténcia
adquirida. Em contrapartida, alguns estudos mostraram que camundongos de
laboratorio infestados sucessivamente com estagios imaturos de . ricinus (Mbow et
al. 1994), I. scapularis (Schoeler; Manweiler; Wikel, 1999) ou R. sanguineus s.l.
(Ferreira; Silva, 1999) ndo desenvolveram resisténcia adquirida.

Variacbes na composicdo genética do hospedeiro sdo fatores bem
reconhecidos na determinacdo das respostas imunolégicas a infestacdo (de Castro,
1993). Estudos realizados com linhagens isogénicas de camundongos mostraram que
o fundo genético é importante no equilibrio Th1/Th2. As células T de camundongos
C57BL/6 produzem preferencialmente citocinas do tipo Thl com alta producdo de
interferon-gama (IFN-g) e baixa de interleucina-4 (IL-4), enquanto que aqueles a partir
de camundongos BALB/c favorecem a produc¢ao de citocinas do tipo Th2, com baixos
niveis de IFN-g e IL-4 elevado (Watanabe et al., 2004). Ja os camundongos Swiss,
por serem uma linhagem heterogénica, apresentam uma resposta imune modulada.
Apesar das diferentes linhagens de camundongos apresentarem perfil
comportamental e imune diferentes, ainda ndo se sabe quais linhagens seriam mais
eficientes na criagdo dos carrapatos. Adicionalmente, seria importante saber a
quantidade ideal de carrapatos a ser utilizada em cada alimentag&o por camundongo
para se ter uma taxa de recuperacao elevada. Ter o conhecimento sobre sucessivas
infestacbes no mesmo camundongo também é importante para buscar diminuir o
namero de camundongos utilizados nas alimentacfes, mantendo o sucesso da

colbnia.
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2. JUSTIFICATIVA

Amblyomma sculptum € motivo de grande preocupacao na medicina humana e
veterindria, pela acdo espoliante, transmissdo de patégenos e contaminagdo dos
produtos de origem animal e do ambiente causado pelo uso indiscriminado de
produtos carrapaticidas. Um maior conhecimento da fisiologia, genética e
comportamento desse ixodideo é fundamental para auxiliar no estabelecimento de
novas estratégias de controle, visando minimizar os prejuizos causados pelo
parasitismo e evitar surtos de transmissao de patdégenos.

Tendo em vista essa necessidade de desenvolvimento de novas formas de
combate aos carrapatos, a manutencdo de uma colbnia de A. sculptum em laboratério
com uma quantidade suficiente de espécimes para a realizacdo de experimentos é
essencial. O uso de camundongos para a manutencdo de colbnias do carrapato-
estrela em laboratdrio ainda € pouco descrito na literatura. A utilizacdo desses animais
como hospedeiros seria uma excelente opcdo por serem de facil manutencdo e
observacédo. Além disso, existem grandes quantidades de informacdes bésicas
disponiveis sobre eles e baixo custo de manutencdo quando comparados com outros
animais. Mas para que se torne viavel a utilizacdo de camundongos na manutencao
da col6nia, é de grande importancia saber se esses animais sdo bons hospedeiros

para o A. sculptum, visto que eles ndo sédo hospedeiros naturais desses carrapatos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Descrever os parametros biolégicos do carrapato Amblyomma sculptum
alimentado em diferentes linhagens de camundongos e caracterizar o0

desenvolvimento de resposta imune pelos hospedeiros.

3.2. Objetivos especificos

° Comparar os parametros alimentares e de desenvolvimento de larvas,
ninfas A. sculptum alimentados em camundongos de diferentes linhagens;

) Descrever os parametros alimentares e reprodutivos de fémeas de
A. sculptum alimentadas em camundongos Swiss;

° Comparar os parametros alimentares e de desenvolvimento, em
diferentes densidades parasitarias, de ninfas de A. sculptum alimentadas em
camundongos BALB/c e BALB/c knockout para o receptor ST2;

) Comparar os parametros alimentares e de desenvolvimento, em
diferentes infestagbes sucessivas, de ninfas de A. sculptum alimentadas em
camundongos;

° Avaliar os niveis de IgG contra antigenos da saliva de A. sculptum
produzidos pelos camundongos Swiss imunizados;

) Avaliar o reconhecimento de antigenos salivares de A. sculptum pelo

soro de camundongos Swiss usados como fonte alimentar por ninfas;
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4. METODOLOGIA

4.1. Aspectos éticos

Todos os procedimentos envolvendo animais estdo de acordo com o0s
principios para utilizagdo de animais em pesquisa e foram aprovados pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA/UFMG), sob os protocolos de niimero
103/2017 e 60/2020 (Anexo ).

4.2. Coleta de carrapatos

Fémeas ingurgitadas e semi-ingurgitadas de A. sculptum, foram coletadas do
plantel equino da Fazenda Modelo da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
localizada em Pedro Leopoldo, MG, durante o periodo de prevaléncia das formas
adultas (Novembro a Marco). Os espécimes foram identificados segundo critérios
morfolégicos com a ajuda de uma chave de classificacdo (Battesti; Arzua; Bechara,
2006; Nava et al. 2014). As fémeas também foram obtidas através da colénia de A.
sculptum mantida no Laboratério de Fisiologia de Insetos Hematofagos (LFIH) no
Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da UFMG que é originaria de carrapatos

coletados neste mesmo local.

4.3. Manutencao da colénia em laboratério

Para a manutencéo da col6nia de A. sculptum, as fases de larva, ninfa e adulto
dos carrapatos foram alimentadas em camundongos da linhagem Swiss obtidos do
Centro de Bioterismo da UFMG. Os animais foram mantidos no biotério do Laboratorio
de Fisiologia de Insetos Hematéfagos (LFIH) ICB — UFMG em gaiolas de plastico com
acesso livre a racao (Nuvilab) e 4gua, a uma taxa de lotacéo de até 10 animais/gaiola.
ApoOs o repasto, 0s espécimes permaneceram em estufa BOD sob condicbes de
temperatura e umidade controladas (27 £ 1°C e 70 £ 5%) até a ecloséo das larvas e

muda entre os estadios.
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4.4. Avaliacdo dos parametros biolégicos de Amblyomma sculptum

Para a avaliacdo dos parametros bioldgicos de A. sculptum, carrapatos com 30
dias apés a muda foram alimentados em camundongos de acordo com 0S grupos

experimentais (Tabela 1).

Tabela 1. Grupos experimentais para avaliacdo dos parametros biol6gicos de
Amblyomma sculptum alimentados em camundongos

Experimento 1: Avaliacdo dos parametros biol6gicos de Amblyomma sculptum
alimentados em camundongos de diferentes linhagens

Grupo 1
e 3 camundongos BALB/c com 150 larvas em cada

e 3 camundongos C57BL/6 com 150 larvas em cada
e 3 camundongos Swiss com 150 larvas em cada

Grupo 2
e 3 camundongos BALB/c com 12 ninfas em cada

e 3 camundongos C57BL/6 com com 12 ninfas em cada
e 3 camundongos Swiss com com 12 ninfas em cada

Grupo 3
e 6 camundongos BALB/c com 10 ninfas em cada

e 6 camundongos BALB/c knockout para ST2 com com 10 ninfas em cada

Grupo 4
e 20 camundongos Swiss com 1 macho e 1 fémea em cada

|
Experimento 2: Avaliagdo dos parametros biologicos, em diferentes densidades

parasitarias, de ninfas de Amblyomma sculptum alimentadas em camundongos

Grupo 5
e 6 camundongos BALB/c com 5 ninfas em cada

e 6 camundongos BALB/c com 10 ninfas em cada

Grupo 6
e 6 camundongos BALB/c knockout para ST2 com 5 ninfas em cada

e 6 camundongos BALB/c knockout para ST2 com 10 ninfas em cada
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Experimento 3: Avaliacdo dos parametros biolégicos das ninfas de
Amblyomma sculptum alimentadas sucessivamente em camundongos

Grupo 7
e 6 camundongos BALB/c com 10 ninfas em cada

Grupo 8
e 6 camundongos BALB/c knockout para ST2 com 10 ninfas em cada

Grupo 9
e 15 camundongos Swiss com 12 ninfas em cada

Para a alimentacéo das larvas, os camundongos foram anestesiados com uma
combinacdo de 150 mg/Kg de peso vivo de Ketamina (Ketamin-S; Cristalia) e 10
mg/Kg de peso vivo de xilazina (Rompum; Bayer Healthcare S.A) por via
intraperitoneal. Depois de anestesiados, cada camundongo foi infestado com 150
larvas distribuidas por toda a extensao do animal para que se fixassem e realizassem
a alimentacdo. Os camundongos foram mantidos anestesiados por uma hora para que
as larvas pudessem se fixar sem que fossem perturbadas pelo camundongo. Apos
este periodo, os camundongos foram colocados em gaiolas com maravalha e
mantidos em ambiente a 28°C, até retornarem completamente da anestesia. Em
seguida, as gaiolas contendo os camundongos foram mantidas em ambiente com
condi¢cbes de temperatura e umidade controladas (25 = 1°C e 70 + 5% UR) e variacao
de claro/escuro a cada 12 horas. No segundo dia ap0s a infestacdo, os camundongos
foram transferidos para gaiolas com o fundo coberto com 2 cm de agua e mantidos
isolados da agua através de uma grade vazada que permitia a passagem de fezes,
urina e larvas ingurgitadas. As larvas ingurgitadas foram coletadas a partir do terceiro
dia apoés a infestacdo com o auxilio de uma pinca.

