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“Além dos lacos que se formam entre um pesquisador e seus
contemporaneos ha os que o ligam aqueles que, antes dele, tiveram igual
interesse pela ciéncia. E como se olhasse para trds e fizesse parte de uma
familia ligada ndo pelo sangue, mas pelos liames afetivos do mesmo
ideal cientifico.”

Walter Bradford Cannon (1871-1945)

traduzido por José Ribeiro do Valle

“Progndstico mau para a atividade criadora quando o imediatismo
precede o rendimento certo da investigacao basica.”

José Ribeiro do Valle (1908 - 2000)

“Nobel prizes have been awarded to scientists discovering a few
pharmacological and physiological mediators. Ticks and insects have
been using Nobel prize quality compounds for > 50,000,000 years. We
have a lot to learn from them. My respects to these invertebrate

pharmacologists!”

José Marcos Chaves Ribeiro (1995)
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RESUMO

Carrapatos sao artrépodos hemat6fagos distribuidos por todo o mundo e vetores de diversas
doencas. Como todos os hemat6fagos, os carrapatos possuem um arsenal de moléculas que
inibe a resposta hemostitica do hospedeiro, o que viabiliza o repasto sanguineo bem-
sucedido. O carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus € um carrapato de um
s6 hospedeiro e considerado o mais importante parasito de animais domésticos da América
Latina. O R. microplus causa sérios danos aos bovinos, direta, e principalmente, devido a
espoliacdo de sangue que leva a anemia e diminui¢do da producdo de leite e do ganho de
peso; e, indiretamente, via a transmissdo de patégenos, como Babesia spp. € Anaplasma
spp. O R. microplus é também um modelo interessante para o estudo das relagdes parasito-
hospedeiro, visto que ele permanece fixado ao mesmo hospedeiro durante toda a sua vida
parasitaria, o que leva em torno de trés semanas. Os objetivos deste trabalho sdo explorar os
mecanismos farmacolégicos da saliva do carrapato R. microplus capazes de modular o
sistema hemostdtico, bem como o papel que esta modulacdo desempenha na relacio
parasito-hospedeiro. Nesse sentido, este estudo foi organizado em duas partes.
Primeiramente, foi realizada uma investigacdo sobre os parametros hemostiticos em
bovinos infestados por carrapatos. Em um segundo momento, foram estudados os
mecanismos da saliva do carrapato envolvidos na inibi¢cdo da hemostasia, assim como a
habilidade do soro de bovinos repetidamente infestados (que apresentam resisténcia
imunoldgica naturalmente adquirida contra o carrapato bovino) em interferir na acdo anti-
hemostatica da saliva do carrapato. Na primeira parte do estudo, foi demonstrado que
bovinos experimentalmente infestados com 20.000 larvas de R. microplus apresentam uma

diminui¢do na capacidade de agregacdo plaquetdria (em resposta a coldgeno e ADP), bem
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como na coagulacio sanguinea (evidenciada por um aumento nos tempos de tromboplastina
parcialmente ativado e de protrombina), enquanto a contagem de plaquetas e os niveis de
fibrinogénio aumentaram significativamente ao longo da infestacdo. Na segunda parte, foi
demonstrado que a saliva de R. microplus: (1) apresenta atividade inibitdria in vitro sobre a
agregacdo plaquetaria induzida por coldgeno; (i1) inibe a inducdo de ativacdo endotelial; e
(ii1) reduz a trombogénese in vivo. Ademais, o soro de bovinos repetidamente infestados
(RIBS) foi capaz de bloquear parcialmente a atividade anticoagulante e antitrombdética da
saliva e totalmente a modulacdo da ativacdo endotelial, ao passo que o RIBS ndo
apresentou nenhum efeito sobre a inibi¢do da agregacdo plaquetdria. O conjunto dos dados
apresentados permite um melhor entendimento dos fendmenos que ocorrem no hospedeiro
durante o parasitismo, e também fornece mais subsidios para uma maior compreensao do
processo de hematofagia e dos mecanismos fisiopatoldgicos que regem a relagdo parasito-

hospedeiro.
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ABSTRACT

Ticks are blood-feeding arthropods widely distributed in the world and vectors of several
diseases. Like all hematophagous animals, ticks resort to a variety of molecules in order to
avoid the host hemostatic response, which in turn allow a successful blood-meal. The cattle
tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus is an one-host tick, and is considered the most
harmful parasite of domesticated animals in Latin America. R. microplus causes expressive
injuries to bovines, directly, mainly due to blood spoliation, leading to anemia, and
diminution of milk production and weight gain. Indirectly the tick is responsible for the
transmission of pathogens such as Babesia spp. and Anaplasma spp. R. microplus is also a
consistent model to study the parasite-host relationship, since it remains attached to the
same host throughout the whole parasitic stage, which lasts around three weeks. This work
aims at exploring the pharmacological mechanisms of R. microplus tick saliva able to
modulate hemostasis, and the role of this modulation in tick-host relationship. In this sense,
this study was organized in two parts: firstly, an investigation about the hemostatic
parameters in tick infested bovines was performed. Secondly, the tick salivary mechanisms
involved in the inhibition of hemostasis were studied, and the ability of serum from
repeatedly infested bovines (which displays natural acquired immunological resistance to
the cattle tick) to interfere in anti-hemostatic activity of tick saliva was also investigated. In
the first part of this study it was shown that calves experimentally infested with 20,000 R.
microplus larvae display a decrease in platelet aggregation (in response to collagen and
ADP) as well as in coagulation ability (evinced by an increase in activated partial
thromboplastin time and prothrombin time), whereas platelet blood count and fibrinogen

level significantly increased during the course of infestation. In the second part of this
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work, it was demonstrated that R. microplus saliva: (1) displays in vitro inhibitory activity
upon collagen-induced platelet aggregation; (ii) inhibits the induction of endothelial
activation; and (iii) reduces thrombogenesis in vivo. Moreover, repeated infested bovine
sera (RIBS) were shown to be able to partially block the delay of coagulation and the anti-
thrombotic effect of saliva, and to totally abolish the modulation of endothelium activation,
in spite of the fact that RIBS has no effect on the inhibition of platelet aggregation. The set
of data presented in this work allows a better understanding of the phenomena occurring in
the host during parasitism, and also gives more insights to improve the understanding of the

hematophagy process and the pathophysiological mechanisms behind host-tick interaction.
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PROLOGO

“Satdnico é meu pensamento a teu respeito, e ardente é o meu desejo de apertar-te em minha mdo,
numa sede de vinganga incontestdvel pelo que me fizeste ontem.

A noite era quente e calma e eu estava em minha cama quando, sorrateiramente, te aproximaste.
Encostaste o teu corpo sem roupa no meu corpo nu, sem o minimo pudor.
Percebendo minha aparente indiferenga, aconchegaste-te a mim e
mordeste-me sem escripulos até nos mais intimos lugares. Eu adormeci.

Hoje, quando acordei, procurei-te numa dnsia ardente, mas em vao.

Deixaste em meu corpo e no lengol provas irrefutdveis do que entre nds ocorreu durante a noite.
Esta noite recolho-me mais cedo para, na mesma cama, te esperar.

Quando chegares, quero te agarrar com avidez e forga...

Quero te apertar com todas as forcas de minhas mdos.

Ndo haverd parte do teu corpo em que meus dedos ndo passardo.

So descansarei quando vir sair, o sangue quente do teu corpo.

So assim, livrar-me-ei de ti, INSETO f... d... p...!I”

“Poema sobre uma noite de amor”

CARLOS DRUMMOND DE ANDRADE

A evidente importancia dos artrépodos hematéfagos nao é somente notada por
pesquisadores e profissionais de satide publica. O escritor Carlos Drummond de Andrade
(1902-1987), talvez, o maior poeta brasileiro de todos os tempos, registra com bom humor,
na composi¢ao “Poema sobre uma noite de amor”, suas impressdes sobre a capacidade de
um desses animais de interferir no dia a dia de qualquer pessoa comum. Provavelmente,

semelhante percepcdo também tenha sido um dos motivos responsdveis pela conhecida
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aversdo da princesa Carlota Joaquina (1775-1830) em relacdo ao Brasil, que ela definia,
supostamente de maneira pejorativa, como sendo uma terra rica em mosquitos € carrapatos.

Os artrépodos constituem o grupo de animais mais numeroso € adaptado que habita
a Terra atualmente. As diferentes espécies de artrépodos podem ser encontradas em todos
os climas e distintos nichos ecoldgicos conhecidos. A capacidade de adaptacdo e
diversidade destes animais € evidenciada pela variedade de artrépodos com estratégias de
vida bastante diferentes, como, por exemplo, espécies com complexas redes de interagdao
social, ou animais capazes de produzirem secre¢des venenosas para alimentacdo ou defesa,
ou, ainda, um grupo altamente especializado em viver no organismo de outros animais,
assim, alimentando-se nestes através de um fendmeno denominado parasitismo. Entre os
artropodos parasitos, existe ainda um grupo de animais que desenvolveu como estratégia
parasitdria o hematofagismo. Esse recurso permite a obtencdo de um alimento rico e
amplamente encontrado em qualquer ambiente onde haja animais vertebrados.

Os artr6podos hematofagos constituem um grupo bastante heterogéneo, mas, de
maneira geral, apresentam grande importancia na saide publica, sendo importantes vetores
de doencas humanas e animais. Entre os hemat6fagos mais estudados e causadores de
problemas sanitdrios, estdo: os mosquitos (familia Culicidae), Aedes aegypti (vetor da
dengue e da febre amarela), Anopheles spp. (vetor da maldria); os flebotomineos
(subfamilia Phlebotominae) como a Lutzmyia spp. (vetor da leishmaniose); os barbeiros
(familia Reduviidae), Triatoma spp. € Rhodnius spp. (vetores da tripanossomiase ou
Doenca de Chagas); e os carrapatos (ordem Ixodida), Ixodes scapularis (vetor da Doenca
de Lyme), Amblyomma cajennense (vetor da febre maculosa brasileira), Rhipicephalus
microplus (vetor do complexo tristeza parasitaria bovina), Ornithodoros coriaceus (vetor

do aborto epizodtico bovino), e Ornithodoros moubata (vetor da febre recorrente africana
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em humanos e da peste suina africana). As doencas citadas sdo responsaveis por inimeras
mortes de humanos e animais anualmente, sendo responsdveis pelo gasto de milhdes de
dolares em medidas de controle e prevencao. Este impacto torna-se ainda maior em paises
em desenvolvimento (América Latina, Africa e Asia continental), onde a dificuldade de
implantacdo de programas estratégicos de prevengdo, diagndstico e controle, associada com
as condicdes sanitdrias e aspectos climdticos, torna o ambiente ideal para propagacdo de
doencas transmitidas por vetores.

A infestacdo por parasitos hematéfagos, bem como as doengas transmitidas por
vetores artropodos sdo alguns dos principais problemas de satde publica a serem
enfrentados no século XXI (MOORE, 2008). Para a compreensdo e controle dos danos
associados com vetores artropodos € necessdrio que haja um maior entendimento dos
fenomenos relacionados ao ciclo de vida, biologia, flutuacdo sazonal e epidemiologia,
mecanismos moleculares de parasitismo e capacidade de adaptagdo a habitats e hospedeiros
através do desenvolvimento de estudos com equipes e abordagens multidisciplinares
(MOORE, 2008). Desse modo, os estudos sobre os artrépodos hematéfagos ainda

apresentam grandes desafios a serem vencidos pelos pesquisadores.
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1. INTRODUCAO

Os carrapatos sdo artropodos hematéfagos pertencentes a ordem Ixodida, e
divididos em duas familias principais, Ixodidae (hard-ticks ou carrapatos duros) e
Argasidea (soft-ticks ou carrapatos moles), contabilizando um total de mais de 800 espécies
(CAMICAS et al., 1998). Os carrapatos e outros artropodos hemat6fagos podem parasitar
uma grande variedade de hospedeiros vertebrados e para que possam obter acesso a sua
fonte de alimento desenvolveram uma série de mecanismos especializados que permitem

esse tipo de parasitismo.

1.1. Artréopodos hematofagos: farmacologistas invertebrados?

Apesar da grande variedade de artrépodos que podem realizar hematofagismo, visto
que existem cerca de 14 mil espécies de artrépodos hematdfagos, os desafios a serem
vencidos por estes parasitas sdo fundamentalmente os mesmos (RIBEIRO, 1995). O
primeiro ponto consiste em encontrar o hospedeiro no qual irdo realizar o repasto
sanguineo. Os mecanismos de procura de hospedeiro sdo baseados na detec¢do de
estimulos semioquimicos (cairomdnios), calor corporal do hospedeiro, estimulos visuais e
auditivos (SONENSHINE, 2008). Este processo nem sempre é rdpido ou simples, por
exemplo, devido ao fato de algumas espécies de hemat6fagos possuirem alta especificidade
quanto ao hospedeiro a ser parasitado. Depois de localizado o alvo, os parasitos sobem no
hospedeiro e escolhem um local para iniciar a hematofagia. Neste momento, o hematéfago
deve romper a barreira mecanica da pele e iniciar o processo que visa obter o acesso ao
sangue do hospedeiro. Basicamente, para obter o sangue de seus hospedeiros, os artropodos
hematéfagos podem canular diretamente um vaso (vénulas e arteriolas) da pele (como os

triatomideos), ou alimentar-se em um “bolsdo hemorrdgico” (como os carrapatos), que

19



contém sangue oriundo do rompimento de vasos sanguineos de pequeno calibre (capilares,
ou vénulas e arteriolas) (LAVOIPIERRE, 1964; RIBEIRO, 1987).

Os desafios para executar um parasitismo bem-sucedido ndo se restringem a
encontrar um hospedeiro ou mesmo, simplesmente, obter acesso ao sangue. A localizagdao
dos vasos sanguineos e os primeiros instantes apds a fixacdo do parasito representam
justamente os momentos mais criticos do processo parasitdrio, sendo que, neste momento,
os artropodes lancam mao de uma série de recursos para garantir o aporte sanguineo e
manter a alimentagdo mesmo frente as reacdes de defesa do hospedeiro. A melhor defini¢do
para a importancia e complexidade dos processos relacionados a fixagdo no hospedeiro e
manuten¢do da hematofagia foi estabelecida por RIBEIRO (1995), que, em uma cléssica
revisdo sobre os recursos € mecanismos moleculares da saliva de artropodos hematéfagos,
introduziu o conceito de que esses animais seriam ‘“farmacologistas invertebrados”. Esta
analogia caracteriza o fendbmeno da hematofagia como sendo um delicado processo de
modulagdo farmacolégica de diversos sistemas do hospedeiro, € ndo simplesmente um
procedimento mecanico, como uma flebotomia (RIBEIRO, 1995). Os mediadores
farmacoldgicos encontrados na saliva destes parasitos exercem diversas funcdes para
garantir o repasto sanguineo e inibir as respostas do hospedeiro. O arsenal de moléculas que
os diferentes artropodos hematéfagos dispdoem apresenta uma grande variedade de
principios ativos e mecanismos de acdo devido a convergéncia evolutiva do processo de
hematofagia de artrépodos pertencentes a diversas ordens e familias (RIBEIRO, 1987).
Além disso, varias moléculas de um mesmo organismo apresentam ac¢des redundantes,
inibindo, por exemplo, diferentes pontos de uma mesma rota fisiolégica. As principais

funcdes farmacoldgicas que estes componentes salivares devem exercer sdo: vasodilatagao;
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inibicdo da agregacdo plaquetdria; inibicdo da coagulacdo; atividades anti-inflamatéria e
imunossupressora; € modulagcdo endotelial (RIBEIRO, 1987).

Inicialmente, para garantir sua alimentagdo os hematéfagos necessitam de moléculas
capazes de aumentar a dilatacdo dos vasos e, consequentemente, o volume de sangue local,
assim, permitindo que as pecgas bucais dos hematéfagos possam canular ou romper os vasos
da pele e garantir o aporte de sangue com um fluxo adequado. Existem diversas moléculas
que podem atuar como vasodilatadores na saliva de animais hemat6fagos, entre as
principais, destacam-se os eicosanoides (em carrapatos), a adenosina (em flebotomideos),
as moléculas carreadoras de 6xido nitrico (como as nitroforinas dos triatomideos), os
peptideos bioativos (em mosquitos e flebotomideos) e enzimas do tipo peroxidase (em
mosquitos) (DICKINSON et al., 1976; RIBEIRO et al., 1990; LERNER et al., 1991;
RIBEIRO & NUSSENZVEIG, 1993; CHAMPAGNE & RIBEIRO, 1994; BOWMAN et
al., 1996; RIBEIRO & FRANCISCHETTT, 2003).

Quando hd um rompimento de um vaso ou uma lesdo, prontamente, um complexo
sistema em cascata, composto por enzimas e outras moléculas, conhecido como hemostasia,
¢ ativado no organismo evitando a perda de sangue. A hemostasia é composta por diversas
etapas e mediadores, e seus principais agentes sdo as proteinas conhecidas como fatores de
coagulacdo, as plaquetas e o endotélio (SIMMONDS & LANE, 1998). O funcionamento
detalhado do sistema hemostatico € descrito no subitem 1.2, desta dissertacdo. Pelo fato da
hemostasia tratar-se de uma resposta tdo eficiente e complexa, a hematofagia € estritamente
dependente da modulacdo (distirbio) do sistema hemostético, de modo a inibi-lo e garantir
a fluidez e o aporte de sangue no local de alimentagdo do hematéfago. E razodvel supor que
a capacidade de inibir a coagulacio seja o requisito fundamental que possibilitou a alguns

animais a especializacdo em adquirir habitos hematéfagos.
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As moléculas anti-hemostiticas sdo os componentes mais bem estudados e
caracterizados presentes na saliva dos artrépodos hematéfagos (CHAMPAGNE, 2004).
Este grupo de moléculas € dividido principalmente em antiplaquetdrios ou inibidores de
agregacdo plaquetaria e em moléculas anticoagulantes ou inibidores de coagulagdo. Os
antiplaquetédrios podem exercer sua funcio por diferentes mecanismos de a¢do, como, por
exemplo, através da hidrdlise de agonistas plaquetérios (realizada pela apirase e outras
nucleotidases), sequestro de agonistas plaquetdrios (como mediado por algumas
lipocalinas); antagonismo de receptores plaquetdrios, ou inibi¢do das vias de sinalizacdo de
ativacdo plaquetdria (via acdo da adenosina e prostaciclina) (RIBEIRO et al., 1984; 1988;
1991; RIBEIRO & MODI, 2001; FRANCISCHETTI et al., 2000; MANS et al., 2002). Os
anticoagulantes encontrados nos hematéfagos sdo moléculas capazes de interagir com
proteinas da cascata de coagulagdo, inativando-as. O representante mais conhecido deste
grupo de moléculas € a hirudina, que é um peptideo inibidor de trombina, isolado da
sanguessuga Hirudo medicinalis, sendo uma das primeiras moléculas naturais de origem
animal a ser testada como farmaco antitrombdtico MARKWARDT, 1994).

