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RESUMO

Algumas das relagdes hospedeiro-parasita s&éo marcadas por desenvolvimento de resisténcia pelo hospedeiro, limitando o
namero de parasitas. Tal ndo ocorre na relagio cdo doméstico x RhlplC@phﬁlUS SaNQUINEUS (carrapato do cdo). Teria o cdo
domeéstico perdido aquela capacidade em seu processo de domesticagdo? Esta hipotese foi testada em duas condicdes, compa-
rando-se a aquisico de imunidade ao carrapato R. SaNQUINEUS pelo céo doméstico em relagdo ao cachorro-do-mato-
Cerdocyon thous apos trés infestacBes sucessivas por carrapatos adultos, ou através de infestagio desafio apds imunizagéo
com um homogenato bruto de carrapatos da mesma espécie. A aquisicdo ou ndo de resisténcia foi avaliada a partir da analise
do desempenho alimentar e reprodutivo das carrapatas durante e ap6s as infestagdes. Os resultados indicaram uma pequena
diferenca significativa entre » co doméstico e o cachorro-do-mato quanto ao desenvolvimento de resisténcia ao carrapato R
SaNguINEUs. que. entretanto, nao foi considerada relevante na caracterizagéo de uma imunidade efetiva.

UNITERMOS: Imunidade: Carrapatos: Cées.

INTRODUCAO

Diversas espécies de artropodos hemat6fagos sdo responsa-
veis por perdas econdmicas significativas, além de serem
importantes vetores de patégenos para o homem e para os
animais domésticos.

Imunidade a carrapatos é um tema que tem intrigado um
grande nimero dc investigadores, devido a sua variada
forma de expressdo e ao lato de nenhuma relacéo carrapato-
hospedeiro ter sido ainda completamente compreendida™.

Diversos pesquisadores verificaram que a resisténcia desen-
volvida por alguns hospedeiros a carrapatos era. muitas vezes,
adquirida, sendo que apenas surgia apos repelidas infestacdes.
vwi.’c hrow N 1(1985) realizou uma interessante revisdo
sobre imunologia da resisténcia adquirida a carrapatos. onde
propde um esquema hipotético sugerindo uma seqiiéncia de
eventos que ocorreriam 110 sistema imunoldgico do hospedei-
ro como resultado do ingurgitamento de carrapatos sobre ani-
mais previamente expostos a carrapatos ou nao.

Uma série de pesquisas tem tentado induzir resisténcia a
carrapatos através de imunizacdo artificial com antigenos do
carrapato, sejam eles na sua forma bruta ou purificada

A razdo do uso de vacinas utilizando antigenos que
ndo sdo normalmente expostos numa infestacdo com carra-
patos seria que esta forma de apresentagdo do antigeno
pudesse vir a ludibriar a resposta de evasdo que se desenvol-
ve em muitos parasitas”.

Os efeitos da resisténcia adquirida sobre carrapatos sdo mui-
tos ¢ variados, dependendo principalmente das espécies de
hospedeiro e carrapato envolvidas na relagdo. Bovinos e
diversas espécies de animais de laboratério demonstraram
desenvolver resisténcia a uma série de espécies ixodidcas
1. expressa pela reducdo do nimero e do peso de carrapa-
tos ingurgitados; reducdo do peso e da viabilidade dos ovos;
prolongamento do periodo de ingurgitamento e morte de
carrapatos sobre o hospedeiro.

Existem importantes variacdes na forma e no tipo de res-
posta imune predominante de hospedeiros de diferentes
espécies reagindo a um mesmo parasita Um exemplo
interessante seria a relagdo de diferentes hospedeiros como
Rhipicephalus sanguineus. carrapato natural do cao
doméstico. CHABAUD' (1950) produziu infestagdes suces-
sivas por este carrapato em trés animais diferentes: céo.
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cobaia e coelho, concluindo que a cobaia desenvolve uma
imunidade quase absoluta, enquanto o coelho uma imunida-
de parcial e o cdo nem sequer produz imunidade ao carrapato
em questdo. Recentemente. BKCHARA et al. (1994) obser-
varam fatos semelhantes em cédes, cobaias e hamsters apos
infestagBes sucessivas ou ap6s_vacinagdo com extrato bruto
de carrapatos adultos R. SANQUINEUS ndo alimentados. O tra-
balho de THK1S; BUDWISER ' (1974) mostrou que o cdo
ndo desenvolve resisténcia contra o R. SANQUINEUS. mesmo
ap6s dois anos de exposigdo intermitente a esta espécie de
carrapato. e que o perfil histopatoldgico do local de fixagédo
do acaro no cdo ndo se altera por sucessivas infestacGes.