Para a alimentagédo das ninfas e adultos, foi utilizada a metodologia de
Bouchard & Wikel (2005) com modificacdes. Essa técnica se baseia na fixacdo de
camaras de alimentacdo no dorso (regiao da cernelha) de camundongos previamente
anestesiados. As camaras foram confeccionadas a partir de tubos de polipropileno de
1,5 mL (Eppendorf Tube®) cortados, permanecendo com aproximadamente 1,5 cm
de altura. As tampas receberam pequenos furos para permitir a entrada de umidade.
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Para a fixacdo das camaras com adesivo de contato (Brascoplast Standard, Brascola),
0s animais foram anestesiados com 150 mg/Kg de peso vivo de Ketamina (Ketamina-
S; Cristalia) e 10 mg/Kg de peso vivo de Xilazina (Rompum; Bayer Healthcare S.A)
por via intraperitoneal (Figura 4). Apos 24h da fixagdo das camaras, os carrapatos

foram colocados dentro de cada camara.

Figura 4: Colagem da camara de alimentagdo em camundongo Swiss.

Durante os experimentos, os camundongos permaneceram em gaiolas de
plastico de 50 cm de comprimento, 36 cm de largura e 15 cm de profundidade, com
acesso livre aracdo (Nuvilab) e agua, a uma taxa de lotacéo de até 10 animais/gaiola,
com maravalha. As gaiolas contendo os camundongos foram mantidas em ambiente
com condi¢cbes de temperatura e umidade controladas (25 + 1°C e 70 £ 5% UR) e
variacao de claro/escuro a cada 12 horas. As camaras foram verificadas diariamente
para a retirada dos carrapatos. Para 0s experimentos com sucessivas infestacdes das
ninfas, foram utilizados os mesmos camundongos com intervalos de 20 dias entre as
exposicoes, seguindo a metodologia de Bouchard & Wikel 2005 para cada infestagcéo
realizada.

Todos as larvas, ninfas e adultos que completaram a alimentacéo e se soltaram
espontaneamente foram retirados, pesados e mantidos separadamente em um tubo
de polipropileno de 1,5 mL (Eppendorf Tube®) com a tampa contendo pequenos furos

para permitir a entrada de umidade. Os carrapatos foram mantidos em estufa BOD
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em condicbes de temperatura e umidade controladas (28 + 2°C e 90 = 5% de

umidade).

4.5. Obtencdo da saliva e do extrato de glandula salivar (EGS) de

Amblyomma sculptum

A saliva foi obtida a partir de fémeas ingurgitadas de A. sculptum coletadas no
campo. Apos a coleta, elas foram levadas ao laboratorio de Fisiologia de Insetos
Hemato6fagos do ICB-UFMG, lavadas com 4gua destilada e os pesos anotados para
a estimulacao da salivacéo, as fémeas foram afixadas pelo dorso em um suporte, com
o auxilio de fita dupla-face (3M) e injetados 3 a 5 L de pilocarpina (SIGMA) a 2% em
PBS (pH 7,4) diretamente na hemocele com auxilio de uma seringa (Hamilton)

acoplada a um disparador (Hamilton) (Figura 5a).

Figura 5: Extracdo da saliva de Amblyomma sculptum. (A) Aplicacédo de pilocarpina

2% na hemocele dos carrapatos. (B) Coleta da saliva com o auxilio de micropipeta.

Os carrapatos foram mantidos em camara iumida a 37°C durante 2 horas ou até
o fim da salivagéo (Figura 5b). A saliva foi coletada com o auxilio de uma micropipeta
e transferida para tubos de 1,5 mL mantidos em gelo para em seguida serem
estocadas a -80°C até o uso. Todos os procedimentos foram realizados no maximo
duas horas ap0s a coleta do carrapato.

Para a obtencéo do EGS, fémeas em jejum de A. sculptum coletadas no campo

e obtidas através da alimentacdo em camundongos em laboratorio foram lavadas com
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agua destilada, pesadas e mantidas em gelo até o momento da dissecacéo, que foi
realizada no mesmo dia da coleta. Os carrapatos foram dissecados com o auxilio de
uma lupa (Leica EZ4) (Figura 6a) e cada par de glandulas salivar foi retirado em
solucdo salina (NaCl 0,9%) (Figura 6b) e transferido para tubos de microcentrifuga
(Eppendorf Tube®) de 1,5 mL contendo 10 pL de salina.

Figura 6: Obtencao do Extrato de Glandula Salivar (EGS) de Amblyomma sculptum.
(A) Fémea com tegumento rebatido para visualizacdo dos o6rgdos internos. (B)

Glandulas salivares isoladas.

As amostras foram tratadas por ultrassom em banho-maria (Branson 1510) por
40 segundos e centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 14.000 g. O sobrenadante foi

transferido para um novo tubo que permaneceu a -80°C até o momento dos ensaios.

4.6. Extracdo de soro dos camundongos

O sangue dos camundongos Swiss do grupo 9 foi coletado sete dias apds cada
exposicdo. Os animais eram previamente anestesiados por via intraperitoneal com
Ketamina 150 mg/kg (Cristalia) e Xilazina 10 mg/kg (Bayer). As coletas de sangue
foram realizadas no plexo ocular retirando um volume de sangue de aproximadamente
50 pL por animal. O sangue foi imediatamente transferido para tubos de 1,5 mL e
mantido a temperatura ambiente por uma hora. Apés centrifugacédo a 5.000 g por 30

minutos, o soro foi transferido com o auxilio de uma micropipeta para microtubos de
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1,5 ml e armazenado a -20°C até o uso. Uma semana apo0s a terceira infestacao, o
sangue de cada camundongo foi obtido através da decapitacdo dos animais
previamente anestesiados. O soro obteve o mesmo tratamento para ser armazenado

a -20°C até o uso.

4.7. Quantificacdo de proteinas

Apos a coleta da saliva e preparacéo do EGS, a quantidade de proteinas totais
nas amostras foi mensurada através do método de Bradford (1976), que foi
determinada seguindo uma curva padréao de concentracdo de albumina bovina. Foram
utilizados 20uL da amostra diluidos a 1:30 em salina 0,9% e distribuidas em triplicatas,
em placas de 96 pocos, e entdo medidas em leitor de ELISA (Molecular Devices) com
comprimento de onda de 595 nm. Com o resultado, a quantidade de proteinas a ser
utilizada em cada ensaio foi ajustada.

4.8. SDS-PAGE e Western Blot

As eletroforeses em géis de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) foram realizadas de acordo com a metodologia de Laemmli (1970). Para
a realizacdo do western blot, foi realizado um SDS-PAGE a 12,5% onde foram
aplicadas as amostras de EGS e saliva de A. sculptum. Apds a corrida, as moléculas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (HybondTMP,
AmershamBiosciences) durante duas horas a 90 V (~200 mA) em banho de gelo. Os
sitios de ligacao livres da nitrocelulose foram bloqueados com PBS-T (PBS + 0.05%
Tween 20) contendo 10% de leite em p6 desnatado por 2 horas sob agitacdo. Em
seguida, a membrana foi lavada 3 vezes, durante 10 minutos com PBS-T, sob
agitacdo. A membrana foi incubada por 1 hora com os soros dos camundongos apos
a 32 infestacao diluidos em PBS-T na concentracdo de 1:100, a temperatura ambiente,
sob agitacdo. Apos 3 lavagens de 7 minutos com PBST, sob agitacdo, foi feita a
incubacdo da membrana por 1 hora com anti-IgG de camundongo conjugado com
peroxidase (Sigma-Aldrich) diluido em PBS (pH 7,4) na concentracdo de 1:1000. Apés
esse periodo, a membrana foi novamente lavada, 2 vezes, por 7 minutos, com PBS-
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T e 1 vez com PBS e, entdo, revelada com os reagentes do kit DAB Substrate Kit for

Peroxidase (Vector Laboratories Inc.).