Particularmente, entre os carrapatos, existe uma grande variedade de anti-
hemostaticos ja descritos. A presenca de atividade do tipo apirase, que é capaz de inibir a
agregacdo plaquetdria através da degradacdo do agonista ADP, ja foi identificada na saliva
dos carrapatos Ixodes scapularis (RIBEIRO et al., 1985), Ornithodoros moubata
(RIBEIRO et al., 1991) e O. savignyi (MANS et al., 2000). Outras moléculas presentes na
saliva de carrapatos também sdo capazes de interferir com o processo de agregacao
plaquetdria. O carrapato O. moubata produz uma proteina denominada moubatina, que liga
tromboxano A2 (TXA;), um agonista plaquetdrio (KELLER et al., 1993; MANS et al.,

2003). A moubatina pertence a classe das proteinas conhecidas como lipocalinas, que
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formam uma espécie de barril de folhas [, as quais ligam, em seu interior, pequenas
moléculas hidrofébicas (KELLER et al., 1993; MANS et al., 2003). Alguns carrapatos
também utilizam um mecanismo de inibicao plaquetéria bastante refinado, que consiste na
secrecdo salivar de antagonistas de receptores de fibrinogénio na superficie da plaqueta, a
glicoproteina do tipo integrina alfay,beta;. Estes antagonistas de receptores do tipo
integrina sdo comumente designados como desintegrinas. Em carrapatos, o exemplo
classico de desintegrina € a savignyigrina, produzida pelo carrapato O. savignyi. Esta
proteina, com cerca de 7 kDa, possui o motivo padrao de desintegrinas (RGD, Arg-Gly-
Asp), que permite sua interacdo com a integrina alfajpbetas e inibicdo da ligacdo da
plaqueta ao fibrinogénio, inibindo assim a agregacdo plaquetaria (MANS et al., 2002).
Outros tipos de moléculas variantes das desintegrinas cldssicas sdo descritas nos carrapatos
0. moubata e Dermacentor variabilis, como a disagregina e a variabilina, respectivamente
(KARCZEWSKI et al., 1994; WANG et al., 1996). Além dos inibidores especificos de
agregacdo plaquetdria, os inibidores de trombina também sao capazes de bloquear o
processo de agregacao plaquetdaria (ANDERSON & VALENZUELA, 2008).

De maneira geral, os anticoagulantes de carrapatos e de outros animais hematéfagos
agem, principalmente, inibindo moléculas de trombina ou de fator Xa. Contudo, a inibi¢ao
da coagulacdo por esses inibidores ndo ocorre somente via inativacdo isolada dessas
enzimas, mas também via intera¢do com arranjos multimoleculares pré-coagulantes, como
os complexos iniciador da via do fator tissular, tenase e protrombinase (MANS & NEITZ,
2004; FRANCISCHETTI et al., 2009). Anticoagulantes que agem via inibicao de trombina
ja foram descritos na grande maioria dos artrépodos hematéfagos ja estudados. Em

carrapatos, alguns exemplos de inibidores de trombina sdo a americanina de Amblyomma
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americanum (ZHU et al., 1997), a madanina de Haemaphysalis longicornis (IWANAGA et
al.,, 2003), a savignyina de O. savignyi (NIENABER et al., 1999), a calcaratina de
Rhipicephalus (Boophilus) calcaratus (MOTOYASHIKI et al., 2003), e o BmAP e a
microfilina de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (HORN et al., 2000; CIPRANDI et al.,
2006). Os inibidores de coagulacdo encontrados em carrapatos € outros animais
hemat6fagos podem diferir de tamanho e de mecanismo de agdo, variando desde pequenos
peptideos a moléculas maiores, como as pertencentes ao grupo das serpinas (inibidores de
serinoproteases) ou mesmo os inibidores do tipo Kunitz (MANS & NEITZ, 2004). Os
inibidores do tipo Kunitz sdo bastante versateis e podem possuir um ou mais dominios que
se caracterizam por dobramentos contendo entre 51-64 residuos de aminoacidos (contendo
6 cisteinas), que formam uma folha beta central antiparalela com uma curta hélice C-
terminal e que interagem com diferentes serinoproteases, levando a inibi¢do da atividade
enzimatica (PETERSEN et al., 1996). Entre estes inibidores, destacam-se o ixolaris e o
penthalaris, isolados do carrapato I. scapularis, que apresentam respectivamente, dois e
cinco dominios do tipo Kunitz e alta homologia com uma molécula endégena do sistema
hemostatico dos vertebrados, o inibidor da via do fator tissular (TFPI) (FRANCISCHETTI
et al., 2002; FRANCISCHETTI et al., 2004). O ixolaris apresenta efeito antitrombdtico in
vivo (NAZARETH et al., 2006), e seu mecanismo de a¢do € via ligacdo ao fator X e Xa,
inibindo o complexo iniciador da via do fator tissular (fator tissular e fator VIla) e o
complexo protrombinase (fator Va e Xa) (FRANCISCHETTI et al., 2002). Além da
inibicdo da ativagdo da hemostasia, outro recurso anti-hemostatico interessante para os
artrépodos hematéfagos parece ser a acdo fibrinolitica de sua saliva (o funcionamento do

sistema fibrinolitico € descrito juntamente com o sistema hemostético no subitem 1.2, desta
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dissertacdo). Contudo, até o momento, a atividade fibrinolitica s6 estd bem caracterizada
para o carrapato I. scapularis (FRANCISCHETTT et al., 2003).

Além de inibir as respostas de vasoconstricdo e a hemostasia, que sdo
desencadeadas em decorréncia do ferimento feito pelas suas pecas bucais, os hematéfagos
necessitam, também, modular a inflamacdo, uma resposta inata e rdpida a qualquer
agressdo ao organismo. Imediatamente apds o dano tecidual decorrente da introducdo das
pecas bucais e do rompimento dos vasos sanguineos, sdo produzidos e liberados
componentes que exercem o recrutamento de mediadores inflamatérios humorais e
celulares. A inflamacdo € classicamente caracterizada pelos fendmenos de dor, eritema,
edema e calor (LEWIS, 1971). Os eventos de eritema, edema e calor sdo decorrentes de um
aumento do fluxo sanguineo local, do aumento da permeabilidade -capilar, do
extravasamento celular e da infiltracio de polimorfonucleares (MERCHANT &
TABOADA, 1991). E importante ressaltar que a resposta inflamatéria local,
particularmente a ocorréncia de dor e prurido, € a principal responsdvel por movimentos de
rejeicdo ao parasito por parte do hospedeiro, através de estimulos de procura e remog¢ao
mecanica do agressor.

A lesdo vascular leva a exposi¢do de constituintes de tecidos adjacentes, bem como
de fragmentos celulares, que, por sua vez, ativam uma série de reagdes inflamatorias. A
interacdo dos componentes do sangue com a superficie negativa da membrana basal,
associada a exposicao de outras biomoléculas negativamente carregadas, oriundas de lesdao
celular, como os 4cidos nucleicos, e o desencadeamento das respostas hemostaticas levam a
ativacdo do sistema contato ou sistema calicreinas-cininas (KKS). O mecanismo bésico de
funcionamento do KKS consiste na ativagdao da pré-calicreina, que age sobre moléculas de

um precursor (cininogénio), assim, gerando peptideos genericamente conhecidos como
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cininas, sendo a bradicinina (BK, Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) a mais
conhecida. A BK é o mais potente mediador algésico conhecido e, além de nociocepgao,
também induz vasodilatacdo periférica, aumento do fluxo sanguineo, extravasamento
vascular, quimiotaxia e ativacdo de mastdcitos € macréfagos, contragdo da musculatura lisa
visceral, liberagdao de autacoides e eicosanoides (BHOOLA et al., 1992). Produzidos em
decorréncia de lesdo celular, os eicosanoides sdo oriundos de uma série de reacdes de
enzimas do grupo das fosfolipases sobre fosfolipideos de membrana, que diao origem ao
acido aracdonico, que, por sua vez, € processado em eicosanoides via ac¢do das ciclo-
oxigenases e lipo-oxigenases. Os principais eicosanoides conhecidos sdo as
prostaglandinas, que sdo mediadores cldssicos da inflamagdo, envolvidos nos principais
fenomenos inflamatérios locais e sistémicos. Apesar das prostaglandinas, per si, ndo
causarem dor, sdo capazes de baixar o limiar nocioceptivo das fibras aferentes do tipo C,
favorecendo a percep¢do dolorosa frente a outros estimulos (MATSUOKA &
NARUMIYA, 2008).

A lesdo tecidual também desencadeia a ativagdo do sistema complemento, que
também € um sistema em cascata, que realiza a opsoniza¢do de antigenos e lise de células
estranhas ao organismo. E importante ressaltar que, frente a uma lesio tecidual, existe uma
série de interacdes entre diferentes sistemas de defesa que amplificam o sinal inflamatério.
Desse modo, as ativacdes dos sistemas hemostdtico, contato e complemento estdo
intimamente ligadas, bem como com os fendmenos de migracao/infiltracdo celular e de
apresentacio de antigenos e montagem da resposta imune adaptativa (GUIMARAES,
1981).

Além dos efeitos diretos dos mediadores inflamatérios discutidos, estes

componentes ainda exercem um potente efeito quimiotatico, atraindo para o local da lesdao
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células inflamatérias. Em um primeiro momento, as células que chegam a lesdao sao
principalmente neutréfilos, células teciduais apresentadoras de antigenos (APC, como
células dendriticas e de Langerhans) e células inflamatdrias (basofilos e mastdcitos). As
APC e os neutréfilos iniciam a fagocitose e o desencadeamento da resposta imune
adaptativa, que terd vital importancia nos casos de parasitismo de longa duragdo, como
ocorre nos carrapatos. As células inflamatérias e os neutréfilos iniciam a produgdo de
citocinas quimiotéticas e liberam diversos mediadores que interferem na manuteng¢do do
parasitismo (WIKEL, 1996b). Entre os mediadores liberados, encontram-se a serotonina (5-
HT) e a histamina, que acentuam as condi¢des pro-inflamatérias no sitio de fixa¢do do
parasito. A 5-HT pode ainda ser responsdvel por mediar nociocep¢ao e prurido (SOMMER,
2006). A histamina, além dos efeitos inflamatdrios classicos, parece ainda desempenhar um
efeito nocivo direto sobre a fixacdo das larvas de carrapatos e estar intimamente
relacionada a resisténcia adquirida ao carrapato apds sucessivas infestacdes (TATCHELL
& BENNETT, 1969; KEMP & BOURNE, 1980; WIKEL, 1982).

Um exemplo notdvel de adaptacdo dos hematéfagos ao parasitismo, € sua
capacidade de inibir/bloquear a resposta inflamatéria decorrente do parasitismo, o que, de
fato, consiste em uma grande vantagem evolutiva que facilitou o processo de hematofagia.
Nesse sentido, os artrépodos hematdéfagos apresentam diversos mecanismos anti-
inflamatdrios, como, por exemplo, enzimas capazes de hidrolisar BK (cininases) (RIBEIRO
& MATHER, 1998; BASTIANI et al., 2002); proteinas que ligam/sequestram aminas
biogénicas (histamina e serotonina) (SANGAMNATDE]J et al., 2002; MANS et al., 2008);
inibidores do sistema complemento (RIBEIRO & SPIELMAN, 1986; VALENZUELA et
al.,, 2000; MANS & RIBEIRO, 2008); inibidores de proteases envolvidas na resposta

inflamatéria (KOTSYFAKIS et al., 2006; PREVOT et al., 2009); e compostos que ligam
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moléculas quimiotaticas (DERUAZ et al., 2008). Ademais, na saliva de alguns artrépodos
hematéfagos, particularmente nos carrapatos, sdo encontradas moléculas capazes de
modular a resposta imune adaptativa através da supressdo da ativacdo leucocitdria e da
inibicdo da expansdo clonal linfocitica e da alteracdo na expressao, liberacdo e acdo de
citocinas (BROSSARD & WIKEL, 2008; ANDERSON & VALENZUELA, 2008). A
modulagdo da resposta imune adaptativa pela saliva parece ter particular importincia nos
carrapatos, visto que representa um ponto critico nesse parasitismo, pois, ao contrario de
outros artrépodos hematdfagos que realizam sua refeicdo durante alguns minutos (como
barbeiros e mosquitos), estes parasitos ficam, por vezes, semanas alimentando-se do sangue
de um mesmo hospedeiro. As caracteristicas da resposta imune adquirida do bovino em
resposta ao parasitismo do carrapato serdao discutidas posteriormente (subitem 1.3.4. desta
dissertacdo).

A importancia do endotélio vascular como participante ativo nos distdrbios
inflamatérios e infecciosos vem sendo cada vez mais reconhecida, contrapondo-se ao
conceito inicial de que as células endoteliais funcionariam como uma simples barreira
mecanica inerte entre o sangue e os tecidos (BEHLING-KELLY & CZUPRYNSKI, 2007).
Desse modo, além do estudo dos sistemas e mediadores discutidos anteriormente, que estao
envolvidos na resposta de defesa do organismo a agressao, a participacdo do endotélio na
relacdo hemat6fago-hospedeiro comegou a ser investigada com mais detalhes. Nesse
sentido, dois trabalhos pioneiros demonstraram a habilidade de secre¢des de carrapatos em
modular as propriedades das células endoteliais. MAXWELL e colaboradores (2005)
demonstraram que o extrato de glandulas salivares de D. andersoni e de 1. scapularis reduz
a expressdo de adesinas e selectinas na superficie de células endoteliais, proteinas

essenciais nos processos de recrutamento e infiltracdo de células inflamatorias.
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FRANCISCHETTI e colaboradores (2005a) observaram que a saliva do carrapato 1.
scapularis apresenta atividade anti-angiogénica, introduzindo o conceito de que a saliva
modula negativamente a cicatrizagdo e o reparo tecidual, favorecendo o parasitismo
hemat6fago de longa durag@o, como ocorre em alguns carrapatos.

Além de todas as atividades discutidas anteriormente, identificadas e descritas na
saliva e glandulas salivares de artropodos hemat6fagos, é importante destacar que
abordagens de transcriptdmica e protedmica, cada vez mais, t€ém fornecido informacgdes
valiosas e em grandes quantidades sobre a composicao da saliva destes animais (RIBEIRO
& FRANCISCHETTI, 2003). As informagdes obtidas por essas abordagens permitem um
maior entendimento da evolu¢do das familias de proteinas destes parasitos (MANS &
NEITZ, 2004) e otimizam os estudos de funcao fisiolégica (MANS et al., 2003; 2008) e de
seu potencial biotecnolégico (NAZARETH et al., 2006). Alguns exemplos de parasitos que
tiveram a composicdo molecular de sua saliva/glandula salivar detalhadas por estas
metodologias incluem os carrapatos Ornithodoros coriaceus (FRANCISCHETTI et al.,
2008b), Ornithodorus parkeri (FRANCISCHETTI et al., 2008a), Ixodes pacificus
(FRANCISCHETTT et al., 2005b) e I scapularis (RIBEIRO et al., 2006), a mosca
hemato6faga Stomoxys calcitrans (WANG et al,, 2009), o barbeiro Triatoma infestans
(ASSUMPCAO et al., 2007), a pulga Xenopsylla cheopis (ANDERSEN et al., 2007), e os
mosquitos Anopheles gambiae (ARCA et al., 2005) e Aedes albopictus (ARCA et al.,
2007). Os dados gerados por estes trabalhos t€ém contribuido imensamente na compreensao
da funcao da saliva no parasitismo.

Os diversos desafios a serem enfrentados pelos artrépodos hematéfagos a obtencdo
de alimento evidenciam a necessidade destes animais possuirem um vasto arsenal de

moléculas farmacologicamente ativas. Dessa maneira, na interface parasito-hospedeiro,
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ocorre um embate dependente de um fino balango entre a a¢do da saliva do hematé6fago e as
defesas do hospedeiro, sendo a hemostasia provavelmente um dos obsticulos mais
importantes a serem vencidos. Isso posto, é evidente o motivo pelo qual estes animais

foram denominados “farmacologistas invertebrados”.

1.2. A hemostasia

A hemostasia compreende o conjunto das reagdes que mantém a fluidez sanguinea
em estado fisioldgico e evita a perda de sangue em lesdes e condi¢des patoldgicas,
mantendo-se, desse modo, como o ponto central de equilibrio entre a hemorragia e a
trombose. Quando hd um rompimento em um vaso sanguineo, a hemostasia prontamente
entra em acgdo e, através da formagdo de um trombo no local, oclui a lesdo e impede o
extravasamento do sangue. O sistema hemostitico € composto de diversos mediadores e
tipos celulares e interage ativamente com outros fendmenos do nosso organismo, como a
inflamacdo, a proliferacdo celular, a cicatrizacdo tecidual, o sistema contato, o sistema
imunolégico e o sistema complemento. A acdo do sistema hemostatico € finamente
regulada em vdrias etapas e através de distintos mecanismos, sendo seu funcionamento
dependente de um delicado equilibrio entre os processos de coagulacdo, anticoagulagao,
fibrindlise e da interacdo do endotélio com os componentes sanguineos (GUIMARAES,
1981; JENNY & MANN, 1998; FURIE & FURIE, 2008).

Os principais mediadores do sistema hemostatico sdo as plaquetas e o endotélio
(componentes celulares) e os fatores de coagulacdo (componentes proteicos). Além disso,
outros componentes também sdo essenciais para o adequado funcionamento da hemostasia,
como os fosfolipideos e o cédlcio. A maioria dos fatores da coagulacdo sdo enzimas

pertencentes ao grupo das serinoproteases que sio sintetizadas principalmente no figado e
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circulam no sangue sob a forma inativa de zimogénios (JENNY & MANN, 1998). A
hemostasia € um sistema enzimdtico de ativagdo em cascata, de modo que, quando a
formacdo do trombo € necessdria, os fatores de coagulacdo sdo sequencialmente
convertidos enzimaticamente na sua forma ativa através da acdo de outras enzimas
previamente ativadas, sendo todo este processo desencadeado por um estimulo inicial. Este
sinal iniciador € uma caracteristica dos mecanismos de ativagdo em cascata e € o que
permite ao organismo promover complexas reacdes em série, que culminam com a
formacdo de grandes quantidades do componente efetor final e do produto do processo. No
caso da hemostasia, o estimulo iniciador principal é o fator tissular (TF) a partir da
formagdo do complexo iniciador da via do fator tissular (TF associado ao fator VIIa).
Fisiologicamente, o TF ndo € encontrado na circulacdo, mas a concentragdo média do fator
VII no sangue € de 0,5 mg/L (SILVA & HASHIMOTO, 2006). J4 a protrombina (que dara
origem ao componente efetor final, a trombina) e o fibrinogénio (que dard origem ao
produto final do processo de coagulacdo, a fibrina) sdo encontrados na circulacdo em uma
concentracdo média de 150 mg/L e 3000 mg/L, respectivamente (SILVA & HASHIMOTO,
2006). Esses nimeros demonstram bem a capacidade de amplificacdo que os sistemas em
cascata desempenham, ou seja, a partir de um infimo estimulo, ocorre a ativagdo macica de
diversos mediadores que culminam em uma resposta efetiva em larga escala. Ademais, o
mecanismo de circulacdo sob a forma enzimaticamente inativa, como ocorre com alguns
fatores da coagulacgdo, favorece que as moléculas sejam ativadas preferencialmente quando
e onde realmente sdo necessdrias, evitando acdes indesejadas e disseminadas.

A descricao do funcionamento do sistema hemostatico tem sido motivo de algumas
divergéncias ao longo dos tltimos anos. Geralmente, para fins didaticos, o sistema

hemostatico € divido em trés partes, vasoconstricdo, agregacdo plaquetdria e a coagulacdo
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propriamente dita. A hemostasia também pode ser separada em priméria (compreendendo
os eventos de vasoconstricdo e agregacdo plaquetdria) e secundéria (coagulacdo e formagao
do trombo). Assim, para descrever a hemostasia, frequentemente, sdo explicados,
primeiramente, os eventos de agregacdo e, apds, a formacdo do codgulo, baseando-se no
sistema em cascata proposto por MacFARLANE (1964). Foi este sistema que, utilizando
evidéncias de dados obtidos in vitro, forneceu inicialmente as bases bioquimicas para o
entendimento da formacdo do codgulo através da ativacdo sequencial dos fatores da
coagulacdo, o que, por sua vez, poderia ocorrer por duas vias distintas, a extrinseca e a
intrinseca.