Baseado na literatura pertinente, carnivoros selvagens tam-
bém parecem ser acometidos naturalmente por R. sangul-
NeaS . Zooldgicos confirmam a presenca deste ectopara-
sito em cachorro-do-mato da espécie Cerdocyon thous.
Levando em conta estas duas informacdes, julgou-se rele-
vante realizar uma pesquisa comparando o desenvolvimento
ou ndo de resisténcia adquirida a carrapatos R. Sanguineas
110 cdo doméstico e no cachorro-do-mato C. Ili0US. ja que
pertencem a mesma familia e. possivelmente, vém de um
mesmo progenitor ancestral.

Aventou-se a hipotese de que a relagdo do cdo domeéstico e do
cachorro-do-mato com o carrapato R. Sanguineas poderia ter
sofrido diferentes sele¢fes naturais, uma vez que a partir do
contato dos eanideos com o homem no inicio de sua domesti-
cacdo. foi proporcionada uma coexisténcia mais intima, relle-
xo de uma mudanca do comportamento do cdo doméstico,
que reduziu seu perimetro de ocupacdo ("home range”), faci-
litando infestacfes macigas com carrapatos. Tendo sido
expostos a diferentes selecfes naturais, seria interessante
saber se. ao longo da evolugdo, houve ou ndo um distancia-
mento em nivel imunoldgico destas duas espécies canideas.

No presente estudo, cdes domésticos ¢ cachorros-do-mato
foram entdo examinados quanto a sua capacidade de adqui-
rir ou ndo resisténcia a R. sanguincus. Para tal. avaliaram-se
alteracdes 110 desempenho alimentar e reprodutivo das carra-
patas colocadas para se alimentarem em hospedeiros, em
duas condi¢cbes experimentais: durante trés infestacdes
sucessivas ou apds vacinagdo com um homogenato de larvas
dc carrapatos.

MATERIAL E METODO
Hospedeiros

Foram utilizados 110 total quatro cdes. sem raca definida,
machos e fémeas, com idades variando entre 4 meses e 2
anos. aproximadamente. Os animais foram mantidos em 6ti-
mas condi¢cOes de saude, sendo alimentados com ragédo
(Purina) e agua ad libitum.

Um total de 10 cachorros-do-mato Cerdocyon llious.
machos e fémeas de idades diversas, gentilmente cedidos
por empréstimo pelo Zooldégico de Leme -SP. e Parque
Zoolégico Quinzinho de Barros. Sorocaba - SP foram utili-
zados nos experimentos, com autorizacdo expressa do
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis). Hstes animais foram manti-
dos em quarentena por 45 dias em adaptacdo cm 111 canil
especial, antes de serem submetidos aos experimentos de
infestagbes sucessivas ¢ imunizacdo. Sua alimentacéo era
baseada em frutas, legumes, racdo comercial (Purina), ovos,
carnes variadas e agua ad libitum.

Coldnia de carrapatos

Os carrapatos Rhipicephalus sanguincus utitizados eram
provenientes da col6nia de carrapatos mantida em uma estu-
fa incubadora para B.O.D. (biochemical oxygen dcniand).
modelo CD 347. FANEM. a temperatura de 2X"C e umidade
por volta de 80%. A manuteng¢do da col6nia e procedimentos
dc alimentacdo dos carrapatos em cobaias "naives” seguiram
o0 modelo descrito por SRIVASTAVA: VARMA ' (1964).

As cadmaras de alimentacdo foram confeccionadas a partir de
tubos de acrilico (2.5cm de diametro), as quais eram fixas
sobre o dorso tricotomizado das cobaias.