4.9. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

A técnica de ELISA realizada foi adaptada de Rohousova et al. (2005). Uma
microplaca de ELISA Maxisorp (Nunc®) foi sensibilizada durante 12 horas, a
temperatura de 4°C, dentro de uma camara umida com 0,5 pug de saliva diluida em
tampao carbonato (NaHCO3 35 mM; Na2CO3, 15 mM; pH 9.6). Os pocos
sensibilizados foram bloqueados com 200 ul de solugéo bloqueadora (NaCl 8 g; KCI
0,2 g; Na2HPO4 1,44; KH2PO4 0,24 g; H20 1000 mL + 0,05% Tween-20 + 5% de leite
em po desnatado) durante 2 horas a 37°C. Apoés o bloqueio, cada poco foi lavado trés
vezes utilizando-se PBS-T (NaCl 8 g; KCI 0,2 g; Na2HPO4 1,44 g; KH2PO4 0,24 g;
H20 1000 mL + 0,05% Tween-20). Foram adicionados 50 pL de soro dos
camundongos Swiss controle e imunizados apos as 12, 22 e 32 infestacdes na diluicédo
de 1:160 em solucdo PBS-T (PBS-T + 0,1% BSA) e incubados a 37°C por uma hora
sob agitacdo. Cada um dos tratamentos foi realizado em triplicata. A deteccao dos
anticorpos anti-saliva de A. sculptum foi realizada com adicao de anticorpo anti-mouse
IgG conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich). Foram transferidos para cada poco,
50 pL do anticorpo anti-mouse IgG peroxidase diluido a 1:50.000 em PBS-T + 0,1%
BSA e incubados por uma hora a 37°C. Os anticorpos nao aderidos foram lavados
como descrito acima. Apds nova lavagem, os pocos foram rapidamente preenchidos
com 100 pL de substrato OPD-H202 (1 mg/mL de O- PhenyleneDiamine [Sigma: P-
9029]) dissolvido em tampéo citrato de sédio (acido citrico 50 mM; Na2HPO4 50 mM;
pH 5,0) e incubados por 15 minutos a temperatura ambiente no escuro. A reacao foi
parada com adicdo de 100 pL de &cido sulfarico 1 M por poco. As leituras foram
executadas a 450 nm em leitor de microplacas (Versa Max, Molecular Devices®) e 0s

dados gerados foram utilizados para os calculos estatisticos.

4.10. Andlises estatisticas
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Os dados obtidos foram analisados através do software GraphPadPrism 5.0 e
representados pela média + desvio padrdo. A comparacao entre dois grupos foi feita
pelo Teste T. No caso de comparacao entre mais de dois grupos, foi feito o ANOVA e
poés teste de Bonferroni. O teste de Qui-Quadrado foi utilizado para analisar dados de

frequéncia. O nivel de significancia considerado foi p< 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros biolégicos de Amblyomma sculptum alimentados em

camundongos de diferentes linhagens

Larvas e ninfas de A. sculptum foram alimentadas em diferentes linhagens de
camundongos para avaliar se existe diferenca no desempenho alimentar dos
carrapatos de acordo com a linhagem do camundongo. Os dados obtidos sobre os
parametros bioldgicos das larvas ao alimentar nas linhagens BALB/c, C57BL/6 e
Swiss estéo representados na Tabela 2. A porcentagem de recuperacgao de larvas nos
camundongos C57BL/6 foi 14,3% maior que em camundongos BALB/c e 41,8% maior
gue em camundongos Swiss. O tempo médio de alimentacdo na linhagem BALB/c foi
de 4,1 dias, ligeiramente maior do que o tempo de alimentacdo das larvas em
camundongos C57BL/6 e Swiss, cujo periodo médio foi de 3,3 e 3,5 dias,
respectivamente. Entretanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa
(p>0,05). O peso das larvas ap0s a alimentagcdo ndo apresentou diferenca estatistica
significativa (p>0,05) entre os trés grupos avaliados. A média de peso apds a
alimentacdo foi de 0,8 mg em camundongos BALB/c e Swiss, e 0,9 mg em
camundongos C57BL/6. A porcentagem de muda das larvas variou de 57,7 a 78,4%
nos trés grupos estudados. O periodo compreendido entre o desprendimento das
larvas ao término da ecdise larva/ninfa, nos trés grupos, variou entre 10 a 11 dias.

Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).
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Tabela 2: Parametros biologicos de larvas de Amblyomma sculptum alimentadas em

camundongos das linhagens BALB/c, C57BL/6 e Swiss.

Parametros BALB/c C57BL/6 Swiss

n (n/camundongo) 450 (150) 450 (150) 450 (150)
Recuperacéo (%) 8,4 9,8 57
Tempo de alimentacéo (dias)* 4,1 +0,32 3,3+0,52 3,5+0,52
Peso apos a alimentacao (mg)* 0,8 +0,22 0,9+0,22 0,8 +£0,22
Muda (%) 71,8 78,4 57,7
Tempo de muda (dias)* 10,7+0,9* 110+1,1® 11,6%1,22

*Média + DP, valores em uma linha seguidas por letras diferentes apresentam
diferencas significativas pelo teste ANOVA/Bonferroni (p<0,05).

A Tabela 3 apresenta os dados obtidos na avaliacdo dos parametros biolodgicos
das ninfas ao alimentar nas linhagens BALB/c, C57BL/6 e Swiss. A porcentagem de
recuperacdo foi de 91,6% em camundongos BALB/c, 88,8% em camundongos
C57BL/6 e de 75% em camundongos Swiss. O tempo de alimentacdo ndo apresentou
diferenca estatistica nas trés linhagens testadas (p>0,05). Esse periodo para o0s
camundongos das linhagens BALB/c, C57BL/6 e Swiss teve média de 5,4, 5,2 e 4,9
dias, respectivamente. Em relacdo ao peso médio das ninfas apds a alimentacéo,
houve diferenca estatistica significativa apenas entre as linhagens BALB/c e Swiss
(p<0,05). As ninfas alimentadas em camundongos BALB/c obtiveram um peso médio
24,3% maior que as ninfas alimentadas em camundongos Swiss e 16,4% maior que
as ninfas em camundongos C57BL/6. A porcentagem de muda das ninfas alimentadas
nas trés linhagens variou entre 83,3% e 92,3% nas linhagens BALB/c e Swiss,
respectivamente. O tempo médio de muda obteve diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparado entre as trés linhagens. Ninfas alimentadas
em camundongos BALB/c e C57BL/6 apresentaram tempo médio de muda de 14,8 e
15,1 dias, respectivamente. Esses valores sao significativamente menores (p<0,05)
em relacdo as ninfas alimentadas em camundongos Swiss, que tiveram o tempo
médio de 17,1 dias.

43



Tabela 3: Parametros biologicos de ninfas de Amblyomma sculptum alimentadas em

camundongos das linhagens BALB/c, C57BL/6 e Swiss.

Parametros BALB/c C57BL/6 Swiss

n (n/camundongo) 36 (12) 36 (12) 36 (12)
Recuperacéo (%) 91,6 88,8 75,0
Tempo de alimentacéo (dias)* 54+1,18 52+0,62 49 +1,42
Peso apds a alimentagdo (mg)* 17,1 +£4,92 14,3+54% 13,1+4,3°
Muda/camundongo (%) 88,8 83,3 92,3
Tempo de muda (dias)* 14,8+0,82 151+0,82 17,1+1/4°

*Média + DP, valores em uma linha seguidas por letras diferentes apresentam
diferencas significativas pelo teste ANOVA/Bonferroni (p<0,05).

Ninfas de A. sculptum foram alimentadas em camundongos BALB/c e BALB/c
knockout para o receptor ST2 (kST2). Os parametros biolégicos dos dois grupos foram
comparados a fim de verificar se as ninfas conseguiriam se alimentar em
camundongos kST2 (Tabela 4). De forma geral, as ninfas de A. sculptum alimentadas
em camundongos kST2 tiveram parametros bioldgicos bem semelhantes as ninfas
gue alimentaram em camundongos BALB/c. Apenas o tempo médio de alimentacéo
apresentou diferencas significativas (p<0,05). Ninfas alimentadas em camundongos
BALB/c apresentaram o tempo médio de alimentacdo de 4,6 dias, significantemente
menor (p<0,05) do que o tempo médio de 5,3 dias das ninfas alimentadas em

camundongos kST2.
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Tabela 4: Parametros biologicos de ninfas de Amblyomma sculptum alimentadas em

camundongos das linhagens BALB/c e BALB/c knockout para o receptor ST2 (kST2).

Parametros BALB/c kST2

n (n/camundongo) 60 (10) 60 (10)
Recuperagéo/camundongo (%) 96,7 £ 5,22 80,0 £ 16,72
Tempo de alimentacéo (dias)* 4,6 +0,82 53+1,4°
Peso apos a alimentacao (mg)* 17,4 £ 4,92 16,4 £ 4,52
Muda/camundongo (%) 80,2 + 29,42 91,4+7,02
Tempo de muda (dias)* 15,8 + 3,72 15,9 + 3,12

*Média + DP, valores em uma linha seguidas por letras diferentes apresentam
diferencas significativas pelo teste t (p<0,05).

Adultos de A. sculptum foram colocados para alimentar em camundongos
Swiss a fim de verificar se as fémeas teriam um bom desempenho na alimentacéo e
na oviposicao (Tabela 5). A porcentagem de recuperacao foi de 85%, ou seja, 17 entre
as 20 fémeas colocadas para alimentar junto com os machos foram recuperadas. O
tempo médio de alimentacéo foi de 12,0 dias, e a média de peso ap6s a alimentacéo
foi de 629,2 mg. Das fémeas recuperadas, 82,4% realizaram a oviposi¢do. A média
de peso da massa de ovos postos foi de 358,9 mg, e a porcentagem de eclosdo
desses ovos foi de 40,9%. Outro parametro avaliado foi a capacidade de oviposicao,
que indica quanto do peso final das fémeas é usado na producao de ovos. A média
da capacidade de oviposicédo das fémeas foi de 49,6%.
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Tabela 5: Parametros biologicos de fémeas de Amblyomma sculptum alimentadas em

camundongos Swiss.