Contudo, o funcionamento da hemostasia tem sido objeto de discussdes com intuito
de complementar o modelo inicial de MacFarlane, fornecendo uma abordagem mais
fisiol6gica e celular, visto que a ativagdo do sistema hemostético e a formacao do trombo
sdo processos dindmicos, em que diversos eventos ocorrem simultaneamente e interagem
entre si (HOFFMAN & MONROE, 2001; BLAT & SEIFFERT, 2008; FURIE & FURIE,
2008). Sob tal perspectiva, nesta dissertacdo, a descricdo do sistema hemostatico serd
realizada buscando abranger os eventos de uma maneira global e destacando sua
importancia fisiologica. Ademais, o modelo escolhido para ser descrito neste trabalho
(Figura 1) € resultado de uma livre associacdo entre os modelos de coagulacdo baseados
em células (HOFFMAN & MONROE, 2001), e o que propde a reintroducdo dos
componentes do sistema contato em um modelo de hemostasia celular (BLAT &

SEIFFERT, 2008).
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A ativagdo da hemostasia ocorre quando hd uma lesdo vascular e, desse modo,
rompimento da continuidade do endotélio, havendo extravasamento dos constituintes
sanguineos e contato com o subendotélio, a membrana basal e o tecido conjuntivo. A
alterac@o no fluxo sanguineo normal na regido lesionada gera, em um primeiro momento,
uma acao nervosa reflexa de vasoconstri¢do transiente em resposta a diminui¢do dos niveis
de oxigenacdo (MAKRIDES & RYAN, 1998).

Nos tecidos que circundam os vasos, a matriz extracelular e tipos celulares sao ricos
em proteinas como TF, coldgeno, laminina, fibronectina, entre outras. Apds o contato
destas moléculas com os componentes do sangue, ocorre a ativacdo da hemostasia que se
sucede nas fases sequenciais de iniciacdo, amplificacdo e propagacdo (HOFFMAN &
MONROE, 2001).

A exposicao de TF leva a interagdo deste com o fator VII. Esta interacdo, promove a
auto-ativacdo do VII em VIla e forma o complexo iniciador da via do fator tissular, cuja
atividade catalitica do VIla € responsavel pela conversdo, em pequena escala, do zimogénio
do fator X em sua forma ativa Xa. A formacgdo de Xa, por sua vez, leva a conversdo do
fator V. em Va, formando o complexo Xa/Va, que induz a formacdo de pequenas
quantidades de trombina a partir da protrombina. Estes fendmenos compreenderiam a fase
conhecida como iniciagio (HOFFMAN & MONROE, 2001).

A exposicdo do tecido extravascular leva também a interacdo das plaquetas com
componentes da matriz extracelular. Esta interacao inicia o processo de adesao plaquetdria,
onde diferentes receptores plaquetdrios, do tipo integrinas, promovem a ligacdo das
plaquetas a proteinas da matriz, como o coldgeno. Esta interacdo parece ser, em grande
parte, dependente da participacdo do fator de von Willebrand (vWf), que interage com os

componentes do subendotélio e com integrinas (complexo Ib-V-IX) da superficie
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plaquetdria, com isso, promovendo a aderéncia ao local lesionado. A trombina gerada na
fase de iniciacdo, apesar de ter sido formada em pequenas quantidades, € capaz de
amplificar o estimulo pré-coagulante através da ativacdo das plaquetas aderidas no
subendotélio. De fato, além da trombina, o coldgeno também € capaz de iniciar o processo
de ativagdo plaquetdria. Neste momento, o processo de hemostasia, visando a formacgado de
trombina e consequentemente do trombo, passa a ocorrer na superficie da plaqueta ativada.
O processo de ativagdo plaquetdria envolve uma mudanca fenotipica, onde a plaqueta: (i)
altera sua forma discoide caracteristica para um aspecto globuloso rico em pseuddpodos;
(i1) expde na superficie novos receptores do tipo integrina, como o receptor de fibrinogénio
alfajpbetas; (iii) torna-se uma superficie favordavel a formagdo dos complexos pro-
coagulantes, através da exposicdo de fosfatidilserina (PS); e (iv) acumula na membrana
plasmadtica os fatores V, VIII e XI da cascata de coagulacdo. A participacdo essencial dos
fosfolipideos de PS no correto funcionamento do sistema hemostatico revela também o
papel essencial de outros mediadores e vias bioquimicas. A exposi¢do de PS nas plaquetas
e outros tipos celulares ativados (células endoteliais e mondcitos) permitem a ligacdo de
residuos de y-carboxiglutamato (Gla), presentes em alguns fatores de coagula¢do (como o
V e o0 X), a membrana plasmatica, ancorando os complexos pro-coagulantes nas superficies
celulares. Esta ligacdo € estritamente dependente de cdlcio para mediar a ligacdo Gla-PS, e
indiretamente de vitamina K, que € o cofator essencial na conversao enzimadtica de residuos
de glutamato em Gla, durante a sintese dos fatores de coagulacdo (KROLL & SULLIVAN,
1998; MAKRIDES & RYAN, 1998; SAVAGE et al, 2001; RUGGERI &

MENDOLICCHIO, 2007).
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A ativacdo das plaquetas ainda € acompanhada da secre¢cdo do conteido dos
granulos plaquetdrios, que contém mediadores responsaveis pela ativacdo e indugdo de
agregacdo em novas plaquetas, realizando uma retroalimentacdo positiva no sistema de
formacdo do tampdo plaquetdrio. As principais moléculas secretadas pelos granulos
plaquetarios sdo difosfato de adenosina (ADP), 4cido aracdonico, fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), trombina, fator V, fibrinogénio e serotonina (5-HT). Alguns
dos mediadores liberados pela ativagdo plaquetdria, como TXA,, 5-HT e PDGF, sado
capazes de induzir vasoconstricdo. A proteina endotelina, um potente vasoconstritor
produzido pelas células endoteliais apds alteragdes decorrentes da ativacdo do sistema
hemostatico, particularmente da interacdo com a trombina e com as plaquetas ativadas,
também, auxilia na diminuicdo do fluxo sanguineo no local da lesio (KROLL &
SULLIVAN, 1998; MAKRIDES & RYAN, 1998; SAVAGE et al., 2001; RUGGERI &
MENDOLICCHIO, 2007).

Os fendmenos de adesdo, ativacdo e secrecao dos granulos das plaquetas sdo
seguidos do processo de agregacdo plaquetdria. Este fendmeno € induzido por agonistas
plaquetarios, cujos principais sdo a trombina, o colageno e o ADP. Estes agonistas atuam
sobre receptores especificos que, por sua vez, agem via proteina G, ativacdo de proteina
tirosa-quinase e influxo de célcio. Estes sinais sdo acompanhados de ativacdo de fosfolipase
C (PLC) e A; (PLA;), que levam a liberacdo de 4cido aracddnico, que é posteriormente
metabolizado em TXA,, ambos também agentes indutores de agregacdo plaquetdria. A
agregacdo plaquetdria € o processo pelo qual as plaquetas unem-se para formar o tampao
plaquetdrio, que obstrui o extravasamento de sangue. O agregado de plaquetas é formado
por ligacdes plaqueta-plaqueta, utilizando o fibrinogénio como ponte. O fibrinogénio liga-

se as plaquetas ativadas por meio do receptor do tipo integrina alfajpbeta; (KROLL &
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SULLIVAN, 1998; SAVAGE et al., 2001; RUGGERI & MENDOLICCHIO, 2007). A
trombina gerada na fase de iniciacdo ainda promove a conversido enzimatica dos fatores V
em Va, e a clivagem do complexo vWF/fator VIII, dando origem a VIIla e vWF livres.
Estes acontecimentos, em adi¢do aos fendmenos de ativagdo plaquetdria e o inicio da
agregacdo, associados ao assentamento dos fatores Va e VIlla na superficie da plaqueta
constituem a fase de amplificacdo da hemostasia (HOFFMAN & MONROE, 2001).
Simultaneamente a esses acontecimentos, a exposi¢do de componentes de carga fortemente
negativa, como proteinas do subendotélio e de 4cidos nucleicos (RNA) oriundos de lesdao
celular, promovem uma pequena autoativacido do fator XII em XIla através de alteragdes
conformacionais em decorréncia da interagdo com esses compostos negativos. A formagao
de Xlla resulta na conversio de pré-calicreina em calicreina, que realiza uma
retroalimentagdo positiva no eixo, por converter mais XII em Xlla e, consequentemente,
ativa o sistema contato. O fator XIIa é responsdvel pela ativagdao enzimatica do fator XI em
Xla, que também assenta na superficie das plaquetas ativadas (BLAT & SEIFFERT, 2008).

A fase de propagacido € caracterizada pela formagdo dos complexos pré-coagulantes
sobre as plaquetas, pela geracdo de trombina em larga escala e pela ativacdo/agregacao
plaquetdria massiva no local da lesdo. Na superficie das plaquetas, o fator XIa promove a
conversdo do IX em IXa. Este tltimo em associagdo com o VIlIa, forma o complexo tenase
(VIIIa/IXa), responsével pela geracdo de quantidades expressivas de fator Xa. O fator Xa
formado associa-se com o fator Va, dando origem ao complexo protrombinase (Va/Xa),
que responde pela conversdo de grandes quantidades de protrombina em trombina
(HOFFMAN & MONROE, 2001; MANN et al., 2003). O funcionamento dos complexos
tenase e protrombinase € estritamente dependente de fosfolipideos e célcio, e a eficiéncia

catalitica de ambos os complexos, quando associados aos fosfolipideos da membrana, €
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milhares de vezes maior do que a eficiéncia catalitica dos fatores IXa e Xa,
respectivamente, quando em solucdo. A trombina gerada em grande quantidade converte
cataliticamente fibrinogénio em fibrina. A estabilizacdo do polimero de fibrina é realizada
pela acdo do fator XIIIa (ativado por acdo da trombina), de modo que a fibrina forme uma
“rede” insolivel em volta do agregado plaquetédrio dando origem ao trombo e, finalmente,
ocluindo a lesdo vascular (MANN et al., 2003; MONROE & HOFFMAN, 2006).

Apds a oclusdo da lesdo, o trombo ndo deve permanecer indefinidamente no
ferimento. Os processos que envolvem a remog¢do do trombo, bem como a remodelacdo e
proliferacdo tecidual sdo fundamentais para o restabelecimento da integridade do
organismo. Nesse sentido, um dos primeiros passos € executado pela fibrindlise, que € o
processo que realiza gradualmente a remocao dos depdsitos de fibrina. O ponto-chave neste
processo € a ativacdo do plasminogé€nio, um precursor inativo, em plasmina, uma
serinoprotease que degrada a rede de fibrina em produtos de degradacdao soliveis. A
ativacdo da plasmina é mediada principalmente pelo ativador tissular de plasminogénio
(tPA) e o ativador de plasminogénio tipo uroquinase (uPA), produzidos pelas células
endoteliais, principalmente apds a ativacdo da coagulacdo. Além disso, a ativacdo do
sistema contato pode levar a conversdao de plasminogénio em plasmina. A fibrinélise € um
sistema altamente regulado e, em situagdes fisioldgicas, encontra-se inibido. A inibi¢do
ocorre nos ativadores de plasminogénio (PA) e também diretamente sobre a plasmina. Os
principais inibidores dos PA sdo o inibidor do ativador de plasminogénio 1 (PAI-1), que,
em sua maior parte, circula conjugado ao tPA, o PAI-2, a op-antiplasmina e os inibidores
de fibrindlise ativados por trombina (TAFI). O estimulo pré-coagulante induz o endotélio e

as plaquetas a produzirem receptores celulares de PA que potencializem o processo de
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formagdo de plasmina. A atividade dos PA também é expressivamente aumentada em
presenca de fibrina. Desse modo, a regulacdo do sistema fibrinolitico mantém sua ativacao
vinculada a prévia formacdo do trombo. Como a remocdo da rede de fibrina envolve a
recuperacdo tecidual, o processo de ativacdo do plasminogénio estd intimamente
relacionado a indugdo de remodelacdo da matriz extracelular, angiogénese, proliferacdo e
migracdo celular (VAUGHAN & DECLERCK, 1998; CESARMAN-MAUS & HAJJAR,
2005; SILVA & HASHIMOTO, 2006).

Como anteriormente evidenciado, o endotélio vascular desempenha diversas
funcdes no controle da homeostase circulatéria. O papel-chave desempenhado pelo
endotélio ndo € relacionado somente aos fendmenos de hemostasia, mas também de
regulacdo do tonus vascular, balanco de fluidos, cicatrizacdo, infiltracdo tecidual de
leucdcitos, producdo de citocinas e apresentacao de antigenos.

Em condicOes fisiologicas, o endotélio apresenta um fenétipo anti-inflamatorio,
anticoagulante e antitrombotico. Este estado antitrombético € mantido principalmente pela
presenca de altos niveis de proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG), que agem repelindo
moléculas e células negativamente carregadas e potencializando a acdo da antitrombina.
Além disso, outros mediadores participam ativamente neste processo, como o inibidor da
via do fator tissular (TFPI); o complexo trombomodulina/proteina C/proteina S, que reverte
a acdo protrombotica da trombina em antitrombdtica e inibe outros fatores da cascata de
coagulagdo; a prostaciclina, o 6xido nitrico e as ADPases, todos inibidores de agregacio
plaquetaria.

No caso de lesdes vasculares, inflamacdo, choque e infeccdo, o endotélio pode
sofrer uma alteracdo fenotipica, conhecida como ativacao endotelial, onde hd uma reversao

de seu estado antitrombdtico para protrombdtico. Quando o endotélio € ativado, os fatores
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que mantém seu estado antitromboético deixam de ser secretados ou expressos na superficie
da célula endotelial (Figura 2). Ademais, sdo expostas ou secretadas na membrana
plasmdtica moléculas pré-coagulantes (como TF e PS), algumas moléculas de adesdao que
participam da migracdo e extravasamento celular (como selectinas e adesinas) e, ainda,
citocinas pro-coagulantes (como o fator de necrose tumoral alfa - TNF-a - e as
interleucinas IL-1p e IL-6) (GIBBONS, 1998; MAKRIDES & RYAN, 1998; AIRD, 2004;

MINAMI et al., 2004; BEHLING-KELLY & CZUPRYNSKI, 2007).
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Figura 2 - Desenho ezquematice da célula endotelial em repouse e ativada

Elaborado por José Eeck Ir (2009)



1.3. O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
1.3.1. Visdo geral, biologia, impacto e controle

Os carrapatos s@o aracnideos encontrados em todos os continentes, € pertencentes a
subclasse dos dcaros, superordem (ou coorte) Parasitiformes, ordem Ixodida. Os carrapatos
estdo entre os primeiros aracnideos que habitaram a terra, sendo seu surgimento estimado
ha cerca de 300 milhdes de anos (MANS & NEITZ, 2004). As primeiras descri¢des sobre a
ocorréncia de carrapatos foram encontrados em uma tumba egipcia (de 1500 a.C.), onde
desenhos mostravam um animal com parasitos no pavilhdo auricular interno. Em obras
classicas de Homero (800 a.C.), Aristételes (355 a.C.) e Plinio (77 d.C.), também, sdo
encontradas referéncias e algumas descri¢des iniciais sobre carrapatos (PEREIRA, 2009a).

Atualmente, sdo reconhecidas cerca de 870 espécies de carrapatos, que sdo divididas
em duas grandes familias principais, Ixodidae e Argasidae. O Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, popularmente conhecido como carrapato bovino, é um carrapato pertencente a
familia Ixodidae, que compreende os hard-ticks ou carrapatos duros. Esta denominacdo se
da devido a presenca do escudo, uma camada rigida esclerotizada que recobre dorsalmente
o idiossoma (corpo do carrapato), completamente nos machos e parcialmente nas fémeas. O
R. microplus ndo possui ornamentagdes na cuticula, que apresenta coloracio cinza-escura,
sendo que o escudo dorsal € pouco desenvolvido (GUIMARAES et al., 2001; PEREIRA,
2009a).

A inclusdo das espécies do género Boophilus no género Rhipicephalus ocorreu em
2003, visto que até entdo o carrapato bovino era designado somente como Boophilus
microplus (MURREL & BARKER, 2003). A nomenclatura original do R. microplus
referia-se a uma traducgdo livre para o grego da expressdo menor (micro e plus) — amigo

(philus ou philo) do boi (Boo ou Bos). MURREL & BARKER (2003), analisando
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principalmente dados moleculares de filogenia, dos géneros Rhipicephalus e Boophilus,
concluiram que as espécies de ambos 0s géneros deveriam pertencer a somente um género
(Rhipicephalus), que abrigaria um subgénero (Boophilus). O subgénero Boophilus abrange
as seguintes espécies: R. microplus, R. australis, R. annulatus ou R. calcaratus, R.
decoloratus, R. kohlsi, e R. geigyi. No Brasil, foi relatada apenas a presenca de R. microplus
(PEREIRA, 2009b; LABRUNA et al., 2009).

Supde-se que o R. microplus seja originirio da Asia e tenha sido introduzido em
outras regides através da circulagdo de bovinos parasitados. Este fato sustenta a explicagdao
de que as racas bovinas de origem europeia (Bos taurus) sao mais susceptiveis a infestacao
por R. microplus do que as ragas de origem asidtica, como os zebuinos (Bos indicus), que
sdo naturalmente mais resistentes ao parasitismo. Os zebuinos apresentam um maior
equilibrio na dindmica populacional do parasito e menores efeitos em seu organismo
decorrentes da infestacdo. Esta maior adaptacdo é devida ao fato de, ao longo de milhares
de anos, estes bovinos terem coevoluido juntamente com o carrapato, desenvolvendo,
assim, um equilibrio mais estdvel na relacdo parasito-hospedeiro (PEREIRA &
LABRUNA, 2009). No Brasil, considera-se que a introdu¢do de espécimes de R. microplus
tenha ocorrido primeiramente no estado do Rio Grande do Sul, devido a importacdo de
exemplares parasitados de bovinos de ragas europeias de paises da América Latina, como
Chile e Uruguai (MARTINS, comunicagio pessoal). O carrapato bovino € distribuido entre
os paralelos 32° N e 35° S, ou seja, nas regides tropicais e subtropicais, zona que
compreende principalmente paises em desenvolvimento (América Latina, Africa e Asia
Continental) e importantes dreas de producao de carne bovina (América Latina e Oceania)

(GUIMARAES et al., 2001; PEREIRA & LABRUNA, 2009).
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O tnico hospedeiro natural do R. microplus ¢ o bovino, podendo ser raramente
encontrado em outros mamiferos (particularmente outros ruminantes), que dividem a
mesma drea geogréfica. Este fato ocorre, geralmente, apenas em situacdes de alta carga
parasitdria no ambiente. No caso de parasitismo em outros hospedeiros que ndo sejam
bovinos, ha grande rejeicdo do hospedeiro ao parasito, principalmente no momento de
fixacdo das larvas infestantes, e muito poucos exemplares de R. microplus sdo capazes de
atingir a maturidade, o que, quando ocorre, se d4 com grande dificuldade. Ocasionalmente,
cervideos podem servir de hospedeiros que sustentam um parasitismo vidvel e bem-
sucedido, contudo, maiores estudos sd@o necessdrios para averiguar a adaptacao do carrapato
ao parasitismo nestes animais (GUIMARAES et al., 2001; PEREIRA & LABRUNA,
2009).

