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Resumo- A pecuaria leiteira é de grande importancia para a economia do Brasil, contudo,
infestagbes por carrapatos afetam significativamente a produgdo de leite. Sabe-se que
animais Bos indicus apresentam maior resisténcia a carrapatos do que animais Bos
taurus. Estudos demonstram que a saliva do carrapato, inoculada durante a hematofagia,
desencadeia a produgédo de reativos de oxigénio (ROS) por macrofagos e neutrofilos. Estes
radicais livres podem afetar o ciclo de vida do parasita, contudo sua produgdo em bovinos
de diferentes ragas ainda nao foi elucidada. Dessa forma, o objetivo deste estudo é verificar
a produgao de ROS no soro de bezerros da raga Gir (Bos indicus) e da raga Holandés
(HPB; Bos taurus) desafiados, de forma controlada, com infestagao artificial por carrapatos.
Os animais foram isolados e infestados artificialmente, de forma controlada, com a mesma
quantidade de larvas do carrapato bovino Rhipicephalus microplus. A dosagem de ROS
foi feita no soro, coletado antes e apds cada infestagdo, por meio da reacao de Griess.
Resultados demonstraram que animais Gir apresentam aumento significativo na produgao
de ROS no decorrer das infestacdes, com niveis plasmaticos maiores que animais HPB.
Ademais, os animais Gir também apresentaram contagem significativamente menor de
carrapatos, sugerindo que esse pode ser um dos fatores determinantes que afetam a
infestacado de carrapatos em bovinos. Dessa forma, a modulagao da producdo de ROS em
células bovinas pode constituir uma ferramenta importante no combate ao carrapato.

Termos para indexagao: carrapato, gir, holandés, pecuaria de leite, reativos de oxigénio,
resisténcia.

Production of reactive oxygen species in response to infestation by
the tick Rhipicephalus microplus in taurine and zebu animals: a crucial
immune mechanism for parasite control

Abstract- Dairy farming is of great importance to the economy of Brazil, however, tick
infestations significantly affect milk production. It is acknowledged that Bos indicus animals
exhibit greater resilience to ticks compared to Bos taurus animals. Studies elucidate that tick
saliva, introduced during hematophagy, triggers the generation of reactive oxygen species
(ROS) by macrophages and neutrophils. These free radicals can impact the parasite's life
cycle, though their production across bovines of distinct breeds remains unresolved. Thus,
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the aim of this study is to assess ROS production in the serum of Gir breed (Bos indicus) and
Holstein breed (HPB; Bos taurus) calves, intentionally subjected to controlled artificial tick
infestations. The animals were isolated and artificially infested with equal quantities of larvae
from the bovine tick Rhipicephalus microplus. ROS measurement was performed on serum
samples collected before and after each infestation, utilizing the Griess reaction. Results
indicate that Gir animals manifest a significant rise in ROS production during infestations,
exhibiting plasma levels surpassing those of HPB animals. Furthermore, Gir animals also
display notably lower tick counts, suggesting that this might be one of the determinants
affecting tick counts in bovines. Hence, modulating ROS production in bovine cells could
constitute a pivotal tool in combating tick infestations.

Index terms: dairy farming, gyr, holstein, oxygen reagents, resistence, tick.

Introducgao

O carrapato Rhiphicephalus microplus esta presente durante todo o ano,
desencadeando perdas de US$ 3,24 bilhdes ano no mercado nacional (Grisi et al., 2014)
relacionadas a aquisicao de carrapaticidas e de equipamentos de suporte para aplicagao dos
mesmos nos rebanhos, queda na produgao de leite e carne, danos no couro e transmissao
de agentes de doencas (Andreotti, 2010).

Animais Bos indicus apresentam maior resisténcia a carrapatos do que animais
Bos taurus devido a alguns fatores imunolégicos e comportamentais (Tabor et al., 2017). A
saliva do carrapato inoculada no hospedeiro, durante a hematofagia, promove a ativagao
do processo inflamatério, que é influenciado pela raga bovina e historico de exposigao
(Utech et al., 1978).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) estao envolvidas na iniciagédo, progressao
e resolucdo da resposta inflamatéria, além de atuarem como agentes microbicidas e
mediadores de sinalizagao intracelular (Forrester et al., 2018). Parasitas séo afetados por
essas moléculas que, quando complexadas, favorecem a perda de ferro intracelular, a
inativagdo de enzimas essenciais para o ciclo de Krebs, para a cadeia transportadora de
elétrons e para a sintese de DNA (James, 1995). Apesar de achados demonstrarem que
ha diferenga no desenvolvimento de inflamagao em bovinos resistentes e susceptiveis aos
carrapatos, pouco se sabe sobre a producdo de ROS.