Parametros Média £ DP
n (n/camundongo) 20 (1)
Recuperacéo (%) 85,0
Tempo de alimentacéo (dias) 12,0+ 3,9
Peso apos a alimentacao (mg) 629,2 £ 2814
Fémeas férteis (%) 82,4
Massa de ovos (mg) 358,9 + 168,7
Ecloséo (%) 40,9 + 27,8
Capacidade de oviposicao (%)* 49,6 + 15,0

*Capacidade de oviposicdo = (peso da massa do ovo/ peso inicial da fémea) x 100

5.2. Avaliacdo dos parametros biolégicos, em diferentes densidades
parasitarias, de ninfas de Amblyomma sculptum alimentadas em

camundongos BALB/c e camundongos kST2

Para avaliar se os parametros alimentares dos carrapatos séo alterados pela
densidade parasitéaria, foi feita a comparacéo colocando 5 e 10 ninfas de A. sculptum
para se alimentar em camundongos BALB/c e camundongos kST2.

Os carrapatos alimentados em camundongos BALB/c ndo apresentaram
diferencas estatisticas (p>0,05) entre os grupos com 5 e 10 ninfas na porcentagem de
recuperacdo (Tabela 6). Apesar disso, é possivel observar que a porcentagem de
recuperacdo do grupo 10 ninfas é maior que a do grupo 5 ninfas. O tempo médio de
alimentacdao quando 5 ninfas se alimentam juntas foi de 5,2 dias, significantemente
maior (p<0,01) que o tempo médio de alimentacao de 4,6 dias das ninfas quando 10
ninfas se alimentam juntas. O peso médio das ninfas quando 5 ninfas se alimentam
juntas foi de 12,9 mg, significantemente menor (p<0,01) que o peso médio de 17,5 mg
das ninfas quando 10 ninfas se alimentam juntas. A porcentagem de muda e o tempo

médio de muda ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05) entre os grupos.
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Ao analisar os resultados de todos os parametros descritos, podemos inferir que as
ninfas alimentadas em uma densidade parasitaria maior tiveram um desempenho

melhor do que as ninfas alimentadas em uma densidade parasitaria menor.

Tabela 6: Parametros biologicos de ninfas de Amblyomma sculptum alimentadas em

camundongos BALB/c com diferentes densidades parasitarias.

Parametros 5 ninfas 10 ninfas
n (n/camundongo) 30 (5) 60 (10)
Recuperacgéo/camundongo (%)* 60,0 £ 42,02 96,7 £ 5,22
Tempo de alimentacéo (dias)* 5,2+0,62 4,6 +0,8°
Peso apods a alimentacao (mg)* 12,9 £+ 5,32 17,4 + 4,9b
Muda/camundongo (%) 67,0 £ 38,72 80,2 + 29,42
Tempo de muda (dias)* 16,2 + 3,32 15,8 £ 3,72

*Média + DP, valores em uma linha seguidas por letras diferentes apresentam
diferencas significativas pelo teste t (p<0,05).

Os carrapatos alimentados em camundongos kST2 ndo apresentaram
diferencas estatisticas (p>0,05) entre os grupos com 5 e 10 ninfas na porcentagem de
recuperacédo, no tempo médio de alimentacdo, na porcentagem de muda e no tempo
meédio de muda (Tabela 7). Assim como observado com a linhagem selvagem, o peso
médio das ninfas quando 5 ninfas se alimentam juntas foi de 12,9 mag,
significantemente menor (p<0,01) que o peso médio de 16,4 mg das ninfas quando 10

ninfas se alimentam juntas.
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Tabela 7: Parametros biologicos de ninfas de Amblyomma sculptum alimentadas em
camundongos BALB/c knockout para o receptor ST2 (kST2) com diferentes

densidades parasitarias.

Parametros 5 ninfas 10 ninfas
n (n/camundongo) 30 (5) 60 (10)
Recuperacédo/camundongo (%)* 83,3+ 8,22 80,0 £ 16,72
Tempo de alimentacéo (dias)* 55+1,32 53+1,42
Peso apos a alimentacao (mg)* 12,9 + 3,92 16,4 + 4,5°
Muda/camundongo (%) 70,8 £ 31,12 91,4+7,02
Tempo de muda (dias)* 17,1 + 3,22 15,9 + 3,12

*Média + DP, valores em uma linha seguidas por letras diferentes apresentam
diferencas significativas pelo teste t (p<0,05).

Assim como o observado nas ninfas alimentadas em diferentes densidades em
camundongos BALB/c, apesar da porcentagem de recuperacdo nos dois grupos ser
semelhante, as ninfas alimentadas em uma densidade parasitaria maior nos
camundongos kST2 tiveram um desempenho melhor do que as ninfas alimentadas

em uma densidade parasitaria menor nos camundongos kST2.

5.3. Parametros biolégicos das ninfas de Amblyomma sculptum alimentadas

sucessivamente em camundongos

Diferentes parametros biolégicos das ninfas de A. sculptum alimentadas
sucessivamente em camundongos foram mensurados.

Ninfas alimentadas sucessivamente em camundongos BALB/c tiveram uma
diminuicdo na recuperacdo da primeira para a segunda infestacéo, seguido de um
aumento da segunda para a terceira infestacdo (Tabela 8). A porcentagem de
recuperacdo da primeira infestagcdo foi 52,7% maior que a porcentagem de
recuperacdo da segunda infestacdo. Houve um aumento na porcentagem de
recuperacdo da segunda para a terceira infestacdo de 2,7%. Apesar da grande

diferenca na porcentagem de recuperacao, esse dado n&o apresentou diferenca
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estatistica (p>0,05). A média de tempo de alimentacdo das ninfas na primeira
infestacéo foi de 4,6 dias, significantemente menor (p<0,001) que a média da segunda
infestacdo que foi de 5,7 dias e significantemente menor (p<0,001) que a média da
terceira infestacao, de 7,5 dias. Podemos observar também que o tempo médio de
alimentacéo apresentou um aumento crescente da primeira para a terceira infestacao.
O peso médio das ninfas na primeira infestacdo foi de 17,4 mg, significativamente
maior (p<0,01) que o peso médio de 14,0 mg das ninfas da segunda infestacdo. O
peso médio das ninfas na terceira infestacéo foi de 17,6 mg, significativamente maior
(p<0,05) que o peso médio da segunda infestacdo. A porcentagem de muda e o tempo
médio de muda néo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) da primeira para
a terceira infestacdo. A porcentagem de muda foi de 80,2% na primeira infestacao,
48,1% na segunda infestacdo e 81,7% na terceira infestacdo. O tempo médio de muda
de 15,8 dias da primeira infestacao foi significativamente menor (p<0,05) que o tempo

meédio de muda de 16,3 dias da terceira infestacao.

Tabela 8: Parametros biolégicos de ninfas de Amblyomma sculptum alimentadas

sucessivamente em camundongos da linhagem BALB/c.

Parametros 12 22 32
infestacéo infestacéo infestacao
n (n/camundongo) 60 (10) 60 (10) 60 (10)
Recuperacédo/camundongo (%)* 96,7 +5,22 63,3+30,12 65,032,728
Tempo de alimentacéo (dias)* 4,6 +0,82 57 +1,1b 75+1,0°
Peso apods a alimentacao (mg)* 17,4 £ 4,92 14,0 £ 5,4° 17,6 £ 4,72
Muda/camundongo (%) 80,2+29,42 48,1+41,5% 81,7 +40,22
Tempo de muda (dias)* 158+3,72 16,4+28%  16,3+1,5°

*Média + DP, valores em uma linha seguidas por letras diferentes apresentam
diferencas significativas pelo teste ANOVA/Bonferroni (p<0,05).

Foram analisados parametros biolégicos de ninfas que se alimentaram
sucessivamente em camundongos BALB/c knockout para o receptor ST2 (Tabela 9).
N&o houve diferengas significativas (p>0,05) na porcentagem de recuperacdo e no

tempo médio de muda. O tempo médio de alimentag&do na primeira infestacdo foi de
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5,3 dias, significativamente menor (p<0,001) que na terceira infestacdo onde a média
foi de 6,5 dias. O tempo médio de alimentacdo na terceira infestacdo também foi
significativamente maior (p<0,001) que o tempo médio de 5,1 dias da segunda
infestacdo. O peso médio das ninfas na primeira infestacdo foi de 16,4 mg,
significativamente maior (p<0,001) que o peso médio de 11,9 mg da segunda
infestacdo. O peso médio das ninfas na terceira infestacdo foi de 19,1 mg,
significativamente maior (p<0,001) que o peso médio da segunda infestacdo. A
porcentagem de muda da primeira infestacao foi de 91,4%, significantemente maior

(p<0,5) que a porcentagem de muda de 62,9% da segunda infestacao.

Tabela 9: Parametros biolégicos de ninfas de Amblyomma sculptum alimentadas
sucessivamente em camundongos da linhagem BALB/c knockout para o receptor ST2
(kST2).

Parametros 12 22 32
Infestacao infestacao Infestacéo
n (n/camundongo) 60 (10) 60 (10) 60 (10)
Recuperacgéo/camundongo (%)* 80,0+16,72 78,3+16,028 68,3+31,92
Tempo de alimentacéo (dias)* 53+1,428 51+£1,08 6,5+ 1,3°
Peso apods a alimentacao (mg)* 16,4 + 4,52 11,9 +4,0° 19,1 +6,12
Muda/camundongo (%) 91,4+7,08 629+292° 78,2+11,8%
Tempo de muda (dias)* 15,9 + 3,12 16,4 £ 3,02 16,8 + 2,42

*Média + DP, valores em uma linha seguidas por letras diferentes apresentam
diferencas significativas pelo teste ANOVA/Bonferroni (p<0,05).