O carrapato bovino € um parasito monoxeno, ou seja, permanece toda sua vida
parasitdaria em apenas um hospedeiro (no mesmo individuo). O ciclo de vida do R.
microplus compreende um periodo parasitdrio e outro de vida livre (Figura 3). O periodo
parasitdrio dura, em média, trés semanas e inicia quando as larvas infestantes encontram o
hospedeiro. Apesar das larvas de carrapatos se movimentarem ativamente e serem
responsivas a estimulos luminosos, olfativos e térmicos, sendo capazes de identificar,
discernir e localizar seu hospedeiro, no caso do R. microplus, o inicio do processo de
parasitismo parece ser, fundamentalmente, dependente dos movimentos do hospedeiro.
Durante a deambulacdo sobre o pasto, o bovino depara-se com grupos ou aglomerados de
centenas ou milhares de larvas infestantes posicionadas no topo da vegetacao, que ficam a
espera do hospedeiro e, no momento do encontro, movem-se avidamente em direcdo ao
corpo do bovino (BALASHOV, 1972; GONZALES et al., 1974; GUIMARAES et al.,

2001; PEREIRA & LABRUNA, 2009).
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As larvas ja possuem a morfologia caracteristica de carrapatos, com evidente separacdo
corporal em gnatossoma (‘“‘cabeca falsa”), idiossoma (corpo) e patas, sendo hexdpodas e
medindo cerca de 0,5 mm. Uma vez no bovino, as larvas movimentam-se no corpo do
animal, durante algumas horas, até escolherem seu sitio de fixacdo e iniciar sua
alimentacdo. As larvas distribuem-se pelo corpo do animal de maneira ndo-aleatdria,
fixando-se preferencialmente em locais onde a pele apresente maior temperatura
superficial, menor espessura (queratinizacdo) e onde a possibilidade de autorremocao por
parte do bovino € dificil. Assim, os carrapatos sdo encontrados principalmente no perineo,
ubere, regido inguinal, insercdo da cauda, face interna superior das patas, escroto, barbela,
contorno dos olhos e pavilhdo auricular. As larvas de R. microplus, ap0s a fixagdo, iniciam
sua alimentacdo, que, em um primeiro momento, ndo ¢ baseada em sangue, € sim em
exsudato vascular e fluido linfatico (BALASHOV, 1972; GONZALES et al., 1974,
GUIMARAES et al., 2001; PEREIRA & LABRUNA, 2009).

O processo de fixacdo depende de estruturas altamente especializadas do carrapato.
O aparato bucal do R. microplus é localizado no gnatossoma, € seus constituintes principais
sdo o hipostdomio, as queliceras e os palpos. O processo de fixagcdo ocorre com o carrapato
posicionando-se em um angulo aproximado de 45° em relagdo ao hospedeiro, com a base
do hipostdomio encostando na pele. Os palpos se abrem fornecendo apoio ao parasito e os
afiados digitos distais das queliceras seccionam a pele e os tecidos subjacentes. Parte das
queliceras e do hipostomio € introduzida na pele do hospedeiro, entdo, iniciando a
alimentacdo do parasito associada ao processo de salivacdo, que leva a inoculacdo de
diversas moléculas do parasito no hospedeiro. As queliceras e o hipostdbmio possuem
estruturas denteadas que se dispdem no sentido da fixacdo do carrapato e que fazem

necessdria uma tracdo mecanica intensa para permitir a remoc¢ao do parasito. Além das
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estruturas anatdmicas citadas, a alimentacdo ainda é dependente da formacdo de um
revestimento que recobre externamente o ponto central da ferida e o aparato bucal do
carrapato. Este revestimento € conhecido como cone de cemento (BALASHOV, 1972;
GONZALES et al., 1974; GUIMARAES et al., 2001; PEREIRA & LABRUNA, 2009). O
cemento € uma estrutura acelular complexa composta principalmente de lipoproteinas e
polissacarideos, e produzido pelas glandulas salivares como um fluido viscoso que se
solidifica e adere firmemente a pele do hospedeiro. Em muitos casos, a remoc¢do mecanica
do carrapato durante sua alimentacio leva ao desprendimento de parte do gnatossoma e a
permanéncia das pecas bucais inseridas na pele e do cemento, que podem acarretar em
inflamacdo e infecgdes posteriores (BALASHOV, 1972; GONZALES et al.,, 1974;
GUIMARAES et al., 2001; MARTINS, 2004a; PEREIRA & LABRUNA, 2009).

Ao longo do ciclo de vida parasitaria do R. microplus, ocorrem diversas ecdises, que
sdo as responsaveis pelas mudancas de um estdgio para outro mais maduro. Durante as
ecdises, o R. microplus remove suas pecas bucais do hospedeiro e permanece fixado
geralmente pelo cone de cemento. Apesar de, apds a ecdise, o carrapato tender a manter-se
fixado no hospedeiro em um local muito préximo do local penetrado no estdgio anterior, o
parasito geralmente realiza uma nova laceracdo na pele do hospedeiro. Cerca de
aproximadamente 6 dias apds a fixacdo, as larvas infestantes realizam muda e tornam-se
ninfas octopodas. As ninfas alimentam-se de sangue por cerca de 6 dias até realizarem nova
ecdise, dessa forma, dando origem a adultos imaturos, o que marca o inicio do dimorfismo
sexual, sendo as fémeas denominadas de nedginas e os machos de gonandros
(BALASHOV, 1972; GONZALES et al., 1974; GUIMARAES et al., 2001; PEREIRA &

LABRUNA, 2009).
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Ao atingirem o estdgio adulto, as fémeas fixam-se no ponto que devem permanecer
até que seu ciclo parasitdrio se complete. Os carrapatos adultos atingem a maturidade
sexual, aproximadamente, 5 dias apds a ecdise anterior. Apesar de ingerirem uma
quantidade de sangue muito menor do que as fémeas em todos os estigios de
desenvolvimento, os machos também realizam hematofagia, sendo o repasto sanguineo
importante para o processo de espermatogénese. Ao atingir a maturidade, os machos
geralmente param de se alimentar e, guiados por diferentes estimulos, comecam a percorrer
ativamente o corpo do hospedeiro na procura de fémeas para o acasalamento. Enquanto a
fémea sexualmente madura tem cerca de 2-4 mm de largura, sendo neste estigio
frequentemente designada como partendgina, os machos atingem em média 0,8 mm. Os
machos posicionam-se sobre as fémeas para realizarem a copula e 14 permanecem até que a
fémea inicie seu processo de ingurgitamento rdpido. Depois de fecundadas, as fémeas
aumentam consideravelmente sua ingesta de sangue. Por volta do 21° dia de parasitismo, as
fémeas atingem o pico de sua ingesta sanguinea, sendo que, nesse periodo, seu peso
corresponde a 1400% do peso do momento da fixacao inicial. Geralmente, a0 amanhecer
do 22° dia, as fémeas atingem a replecdo maxima (cerca de 8-12 mm de largura) e
desprendem-se do hospedeiro caindo no solo. Este acontecimento marca o fim do periodo
parasitdrio e o inicio do ciclo de vida livre do R. microplus (BALASHOV, 1972;
GONZALES et al., 1974; GUIMARAES et al., 2001; MARTINS, 2004a; PEREIRA &
LABRUNA, 2009).

Uma vez no solo, a fémea adulta ingurgitada (também designada como teledgina),
procura um local imido e protegido da luz solar para realizar a postura de seus ovos,
normalmente junto as raizes da vegetacdo. A fémea ainda precisa passar por um periodo de

maturacdo (denominado de pré-postura) de seu sistema reprodutivo antes de iniciar a
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postura, o que leva cerca de 3 dias, em condicdes ideais de temperatura (= 27 °C) e umidade
(= 85%). Nas épocas do ano ou regides geogrificas em que o clima tenda a ser
desfavoravel, a duracdo do periodo pré-postura tende a se estender consideravelmente.
ApOs este periodo, a fémea inicia a postura dos ovos, sendo que cada uma pode produzir
cerca de 3.000 ovos. A postura dura aproximadamente 14 dias, e, ao fim do processo,
ocorre a morte da fémea. Em condi¢Ges ambientais favoraveis, a eclosdo dos ovos inicia-se
cerca de 7 dias apds a postura e, por vezes, para que haja a eclosdo de todos os ovos sdo
necessarios mais alguns dias. Dos ovos, eclodem larvas hexapodas incolores que, apds
alguns minutos, adquirem sua coloracdo avermelhada caracteristica. Apds cerca de uma
semana, as larvas estdo aptas a iniciar sua vida parasitdria, sendo entdo denominadas larvas
infestantes. E importante ressaltar que cerca de 95% dos carrapatos de uma determinada
populacdo sdo encontrados no ambiente, em sua fase de vida livre, seja sob a forma de
larvas ou de fémeas adultas (BALASHOV, 1972; GONZALES et al., 1974; GUIMARAES
et al., 2001; PEREIRA & LABRUNA, 2009).

Como visto anteriormente, as condi¢des climaticas sdo fatores determinante no ciclo
do R. microplus. Esta influéncia se d4 principalmente sobre os estdgios de vida livre do
carrapato; em muito menor grau, durante sua vida parasitdria. Sob variadas condig¢des
ambientais, cuja baixa temperatura parece ser o maior limitante, o tempo entre a queda ao
solo e o surgimento de larvas infestantes pode se estender por mais de seis meses. Além
disso, em alguns casos, as larvas infestantes, que estdo na vegetacdo, podem sobreviver por
mais de oito meses sem alimentar-se frente a escassez de hospedeiros (GONZALES et al.,
1974; GUIMARAES et al., 2001; MARTINS, 2004a; PEREIRA & LABRUNA, 2009).

O R. microplus é considerado o mais importante parasito de animais domésticos da

América Latina. Quase a totalidade dos rebanhos de bovinos no Brasil enfrenta, em
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diferentes graus, problemas devido a infestacdo por R. microplus (MARTINS, 2004a). Em
diversos locais do Brasil, ndo é incomum alguns animais apresentarem contagens didrias de
carrapatos superiores a 200 fémeas por bovino, o que, durante um intervalo de tempo de
duas semanas, resulta em milhares de teledginas atingindo o grau maximo de replecdo e
realizando postura no ambiente (LABRUNA & VERISSIMO, 2001). Existem ainda relatos
de bovinos a campo apresentando mais de 20.000 carrapatos fixados em diferentes estdgios
de desenvolvimento (HORN & ARTECHE, 1985). A infestacdo por carrapatos parece
adquirir particular importancia nos estados do sul do pais, principalmente no Rio Grande do
Sul, onde a presenga predominante de gado de racas de origem europeia torna o rebanho
muito sensivel a infestacdo por carrapato e aos seus efeitos deletérios. Este problema
também ¢é marcante nos rebanhos leiteiros de todo o Brasil, onde ha grande predominancia
de gado Bos taurus das racas Holandesa (Holstein) e Jersey (MARTINS, 2004a). O grau de
parasitismo entre os animais de um mesmo rebanho ndo apresenta uma distribui¢ao normal,
visto que, frequentemente, um grupo de 10% dos bovinos abriga 70% da populagdo total de
carrapatos que estdo na fase parasitdria. Os mecanismos que regem este tipo de distribui¢dao
ainda nao sao compreendidos (SZAB(), 2009).

O R. microplus é responsdvel por diversos danos aos animais que parasita,
principalmente pela espoliacdo de grandes quantidades de sangue, que acarreta em anemia
e em uma série de alteracdes organicas, como anorexia, emagrecimento, apatia, reducdo da
producdo de leite e, em casos mais extremos, pode levar a morte do animal. Ademais, a
picada do R. microplus pode gerar desconforto, prurido, inflamacdes, infec¢des secundarias
e facilitar a ocorréncia de miiases (RIEK, 1957, GUIMARAES et al., 2001; MARTINS,
2004a; PEREIRA & LABRUNA, 2009). Uma vez que a saliva do carrapato estd envolvida

na modulacdo de uma série de reagdes do hospedeiro para garantir a hematofagia, surge o
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conceito de que o carrapato realiza a modulacao sist€émica, e ndo somente local, de diversos
fendmenos por meio da inoculagdo de um coquetel de moléculas farmacologicamente
ativas, o que parece ter particular importancia nos casos de altas infestacdes (WIKEL,
1996a). Um exemplo disso parece ser a modulacdo global negativa do sistema imune de
bovinos infestados com R. microplus INOKUMA et al., 1993).

Além dos distirbios diretamente associados ao parasitismo, o R. microplus também
€ motivo de preocupacdo por ser o vetor do complexo causador da tristeza parasitdria
bovina (TPB) (MARTINS et al., 2004b). Segundo a Secretaria Estadual da Agricultura,
Pecudria, Pesca e Agronegécio (SEAPPA) do estado do Rio Grande do Sul, a TPB € a
principal causa infecciosa de mortes em bovinos no estado (SEAPPA, dados nido
publicados). A TPB é um complexo de doengas causadas por infec¢des pelos protozodrios
Babesia bovis ou B. bigemina e pela bactéria Anaplasma marginale, € que podem ocorrer
associadas ou ndo. Os agentes da TPB sdo organismos de localizacdo intraeritrocitaria,
conhecidos genericamente como hemoparasitos. Os sinais clinicos da TPB sao prostracdo e
emaciacdo acentuadas, febre e anemia severa (por hemdlise intravascular), levando a
palidez de mucosas e/ou ictericia e diversas outras alteracdes, como abortos e reducio na
lactacdo. Na babesiose também € frequente a hemoglobiniria e, quando a infeccdo ¢é
causada por B. bovis, hd a ocorréncia de distirbios neurolégicos causados provavelmente
pelo sequestro de eritrdcitos parasitados nos capilares do cérebro, de modo similar ao que
ocorre nos casos de maldria cerebral humana. Os indices de morbidade e letalidade variam
bastante entre as regides, mas, em localidades de alta infestacdo por carrapatos, podem
atingir valores superiores a 50% (GUIMARAES et al.,, 2001; MARTINS, 2004b;

ALMEIDA et al., 2006).
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Visto que o R. microplus causa danos ao seu hospedeiro tanto direta quanto
indiretamente, este carrapato é um sério problema econdmico a ser enfrentado pela pecuéria
brasileira. Estima-se que a redu¢do do ganho de peso, em um ano, em rebanhos de Bos
taurus infestados com R. microplus, gere uma reducdo de 9,5 Kg de carne no peso da
carcaca em comparacdo a animais ndo parasitados. A reducdo na producgdo leiteira, em
animais infestados, durante longos periodos, pode chegar a 20%. Em 1985, computando-se
os gastos com os efeitos do parasitismo, queda de producdo, mortes, acaricidas e TPB,
estimou-se que o R. microplus gerava um prejuizo minimo de 8 ddlares por bovino/ano em
média (HORN & ARTECHE, 1985). Considerando-se que virtualmente todo o rebanho
brasileiro, composto por 206 milhdes de reses, em 2006 (IBGE, 2006), esta exposto ao
carrapato, pode-se estimar que o prejuizo econdmico da pecudria com o carrapato bovino
gira em torno de alguns bilhdes de ddlares anuais.

Desde o inicio do século XX até hoje, o controle quimico € a principal forma de
combater o R. microplus. Ou seja, o controle € baseado no uso de acaricidas, que podem ser
utilizados sob diferentes formas de apresentacdo, como, por exemplo, em banhos de
aspersdo e imersdo. Posteriormente, foram introduzidas as formula¢des para uso injetavel e
de aplicagdo na linha do dorso (“pour on”). Os principais acaricidas empregados
atualmente no controle do carrapato bovino sdo os compostos organofosforados,
piretroides, formamidinas (amitraz), lactonas macrociclicas (avermectinas), fluazuron
(inibidores de crescimento/incorporacdo de quitina) e fipronil (MARTINS, 2004a;
LABRUNA, 2009). Contudo, o aparecimento de resisténcia aos principios ativos dos
acaricidas € frequente e, cada vez mais, relatado. Isto demanda a utilizacdo cuidadosa e
planejada de acaricidas para o controle do R. microplus, em conjunto com outras medidas

de manejo, a partir de um processo conhecido como controle racional. Este procedimento
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deve avaliar individualmente o caso de cada localidade/rebanho, utilizando recursos como o
teste de avaliagdo de sensibilidade a acaricidas in vitro (conhecido popularmente como
biocarrapaticidograma), para identificar o surgimento de resisténcia aos principios ativos; e
definindo, com base na dinamica populacional do carrapato, periodos estratégicos para a
aplicacdo do acaricida (KLAFKE, 2009). Além disso, o controle racional envolve medidas
auxiliares de manejo como, por exemplo, rotacdo de pastagens e integracdo pecudria-
lavoura (LABRUNA, 2009).

Os métodos de controle quimico, apesar de serem os mais eficientes, sdo
frequentemente criticados pelo seu custo e por apresentarem a inconveniéncia de poderem
gerar residuos quimicos no leite e carne destinados ao consumo humano. Nesse sentido,
métodos alternativos de controle também podem ser empregados e sdo, cada vez mais, alvo
de diversos estudos (SAMISH et al., 2008; WILLADSEN, 2008). Uma op¢ao interessante
parece ser o controle biolégico, que pode envolver tanto o uso de animais predadores, aves
e aranhas, como inclusive micro-organismos artropodopatogénicos (SAMISH et al., 2008).
O crescente avanco nos estudos sobre as caracteristicas moleculares da infeccdo por fungos
artropodopatogénicos, como o Metarhizium anisopliae, em carrapatos (SANTI et al., 2009;
SILVA et al., 2009), em associagdo a dados relacionados a seu emprego em testes de
campo, tornam estes organismos o0s mais promissores agentes de controle bioldgico
(LEEMON et al., 2008; SAMISH et al., 2008).

Outra abordagem alternativa para o controle do R. microplus é o uso de vacinas.
Esta opc¢do baseia-se no uso de proteinas do carrapato bovino como antigenos para gerar
nos hospedeiros uma resposta imunoldgica capaz de aumentar a rejeicdo aos parasitos.
Duas vacinas contra o carrapato ja foram colocadas a disposi¢do dos produtores. Ambas

utilizam como antigeno uma proteina de membrana do intestino do carrapato, a Bm86
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(WILLADSEN, 2008). O uso da Bm86, como antigeno, revolucionou a imunologia com a
introducdo do conceito de antigenos ocultos. Os antigenos ocultos sao moléculas do
patégeno que, naturalmente, nunca entrariam em contato com o hospedeiro, de modo que
ndo sofreram, ao longo de milhares de anos de evolucdo, pressdo seletiva para ndo serem
reativas ou imunogénicas, mas que, quando administradas no hospedeiro, sob forma de
vacinas, podem gerar uma resposta imune protetora no hospedeiro contra futuros desafios
(WILLADSEN & MCKENNA, 1991). Em linhas gerais, este raciocinio também explica a
relativa falta de antigenicidade da maior parte dos componentes da saliva de animais
hematéfagos. Visto que as moléculas da saliva entram em contato frequente e duradouro
com o hospedeiro e ndo devem ser neutralizadas pelo sistema imune para efetuar sua
funcdo bioldgica, a pressdo evolutiva favoreceu a selecdo de individuos que inoculavam
moléculas farmacologicamente ativas de baixa antigenicidade em seu hospedeiro.