Infestacdes sucessivas com carrapatos

O procedimento empregado foi basicamente o0 mesmo para 0s
cdes domésticos e os cachorros-do-mato, salvo que estes 0lti-
mos eram anestesiados com uma combinacdo de Cloridrato
de kctamina (Ketalar. Lab. Parke-Davist 1la dose de 15
mg/Kg c Citrato de fentanila droperidol (Inovai. Lab. Janssen
Farmacéutica), na dose dc O.Iml/Kg. por via intramuseular,
para a colocacdo de colarcs "elizabetanos" de restricdo, cama-
ras dc alimentacdo (confeccionadas com tubos de acrilico
com 5 cm de didmetro) e liberagdo dos carrapatos adultos.

As infestacdes (25 fémeas e 30 machos) foram conduzidas
trés vezes em cada animal, com intervalo de 30 dias. As
fémeas de carrapatos ja ingurgitadas e destacadas do seu
hospedeiro eram removidas, pesadas e mantidas individual-
mente em estufa para B.O.D. a temperatura (28°C) e umida-
de (<X0%) controladas.

Em seguida, eram acompanhados os desempenhos alimentar e
reprodutivo das carrapatas, compreendendo além tio peso das
mesmas, dia de inicio de oviposicdo, peso da massa dc ovos e
dia do inicio de eclosdo das larvas. Por fim, era realizada a
estimativa da taxa de eclodibilidade (% ECLO). através da
observacdo visual e registro da porcentagem dc larvas cclodi-
das. tarefa realizada por trés pessoas, independentemente.
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Preparacdo do homogenato de larvas de carrapato

Teve por finalidade a obtencdo de um extrato de larvas
ndo alimentadas de carrapatos R. sanguineus, que foi uti-
lizado como imundgeno, para investigar o possivel desen-
volvimento dc imunidade em cachorros-do-mato contra o
acaro.

Resumidamente, larvas de carrapatos de no maximo seis
meses de idade, ndo alimentadas, foram mortas por congela-
mento em nitrogénio liquido e trituradas em salina tampona-
da com fosfatos (PBS), refrigerada, pH 7,2, em gral e com
pistilo de porcelana. Em seguida, o extrato de larvas foi sub-
metido a ultrasonicacdo (20 MHZ em trés ciclos de 10
segundos e um de 60 segundos) sob banho de gelo, em um
aparelho de ultrassom. A suspensdo final foi entdo centrifu-
gada a 12.0()()g, por uma hora a 4°C e o sobrenadante filtra-
do em filtros Millex-GV (Millipore) de 0,22m de porosida-
de. O teor de proteina na suspensdo final, determinado de
acordo com o método de HARTREE" (1972), foi de 1,94
mg/ml. O homogenato final foi fracionado em aliquotas de
1,0ml, que foram armazenadas a -20°C para posterior utili-
zagdo.

Imunizacédo dos Cachorros-do-mato

Cinco animais foram submetidos a imunizagdo com o
homogenato de larvas de carrapato (I,5mg/ animal), adicio-
nado de Saponina (Quil A Saponin, Superfos Dinamarca),
na dose de 50g por animal. A via de inoculagdo empregada
foi a subeutanea, sendo este procedimento repetido trés
vezes, a intervalos de 15 dias entre as aplicagdes.

Apo6s 15 dias da ultima aplicagcdo, os cachorros-do-mato
foram desafiados, isto é, infestados individualmente com
carrapatos adultos da espécie R. sanguineus (25 fémeas e
30 machos). A infestacdo desafio foi conduzida da mesma
formaja descrita para as infestagcdes sucessivas.

Em seguida foram acompanhados os desempenhos alimen-
tar e reprodutivo das carrapatas ingurgitadas destacadas, uti-
lizando-se como parametro: peso da fémea ingurgitada ¢ da
massa de ovos; periodos de ingurgitamento, pré-postura e de
eclosdo; além da estimativa da porcentagem de larvas eclo-
didas.