Os parametros biolégicos das ninfas alimentadas sucessivamente em
camundongos Swiss estdo representados na Tabela 10. Ndo houve diferencas
estatisticas (p>0,05) na porcentagem de recuperagcdo. O tempo médio de
alimentacao das ninfas decaiu da primeira para a terceira infestagcdo. Na primeira
infestagéo o tempo médio de alimentacéo foi de 5,6 dias, significativamente maior
(p<0,001) que o tempo de 4,7 dias da terceira infestacdo. Na segunda infestacdo o
tempo médio de alimentacao foi de 5,4 dias, tempo também significativamente maior

(p<0,01) que o tempo de alimentacdo da terceira infestacdo. O peso médio das
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ninfas na primeira infestacao de 14,7 mg foi significativamente maior (p<0,001) que
0 peso médio das ninfas de 11,8 mg na segunda infestacdo. O peso médio das
ninfas de 14,4 mg na terceira infestacdo também ¢é significativamente maior
(p<0,001) que o da segunda infestacao. Outro parametro em que podemos observar
aumento crescente da primeira para a terceira infestacao é a porcentagem de muda
das ninfas. Na primeira infestacdo, a porcentagem de muda foi de 62,5%, menor
gue a porcentagem de 67,8% da segunda infestacdo, e significativamente menor
(p<0,5) que a porcentagem de 93,3% da terceira infestacdo. O tempo meédio de
muda teve uma diminuicdo gradativa da primeira para a terceira infestacdo. Na
primeira infestacdo, o tempo médio foi de 17,9 dias, significativamente maior
(p<0,001) que o tempo médio de 15,2 dias da segunda infestacdo e
significativamente maior (p<0,001) que o tempo médio de 14,3 dias da terceira
infestacdo. O tempo médio de muda da segunda infestacdo também foi
significativamente maior (p<0,01) que o tempo médio de muda da terceira

infestacao.

Tabela 10: Parametros biolégicos de ninfas de Amblyomma sculptum alimentadas

sucessivamente em camundongos da linhagem Swiss.

Parametros 12 22 32
infestacéo infestacdo Infestacao
n (n/camundongo) 180 (12) 180 (12) 180 (12)
Recuperacédo/camundongo (%) 43,3+20,92 455+31,32 52,8+39,42
Tempo de alimentacéo (dias)* 56 +1,92 54+152 4,7 +1,2°
Peso apods a alimentacao (mg)* 14,7 £ 4,52 11,8 + 4,0° 14,4 £ 5,12
Muda/camundongo (%)* 62,5+29,02 67,8+28,2% 933+ 134°
Tempo de muda (dias)* 17,9 + 2,12 15,2+ 1,7° 14,3 £ 0,4°¢

*Média + DP, valores em uma linha seguidas por letras diferentes apresentam
diferencas significativas pelo teste ANOVA/Bonferroni (p<0,05).

Outro parametro importante que foi analisado é a razdo machos/fémeas

obtidas pelas ninfas recuperadas em cada infestagdo em camundongos Swiss
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(Tabela 11). Apenas algumas ninfas recuperadas do Grupo 9 foram avaliadas
guanto a razdo machos/fémeas e seus respectivos pesos (ver Tabela 1). A razéo
macho/fémea da segunda infestacdo de 1,3 foi maior que as razées macho/fémea

da 12 e 32 infestacdes, de 0,5 e 0,9, respectivamente.

Tabela 11: Razdo machos/fémeas de Amblyomma sculptum obtida em cada

infestagdo em camundongos Swiss.

Infestacao 12 22 32 Total

| T T T T 1
N 47 40 73 160
N&o realizaram a muda 23 10 7 40
Numero de machos 82 174 322 57
Numero de fémeas 162 132 342 63
Raz&o macho/fémea 0,5 1,3 0,9 0,9

Valores em uma linha seguidas por letras diferentes apresentam diferencas
significativas pelo teste Qui-Quadrado (p<0,05).

As médias de peso das ninfas que mudaram para machos e para fémeas
foram analisadas separadamente para avaliar qual a relacéo deste parametro com
as diferencas das razfes encontradas (Tabela 12). Podemos observar que a média
de peso das que originaram machos foi significativamente (p<0,05) menor que a

média de peso das que geraram fémeas em cada infestacao.

Tabela 12: Peso apds a alimentacao de ninfas de Amblyomma sculptum que viraram

machos e fémeas em cada infestacdo de camundongos Swiss (mg).

Infestacéo 12 24 32

Ninfas que mudaram para macho* 11,6 £ 3,02 8,5+2,18 11,9+ 3,52

Ninfas que mudaram para fémea* 16,7 + 3,9° 141+48> 188+3,7°

*Média + DP, valores em uma coluna seguidas por letras diferentes apresentam
diferencas significativas pelo teste t (p<0,05).
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5.4. Niveis de anticorpos contra antigenos da saliva de Amblyomma sculptum

produzidos pelos camundongos Swiss imunizados

Foi feito um ELISA com os soros dos camundongos Swiss (n = 15) coletados
apos cada infestacdo utilizando anti-IgG como anticorpo secundario. O grafico mostra
o resultado obtido quando utilizamos o0 EGS de A. sculptum como antigeno no ensaio
(Figura 7). Podemos observar um aumento significativo (p<0,05) no nivel de

anticorpos contra antigenos do EGS apoés a 32 infestacao.
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Figura 7: Niveis de IgG anti-EGS de Amblyomma sculptum presentes no soro de
camundongos infestados. Os dados representam a média + DP de sete camundongos.
As placas foram sensibilizadas com extrato de glandula salivar (EGS) de A. sculptum.
Amostras: Controle negativo (C-), 7 dias ap0s primeira infestacao (Ap 1?), 7 dias apés
segunda infestacdo (Ap 2%) e 7 dias apos terceira infestacdo (Ap 3%). Andlise
estatistica: ANOVA/Bonferroni: *** p<0,001. Asteriscos indicam diferenca estatistica

para o controle negativo.
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O ELISA também foi feito utilizando a saliva de A. sculptum no ensaio (Figura
8). Assim como no grafico de ELISA utilizando EGS, observou-se um aumento
crescente significativo no nivel de anticorpos contra antigenos da saliva apos a 32
infestacdo. Porém esse aumento foi menor do que o encontrado no ensaio com o
EGS.
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Figura 8: Niveis de IgG anti-saliva de Amblyomma sculptum presentes no soro de
camundongos infestados. Os dados representam a média + DP de sete camundongos.
As placas foram sensibilizadas com saliva de A. sculptum. Amostras: Controle
negativo (C-), 7 dias apos primeira infestacao (Ap 12), 7 dias apds segunda infestacao
(Ap 2% e 7 dias ap6s terceira infestacdo (Ap 3%). Analise estatistica:
ANOVA/Bonferroni: ** p<0,01. Asteriscos indicam diferenca estatistica para o controle

negativo.

5.5. Reconhecimento de antigenos salivares de Amblyomma sculptum pelo

soro de camundongos Swiss usados como fonte alimentar por ninfas

Ao avaliar o perfil de proteinas do EGS de A. sculptum em SDS-PAGE,
observa-se varias proteinas entre os pesos moleculares de, aproximadamente, 14,4
a 116,0 kDa. Os anticorpos presentes no soro dos camundongos Swiss
reconheceram, através de Western Blot, moléculas do EGS dos -carrapatos,
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entretanto, apenas algumas proteinas foram reconhecidas. Visualmente, percebe-se
gue a proteinas majoritarias marcadas pelos anticorpos apresentaram peso molecular
estimado de, aproximadamente, 150, 100, 40, 37 e 25 KDa (Figura 9). Moléculas de
outros pesos moleculares também foram marcadas pelos anticorpos, entretanto com

nivel de marcacao mais leve.

20 ug de extrato de glandula salivar (EGS)
de Amblyomma sculptum
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SDS-PAGE 7 BLOT

Figura 9: SDS-PAGE a 12,5% e Western Blot de extrato de glandula salivar (EGS) de
Amblyomma sculptum com pool de soro dos camundongos Swiss alimentados na 12,

22 e 32 infestacoes.

Também foi feito SDS-PAGE e Western Blot utilizando 20 pg de proteina salivar
de A. sculptum, isto é, de saliva secretada através de estimulo com pilocarpina. Foi
utilizado anti-lgG conjugado com peroxidase como anticorpo secundario (Figura 10).
Ao avaliar a saliva de A. sculptum em SDS-PAGE, também se observa grande
guantidade de bandas entre, aproximadamente, 14,4 a 116,0 kDa. Entretanto, ao
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comparar o SDS-PAGE do EGS e da saliva, observa-se que a saliva apresenta um
perfil de distribuicdo de proteinas diferente do EGS. Os anticorpos presentes no soro
dos camundongos reconheceram, através de Western Blot, apenas duas moléculas
salivares de aproximadamente 100 e 50 kDa mostrando que a saliva possui menos

proteinas imunogénicas.
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Figura 10: SDS-PAGE a 12,5% e Western Blot de saliva de Amblyomma sculptum

com pool de soro dos camundongos Swiss alimentados na 12, 22 e 32 infestacdes.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como principal objetivo descrever os parametros
biolégicos do carrapato Amblyomma sculptum alimentado em diferentes linhagens de
camundongos e avaliar o desenvolvimento de resposta imune humoral pelos
hospedeiros. Até 0 momento, este foi o primeiro trabalho que apresentou os principais
parametros biologicos de todos os estagios de vida do A. sculptum quando alimentado
em camundongos. Realizamos ensaios utilizando diferentes linhagens de
camundongos, diferentes densidades parasitarias e sucessivas infestacdes a fim de
obter maiores detalhes sobre a relacdo carrapato - camundongos.