As duas vacinas comerciais contra o carrapato, TickGard® e GAVAC®, obtiveram
relativo sucesso em seus paises de origem, Austrdlia e Cuba, respectivamente
(WILLADSEN, 2009). Todavia, em outras regides, provavelmente devido a variacdes entre
as populagdes de carrapatos, os resultados foram insatisfatorios. Ademais, comparadas com
os métodos tradicionais de controle quimico, as vacinas apresentavam resultados de
protecdo parcial associados a um custo significativamente mais elevado. Este fato abalou a
credibilidade na viabilidade e no uso das vacinas para parasitos. Nesse sentido, dado o grau
de complexidade desses organismos, a crescente demanda por um controle estratégico - que
empregue diversas metodologias associadas - e a falta de op¢des no tratamento de
populacdes de carrapatos que apresentam resisténcia a multiplos acaricidas, € importante
que haja uma revisdo nos critérios de julgamento sobre a viabilidade das vacinas para

artropodos, inicialmente baseados somente na busca de uma capacidade protetora total.
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Atualmente, diversas proteinas t€ém sido alvos de estudos moleculares e testes em animais

visando ao futuro emprego como antigenos em uma vacina contra o carrapato.

1.3.2. Moléculas farmacologicamente ativas da saliva do R. microplus

Como qualquer animal hematéfago, a saliva do R. microplus possui componentes
moduladores da resposta do hospedeiro para permitir o parasitismo. Apesar do R. microplus
ser um dos organismos mais estudados entre os parasitos de animais, a quantidade de
informacdo sobre os componentes farmacologicamente ativos encontrados em sua saliva
ndo € tdo abundante em comparacdo com outros hematéfagos, como mosquitos e barbeiros,
€ mesmo outros carrapatos.

A presenca de moléculas vasodilatadoras de natureza ndo-proteica foi demonstrada
na saliva do R. microplus. KEMP e colaboradores (1983) estabeleceram que a saliva de R.
microplus possuia quantidades expressivas de prostaglandinas (PG), principalmente PG Fyq,
que € o mais potente indutor conhecido de vasodilatagdo na pele bovina. Além de PG F,, a
saliva do R. microplus possui outros eicosanoides, como PG E, e prostaciclina, que podem
atuar na inibicdo da resposta imune e da hemostasia (INOKUMA et al., 1994).

Além de vasodilatadores, o carrapato bovino também possui anticoagulantes que
inibem a resposta hemostatica no local da picada. HORN e colaboradores (2000) isolaram e
caracterizaram um inibidor especifico de trombina de aproximadamente 60 kDa, com ICs
variando entre 100 nM e 1,1 uM, dependendo das condi¢des utilizadas no ensaio. Esta
molécula, denominada BmAP, é capaz de prolongar o tempo de coagulacdo do plasma, mas
ndo apresenta atividade inibitéria sobre nenhuma outra serinoprotease testada. Além do

BmAP, a saliva do carrapato bovino ainda possui outro inibidor de trombina. Esta
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molécula, denominada de microfilina, € um inibidor termorresistente de baixo peso
molecular, possuindo cerca de 1770 Da (CIPRANDI et al., 2006). A microfilina € um dos
menores inibidores peptidicos conhecidos de trombina, inibindo a atividade de trombina e a
coagulacdo do plasma via ligacdo ao exositio I da trombina (CIPRANDI et al., 2006). Além
dos inibidores de trombina, BmAP e microfilina, ndo sdo conhecidos outros componentes
que estejam presentes na saliva ou glandulas salivares do R. microplus que sejam capazes
de interferir na hemostasia.

Na glandula salivar do carrapato bovino, foi identificada e caracterizada uma
metaloprotease capaz de realizar a hidrdlise de BK, um dos mais importantes mediadores
inflamatérios e algésicos. Esta enzima, denominada Bookase, apesar de apresentar
semelhangas a enzima conversora de angiotensina (ACE) dos mamiferos, ndo possui
atividade sobre angiotensina I (BASTIANI et al., 2002). A atividade cinindsica (hidrélise
de BK) parece ndo estar presente na saliva de teledginas de R. microplus, apesar de
resultados preliminares indicarem que esta pode estar presente na saliva de partendginas
(RECK et al., dados nao-publicados).

A infestagdo por R. microplus € um potente modulador sistémico negativo do
sistema imune do bovino (INOKUMA et al., 1993). TURNI e colaboradores (2002, 2004 ¢
2007), em uma série de trabalhos classicos, demonstraram que o conteido das glandulas
salivares de R. microplus possui potente atividade imunossupressora in vitro, inibindo a
proliferacdo de linfécitos e a capacidade fagocitica e oxidativa de neutréfilos e mondcitos.
Além disso, o R. microplus também possui lectinas salivares que parecem regular
negativamente a resposta imune humoral (BAUTISTA-GARFIAS et al., 1997), e outras
proteinas que provavelmente estejam relacionadas com a inibicdo do sistema do

complemento (WILLADSEN & RIDING, 1980; FERREIRA et al., 2002).
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Além das moléculas citadas anteriormente, o R. microplus ainda apresenta
atividades do tipo lipase e aminopeptidase na saliva, que podem estar envolvidas com a
regulacdo de diversos fendmenos (KERLIN & HUGHES, 1992). Técnicas de analise
molecular, como a transcriptdmica e a protedmica, também, estdo fornecendo novas
informacdes sobre a composicao da saliva e suas provdveis fun¢des modulatérias. A andlise
de dados de ESTs (SANTOS et al., 2004; WANG et al., 2007) tem indicado a presenca de
diversas familias de proteinas nas glandulas salivares do R. microplus, entre as quais
destacam-se as serpinas (inibidores de serinoproteases), que parecem ser encontradas em
grandes quantidades. Resultados preliminares de andlise protedmica t€ém demonstrado que
ha diferengas significativas na composicao da saliva de R. microplus de acordo com a fase
do desenvolvimento (partendginas e teledginas), bem como indicado a presenca de diversas
proteinas com potencial atividade modulatdria nas defesas do bovino (RECK et al., dados

nao-publicados).

1.3.3. Imunoparasitologia: a resisténcia adquirida

A infestacdo por carrapatos em animais seguidamente/permanentemente
infestados acarreta, ao longo do tempo, o desenvolvimento de um tipo de resisténcia ao
parasito. Esta resisténcia € principalmente caracterizada pela redu¢do no ndmero de
parasitos e pela atenuacdo de alguns de seus efeitos nocivos, indicando o surgimento de um
equilibrio mais estdvel na relagdo parasito-hospedeiro (BARRIGA et al., 1993; SZABO,
2009). Em condi¢des controladas, os parametros que indicam a ocorréncia de resisténcia
sdo principalmente representados por diminui¢cdo na taxa de recuperacdo de carrapatos
(relagdo entre o numero de carrapatos infestantes e aqueles que efetivamente se

alimentaram e se desprenderam do bovino), na sobrevivéncia dos carrapatos apds o término
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da alimentacdo, no peso dos carrapatos alimentados (teledginas), na quantidade de ovos, na
taxa de eclosio dos ovos e no numero de animais que conseguem realizar ecdise
(BARRIGA et al., 1993; SZABO, 2009). Cabe ressaltar aqui que a ocorréncia de resisténcia
naturalmente adquirida ao carrapato ndo se manifesta em todos os bovinos, ocorrendo
também significativa variagio no grau de prote¢io entre diferentes animais (SZABO,
2009). Além disso, a resisténcia adquirida pode desaparecer apds um intervalo de tempo
que o bovino permaneca sem exposicdo ao parasito (MARTINS, comunicacdo pessoal).
Desse modo, em condicdoes de campo, a resisténcia adquirida ndo confere protecdo
suficiente para dispensar o emprego de métodos de controle do carrapato, como o uso de
acaricidas.

Desde os primeiros estudos que evidenciaram a ocorréncia de resisténcia adquirida
ao carrapato, diversos pesquisadores tém investigado o mecanismo pelo qual este processo
ocorre. O primeiro registro de resisténcia adquirida ao carrapato bovino relata que animais
repetidamente infestados pelo R. microplus apresentavam exacerbada reacdo cutinea no
local da picada, o que levava a uma maior rejeicdo das larvas durante o processo de fixacao
inicial JOHNSTON & BANCROFT, 1918). Da mesma maneira, a resisténcia adquirida a
carrapatos foi relatada por Trager (1939), mostrando que cobaias, previamente expostas ao
carrapato D. variabilis, desenvolviam, em uma segunda infestacdo, resisténcia a fixacao do
carrapato, principalmente devido a formacao de um foco inflamatdrio e rico em células do
sistema imune no local da picada, consolidando o conceito de que a resisténcia adquirida €,
em grande parte, mediada pela exacerbacdo da resposta inflamatéria e pela imunidade
celular.

Merece mencdo o trabalho de TATCHELL & BENNETT (1969), que demonstra

que bovinos repetidamente infestados por R. microplus, que apresentavam resisténcia
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adquirida ao carrapato, tinham o seu status de resistente revertido a susceptiveis quando
tratados com drogas anti-histaminicas (antagonistas H;). Outro célebre trabalho foi
executado por ROBERTS & KERR (1976), que estabeleceram que a resisténcia adquirida
em bovinos, apds sucessivas infestacdes, era mediada, pelo menos em parte, por
componentes plasmdticos como imunoglobulinas, e poderia ser passivamente transferida
para animais sem contato prévio com carrapatos, resultando em graus variados de
resisténcia ao parasita.

Recentemente, PIPER e colaboradores (2008; 2009), em uma série de trabalhos de
andlise de expressdo génica, forneceram novas informacdes que podem contribuir para a
caracterizacdo da resposta de resisténcia in vivo ao R. microplus. Os trabalhos investigando
o papel do sistema imune no desenvolvimento da rejeicdo ao parasitismo foram (e ainda
sd0) o principal estimulo para a pesquisa de vacinas contra o carrapato, que, por sua vez,
visam a induzir imunidade e resisténcia mesmo antes da exposicdo ao parasito
(WILLADSEN, 2009).

Apesar de diversos estudos, principalmente nos ultimos anos, abordarem os
mecanismos de desenvolvimento da resposta imune durante a infestacdo pelo R. microplus,
diversas questdes permanecem sem compreensdo (BROSSARD & WIKEL, 2008). Entre
os pontos que ainda necessitam de um maior entendimento, estdo, por exemplo: (i) a
maneira pela qual os mecanismos modulatérios da saliva sdo neutralizados em animais
resistentes, bem como quais moléculas sdo neutralizadas; (ii) o que determina a ocorréncia
de resisténcia em alguns animais e ndo em outros; (iii) quais fatores do hospedeiro
determinam a expressiva variacao no grau de protecao entre diferentes individuos; (iv) qual
mecanismo molecular determina que bovinos Bos indicus desenvolvam uma resisténcia

adquirida, apds sucessivas infestacoes, muito mais efetiva do que Bos taurus; (v) é vidvel
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selecionar animais que apresentem uma resposta adquirida mais eficiente ao carrapato; (vi)
a exacerbacdo da inflamacao no sitio de fixa¢do do carrapato € mediada exclusivamente por
uma reacdo de hipersensibilidade; (vii) por que a resisténcia adquirida ao carrapato €
manifestada principalmente frente as formas larvais; (viii) qual a exata participagdo da
resposta imune inata e adaptativa no processo de geracdo de resisténcia; (ix) considerando a
resposta imune adaptativa, qual a parcela de contribui¢do da resposta humoral e da celular;
e (x) qual a acdo exata dos componentes do sistema imune do hospedeiro no interior do
carrapato apos serem ingeridos. As respostas a esses questionamentos, associadas ao estudo
dos mecanismos do carrapato que modulam as defesas do bovino, devem fornecer mais
subsidios para a compreensdao das bases que regem a relagdo parasito-hospedeiro e o seu

delicado equilibrio.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sdo explorar os mecanismos farmacoldgicos pelos quais
a saliva do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus modula a hemostasia, bem como
o papel que esta regulacdo desempenha na relagdo parasita-hospedeiro. Nesse sentido, os

objetivos especificos consistem em:

e Avaliar se a infestacio pelo carrapato R. microplus é capaz de modular

sistemicamente a hemostasia do bovino.

e Realizar a identificagdo dos mecanismos anti-hemostaticos presentes na saliva de R.

microplus.

e Determinar se a ocorréncia do quadro de resisténcia naturalmente adquirida contra o

carrapato estd relacionada com a capacidade de interferéncia na atividade

farmacoldgica dos anti-hemostaticos da saliva.
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3. PARTE EXPERIMENTAL & RESULTADOS
Esta secdo estd organizada em duas partes que compreendem a descricdo do
trabalho experimental da dissertacdo, sob a forma de dois artigos publicados em revistas

cientificas durante o periodo de execucdo do mestrado.

3.1. Parte I

Systemic alterations of bovine hemostasis due to Rhipicephalus (Boophilus)

microplus infestation

Artigo cientifico publicado no periédico Research in Veterinary Science

(v. 86, p. 56-62, 2009)

Neste trabalho, descreve-se que a infestacio pelo carrapato R. microplus, além de realizar a
inibicdo local dos processos hemostaticos no sitio de fixacdo do parasito, é capaz de
modular sistemicamente a hemostasia do bovino. A modula¢do global da hemostasia €
relatada, pela primeira vez, associada ao parasitismo hematéfago. O estudo demonstra que
a capacidade modulatéria dos componentes salivares do carrapato € muito mais potente do
que inicialmente assumido; ademais, o trabalho fortalece o conceito emergente de que a
infestacdo por carrapatos realiza uma modulacdo sist€émica expressiva, € ndo somente local,
das respostas do hospedeiro, o que parece ter particular importancia nos casos de altas

infestagdes.
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Abstract

The tick Rhipicephalus { Boophilus ) microplus is a hematophagous ectoparasite that causes considerable economic losses to cattle
breeding. Although R. micropius saliva contains several molecules that interfere with the blood coagulation process, so far the systemic
alterations in the host hemostatic system have not been described. This study aims to determine if R microplus infestation induces any
disturbance to the host’s hemostatic system. To address these questions, six calves were experimentally infested with 20,000 R microplus
larvae and their blood was collected before and 7, 14 and 21 days post-infestation. Collagen and ADP-induced platelet aggregation as
well as coagulation (activated partial thromboplastin time and prothrombin time) decreased in infested bovines. Platelet blood count and
fibrinogen increased during the course of mfestation, probably as a compensatory response. These alterations may play a role in host

health status, and show that the host cannot fully counteract the tick anti-hemostatic mechanisms.

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Rhipicephalus ( Boophilus) micropius; Cattle tick; Hemostasis; Platelet; Coagulation; Hemostatic disorders

1. Introduction

The cattle tick Rhipicephalus { Boophilus ) microplus (Mur-
rell and Barker, 2003) is a one-host tick, and is considered the
most harmful bovine parasite (Jongejan and Ullenberg,
2004). R. microplus causes expressive losses in cattle breed-
ing, since it s distributed between latitude 32° N and 35° §,
including wide and important beef production zones like
South America and Oceania (Stone, 1963). Some of the neg-
ative consequences of tick infestation to cattle breeding are
anaemia (Riek, 1957), loss in milk and beef production (Cor-

" Corresponding author. Address: Centro de Biotecnologia, Universi-
dade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, P.O. 9500,
15005, 91501-970 Porto Alegre, RS, Brazil. Tel.: +55 51 33086082; fax:
+55 51 33087309.

E-mail address: ctermignoni@chiot.ufrgs.br (C. Termignoni).

0034-528%/S - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10,1016/ rvse. 2008.05.007

rieret al., 1979; Jonsson, 2006), and transmission ol diseases
like Babesia spp. and Anaplasma spp. (Cafrune et al., 1995).
Currently, R microplus control strategies are based on chem-
ical acaricides (George et al., 2004). Nonetheless, due to
problems related to acaricide resistance (Leite et al., 1995),
drug residues in beef and milk (Alvinerie et al., 1999), and
high costs of acaricides ( Samish, 2000), alternative methods
are under development to allow more efficient control (Jon-
gejan, 1998; Sonenshine et al., 2006). These include vaccines
(da Silva Vazet al.. 1998) and biological control( Frazzon et
al., 2000; Samish, 2000). Thus, more knowledge about the
host-parasite relationship is necessary in order to devise
new approaches to tick control.

Like all hematophagous animals, ticks resort a variety
of molecules in order to avoid hemostatic- (Ciprandi et
al., 2003; Ribeiro 1995), inflammatory- (Bastiani et al.,
2002) and immunological responses (Wikel et al.. 1994),
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which in turn allow a successful blood-meal. Hemostasis is
a physiological mechanism that avoids blood loss, and
depends on a fine balance between vasoconstriction, plate-
let aggregation, coagulation, anti-coagulation and fibrino-
lysis  (Simmonds and Lane, 1998). Recently, the
hemostatic mechanism hypothesis was restructured, and
the classical cascade model that distinguished intrinsic
from extrinsic pathways became obsolete (Hoflman and
Monroe, 2001). This new hypothesis was called the cell-
based hemostasis model, and proposes that coagulation
takes place on the cell surface in three steps: initiation,
amplification, and propagation (Veldman et al., 2003).
The cell-based model allows a better understanding of the
hemostatic responses in vivo, and gives more 1nsights to elu-
cidate mechanisms related with coagulation disorders
(Hoffman, 2003).

There are many reports of molecules from hematopha-
gous parasites able to interfere within hemostasis, such as
platelet aggregation inhibitors (Ribeiro et al., 1985, 1991;
Mans and Neitz, 2004a) and coagulation protease inhibi-
tors (Gordon and Allen, 1991; Hellman and Hawkins,
1967). Indeed, two thrombin inhibitors have been identified
and characterized in R. microplus saliva by our group
(Horn et al., 2000; Ciprandi et al., 2006). Despite the vari-
ety of anti-hemostatic molecules identified in hematopha-
gous arthropods (Mans and Neitz, 2004b), there is no
report about systemic alterations in host hemostasis pro-
duced by tick infestation. This study aimed to investigate
the occurrence of hemostatic disorders in bovines infested
with R microplus.

2. Materials and methods
2.1 Animals

Rhipicephalus { Boophilus) microplus ticks of the Porto
Alegre strain free of Babesia sp. and Anaplasma sp. were
maintained on infested Hereford bovines (Bos taurus)
acquired from a tick-free area. All bovines were housed
in individual tick-proof pens on slatted floors. All proce-
dures were carried out in accordance with the Guide for
the Care and Use of Agricultural Animals in Agricultural
Research and Teaching (FASS, 1999).

Six calves (10-12 months old) were infested with 20,000
10-day-old R. microplus larvae per animal. The tick
attaches on the host as larvae, the larvae moult to nymphs
and develops to adult females and non-engorging males
that mate before engorged females drop. Tick females
remained feeding at the same point until full engorgement
was reached. Total life cycle on the host takes roughly 21
days (Guimaraes et al.,, 2001).

After the cycle on the host is completed, fully engorged
females dropped from calves and were maintained in Petri
dishes at 26-28 °C and 80% relative humidity until comple-
tion of ovoposition. One gram of egg samples were kept in
disposable tubes under the same conditions as above and
monitored daily until hatching. Larvae were maintained in

similar conditions and used to infest bovines after 10 days.
The experimental infestation procedure allowed to recover
1690 + 767 engorged female ticks per bovine (mean + 5.D.).

2.2. Blood sample

Bovine blood samples were collected by jugular vein
puncture, before (day 0) and 7. 14 and 21 days post-infes-
tation with R microplus larvae using vacuum blood collec-
tion plastic tubes (Becton Dickinson Co., Franklin Lakes,
USA) containing sodium citrate 3.2% as anti-coagulant
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). Platelet rich plasma
(PR.P) for the platelet aggregation assay and Platelet poor
plasma ( PPP) for coagulation tests were obtained by blood
centrifugation at 200 g (three times for 5 min) and 1500 g
(10 min), respectively.