Dessa forma, o objetivo desse estudo é verificar a produgcdo de ROS no soro de
bezerros da raga Gir (Bos indicus) e Holandés (HPB; Bos taurus) desafiados, de forma
controlada, com infestagdo artificial por carrapatos. Os resultados que a seguir sao
expostos vao ao encontro dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) contidos na
Agenda 2030, proposta pela Organizagao das Nagdes Unidas, da qual o Brasil é signatario,
contribuindo para o alcance dos seguintes objetivos especificos: ODS 1 - Erradicagao da
pobreza: Acabar com a pobreza em todas as suas formas, em todos os lugares; ODS 2 -
Erradicagdo da fome: acabar com a fome, alcangar a seguranga alimentar e melhoria da
nutricdo e promover a agricultura sustentavel; ODS 8 - Empregos dignos e crescimento
econdmico: promover o crescimento econdémico sustentado, inclusivo e sustentavel,
emprego pleno e produtivo, e trabalho decente para todos.
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Material e métodos

Animais Gir (n=10) e HPB (n=10) foram separados da m&e ao nascimento e isolados,
imediatamente, em baias teladas e alimentados com colostro em pd (The Saskatoon
Colostrum Company Ltd., Canada) nas primeiras 24 horas para padronizagédo da imunidade
passiva. Os animais foram desafiados com infestagdes controladas com larvas infestantes
de carrapato (10.000 larvas/animal na primeira e 20.000 nas subsequentes), por trés vezes,
com intervalo de 45 dias entre elas. Amostras de soro foram coletadas antes de cada
infestagcéo e apds 24 horas , além de feita a contagem de teledginas conforme preconizado
por (Wharton; Utech, 1970).

A dosagem de reativos de oxigénio foi feita com o Kit Griess (Thermoscientific®),
conforme recomendagdes do fabricante. Foi misturado o reagente de Griess (150ul) com o
soro dos animais (n=6/grupo), feita curva padrao com amostra de referéncia contida no kit
(Figura 1) e agua como controle negativo (150ul de cada). Amisturafoiincubada atemperatura
ambiente, por 30 minutos, seguida da leitura de absorbancia no espectrofotometro de placas
a 548 nm. O calculo para quantificacdo de ROS nas amostras foi feito com base na curva
de DO vs concentragao das diluigdes das amostras de referéncia resultante da leitura de
absorbancia.
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Figura 1. Desenho esquematico da diluicdo da amostra de referéncia do kit Greiss (Thermoscientific) destacando a
concentragao e volumes utilizados.

Resultados e discussao

A contagem de carrapatos em animais da raga Gir (zebuinos) foi significativamente
menor nas trés infestagdes artificiais com carrapatos em relagao aos HPB (taurinos; Figura
2), 0 que ja era esperado conforme estudos de Wagland (1979). Mesmo o desafio com
larvas de carrapato tendo apresentado a mesma carga parasitaria, e os animais estarem
com a imunidade passiva controlada devido ao uso de um colostro em p6 importado de
uma regiao livre do R. microplus, a carga parasitaria foi afetada pela raga desde a primeira
infestagdo, demonstrando a importancia da genética do animal no desenvolvimento de uma
imunidade protetora contra o parasita (Tabor et al., 2017).
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Figura 2. Contagem média de carrapatos em animais taurinos e zebuinos. No eixo X, média do numero de teledginas
contadas aos 21 dias ap6s infestagao artificial em animais Gir (n=10) e HPB (n=10) com 10 dias de intervalo entre estas.
(*) Comparagéo entre as duas ragas (P<0,05), Mann-Whitney.

Em relacao a produgao de ROS, podemos observar uma diferencga significativa entre
animais Gir e HPB apds a primeira infestagdo por carrapatos (Figura 3). Essa producao
aumenta gradativamente de acordo com a exposicdo (P<0,05, Two-Way Anova) sendo
que animais Gir apresentam maiores niveis apds a segunda infestagdo. Esses radicais
livres possuem papéis ambivalentes, amplificando a inflamagao do hospedeiro (Hernandez
et al., 2022), que por sua vez facilita o ingurgitamento do carrapato e desestabiliza seu
metabolismo energético, afetando o ingurgitamento e seu ciclo de vida.
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Figura 3. Concentragdo de ROS convertido em nitrito no soro de animais taurinos e zebuinos desafiados com carrapatos.
Soro de animais Gir (n=6) e HPB (n=6) foram coletados antes (BI) e apds (Al) as trés diferentes infestagdes artificiais com
larvas infestantes de R. microplus. No eixo Y, concentragéo de nitrito (ug/ml). Os asteriscos (*, **, ***) indicam P<0,05,
Two-way Anova.

Dessa forma, sugere-se que a producdo de ROS aumentada nos animais Gir
esteja atuando de forma negativa sobre o organismo dos carrapatos, impedindo o seu
ingurgitamento e, consequentemente, sendo um dos fatores determinantes da resisténcia
desses animais a infestagao por carrapatos.

Conclusoes

Animais Gir apresentam menor contagem de fémeas de carrapato ingurgitadas e
maiores niveis de ROS que animais HPB. Desse modo, a modulagao da produgcédo de ROS
em células bovinas pode constituir uma ferramenta importante no combate ao carrapato,
tendo em vista o prejuizo significativo que estes parasitas causam para a economia do pais.
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