Alguns dos dados obtidos apresentaram distribuicdo ndo normal. Entretanto,
como a maioria dos trabalhos revisados realizaram uma andlise paramétrica de seus
dados e apresentaram, dessa forma, as médias dos dados, optamos por também
utilizar uma analise paramétrica de forma que os nossos dados pudessem ser
comparados com os dados dos artigos revisados.

Os parametros bioldgicos de larvas alimentadas em camundongos BALBI/c,
C57BL/6 e Swiss foram semelhantes. A porcentagem de recuperacao, que variou de
5,7 a 9,8%, foi baixa. Nao se sabe ao certo 0 motivo da porcentagem baixa nas trés
linhagens analisadas, mas a causa pode estar relacionada a metodologia, pois os
carrapatos ficaram expostos em todo corpo do animal sem nenhuma prote¢céo contra
a tentativa dos camundongos de se livrarem das larvas. Castagnolli et al. (2003)
mostraram que em cavalos, em condi¢cdes de campo, a porcentagem de recuperacao
de larvas de A. sculptum foi de 19,9%. Por outro lado, Prata, Faccini e Daemon (1998)
obtiveram uma porcentagem de recuperacgéo de larvas ingurgitadas de A. sculptum de
57,9% em coelhos. Essas diferencas nas porcentagens de recuperagdo podem ter
relacdo com a resposta imune dos hospedeiros ou com as diferencas entre os
métodos de alimentacéo utilizados nos trabalhos, em que as larvas foram colocadas
no corpo dos camundongos sem nenhuma protecdo contra a acado dos mesmos,
enquanto as ninfas foram colocadas em uma camara de alimentacao afixada no dorso
dos camundongos.

O tempo de alimentacao das larvas variou de 3 a 5 dias, resultado semelhante
ao encontrado por Prata, Alonso e Sanavria (1997) onde o tempo de alimentacao de

larvas de A. sculptum em coelhos variou de 4 a 6 dias. Olivieri e Serra-Freire (1984a)
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também realizaram infestacdes experimentais em coelhos e verificaram um periodo
de 3 a 8 dias para o tempo de alimentacdo larval de A. sculptum. O peso apés a
alimentacdo teve uma média de 0,83 mg, valor maior do que o encontrado por
Castagnolli et al. (2003) nas larvas alimentadas em cavalos que apresentaram uma
meédia de 0,69 mg. Foi possivel observar que a porcentagem de muda das larvas
alimentadas nas linhagens BALB/c e C57BL/6 foram aproximadamente 23% maior
que a porcentagem de muda das larvas de camundongos Swiss. Entretanto, em
cavalos, Castagnolli et al. (2003) mostraram que a porcentagem de muda foi de
57,2%, valor semelhante ao das larvas alimentadas em camundongos Swiss (57,7%).
Sanavria e Prata (1996) relataram que o tempo de muda das larvas de A. sculptum
alimentadas em coelhos foi de 11,3 dias. No nosso trabalho, o tempo médio de muda
das larvas foi de 11,1 dias.

Quando avaliamos os parametros de ninfas alimentadas em diferentes
linhagens podemos observar que a porcentagem de recuperacao das ninfas foi alta
nas trés linhagens. Entretanto, ninfas alimentadas em camundongos BALB/c tiveram
uma recuperacao aproximadamente 22,1% maior que as ninfas alimentadas em
camundongos Swiss, enquanto em camundongos C57BL/6 esse aumento foi de
18,4% em relacdo aos camundongos Swiss. Além disso, ninfas alimentadas em
camundongos Swiss tiveram a menor média de peso e 0 maior tempo de muda. Em
conjunto, esses dados mostram que ninfas de A. sculptum apresentam mais
dificuldade de se alimentarem em camundongos Swiss. Apesar de terem o pior
desempenho alimentar entre as trés linhagens, as ninfas alimentadas em
camundongos Swiss apresentam parametros semelhantes ao das ninfas alimentadas
em cavalos. Castagnolli et al. (2003) mostraram que ninfas de A. sculptum
alimentadas em cavalos de campo tem uma porcentagem de recuperacgao de 72,4%,
valor semelhante ao encontrado no nosso trabalho onde ninfas alimentadas em
camundongos Swiss apresentam uma porcentagem de recuperacdo de 75%.

Prata, Alonso e Sanavria (1996) relataram que o tempo de alimentacdo das
ninfas de A. sculptum em coelhos variou de 3 a 5 dias. Em cavalos de campo, o tempo
médio de alimentag&o das ninfas de A. sculptum é de 7,3 dias (Castagnolli et al. 2003).
Nosso trabalho encontrou tempos de alimentacdo com uma média variando de 4,9 a
5,4 dias. Ao comparar a alimentacédo de ninfas em coelhos e camundongos com a

alimentacdo de ninfas em cavalos, observa-se que os tempos de alimentacdo em

58



condicbes ambientais sdo bastante semelhantes aos obtidos quando a alimentacao
de ninfas ocorre em condicdes laboratoriais. O peso apos a alimentacao das ninfas
alimentadas em camundongos BALB/c foi 19,5% superior ao peso das ninfas de
C57BL/6 e 30,5% superior ao peso das ninfas de Swiss. Prata, Faccini e Daemon
(1998) ao realizarem infestacbes experimentais em coelhos, obtiveram uma média
geral para grupos de 50 ninfas de 667,2 = 54,9 mg (ou 13,5 mg/ninfa). O peso médio
de ninfas alimentadas em cavalos de campo é de 12,1 mg (Castagnolli et al. 2003).
Mesmo o Swiss, sendo a pior linhagem nesse parametro com um peso médio de 13,1
mg, possui o peso médio semelhante aos obtidos em coelhos e superior ao obtido em
hospedeiros naturais. Sendo assim, o peso apos a alimentacéo de ninfas alimentadas
em camundongos € igual ou até mesmo superior ao peso de ninfas alimentadas em
coelhos e cavalos.

Castagnolli et al. (2003) mostraram que a porcentagem de muda das ninfas
alimentadas em cavalos de campo é de 90,3%, valor que também é semelhante a
porcentagem de muda de 92,3% das ninfas alimentadas em camundongos Swiss. A
média do tempo de muda variou de 14,8 a 17,1 dias. Prata, Alonso e Sanavria (1996)
observaram que o periodo compreendido entre o desprendimento da ninfa
alimentadas em coelhos até o término da ecdise ninfa/adulto oscilou entre 13 e 14
dias, com média de 13,4 £ 0,5 dias. Na natureza, ninfas alimentadas em cavalos
demoraram em média 12,8 dias para realizarem a muda. O periodo de muda
ninfa/adulto é maior em condi¢des naturais quando comparado ao tempo de muda em
condicBes de temperatura e umidade controladas. A partir disso pode-se concluir que
o controle das condi¢cfes de temperatura e umidade, realizadas em laboratério, pode
interferir na duracdo do tempo de muda.

A utilizacdo de animais que reproduzam parametros biolégicos parecidos com
0s parametros de hospedeiros naturais talvez seja melhor para a realizacdo de
experimentos. Além disso, camundongos BALB/c e C57BL/6 sdo menores que
camundongos Swiss, sendo dificil o manuseio dessas linhagens para a alimentacao
dos carrapatos nas camaras de alimentacdo. Entretanto, todas as trés linhagens
testadas apresentam condi¢bes para manter uma colénia de sucesso de A. sculptum
em laboratério.

Foi realizado um outro experimento a fim de verificar se ninfas de A. sculptum

conseguiriam realizar o repasto sanguineo em camundongos BALB/c knockout para
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o receptor ST2 (kST2). O receptor ST2 pertence a familia de receptores IL-1 e foi
originalmente identificado ha mais de 20 anos como um “serum inducible secreted
protein” em fibroblastos murinos (Klemenz; Hoffmann; Werenskiold, 1989; Tominaga
1989; Tominaga et al. 1991 e 1992; Bergers et al. 1994). O gene ST2 codifica no
minimo trés isoformas de proteina, uma forma soluvel (sST2), uma forma ligada a
membrana (ST2L) e um ST2 variante (Tago et al., 2001). Em camundongos, a ligacao
de IL-33 ao receptor ST2 (ST2L) expresso na membrana de mastécitos induz a
producdo de prostaglandinas e liberacdo de granulos citoplasmaticos contendo
mediadores pré-formados, como heparina, proteases e histamina, que agem
rapidamente aumentando o fluxo sanguineo local (ocasionando afluxo de leucdcitos
local) e aumentando a permeabilidade vascular (De Veer; Kemp; Meeusen, 2007,
Abraham & John 2010). Nossa hipétese era de que as ninfas alimentadas em
camundongos kST2 teriam uma certa dificuldade ao realizarem o repasto sanguineo
ja que o fluxo sanguineo e o aumento da permeabilidade vascular seriam prejudicados
pela auséncia do receptor ST2. Foi possivel observar com os resultados obtidos que
as ninfas alimentadas em camundongos kST2 apresentaram um desempenho
alimentar semelhante ao das ninfas alimentadas em camundongos BALBI/c,
mostrando assim gque mesmo com a auséncia do receptor ST2 os carrapatos Sao
capazes de terem sucesso alimentar.