2.3, Determination of platelet counts and agonist-induced
aggregation

Platelet aggregation capacily was measured by the
in vifro photometric method (Born and Cross, 1963), in
an optical aggregometer (Chrono-Log Co.. Havertown.
USA). Aggregation was measured by the decrease rate in
PRP (300 puL) optical density (absorbance) induced by the
addition of an agonist agent: 10 uM adenosine diphosphate
(ADP) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) or 3 uM bovine
collagen type 1. For the sake of data comparison, the value
obtained on day 0 (control) was considered as 100% aggre-
gation. The platelet blood count was performed manually
in a Neubauer chamber (hemocytometer) using optical
Mmicroscopy.

2.4. Coagulation tests

The activated partial thromboplastin time (aPTT), pro-
thrombin time (PT) and recalcification time (RT) assays
have been widely employed to evaluate human and domestic
animal coagulation (Parry, 1989). RT is considered a screen-
ing test for global coagulation (Spillert and Lazaro, 1993).
The aPTT test measures the activity of coagulation factors
XIL X1, IX, VIII, while the PT test measures the activity
of factor VII, and both assays measure the activity of factors
X and V, prothrombin and fibrinogen ( Parry, 1989).

Activated partial thromboplastin time (aPTT) was evalu-
ated using the aPTTest Ellagico kit (Wiener Lab, Rosario,
Argentina) and PT was measured using Soluplastin kit (Wie-
ner Lab, Rosario, Argenting). RT was assessed as previously
described (Berger et al., 2008). All assays were conducted
using a 96-well microplate spectrophotometer (SpectraMax,
Molecular Devices Co., Sunnyvale, USA) equipped with
temperature control and shaking functionality.

2.5, Fibrinogen and plasma protein determination

Fibrinogen concentration was measured according to
Claus (1957). Total plasma protein concentration was
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determined by the modified bicinchoninic acid method
(BCA™ Protein Assay, Pierce, Rockford, USA) as previ-
ously described (Bohrer et al.. 2007) in order to determine
if fibrinogen alteration was due to a global plasma protein
change.

2.6, Statistical analysis

Data are expressed as mean + S.E.M. of n animals. Sta-
tistical significance was analyzed by the Student’s t test for
paired samples, using day 0 as control. A p value below
0.05 was considered statistically significant. Statistical anal-
yses were performed using the GraphPad Prism 3.0 soft-
ware (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

3. Results
3.1 Platelets count and aggregation

Platelet function was significantly reduced throughout
infestation, becoming more accentuated on the last day
(21) of R. microplus parasitic life (Fig. 1 and 2). The colla-
gen induced-platelet aggregation gradually decreased by
10%4 (day 7) as compared to the control, and dropped con-
tinuously throughout infestation, reaching 65% as com-
pared to the control on day 21 post-infestation (Fig. 1).
ADP-induced aggregation was also reduced by 30% during
infestation (Fig. 2). Interestingly, in spite of the decrease in
platelet aggregation, platelet blood counts significantly
increased over 40% (Fig. 3).

3.2. Coagulation profile

The aPTT significantly increased from 435 s on day 0 to
+555 on day 14 post-infestation. It continuously increased
until day 21, that is, the entire duration of the tick life cycle
on the host (Fig. 4). A reduction in coagulation ability
(aPTT increase) was observed 14 days after the begining
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Fig. 1. Collagen induced-platelet aggregation of platelet rich plasma (PRP) from experimentally tick-infested bovines. The platelet aggregation assay of

of infestation. PT also increased during the infestation,
although the increase in clotting time was observed earlier
than the conduction of the aPTT test. The PT value
increased from +17 s on day 0 to £24 and +26 s on days
7 and 14 post-infestation, respectively. After 21 days, the
PT wvalue took on again the contrel value (Fig. 5). RT
was not significantly altered during the course of infesta-
tion (data not shown).

3.3. Fibrinogen and total plasma protein

Plasma fibrinogen levels increased about twice on day 14
post-infestation and remained high until day 21, in com-
parison with the values obtained before infestation (con-
trol, day 0) (Fig. 6). Besides, plasma protein levels were
not significantly altered during infestation (Fig. 6).

4. Discussion and conclusions

Ixodidae ticks, which include R microplus, can exert
several systemic eflects such as immuno-suppression ( Wikel
et al.. 1996), leukocyte modulation (Turm et al., 2002),
complement inhibition (Ribeiro and Spielman, 1986), skin
inflammatory lesions (Allen et al.. 1977), and anaemia
(Corrier et al., 1979). Paradoxically, although the host-tick
relationship 1s among the most extensively studied host-
parasite associations, the amount of information on host
reactivity to ectoparasites 15 not enough to afford a compre-
hensive understanding of this relationship (Wikel et al.,
1996).

This study investigated the occurrence of systemic alter-
ations in the hemostatic system of bovines experimentally
infested with R microplus. The infestation load chosen
was similar to those utilized by other research groups to
study tick eflects on host health (Tatchell and Bennett,
1969; Opdebeeck et al., 1989; Riding et al., 1994; Andre-
otti, 2007). Tick burden, 1690 =767 engorged females
per bovine, was in accordance with our other studies when,

21
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bovine PRP induced by 3 pM of bovine collagen type T was performed before (day 0) and 7, 14 and 21 days post-infestation with R. micropius. Panel A,

each point represents the mean from six animals, and vertical lines indicate the S.EM. Statistical analyses were performed using the Student’s t test for

paired samples, using day 0ascontrol for comparison with experimental values. (*p < 0.05). Panel B, collagen induced-platelet aggregation profile of calf 1

before (day 0) and 7, 14 and 21 days post-infestation
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Fig. 2. ADP-induced platelet aggregation of platelet rich plasma (PRP) from experimentally tick-infested bovines. The platelet aggregation assay of
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bovine PRP induced by 10 pM of adenosine diphosphate ( ADP) was performed before (day 0) and 7, 14 and 21 days post-infestation with & micropius.
Panel A, each point represents the mean from 6 animals and vertical lines indicate the S.E. M. Statistical analyses were performed using the Student’s t test

for paired samples, using day 0 as control for comparison with experimental values. (*p < 0.05). Panel B, ADP-induced platelet aggregation profile of calf

6 before (day 0) and 7. 14 and 21 days post-infestation.
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Fig. 3. Platelet blood count in experimentally tick-infested bovines.
Platelet blood count was determined before (control, day 0) and days 7, 14
and 21 post-infestation with R micropius. Each point represents the mean
of 6 animals and wvertical lines show SEM. Statistical analyses were
performed using the Student’s t test for paired samples, using day 0 as
control for comparison with experimental values. (*p < 0.05).

as a rule, 5-10% of larvae developed into fully engorged
females (da Silva Vaz et al, 1994; da Silva Vaz et al.,
1998; Leal et al., 2006). Although the parasite load may
seem high, in many field situations the tick count in one
day can reach more than 200 ticks per animal ( Labruna
and Verissimo, 2001 ), leading to more than 1000 engorged
female ticks dropped in two weeks. The data demonstrated
that infestation can modulate the host’s hemostatic system.
Platelet aggregation ability, induced by ADP and collagen,
decreased throughout infestation (Figs. 1 and 2). Maxi-
mum decrease in platelet aggregation occurred on day 21
post-infestation, which coincided with R. microplus rapid
feeding phase. Probably, it is at this period that the highest
quantity of saliva is inoculated in the host, as reported in
research on salivary gland physiology (Bowman and Sauer,
2004). Despite the high number of tick platelet ageregation
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Fig. 4. Activated partial thromboplastin time (aPTT) from experimentally
tick-infested bovines. The coagulation ability of bovine plasma measured
by the aPTT test was evaluated before (day 0) and days 7, 14 and 21 post-
infestation with R micropius. Each point represents the mean of 6 animals
and vertical lines show SEM. Statistical analyses were performed using
the Student’s t test for paired samples, using day 0 as control for
comparison with experimental values. (*p < 0.05).

inhibitors studied i vitro (Ribeiro et al., 1985, 1991; Mans
and Neilz, 2004a), this paper is the first report showing
in vivo antiplatelet activity in the course of tick infestation.
Platelet inhibition is crucial to allow a successful blood-
meal, since the formation of a platelet plug. due to platelet
aggregation, is one of the earliest hemostatic responses to
avoid blood loss (Kroll and Sullivan, 1998).

Despite the decrease in platelet aggregation, the platelet
blood count significantly increased during infestation
(Fig. 3). This thrombocytosis may occur probably due to
blood loss and tissue damage (Barbui and Finazzi, 1998)
caused by R microplus infestation. The data suggest that
this alteration could be an important host physiological
response to tick parasitism.

The effects of R microplus infestation on the host blood
coagulation were also studied using aPPT. PT. and RT
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Fig. 5. Prothrombin time (PT) from experimentally tick-infested bovines.
The coagulation ability of bovine plasma measured by the PT test was
evaluated before (day 0) and days 7, 14 and 21 post-infestation with R
micropius. Each point represents the mean of 6 animals and vertical lines
show S.E.M. Statistical analyses were performed using the Student’s t test
for paired samples, using day 0 as control for comparison with
experimental values. (*p < 0.05).
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Fig. 6. Fibrinogen and plasma protein levels in experimentally tick-
infested bovines. The fibrinogen (closed squares) and total plasma protein
(open triangles) levels of bovine platelet poor plasma (PPP) was evaluated
before (day 0) and days 7, 14 and 21 post-infestation with R microplus.
Each point represents the mean of 6 animals and wvertical lines show
S.E.M. Statistical analyses were performed using the Student’s t test for
paired samples, using day 0 as control for comparison with experimental
values. (*p < 0.05).

assays to determine the coagulation profile during R.
microplus infestation. aPTT, which measures the activities
of coagulation factors XII, XI, IX, VIII, X, V, prothrom-
bin and fibrinogen (Parry, 1989), was significantly high in
bovines infested with ticks on day 14 and 21 post-infesta-
tion (Fig. 4). PT, which in turn measures the activities of
coagulation factors VII, X, V, prothrombin and fibrinogen
(Parry, 1989), increased significantly in calves infested with
ticks on days 7 and 14 post-infestation (Fig. 5). Interest-
ingly, along the course of the experiment no significant
alterations were observed in RT (data not shown). These

different results could be related to the characteristics of
each assay and are reported in other studies concerning
coagulation abnormalities (Daugschies et al., 1998; Cury
et al., 2002). Among those three tests, PT was the most sen-
sitive assay, and was able to detect earlier hemostatic alter-
ations in plasma (Lerner and Goldstein, 1973), which could
explain why PT increase was observed on day 7 in contrast
to aPTT increase, which occurred only 14 days post-infes-
tation. The fact that the RT assay is unable to detect any
alteration in coagulation of infested calves could be attrib-
uted to its ability to generate highly variable data, due to a
wide range of normal values. Moreover, this assay has also
a low sensitivity to slight deficiencies of some coagulation
factors (Hunter and Allensworth, 1967).

The coagulation disturbance observed in infested calves
could be attributed to the action of several anti-hemostatic
molecules of R. microplus (for a review see Maritz-Olivier
et al., 2007). However, as only two thrombin (Horn et al..
2000; Ciprandi et al., 2006) and one kallikrein (Reck et al.,
2005) inhibitors were proved to be present in the tick saliva
as active anti-hemostatic proteins, it is likely that these mol-
ecules are inoculated into the host and play a key role in the
coagulation disorders reported here. Thrombin inhibition
directly decreases fibrin formation from fibrinogen and also
enhances the positive feed-back through the activation of
factors XI, V and VIII-von Willebrand factor complex
(Robertset al., 2006). Moreover, the inhibition of {XII acti-
vation by kallikrein, via contact system pathway, could also
intensify the overall effect (Yarovaya et al., 2002).

Fibrinogen level was significantly altered during R
microplus infestation, being two times higher than the con-
trol value (Fig. 6). It is reasonable to conclude that this
increase 1s not correlated to any alteration in total plasma
protein, and seems to be a host response to blood loss and
vessel injury (Gibbons, 1998).

The occurrence of acquired hemostatic disorders in
domestic animals is often reported for viral (Hart and Nol-
te, 1994), bacterial (Culley et al, 2005), protozoan ( Vallad-
ares et al., 1998) and helminthic (Cury et al., 2002) diseases,
whereas m vivo hemostatic alterations caused by ectopara-
sites have never been reported before. This is the first
report showing in vive antiplatelet and anti-coagulatory
activities throughout tick infestation, despite the large
number i virre studies addressing tick anti-hemostatics
(Hellman and Hawkins, 1967; Ribeiro et al., 1985, 1991;
Gordon and Allen, 1991; Horn et al., 2000; Mans and Nei-
tz, 2004a; Ciprandi et al., 2006).

The data obtained support the hypothesis that the alter-
ations observed were due to two different mechanisms: (i)
action of parasite salivary molecules injected in the host’s
circulation, inhibiting platelet aggregation (Figs. | and 2)
and coagulation (Figs. 4 and 5); (ii) bovine compensatory
responses to parasitism, in order to counterattack the par-
asite as evidenced by platelet blood count (Fig. 3) and
fibrinogen (Fig. 6) increases.

This study described the systemic alterations in the
host’s hemostatic system produced by R. microplus infesta-
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tion, which is critical to parasitism and the host health sta-
tus. The data reinforce the importance to understand the
phenomena occurring in the host during parasitism, aflord-
ing a more thorough understanding of the hematophagy
mechanism and improving the knowledge on the patho-
physiological mechanisms behind host-tick interaction.
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3.1. Parte I1

Pharmacological action of tick saliva upon haemostasis and the neutralization ability of

sera from repeatedly infested hosts

Artigo cientifico publicado no periédico Parasitology

(v. 136, p. 1339-1349, 2009)

Neste trabalho, exploram-se os mecanismos anti-hemostaticos da saliva carrapato R.
microplus. Descreve-se, aqui, que além de realizar a inibi¢dao da coagulacao, via inibicao de
trombina, a saliva do carrapato ainda é capaz de inibir a agregacao plaquetaria induzida por
coldgeno, modular negativamente a ativacao de células endoteliais e a consequente indugdo
de fenétipo pro-coagulante e ainda apresenta atividade antitrombdtica in vivo. Além disso,
demonstra-se haver uma relacdo entre a resisténcia naturalmente adquirida contra o
carrapato e a capacidade de neutralizacdo dos anti-hemostaticos da saliva. Esta hipotese é
baseada na observacdo feita neste trabalho de que o soro de animais repetidamente
infestados pelo R. microplus e que apresentavam certa resisténcia ao parasito € capaz de
interferir parcialmente na atividade anti-hemostatica da saliva. A capacidade do soro de
hospedeiros (repetidamente expostos a parasitos) em neutralizar componentes
farmacologicamente ativos da saliva de hemat6fagos € relatada, pela primeira vez, neste
trabalho. Ademais, a capacidade de inibir a conversao endotelial ao fenétipo pré-coagulante

nunca fora descrita na saliva de animais hemat6fagos.
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SUMMARY

Ticks are blood-feeding arthropods widely distributed in the world and vectors of several diseases. As haematophagy
demands evasion strategies and repeatedly infested hosts develop protective immune responses, we investigated the
mechanisms of the Rhipicephalus (Boophilus) micraplus saliva anti-haemostatic activity and the possible relationship
between the acquired natural anti-tick host resistance and anti-haemostatic action. For this purpose, we studied the effects
of R.microplus salivaon different pathways of haemostasis and tested whether repeated infested bovine sera (RIBS) are able
tw abolish salivary anti-haemostatic activities. K. microplus saliva (1) displays inhibitory activity upon collagen-induced
platelet aggregation ; (11) inhibits the induction of endothelial pro-coagulant state; and (i11) reduces thrombogenesis in vivo.
RIBS were shown to be able to partially block the delay of coagulation and the anti-thrombotic effect of saliva, and to totally
abolish the modulation of endothelium activation. Conversely, RIBS has no effect on the inhibition of platelet aggregation.
These results show, for the first time, the neutralization ability of sera from acquired resistance hosts against tick anti-
haemostatics. Moreover, this is the first report of a haematophagous parasite able to modulate endothelial cell pro-
coagulant state, and addresses the presence of anti-platelet and anti-thrombotic activity in R. microplus saliva.

Key words: Rhipicephalus { Boophilus ) micraplus, tick, haematophagous, haemostasis, coagulation, platelet, endothelium,
thrombosis, bovine resistance.

INTRODUCTION coagulation, inflammation and migration of immune
cells to the lesion site (Simmonds and Lane, 1998).
Therefore, it could be stated that a successful
bloodmeal depends on a fine balance between the
pharmacological action of tick saliva and host re-
sponses. Thus, tick salivary secretion plavs a major
role in the modulation of host haemostatic and im-
munological responses (Ribeiro, 1989, 1995; Maritz-
Olivier et al. 2007).

Several molecules with a large range of pharma-
cological properties have been characterized in tick
saliva (for comprehensive reviews see Champagne
and Valenzuela, 1996; Ribeiro and Francischerti,
2003; Francischetti et al. 2009). These molecules
may act as vasodilators (Dickinson et al. 1976; Kemp
et al. 1983), anti-platelets (Mans et al. 1998, 2002;
* Corresponding  author: Centro de Biotecnologia, Mans and Ribeiro, 2008), anti-coagulants (Horn
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), et al. 2000; Francischetti et al. 2002, 2004; Ciprandi

Av. Bento Gongalves, 9500, P.O. Box 15005, ZIP Code .
91501-970, Porto Alegre, RS, Brazil. Tel: +355 51 et al. 2006), immunosuppressants (Juncadella et al.

33086082, Fax +55 51 33087309. E-mail: ctermignoni@  2007; Konnai et al. 2009) and anti-inflammatories
chiot.ufrgs.br. (Kotsyfakis et al. 2006; Déruaz et al. 2008). Recently,

Ticks are blood-feeding arthropods widely dis-
tributed in the world, which are able to parasitize
humans as well as almost any domestic and wildlife
vertebrate animals. In several countries, ticks are
important public health hazards, since these arthro-
pods are vectors of several bacterial, viral and proto-
zoan tick-borne diseases (Walker, 1998).

Once a tick has found a host and reaches the at-
tachment site, it introduces its mouthparts into the
skin and induces vessel damage, which in turn trig-
gers mechanisms to avoid blood loss and infec-
tion such as vasoconstriction, platelet aggregation,

Parasitology (2009), 136, 1339-1349. @ Cambridge University Press 2009
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we conducted an invive study reporting the systemic
modulation of haemostasis from tick-naive bovines
infested with Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Reck Jr et al. 2009). The study has shown that the
consequences of the biological action of tick saliva
to the host may be much more far-reaching than
initially suspected, and that little is known about the
full impact of these compounds to the tick-host
relationship.

On the other hand, a well-known phenomenon
occurs after repeated tick infestations: host acqui-
sition of resistance (Wikel and Whelen, 1986), which
seems to be mediated mainly by immune responses
(Allen, 1994). Although this resistance status was
widely studied and is mostly related to cellular im-
mune responses, namely mediated by basophils and
cosinophils, (Wikel et al. 1996), it also seems to de-
pend on serum neutralization ability against several
tick molecules, and the role of these tick compounds
targeted by host serum requires further investi-
gation.

The cattle tick R. microplus, formerly Boophilus
microplus (Murrel and Barker, 2003), is the most
harmful bovine parasite in Latin America and
Australia (Jongejan and Ullenberg, 2004). R. micro-
plus is also a consistent model to study the tick-host
relationship, since it remains attached to the same
host throughout the whole parasitic stage, which
lasts around 3 weeks (Guimaries et al. 2001). Until
now, thrombin inhibition was the only identified
pathway of anti-haemostatic activity in K. microplus,
since the anti-haemostatics reported for R. microplus
were 2 thrombin inhibitors in saliva (Horn et al.
2000; Ciprandi ef al. 2006), and 1 thrombin inhibitor
in the gut (Ricci et al. 2007). Yet, no information
has been made available about the pharmacologi-
cal activity of R. microplus salivary compounds upon
platelets, endothelium and in vive models of throm-
bogenesis.

The aims of this work were to identify and to
explore the pharmacological mechanisms of R. micro-
plus saliva anti-haemostatic activity and to investi-
gate a possible relationship between the acquired
natural tick resistance and the anti-haemostatic ac-
tion of this tick. For this purpose, we have studied the
effects of R. micraplus saliva on platelet aggregation,
endothelial activation and thrombogenesis. We have
also investigated whether sera from acquired natural
tick resistance cattle were able to counteract the anti-
haemostatic action of tick saliva.

MATERIALS AND METHOD §
Animals

Three male Hereford calves (Bos tawrus tawrus) of
about 6 months of age from a tick-free area were
utilized in this work. All procedures involving
bovines were carried out in accordance with the

ht
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Guide for the Care and Use of Agricultural Animals
in Agricultural Research and Teaching (FASS,
1999). Male Wistar rats (weighing 350-400 g) and
male New Zealand rabbits (3-5-4 kg) were also used
in this work, and were housed in temperature-
controlled (21-24 "C, in 12-h light/dark cvcles)
rooms. All animals had access to water and food ad
libitum. All experiments performed in this work were
carried out in accordance with local institutional
ethical guidelines about animal experimentation, and
all procedures were also in accordance with the in-
structions of the Colégio Brasileiro de Experiment-
acio Animal (COBEA) and NIH Animal Care
Guidelines. Every effort was made to minimize the
number of animals used and their suffering.

Drugs and reagents

Human plasma was obtained from 6 healthy male
medication-free volunteers; bovine plasma was ob-
tained from 3 tick-naive male Hereford calves; all
plasma samples were collected in 3-2% sodium citrate
(1:10, v/v). Human thrombin was purified in our
laboratory from plasma of healthy donors accord-
ing to the method of Ngai and Chang (1991).
Arachidonic acid was obtained and prepared fol-
lowing the instructions of manufacturer {(Chrono-
Log Co., Havertown, USA). Bovine collagen type I;
adenosine diphosphate (ADP); bovine fibrinogen,
lipopolysaccharide (ILPS, Escherichia coli 0111:B4,
cell culture tested, p-irradiated); and HAT media
supplement (Hybri-Max™  lyvophilized powder,
y-irradiated) were purchased from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA). All other culture media and
additives were from Gibeo Life Technologies
(Gaithersburg, USA). Calcium thromboplastin
(Soluplastin}  was obtained from Wiener Lab
(Rosario, Argentina). Sodium thiopental was pur-
chased from Cristalia Produtos Quimicos Farma-
céuticos (Sao Paulo, Brazil).

Infestation procedure and sevum preparation

The tick-naive bovines were infested with R. micro-
plus larvae as described by Cruz and co-workers
(2008). Briefly, 6 male Bos taurus taurus Hereford
calves of about 6 months of age were purchased from
an area naturally free of R. microplus. Infestations
were performed with each calf being infested once a
month for 12 months with R. microplus larvae of the
Bagé strain along the back. Serum samples collected
before the 1st infestation were called tick-naive
bovine sera (TNBS), and the serum samples collected
after the 10th infestation were named as repeated
infested bovine serum (RIBS). After 10 infestations,
the bovines utilized to obtain RIBS displayed a sig-
nificant decrease in the observed number of ticks that
completed the parasitic cycle (Cruz et al. 2008).

IP address: 14354115
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Tick saliva

Fully engorged R. microplus females that had spon-
taneously detached from the bovines were collected,
rinsed, and induced to salivate with injection of 5 ul
pilocarpine (2%). Ticks were maintained in a humid
chamber and saliva was collected for 2 h (approxi-
mately 1 ul per tick). Saliva was stored at —80 "C
until use. Saliva protein concentration was deter-
mined using the bicinchoninic acid method (BCA™
Protein Assay, Pierce, Rockford, USA) as previously
described (Brown, 1989). Saliva quantities were ex-
pressed as ug or mg of protein. The saliva utilized
in this work was collected only from engorged fe-
males which fed on bovines never exposed to ticks
before.

Coagulation assay

Plasma samples from tick-naive bovines (100 ul)
were incubated for 15 min with phosphate-buffered
saline (PBS) or tick saliva (5 ul; 80 pwg/ml) previously
incubated for 20 min with different volumes (15, 30,
60 and 90 ul) of TNBS, RIBS, or PBS. Coagulation
was measured by Recalcification Time (RT), per-
formed as previously described (Ribeiro et al. 1995;
Berger et al. 2008). The assay was conducted using a
96-well microplate spectrophotometer (SpectraMax,
Molecular Devices Co., Sunnyvale, USA} equipped
with temperature and shaking controls. Results are
the mean of 12 independent experiments.

Platelets

The platelet function was measured by in vitro
photometric method (Born and Cross, 1963), in an
optical aggregometer (Chrono-Log Co., Havertown,
USA). Blood samples were collected by punction
of marginal ear artery from male New Zealand rab-
bits using ACD solution as anticoagulant (2:5% tri-
sodium citrate, 1-37 % citric acid, 2% D-glucose; 1: 5
v/v). Washed rabbit platelets (WRP) were obtained
as follows. Blood was centrifuged 3 times at 200 g
for 5 min to obtain platelet rich plasma (PRP). PRP
was centrifuged at 650 g for 10 min. The supernatant
was discarded and the platelet pellet was suspended
in 300ul of ACD solution. Then, platelets were
purified/washed following a protocol developed by
Timmons and Hawinger (1989) consisting of gel
filtration in a Sepharose-2B column equilibrated and
eluted with Tvrode-albumin buffer, pH 7-4. Washed
platelet suspensions were supplemented with 2 mm
CaCly and 500 gg/ml of fibrinogen. The platelet
count was performed manually in a Neubauer
chamber (haemocytometer) using optical micro-
scopy and the platelet concentration was adjusted to
350000 cells/pl. Aggregation was measured using the
decrease rate in WRP (300 ul) optical density {ab-
sorbance) in response to the addition of one of the
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following agonist agents: adenosine diphosphate
(ADP) (10 gem), bovine collagen type T (40 pg/ml),
arachidonic acid (10 gn), or human thrombin (2-5 U
ml). In order to verify whether R. microplus saliva
was able to inhibit platelet aggregation, different
concentrations of saliva were pre-incubated with
platelets (for 15 min) before adding the agonist. For
the experiments with serum, TNBS or RIBS were
previously incubated (for 20 min) with R. micvoplus
saliva before adding it to the platelet preparation.
Results are the mean of 6 independent exper-
iments.

Cell culture

EAhy926 is a human derived endothelial cell line
originated by fusing human umbilical vein endo-
thelial cells with the permanent cell line of human
lung carcinoma, A549 (Edgell et al. 1983). EAhy926
has been used as a model to study the endothelium,
since it displays conserved functional characteristics
of an endothelial cell (Edgell et al. 1983). Cells were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle's medium
(DMEM) containing 10% fetal calf serum (FCS),
penicillin/streptomycin (200 units/ml and 200 ug/
ml, respectively), and supplemented with 100 pnm
hypoxanthine, 0-4 gem aminopterin, and 16 gm thy-
midine (HAT media supplement), at 37 "C in an
incubator with humidified atmosphere of air/COy
(95%/5%). As previously described, this cell line
no requires additional growth factors (Edgell et al.
1983).

Cell surface-pro-coagulant assay

Pro-coagulant activity was measured on the surface
of endothelial cell monolayers (EAhy926) using a 96-
well microplate spectrophotometer (SpectraMax™,
Molecular Devices Co., Sunnyvale, USA}, based on
the modified one-stage clotting assav (Visseren et al.
2000), as follows. EAhy926 cells cultured in DMENM
(3% FCS) were seeded on 96-well microplates at a
density of 40000 cells/well and, after 24 h, different
treatments were performed (& 80% confluence).
Cells were divided into 4 groups (6 wells per group)
and received the following treatments (a final volume
of 150 ul was completed with DMEM): (i) 30 ul
of PBS; (i) saliva (5 ul; 40 wg/ml) + 25 ul of PBS;
(11i) saliva (40 gg/ml) +25 ul of RIBS; or (iv) saliva
(40 peg/ml)+25 ul of TNBS. After 48 h all groups
received 150 ug/ml of LPS to induce endothelial
activation. After 24 h, culture medium was totally
removed and cells were washed 3 times with PBS.
Monolayers were incubated with 100 gl of Michaelis
buffer (sodium-acetate 285 mM, sodium-barbital
28:5 mm, NaCl 50 mm, CaCly 33 mm, pH 7-35)
at 37 °C for 60s, after which 100 x4l of human
pooled citrated plasma was added. The endothelial
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induced-plasma clotting was measured in a spectro-
photometer. The value obtained for PBS-treated
group (control) was considered as having 100% pro-
coagulant activity. Results are the mean of 8 in-
dependent  experiments.  Additional experiments
(n=3), using neutral red based cvtotoxicitv assay
(TOX-4"™ §u vitro toxicology assay kit, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, UUSA), were performed to
evaluate the cell viability after the different treat-
ments.

In viva model of deep venous thrombosis

For the determination of anti-thrombotic saliva ac-
tivity, a rat thrombosis model was performed. The
model is a combination of stasis and hypercoagul-
ability induced by the injection of an exogenous tis-
sue factor-rich component, as previously described
(Vogel et al. 1989; Nazareth et al. 2006) with minor
modifications. Wistar rats were anaesthetized with
sodium thiopental (85 mg/kg, i.p.). Body tempera-
ture was monitored bv a rectal thermometer and
maintained at 36 "“C+1 "C using a thermal surgical
table, as previously established (Bohrer et al. 2007).
A laparotomy was performed, and the caudal vena
cava was carefully dissected from surrounding tis-
sues. Rats received the following treatments via the
left femoral vein (final volume of 0-7 ml was com-
pleted with PBS): (i) PBS; (ii) saliva (0-7 mg/kg of
rat body weight); (iii) saliva (0-7 mg/kg of rat body
weight) and 500 gl of TNBS; or (iv) saliva (0-7 mg/
kg of rat body weight) and 500 ul of RIBS. After
5 min, calcium thromboplastin (3 mg/kg body
weight) was injected in the vena cava (near to the
right renal vein) and stasis was immediately estab-
lished by the ligation of caudal vena cava {above the
insertion point of the right renal vein). The distal
ligations of the vena cava (above the common iliac
veins confluence), left renal vein and other major
tributaries were conducted exactly 20 min after
thromboplastin administration. The isolated seg-
ment of the caudal vena cava was removed and
carefully opened. The thrombus was separated from
the isolated segment, rinsed with 0-9% NaCl (at
37 °C) and dried on a filter paper at 60 °C (1 h), and
weighed. The ratio value of thrombus:rat weight
was used in the comparisons. Results are the mean of
8 independent experiments.

Statistical analysis

Data are expressed as mean+ s.E.M. of # animals.
Statistical significance was analysed by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by the
Bonferroni post hoe test correction. A p value of less
than 0-.05 was considered significant. Statistical
analysis was performed using GraphPad Prism 3.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, UUSA) soft-
ware.
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Fig. 1. Effects of repeatedly infested bovine sera (RIBS)
on anti-coagulant activity of Rhipicephalus microplus
saliva. The anti-coagulant action of saliva was measured
by Recalcification Time (RT). The neutralization ability
of sera from repeatedly infested cattle upon salivary
anti-coagulation was also analysed. Saliva (80 pg/ml) was
previously incubated with PBS, tick-naive bovine sera
(TNEBS), or RIBS, as indicated, and then added to
plasma samples to determine coagulation time. The
volume (ul) of incubated PBS, TNBS or RIBS 1s also
indicated. (*Statistical difference compared with group
PBS +plasma, ®statistical difference compared with
group PBS + plasma+ saliva, P<<0-05).

RESULTS
Coagulation

R. micvoplus saliva significantly increased Re-
calcification Time (RT). When saliva (80 pg/ml) was
pre-incubated with 10041 of bovine plasma for
15 min, RT increased by almost 4 times, as compared
with the control (Fig. 1). This anti-coagulant effect
was almost totally neutralized when saliva was pre-
viously incubated (for 200 min) with 90 ul of repeated
infested bovine sera (RIBS) before addition to the
plasma in the RT assav (Fig. 1). This phenomenon
seems to be dose-dependent, since the ability to
block the anti-coagulant effect was directly related
to serum quantity in the assay (Fig. 1). Experiments
performed (n=23) with higher amounts of RIBS
(200 g1) led to the same result observed for 90 gl (data
not shown). In contrast, the tick-naive bovine sera
(TNBS) were not able to block the anti-coagulant
effects of saliva (Fig. 1).

Endothelial cell modulation

In order to investigate whether R. microplus could
impair haemostasis not only by inhibition of humoral
factors but also by acting via endothelium, the ability
of R. microplus saliva to negatively modulate endo-
thelial activation was evaluated. For this purpose, a
model of endothelial activation induced by LPS was
employved. Cell activation was detected as a change in
cell surface pro-coagulant activity. Endothelial cells
(40000 cells) previously incubated for 48h with
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Fig. 2. Effects of Rhipicephalus microplus saliva and repeatedly infested bovine sera (RIBS)-treated saliva on

the modulation of endothelial cell activation. The action of saliva on endothelial activation was analysed by cell
surface-procoagulant assay. The neutralization ability of sera from repeated infested cartle upon salivary activities
on endothelium was also analysed. (A) Representative register of the decrease in cellular pro-coagulant activity

of EAhy926 monolayer pre-treated with saliva (40 gg/ml, A) compared with the control (cells pre-treated

PES, @) after endothelial activation induced by LPS (150 gg/ml). (B) Pro-coagulant activity of LPS-activated
EAhy926 cells previously treated with PBS (positive control), saliva (40 gg/ml) +PBS (25 ul), saliva (40 ug/

ml)+ RIBS (25 pl), or saliva (40 gug/ml) 4+ TNBS (25 ul). (*Statistical difference compared with positive control

group, P<0-05).

R. micraplus saliva (40 ug/ml) and activated with
LPS (150 peg/ml for 24 h) exhibited reduced pro-
coagulant surface activity as compared to the con-
trol (incubated with PBS) (Fig. 2A). Under the
conditions used, this effect does not seem to be
dose dependent, since a higher saliva concentration
(80 pg/ml) induced the same effect as that caused by
40 ug/ml of saliva (data not shown). Similarly, lower
saliva concentrations (10 and 20 ug/ml} were not
able to induce significant changes in pro-coagulant
activity {(data not shown). A previous incubation of
R. microplus saliva (40 gg/ml) with RIBS (50 ul) led
to a complete blockade of endothelial modulation
by saliva, since the cells displayed the same pro-
coagulant profile of the control (previously incubated
only with PBS) (Fig. 2B). Results from saliva pre-
viously incubated with the TNBS showed the
same endothelial activation profile as those treated
only with saliva (Fig. 2B). None of the treatments
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performed induced anv significant differences in
endothelial cell viability (data not shown).

In vivo thrombosis model

Considering that R. microplus saliva was able to in-
hibit coagulation and endothelial cell activation, these
anti-haemostatic mechanisms  were investigated
in vivo using the rat model of deep venous throm-
bosis, which includes all hacmostatic pathways. It
was shown that R. microplus saliva (0-7 mg/kg of
rat body weight) is able to significantly reduce the
ratio thrombus:rat weight to about 40% of the
control value (Fig. 3). Moreover, pre-incubation of
saliva ((+7 mg/kg) with 500 gl of RIBS led to a par-
tial reversion of anti-thrombotic activity, since the
ratio thrombus/rat weight was recovered to about
80% of the control value (Fig. 3). Experiments per-
formed (n#=3) with higher amounts of RIBS
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Fig. 3. Effects of Ripicephalus microplus saliva and
repeatedly infested bovine sera (RIBS)-treated saliva on
thrombogenesis. The anti-thrombotic activity of saliva
was measured by use of an in vive model of rat deep
venous thrombosis. The neutralization ability of sera
from repeatedly infested cattle upon salivary anti-
thrombotic action was also analysed. The treatmenrs
given to the rats were (1) PBS; (1) saliva (0-7 mg/kg of
rat body weight) and PBS; (111) saliva (0-7 mg/kg) and
500 pl of TNBS; or (iv) saliva (0°7 mg/kg) and 500 ul of
RIBS. The different treatments were administered (i.v.)
5 min before induction of thrombosis by thromboplastin
(3 mg/kg rat body weight) and stasis, as described in the
Materials and Methods section. (*Statistical difference
compared with group PBS +thromboplastin, "statistical
difference compared with group saliva + thromboplastin,
P<0-05).

(700 and 1000 1) led to the same result as observed
for 500 ul (data not shown). TNBS did not reverse
the anti-thrombotic action of R. microplus saliva
(Fig. 3).

Platelet aggregation

Platelet aggregation studies were performed in an
optical aggregometer using washed rabbit platelets
(WRP) and thrombin, collagen, arachidonic acid and
ADP as agonists, Firstly, experiments were per-
formed in order to investigate whether R. microplus
salivary secretion was able to inhibit platelet aggre-
gation. For this purpose, different concentrations
of saliva were incubated with WRP for 15 min (at
37 °C). Then, agonist was added and the change
in absorbance was immediately recorded. No inhi-
bition was observed for platelet aggregation induced
by thrombin, arachidonic acid or ADP after pre-
incubation of WRP with R. microplussaliva, even at a
high saliva concentration (420 ug/ml) (data not
shown). However, R. microplus saliva displaved in-
hibitory activity upon collagen-induced platelet
aggregation, which was totally inhibited at the con-
centration of 200 ug/ml of saliva (Fig. 4A). This in-
hibition occurred in a dose-dependent fashion, with
an ICs of 53 ug/ml of saliva (Fig. 4B). It is inter-
esting to note that, although RIBS induced a sig-
nificant blockade of anti-coagulant, endothelium
modulation and anti-thrombotic  properties  of
R. micvoplus saliva, no interference in platelet ag-
gregation inhibition induced by saliva was observed,
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even after incubation in the presence of high quan-
tities of RIBS (150 ul/150 ] of WRP) (data not
shown).

DISCUSSION

Ticks are blood-feeding animals that require
mechanisms to modulate host defence against para-
sitism, such as vasoconstriction, haemostasis, in-
flammation, pain, and innate and adaptive immune
responses (Maritz-Olivier et al. 2007; Francischetti
et al. 2009). Despite the powerful tick evasion
mechanisms, after repeated tick infestations ver-
tebrate hosts may develop some degree of resistance
to the parasite (Wikel, 1996 a; Brossard and Wikel,
2004). Nevertheless, it occurs mainly in situations of
repeated high parasite load. Acquired resistance
to tick infestation is expressed as a decrease in en-
gorgement weight, increased time of feeding, im-
paired egg production and viability, inhibition of
moult as well as death of ticks (Wikel, 1982, 19965).
Although the host-tick relationship is one of the most
extensively studied host-parasite associations, the
knowledge about host reactivity, tick resistance and
saliva modulators is not enough to afford a complete
understanding of this process.