Os parametros alimentares de adultos que realizaram o repasto sanguineo em
camundongos Swiss também foram analisados. O tempo médio de alimentacao das
fémeas foi de 12 dias. Castagnolli et al. (2003) mostraram que fémeas de A. sculptum
alimentadas em cavalos de campo demoraram em média 13,8 dias para ingurgitarem.
A média de peso das fémeas alimentadas em camundongos Swiss foi de 629,2 mg,
média superior a de 348,4 mg das fémeas alimentadas em coelhos (de Almeida,
2008), e também superior ao maior peso encontrado em fémeas de A. sculptum
alimentadas em cavalos (650,8 mg) (Lopes et al., 2000). A capacidade de oviposicao
foi de 49,6 nas fémeas alimentadas em camundongos Swiss, resultado semelhante
ao encontrado por Borges et al. (2002) onde a capacidade de oviposi¢cao variou de
44,0 a 53,9%. Prata e Daemon (1997) definiram que em 1 g de postura de A. sculptum
contém cerca de 16.400 ovos. Dessa forma, as fémeas alimentadas em camundongos
Swiss produziram cerca de 5.886 ovos, evidenciando a grande capacidade
reprodutiva do carrapato A. sculptum.
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A densidade € outra variavel importante na interacao ectoparasita-hospedeiro.
Existem observacdes divergentes sobre como a densidade do ectoparasita afeta o
sucesso da alimentacao. Tripet et al. (2009) observaram que flebotomineos que se
alimentam em grupo se beneficiam dos efeitos combinados de anticoagulante,
antiplaquetario, vasodilatador e imunomodulador de picadas muditiplas e, portanto,
produzem e gastam menos saliva adquirindo sangue. Da mesma forma, Davidar,
Wilson e Ribeiro (1989) observaram que larvas e ninfas de Ixodes dammini
apresentaram maior ingurgitamento em densidades mais altas em camundongos de
pata branca (Peromyscus leucopus). Van Oosten, Matthysen e Heylen (2016)
investigaram os efeitos da densidade de carrapatos adultos no desempenho alimentar
de Ixodes arboricola infestando filhotes de chapins (Parus major) e observaram que
as taxas de recuperacdo dos adultos aumentaram significativamente em maiores
densidades. Em contrapartida, os carrapatos podem competir por locais de
alimentacdo no hospedeiro, causando uma redug¢do no sucesso da alimentacdo em
densidades mais altas. Por exemplo, Levin e Fish (1998) observaram um efeito
negativo da densidade no sucesso alimentar de larvas de |. scapularis em
camundongos de patas brancas. Bartosik e Buczek (2012) também relataram um
efeito negativo da densidade no sucesso da alimentacdo de adultos de I. ricinus e
Dermacentor reticulatus em coelhos. Nossos resultados nos permitem inferir que as
ninfas alimentadas em uma densidade parasitaria maior tiveram um desempenho
melhor do que as ninfas alimentadas em uma densidade parasitaria menor. Por
exemplo, em camundongos BALB/c a porcentagem de recuperacdo das ninfas de
A. sculptum aumentou com a densidade. Além disso, o peso médio das ninfas
alimentadas em maior densidade foi 34,8% superior ao peso médio das ninfas
alimentadas em menor densidade. Ja nos camundongos kST2, tanto o peso médio
guanto a porcentagem de muda aumentaram com a densidade dos carrapatos. Estes
dados corroboram a hipétese de que a saliva liberada por um carrapato no local de
alimentacao auxilia a hematofagia de carrapatos proximos.

Os parametros biolégicos das ninfas alimentadas sucessivamente em
camundongos BALB/c, kST2 e Swiss nos mostraram que esses camundongos nao
desenvolveram uma resisténcia adquirida que levasse a diminuicdo do desempenho
alimentar das ninfas ao longo das infesta¢des. Kurokawa et al. (2020) demonstraram

experimentalmente, a partir de trés infestacdes sucessivas, que camundongos BALB/c
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nao foram capazes de desenvolver resisténcia efetiva contra ninfas de I. scapularis,
pois ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) na porcentagem de recuperacao das
ninfas da primeira infestacdo para a segunda e terceira infestagdes. Dusbabek et al.
(1995) relatou que infestacdes sucessivas de ninfas de I. ricinus em camundongos
BALB/c resultaram no aumento da porcentagem de recuperacédo e do peso médio,
enquanto o tempo de alimentacdo foi reduzido significativamente (p<0,05-0,01) ao
longo das infestacdes. Esses resultados indicam que os hospedeiros utilizados nesses
experimentos nao desenvolveram uma resisténcia adquirida. Em contrapartida,
Kurokawa et al. (2020) mostraram que ninfas de 1. scapularis alimentadas
sucessivamente cobaias apresentaram uma porcentagem de recuperagao
significativamente menor (p<0,001) em uma segunda e terceira infestacao. Allen et al.
(1985) também relataram que quando camundongos BALB/c foram infestados
repetidamente com D. variabilis, a quantidade de carrapatos ingurgitados e o peso
desses carrapatos foram diminuindo a cada infestacdo, demonstrando assim uma
resisténcia adquirida.

E importante ressaltar que essa resisténcia adquirida a carrapatos pode reduzir
0 risco de transmisséo de patégenos para os hospedeiros (Bell; Stewart; Wikel, 1979).
Esta € a base para o desenvolvimento de vacinas direcionadas a antigenos de
carrapatos para prevenir infestacdes e doencas causadas por patdégenos transmitidos
por carrapatos. Brown e Askenase (1982) mostraram que cobaias que expressam
resisténcia adquirida ao carrapato A. americanum desenvolvem respostas
inflamatorias cutaneas ricas em basoéfilos e eosindfilos nos locais de alimentacao, e a
rejeicdo do carrapato esta associada a extensa degranulacdo local de basofilos.
Brown et al. (1982) relataram que um soro anti-baséfilo especifico elimina basofilos
em locais de alimentacdo de carrapatos levando a abolicdo da resisténcia a
A. americanum. Esses resultados ilustram o papel critico dos baséfilos na expressao
da resisténcia adquirida a carrapatos.

Pinter, Labruna e Faccini (2002) a fim de avaliar a proporcao sexual de
carrapatos A. sculptum coletados em campo, coletaram ninfas naturalmente
ingurgitadas de cavalos e permitiram que mudassem para adultos em laboratério. Das
9044 ninfas ingurgitadas coletadas, 5326 (58,9%) mudaram para adultos no
laboratorio, totalizando 1883 machos (35,4%) e 3443 fémeas (64,6%). A proporcao
sexual foi de 1:1.83 (M:F), ou seja, uma razdo macho/fémea de quase 0,5. Também
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foram coletadas larvas de A. sculptum ndo alimentadas da ponta de capins de uma
area onde capivaras e cavalos pastavam juntos. Essas larvas foram criadas em
laboratério até a fase adulta sendo alimentadas em coelhos, onde geraram 490
machos (52,8%) e 433 fémeas (47,2%). A propor¢cdo sexual apds a muda das ninfas
alimentadas em coelhos foi de 1,11:1 (M:F), razdo macho/fémea de 1,11. Prata,
Faccini e Daemon (1998) também relataram uma proporcdo sexual de 1:1 de adultos
derivados de 10.700 ninfas ingurgitadas de A. sculptum obtidas durante infestacdes
de laboratorio em coelhos. Nossos resultados mostram que de 160 ninfas ingurgitadas
alimentadas em camundongos Swiss, 120 realizaram a muda pra adulto (75%),
gerando 57 machos (47,5%) e 63 fémeas (52,5%). A razdo macho/fémea obtida foi de
0,9. Esses dados séo coerentes com a literatura e com o que é esperado, que € uma
razdo préxima de 1. Entretanto, podem haver variagcbes quando o numero de
carrapatos € menor, como por exemplo na primeira infestacdo onde a razao foi de 0,5.
Porém quando avaliamos a razdo de um grupo onde o n é maior, como na terceira
infestacdo, a razdo volta a ser proxima de 1.

Existem varias diferencas biolégicas e comportamentais entre os carrapatos
ixodideos fémeas e machos. Um deles, por exemplo, € a necessidade das fémeas se
alimentam apenas uma vez de grandes quantidades de sangue durante alguns dias
de fixacdo em um hospedeiro, enquanto os machos se alimentam de pequenas
quantidades durante a alimentacdo e podem se alimentar de varios hospedeiros
diferentes mais de uma vez (Sauer e Hair 1986). Nossos resultados mostram que
ninfas de A. sculptum alimentadas em camundongos Swiss nas trés infestacdes
sucessivas com meédias de peso variando de 8,5 a 11,9 mg produziram machos,
enquanto as ninfas com médias de peso variando de 14,1 a 18,8 mg produziram
fémeas.

Estudos anteriores demonstraram diferencas significativas no peso de ninfas
ingurgitadas; ninfas de maior peso mudaram para fémeas e ninfas de menor peso
mudaram para machos em A. triguttatum (Guglielmone e Moorhouse, 1985),
Amblyomma neumanni (Aguirre; Vifiabal; Guglielmone, 1999 ), I. scapularis,
D. variabilis (Hu e Rowley 2000 ), Hyalomma anatolicum (Arthur e Snow, 1966 ),
. ricinus (Kahl; Hoff; Knulle, 1990 ; Dusbabek; Kopecky; Uhlir, 1994 ; Dusbebek 1996
), Ixodes rubicundus (Belozerov; Fourie; Van Der Lingen, 1993 ), A. maculatum,
D. variabilis, R. sanguineus s.I. (Nagamori et al., 2019), Rhipicephalus bursa
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(Yeruham; Hadani; Galker, 2000) e O. rostratus (Costa et al., 2016. Como por
exemplo, as ninfas ingurgitadas de A. americanum que mudaram para fémeas
pesavam entre 6,0 e 21,0 mg com um peso médio de 13,2 £ 2,2 mg (x DP), enquanto
0s machos variaram entre 2,0 e 13,0 mg com uma média de 8,4 + 1,7 mg (Nagamori
et al., 2019).

Os anticorpos IgG circulantes para antigenos de saliva, que séo induzidos pela
alimentacdo de carrapatos, sao detectados em diferentes animais hospedeiros
(Brossard, 1976; Brossard; Rutti; Haug, 1991; Wikel, 1996).

ELISA desenvolvido com o soro dos camundongos Swiss infestados detectou
anticorpos antissaliva e anti-EGS que foram crescentes somente apds uma terceira
infestacdo de A. sculptum. O nivel de IgG contra antigenos do EGS foi superior ao
nivel de IgG contra antigenos da saliva. Esse resultado corrobora com as observagdes
de Western-blot realizado com o soro dos camundongos, que reconheceu mais
proteinas no EGS do que na saliva. O EGS possui muitas proteinas imunogénicas
intracelulares que ndo entram em contato com 0s hospedeiros. Essas proteinas sao
chamadas de antigenos ocultos. Hlatshwayo et al. (2004) mostrou que anticorpos
séricos de coelhos expostos a A. cajennense e A. hebraesum reconhecem
inespecificamente antigenos ocultos de varios 6rgaos do carrapato, incluindo o epitélio
do intestino médio e a membrana basal. Ambos western-blot apresentados no trabalho
foram feitos com saliva de fémeas de A. sculptum ingurgitadas, e o soro usado foi de
camundongos Swiss imunizados por ninfas do carrapato-estrela. E possivel que tenha
alguma diferenca na composicdo salivar, pois 0s carrapatos expressam uma
variedade da composicdo salivar em diferentes momentos.

Andlises de transcriptoma e proteoma de glandulas salivares de carrapatos
demonstraram que carrapatos da mesma espécie expressam diferencialmente
proteinas da saliva de carrapatos, dependendo dos animais hospedeiros que
alimentam (Narasimhan et al., 2019; Tirloni et al., 2017). Essa diferenca na
composicdo das proteinas da saliva pode contribuir, em parte, para diferencas nas
respostas imunes do hospedeiro. Pensa-se que algumas propriedades
imunomoduladoras da saliva do carrapato podem ter evoluido para polarizar a
resposta imune do hospedeiro longe das respostas do tipo Thl, que prejudicam a
alimentacéo do carrapato (Brossard & Wikel, 1997; Wikel, 1999). Ogden et al. (2002)

observaram que em taxas naturais de altas infestacdo de I. ricinus em ovelhas, a
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resposta imune aos antigenos da saliva se torna polarizada em direcdo a uma
resposta Th2 associada a niveis elevados de IgG circulantes e a uma reducdo na
resisténcia aos carrapatos. J& em bovinos, as concentracfes de IgG podem néo
refletir com precisdo as respostas do tipo Thl ou Th2 porque o0s anticorpos
circulatérios do isotipo IgG2 podem ser produzidos em respostas do tipo Thl (Mulcahy
et al., 1998). Além disso, variacdes na qualidade ou grau de respostas as proteinas
da saliva do carrapato podem ter influéncias na transmissdo de patdgenos
transmitidos por carrapatos, como sugerido por Wikel et al. (1997).

N&o ha duvidas de que o conhecimento aprofundado da fisiologia, genética e
comportamento do carrapato A. sculptum contribuird para o desenvolvimento de
métodos de controle, trazendo grandes beneficios a satde humana e melhorando a
produtividade animal. Nosso trabalho mostrou que camundongos sao bons
hospedeiros para o carrapato A. sculptum, podendo ser usados até trés infestacfes
sem desenvolverem resisténcia adquirida a picada dos carrapatos. Esses resultados
trazem grandes contribui¢cdes pois a utilizacdo de camundongos como hospedeiros
em ambiente laboratorial € uma excelente alternativa a alimentacdo dos carrapatos,
ja que esses animais sdo de facil manutencao e observacao, facilitando a realizacao
dos experimentos quando ndo se tem instalacdes necessarias para manutencao dos

hospedeiros naturais.
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7. CONCLUSOES

e Camundongos das linhagens BALB/c, C57BL/6 e Swiss podem ser utilizados
para manter uma colbénia de A. sculptum em laboratério, porem as ninfas
alimentadas em Swiss apresentam peso apos alimentacdo menor e tempo de

muda maior.

e Ninfas de A. sculptum alimentadas em camundongos kST2 tiveram parametros
biolégicos bem semelhantes as ninfas que alimentaram em camundongos
BALB/c

e Fémeas de A. sculptum realizam com sucesso 0 repasto sanguineo em

camundongos Swiss

e Ninfas alimentadas em camundongos BALB/c knockout para o receptor ST2
realizam o repasto sanguineo com eficiéncia semelhante a ninfas alimentadas
em camundongos BALB/c, apresentando uma porcentagem de recuperagao

maior, mas com tempo de alimentag&o maior.

e Ninfas de A. sculptum sdo mais eficientes quando alimentadas em densidades

parasitarias de 10 ninfas/camundongo do que com 5 ninfas/camundongo.

e As ninfas realizaram com sucesso a hematofagia nas 3 infestacbes em
camundongos BALB/c, kST2 e Swiss demonstrando que esses camundongos
nao desenvolvem uma resisténcia efetiva para controlar a infestacdo por

carrapatos.

e Otempo de alimentacdo € maior quando ninfas se alimentam em camundongos
das linhagens BALB/c e kST2 previamente infestados por carrapatos. Ja na

linhagem Swiss, o tempo de alimentacao e o tempo de muda s&o menores.

e A média de peso das ninfas que originaram machos foi menor que a média de

peso das ninfas que originaram fémeas em cada infestacao.

e O soro dos camundongos Swiss parasitados apresentou anticorpos antissaliva

gue foram crescentes somente apos uma terceira infestagao.
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e Os anticorpos presentes no soro dos camundongos Swiss reconheceram,
através de Western Blot, moléculas do extrato de glandula salivar e da saliva
do carrapato, essa ultima representada por duas bandas, o que indica que a

saliva tem poucas proteinas imunogénicas.
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ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

) _ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):

Esta ¢ uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situa¢do de uma solicitacio.

Protocolo CEUA: 60,2020

Titulo do projeto: Manutengio de uma colonia de Amblvomma sculptum em laboratorio
Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Ricardo Nascimento Araujo

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Parasitologia

Situacio atual: Decisfo Final - Aprovado

Aprovado na reunido “on line” do dia 11/05/2020. Validade: 11/05/2020 a 10/05/2025.
Belo Hortzonte, 11/05/2020.

Atenciosamente,

Sistema Selicite CEUA UFMG
https://aplicativos ufimg br/solicite_ceua/
Universidade Federal de Minas Gerats
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Admanistrativa II — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

www.ufing br/bioetica/cena - cetea@prpg.ufmg br
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ANEXO lI

Frezacio)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

 CEUA
CONMISSAD DE ETICA MO USO DE ANIMAILS

Exta @ uma mensagem automatica do sistena Sohoite CEUA que irdica mudanga na situagdo de uma solicokagio.

Pretecale CEUA: 10372017

Titulo do projeto: Identificagdo de moleculzs imunogenicas expressas na glanduls salivar 2 intesting co carrapato Amblyomma
soulptum & avaliaglc de seu potencial como antigenos vacinais

Finalidade: Fesquiza

Pesquisador responsavel: Riczrdo Mascimento Araujo

Unidade: Instituto de Sienoss Biologicas

Dapartamento: Departamento de Parasitologis

Situacio atual: Decizac Final - Aprovado

Aprovado na reunida do diz 26/06/2017. Validade: 26/06/2017 3 25,/06,/2022

Eele Honzonte, 27,/06/2017.
Atenciozaments

sistemna Solicite CEUA UFMG
https/faplicativos.ufmg.brésclicite_ceuay

Universiclade Federzl de Minas Gerais
Axonida Antdnio Carlos, 5627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa I — 27 Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Honzonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 2403-4516
woww g, bribiceticasceua - ceteadprpgufmg, b
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