In this work, anti-haemostatic mechanisms of
R. microplus saliva and the humoral response within
anti-tick natural acquired resistance were investi-
gated. According to a previous report (Horn et al.
2000), it was shown that R. microplus saliva was able
to induce a significant increase (about 4 times) in
plasma coagulation time measured in the RT assay.
This saliva activity was imputed to the action of the
thrombin inhibitors, BmAP (Horn et al. 2000) and
microphilin (Ciprandi et al. 2006). Figure 1 shows
that repeatedly infested bovine sera (RIBS) wereable
to significantly decrease the anti-coagulant effects of
saliva in a dose-dependent fashion. Although there
was a marked reduction in the saliva effect, a com-
plete reversion of anti-coagulant effect was not ob-
served. The blockade of salivary anti-coagulant
activity clearly indicates that there are neutralizing
molecules in RIBS, not present in TNBS, acting
upon the salivary anti-coagulants, probably anti-
bodies, since these anti-coagulants are secreted in
the saliva and inoculated into the host. Analogously,
astudy by Prevot and co-workers (2007) reported the
ability of repeatedly infested rabbit serum to neu-
tralize the enzvmatic inhibitory activity of Txodes
ricinus salivary serpin. This kind of serum neutra-
lization assay, although frequently reported against
biological action of microbial diseases (Rurtter et al.
1975 Johnson et al. 1995), was poorly reported for
ectoparasites.

Although the effects of R. micvoplus saliva upon
coagulation are well known (Horn et al. 2000,
Ciprandi et al. 2006), other possible anti-haemostatic
mechanisms have not vet been fully characterized,
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Fig. 4. Effects of Rhipicephalus micraplus saliva on collagen-induced platelet aggregation. The mhibitory activity of
crescent concentrations of R, microplus saliva (25, 50, 100 or 200 gg/ml) upon WRP aggregation induced by collagen

(3 pn1) was measured. (A) Representative profile of collagen induced-platelet aggregation of WRP previously incubated
with R. microplus saliva. (B) Each point represents the mean from 6 independent experiments, and vertical lines indicate

the s.E.M.

leaving significant gaps concerning the role saliva
molecules play in other haemostatic events, such
as platelet aggregation, endothelial response, and
thrombogenesis. The data presented here clearly
show that R. micvoplus saliva exerts a significant ef-
fect upon the endothelium. Figure 2A demonstrates
that saliva is able to reduce the endothelial proco-
agulant activity induced by LPS due to a direct effect
of saliva upon endothelial cells, probably via an
alteration in protein surface composition and/or in-
duced gene expression {(Makrides and Ryan, 1998).
Endothelial activation is a complex process which
includes a reversion in the cell phenotype, changing
from an anti-thrombotic state to a pro-thrombaotic
state in response to several stimuli, like cellular le-
sion, bacterial and viral infection, peptide signalling,
or chemical damage (Gibbons, 1998). Modulation
of endothelial cells by tick saliva seems to be an
alternative pathway to control host defences indepen-
dently of humoral mechanisms, which could allow
the parasite to regulate haemostasis, infammation,

http:/jowrnals. cambridee org Downloaded: 10 Oct 2009

immunity and lesion cicatrization. Maxwell and co-
workers (2005) have demonstrated that salivary
gland extracts of Dermacentor andersoni significantly
down-regulated the expression of inflammatory
molecules, such as [CAM-1. They have also reported
that salivary gland extracts of I. scapularis reduced
the expression of different adhesion-molecules,
such as selectins and VCAM-1. Francischetti and
co-warkers (2005) have reported the potent anti-
angiogenic and anti-proliferative activities of I. sca-
pularis saliva upon endothelial cells, introducing the
novel notion that tick saliva is a negative modulator
of wound healing and tissue repair. Despite these two
very elegant reports about tick saliva and salivary
gland action on the biology of endothelial cells, the
modulation of the haemostatic properties of the en-
dothelium by ticks has never been reported before.
A lingering doubt surrounds the ability of other
ticks, specially two and three host-ticks, to modulate
the haemostatic properties of the endothelium in a
similar fashion.
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It is interesting to note that when saliva was pre-
incubated with RIBS, the salivary modulatory effects
upon endothelium were totally blocked, differently
from that which occurs with coagulation, where the
serum blocking effect was only partial. Thus, host
neutralization ability seems to be more powerful for
the salivary molecules responsible for the modulation
of endothelium than for coagulation. Despite the fact
that cell modulation by ticks is possibly triggered by
several molecules with synergistic action—or by a
cocktail of compounds (Wikel et al. 1996) - it seems
that infestation induces the production of different
neutralizing antibodies able to block this seemingly
multifactorial effect.

The occurrence of haemostatic disturbances in
tick-infested calves indicates that R. microplus saliva
is able to modulate haemostasis in vive (Reck Jr
etal. 2009), and it strongly suggests the presence of
vivo anti-thromboticactivity. Inorder to evaluate the
anti-haemostatic properties of saliva in a model that
reproduces all pathwavs involved in haemostasis,
we investigated the anti-thrombotic ability of tick
saliva using the in vive model of rat deep venous
thrombosis. Although other ticks display salivary
anti-thrombotic properties (Fioravanti et al. 1993;
Nazareth et al. 2006) and despite the fact that the
in vitro anti-coagulant effects of R. microplus saliva
are well known, the anti-thrombotic activity of
R. microplus saliva has never been reported before.
Here we have shown that R. microplus saliva clearly
modulates thrombogenesis, and that RIBS were
able to induce a significant decrease in saliva anti-
thrombotic activity. This reduction, however, does
not promote a complete recovery of the thrombotic
activity, since the group treated with RIBS signifi-
cantly differs in comparison with both the control
group (treated only with thromboplastin) and the
saliva-treated group. The residual anti-thrombotic
activity of saliva was probably due to the fact that
RIBS neutralization activity seems to be different
in the three haemostatic pathways studied here, since
RIBS are able to totallv neutralize the action of tick
saliva upon endothelium and to nearly block the ef-
fect of salivary anti-coagulant, although it has no
neutralizing activity upon platelet aggregation inhi-
bition. Taking intoaccount the varietv of compounds
that participate in the thrombogenesis in vivo, the
anti-thrombotic effect exerted by R. microplus saliva
probably implies a wide arsenal of molecules that, as
regards immune evasion mechanisms, tend to avoid
the recognition of the epitopes necessary to com-
pletely neutralize the overall effect. In fact, a full
blockage of all activities involved in anti-thrombosis
would probably result in suppression of blood feed-
ing. But in fact this does not occur, since some ticks
remain attached to the resistant host and succeed to
complete their parasitic cycle, though with a marked
reduction in number and viability of parasites
(Wikel, 1982; Cruz et al. 2008).
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Since several ticks and other haematophagous ar-
thropods display platelet antagonists as one of their
anti-haemostatic resources, the occurrence of plate-
let aggregation inhibitors in R. microplus was in-
vestigated. The present studyv reports, for the first
time, that R. microplus saliva is able to inhibit the
collagen-induced platelet aggregation in WRP. This
inhibition could be related to the collagen-binding
component reported in the salivary glands of R. mi-
croplus (Ferreira et al. 2002). Collagen-induced pla-
telet aggregation mayv occur through two distinct
pathways, directly via activation of phospholipase
C or via arachidonic acid pathway or indirectly
via ADP release from cell granules. The fact that
R. microplus saliva does not inhibit arachidonic acid-
induced platelet aggregation indicates this tick uses
a distinct mechanism to inhibit collagen-induced
platelet aggregation, as compared to Owmithodoros
moubata (Mans and Ribeiro, 2008). Surprisingly,
no saliva inhibition was observed in platelet response
to thrombin, arachidonic acid or ADP (data not
shown), in spite of the fact that R. microplus possesses
two thrombin inhibitors in saliva. The lack of inhi-
bition in thrombin-induced platelet aggregation
could be due to an insufficient concentration reached
by the salivary thrombin inhibitors in the saliva
preparations utilized, leading to an unfeasible inhi-
bition only because the inhibitor concentration is
not high enough to suppress thrombin activity. This
hypothesis is corroborated by comparing the saliva
concentration used in the experiment with the Ki
of microphilin, which is in the micromolar range
(Ciprandi et al. 2006). Indeed, this result seems to
contradict a previous report, since microphilin, an
R. microplus thrombin inhibitor, inhibits fibrino-
coagulation and thrombin-induced platelet aggre-
gation (Ciprandi et al. 2006). However, besides
microphilin Ki, this contrasting finding could
be explained by analvtical differences between the
studies, since we performed the incubation of saliva
with the platelets and added the agonist after a time
interval (thrombin, collagen, arachidonic acid or
ADP), while Ciprandi and co-workers (2006) per-
formed the incubation of saliva with thrombin and
added the mixture to platelets after a time interval.
The approach emploved by Ciprandi and co-workers
(2006) was designed to characterize the effects of
thrombin inhibition by microphilin binding.

It is interesting to note that among all activities
investigated, the inhibition of platelet aggregation
is the only one in which the RIBS used were not able
to interfere (data not shown), which suggests that the
salivary anti-platelet molecule(s) has (have) low im-
munogenicity and is probably due to the naturally
acquired resistance to ticks in the bovines used.
However, this does not imply that the platelet ag-
gregation inhibitor should be dismissed as an un-
feasible resource for the development of an anti-tick
vaccine. In this sense, Kotsyfakis and co-workers
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(2008) conducted an efficient study that introduced a
new concept in the tick-host relationship-the silent
antigens—like sialostatin L2, This molecule was
found in I. seapularis saliva and was not recognized
by sera of guinea pigs repeatedly exposed to ticks;
vet, when sialostatin L2 was used as a vaccine anti-
gen, the serum of vaccinated animals recognized the
protein and the immunization procedure lent pro-
tection to the hosts (Kotsyfakis et al. 2008).

Despite the widely accepted notion that tick saliva
is largely non-immunogenic, our study suggests that
anti-coagulants, endothelial modulators and anti-
thrombotic molecules are immunogenic and could be
used as vaccinal antigens to reproduce the resistance
status of repeatedly infested bovines, which would
be accomplished through a vaccination strategy, and
possibly reinforced by natural infestations. However,
our results were obtained with non-diluted sera, in-
dicating that this immunogenicity is not as high as
that obtained by highly immunogenic antigens, as
concealed antigens. Accordingly, our data indicate
that the molecules involved in anti-haemostasis
mav be candidates to compose a cocktail vaccine,
possibly in a strategy associating concealed and silent
antigens.

Studies evaluating the relative importance of an
adaptative humoral response in bovine resistance
against R. microplus presented conflicting results.
The levels of anti-R. microplus antibodies were not
positively correlated with resistance in some analyses
(Johnston et al. 1986; Kimaro and Opdebeeck, 1994;
Jackson and Opdebeeck, 1995), but were positively
correlated in others, either originated from vacci-
nation (Willadsen, 1987; Willadsen et al. 1995) or
repeated infestations (Cruz et al. 2008). Here we
show that sera from resistant bovines, although
presenting low titres of anti-tick antibodies (Cruz
et al. 2008), were able to impair anti-haemostatic tick
saliva activities. These results suggest that global
levels of anti-tick antibodies are not undoubtedly
indicative of host resistance. Since levels of anti-
bodies are modulated by tick infestation (Cruz et al.
2008), antibodies induced by high-density infesta-
tions could be predominantly targeted to unessential
and/or a fraction of functionally redundant mol-
ecules.

Although the biochemical and immunological
basis  of anti-haemostatic mechanisms of ticks
(Ribeiro, 1995; Ribeiro and Francischett, 2003;
Maritz-Olivier et al. 2007 ; Francischetti et al. 2009)
and the natural acquired resistance (Wikel, 1996a, b)
have been widely studied, reports concerning the
possible relationship berween these two phenomena
are scarce. The present work shows, for the first time,
the occurrence of neutralizing activity against the
salivary anti-haemostatics of ticks in sera of repeat-
edly infested hosts that exhibit natural acquired re-
sistance. Also, this study is the first to report a
haematophagous parasite modulating the endothelial
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cell pro-coagulant state, and shows the presence of
platelet aggregation inhibitory and anti-thrombotic
action in R. microplus saliva.

Finally, since acquired resistance and successful
parasitism seem to depend on a state of balance be-
tween host defences and tick modulators (Wikel,
1996 ), this study allows a better understanding of
the relationship between the acquired natural tick
resistance and the anti-haemostatic action and gives
more insights to elucidate mechanisms related with
the tick-host interaction.
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4. DISCUSSAO & CONCLUSOES

O estudo da bioquimica dos artropodos hematdfagos pode fornecer dados
importantes para o maior conhecimento dos mecanismos patogénicos associados ao
parasitismo. Neste trabalho, exploraram-se as atividades bioldgicas da saliva do carrapato
R. microplus, buscando sempre contextualizar estas atividades com o seu papel in vivo, na
modulac¢do das defesas do hospedeiro.

Na primeira parte deste estudo, a investigacdo dos parametros hemostaticos de
bovinos infestados pelo R. microplus serviu de modelo para uma anélise das alteragdes no
hospedeiro parasitado por hemat6fagos. Esta abordagem foi proposta com base na seguinte
hipdtese: considerando o vasto arsenal farmacolégico da saliva dos hematéfagos, com agao
sobre a hemostasia in vitro e provavelmente no local de fixacdo do carrapato, a infestacao
parasitaria seria capaz de alterar/modular sistemicamente a resposta hemostatica? Apesar de
diversos trabalhos relatarem a potente acdo anti-hemostitica da saliva de animais
hematéfagos (CHAMPAGNE & VALENZUELA, 1996; RIBEIRO & FRANCISCHETTI,
2003; FRANCISCHETTI et al. 2009), até entdo, a capacidade modulatéria global sobre a
hemostasia do hospedeiro parasitado nunca havia sido investigada. Os resultados obtidos
neste trabalho indicam uma evidente alteracdo na hemostasia dos bovinos infestados pelo
carrapato R. microplus. Este quadro € induzido, provavelmente, por dois mecanismos
distintos: diretamente, em decorréncia da acdo da saliva inoculada no hospedeiro
(hipoagregacao plaquetdria e diminuicdo na capacidade de coagulacdo do plasma); e,
indiretamente, pelas respostas compensatorias do bovino (elevacdo do fibrinogénio e da
plaquetemia). Esse tipo de efeito decorrente do parasitismo forneceu mais suporte a ideia,

inicialmente associada apenas ao sistema imune, de que o parasitismo ¢ um fendmeno de
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repercussoes sist€émicas e que altera, de diversas maneiras, as fungdes do organismo do
individuo parasitado (WIKEL, 1996a).

Na segunda parte deste estudo, buscou-se identificar a relacdo entre dois topicos
determinantes no entendimento das relagdes parasito-hospedeiro: a acdo da saliva e a
resisténcia adquirida. Este trabalho é subdividido em duas partes, a primeira focando as
atividades da saliva, e a segunda investigando o envolvimento dos componentes salivares
com a resisténcia humoral. A abordagem utilizada neste estudo foi proposta com base nas
seguintes hipdteses: (i) o R. microplus apresenta outros recursos anti-hemostaticos além da
inibicdo de trombina? (ii) sabendo-se que o endotélio apresenta fun¢des importantes na
resposta hemostética e que outras espécies de carrapatos possuem potentes mediadores
capazes de alterar certas propriedades bioldgicas (relacionadas a inflamacdo e angiogénese)
das células endoteliais, o carrapato R. microplus é capaz de modular as propriedades
hemostaticas do endotélio? (iii) visto a ocorréncia de alteraches nos parametros
hemostaticos de animais infestados por R. microplus, a saliva deste carrapato é capaz de
apresentar atividade antitrombotica in vivo? (iv) frente ao fato de carrapatos que se
alimentam em bovinos, repetidamente infestados, apresentarem dificuldade de fixagdo e de
ingurgitamento, devido, pelo menos em parte, ao fato de que o hospedeiro poderia ser
capaz de bloquear a acdo de moléculas farmacologicamente ativas do carrapato, o soro
desses bovinos resistentes € capaz de neutralizar as agdes anti-hemostéticas da saliva? Em
caso afirmativo, a ultima hipdtese ainda gera um questionamento tedrico sobre se a
neutralizacdo dos anti-hemostaticos pode ser relacionada ao surgimento do fendmeno de
resisténcia adquirida ao R. microplus.

Com efeito, nesta segunda parte do trabalho, demonstra-se que diferentes

mecanismos anti-hemostéticos estdo presentes na saliva de R. microplus. Em relagdo ao
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endotélio, ha uma crescente consolidacdo de seu papel como um participante ativo na
resposta a lesdes vasculares e em outros processos do organismo (BEHLING-KELLY &
CZUPRYNSKI, 2007). Recentemente, diversos estudos t€ém demonstrado claramente que
fenomenos de modulacdo positiva da ativagdo endotelial (induzindo um fenétipo pro-
coagulante), como nos casos de infec¢gdes pelos agentes causadores da maldria humana ou
da circovirose suina, sdo um evento determinante na patogenia e na evolucao clinica destas
doencas (FRANCISCHETTI et al.,, 2007; MARKS et al., 2009). Por outro lado, a
modulagdo negativa da ativacdo de fendtipos pré-coagulantes parece ser um acontecimento
raro (BEHLING-KELLY & CZUPRYNSKI, 2007). Contudo, levando em consideracdo a
atividade observada na saliva de R. microplus, esta modulacio pode ser um recurso
importante no caso de parasitismo por animais hemat6fagos. Ja a verificacdo da capacidade
antitrombdtica da saliva, reforca a ideia de que os componentes salivares de hematéfagos
possuem potencial de futura aplicacdo clinica para modular fendmenos trombéticos
(CHAMPAGNE, 2004). A demonstracdo da capacidade de neutralizacdo do soro de
animais repetidamente infestados pelo R. microplus sobre componentes salivares, reforca a
ideia de que o bloqueio da agdo da saliva contribui com o surgimento da resisténcia ao
carrapato (SZABO, 2009). As diferencas na capacidade de neutralizacio frente a diferentes
acoes bioldgicas da saliva podem estar relacionadas a imunogenicidade do(s) composto(s)
salivar(es) em questao.

Nesse sentido, estudos posteriores sdo necessdrios, identificando as moléculas
responsaveis pelas atividades bioldgicas aqui descritas no intuito de compreender estas
diferengas. A observacdo da acdo neutralizante parcial do soro sobre os mecanismos
antitrombdéticos do carrapato sugere que, mesmo frente ao quadro de resisténcia, com a

ocorréncia de anticorpos contra componentes salivares, a inibi¢do da hemostasia ainda pode
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ser atingida. De fato, a hematofagia ainda é vidvel nestas situagdes, visto que alguns
carrapatos completam seu ciclo de vida mesmo em animais resistentes (CRUZ et al., 2008).

O fendmeno do parasitismo pode ser definido como uma associa¢io resultante da
interacdo entre as estratégias de espoliacdo do parasito e os processos de homeostase, de
defesa e de compensacdo do hospedeiro. Os resultados apresentados nestes trabalhos
indicam o qudo complexo sdo 0s mecanismos que regem a relacdo entre o carrapato € o
bovino. Em linhas gerais, o carrapato possui uma larga gama de mediadores anti-
hemostaticos que possibilitam sua fixacdo e hematofagia, que, por sua vez, exercem um
efeito potente local e sist€émico no hospedeiro que utiliza mecanismos de defesa e processos
compensatérios para combater o parasito. A medida que o contato do bovino com o
parasito torna-se mais frequente, o organismo do hospedeiro apresenta-se mais preparado a
responder ao carrapato, lancando mao, entre outros recursos, de uma capacidade de inibi¢ao
dos componentes salivares que permitem a ocorréncia da hematofagia. Neste contexto, o
conjunto dos dados deste estudo fornece ndo somente novos subsidios, mas também gera
novos questionamentos, os quais devem contribuir a0 avanco da compreensdo dos fatores

que determinam a (nd30) manuten¢do do equilibrio na relagdo parasito-hospedeiro.
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