Como valores-controle, utilizaram-se aqueles da primeira
infestacdo de cachorros-do-mato com carrapatos, em vista
das dificuldades de obtencdo e transporte desta espécie, da
falta de condicdes fisicas estruturais para manter mais um
grupo dc animais simultaneamente, e levando-se em conta o
fato de a saponina Quil-A (Superfos, Dinamarca), o adju-
vante utilizado, ser desprovida de propriedades antigénicas*.
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Analise Estatistica

A comparagdo de médias foi obtida através da aplicacdo do
teste de Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desempenho alimentar e reprodutivo de Rhipicephalus
SaNQUINEUS durante e apds infestagdes sucessivas em
cdes domésticos e cachorros-do-mato

Na tab. 1 encontram-se as médias dos parametros obtidos
relativos aos desempenhos alimentar e reprodutivo das car-
rapatas colocadas para se alimentarem em cdes domésticos
(CD) e cachorros-do-mato (CM).

TABELA 1

Performaces alimentar e reprodutiva de Rhipicephalus sanguineus.
observadas durante trés infestagdes em cachorros domésticos (n =
4) e do-mato (n = 5*), realizadas a intervalos de 30 dias. Os resul-
tados sdo expressos em média. Entre parénteses o nimero de
dados na amostra. Jaboticabal - SP., agosto de 1990 a julho de
1993.

PERIODO (Dias) PESO) My %

NG P Phc o MO ECLO
Epie  CD CM CD CM CD CM CD CM CD CM CD COM
ms W5 b 8 By Ml

Pinfestacio 83 91 42 43 N5 NI i
O ) (8 ) B (6 6 B) @ & B (®

Misido 81 85 42 39 M4 M3 L6 185 $3 687 90 %0
B) (09 @ ) @) @) G @ B @ @ o
Finojio 81 83 47 40 U6 AT 134 L8 58 0L B4 86
I I G I G R

* Por motivo de morte de um dos cachorros-do-mato o nimero de
animais da 3a infestagdo foi reduzido para quatro. Cdo doméstico
(CD), cachorro-do-mato (CM), periodo de ingurgitamento (ING),
periodo dc pré-postura (PPP), periodo de incubacdo (Pine), peso
da fémea ingurgitada (PFI), peso da massa de ovos (PMO). taxa
de eclodibilidade (% ECLO).

Ndo houve diferenca entre as médias correspondentes ao
periodo de ingurgitamento, tanto entre as trés infestagdes den-
tro de um mesmo grupo de animais, como entre 0s CD e CM.
na medida em que foram eliminadas as diferengas menores
que um dia, pois, sendo diarias as observagdes, ndo permiti-
ram niveis de distingdo menores que um dia. O mesmo ocor-
reu com a comparacdo de médias referentes aos periodos de
pré-postura e de incubacdo, confirmando os achados de
SZABO™" (1991) em CD. O periodo de ingurgitamento. quan-
do analisado para carrapatas ingurgitadas em hospedeiros que
desenvolvem resisténcia, como por exemplo a cobaia, aumen-
tou bastante a partir da segunda infestacdo45'\ chegando até i
duplicar o nimero de dias necessarios para tal.
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Comparando-se as médias dos pesos das fémeas que se ali-
mentaram em CD ou CM durante a la, 2J ou 3J infestacdo
(Fig. 1 e Tab. 2). chama atencdo a média do peso das carrapa-
tas colocadas para ingurgitar nos CM na primeira infestacéo.
Fssa média foi superior as alcancadas na segunda e terceira
infestacOes, e superior também as médias alcancadas pelas
carrapatas colocadas para se alimentar nos CD. Uma possivel
explicacdo para este fato seria o estresse apresentado por esse
grupo de animais, com conseqiiente liberagdo de corticdides
enddgenosy os quais podem ter inibido a reacdo inflamaté-
ria". facilitando assim a alimentagéo dos carrapatos.

FIGURA 1

Peso das fémeas ingurgitadas de carrapatos R sanguineus alimentadas
em caes domésticos ( >) e cachorros-do-mato (¢). em trés infestages
sucessivas a intervalos de 30 dias. Valores expressos em média = epm.

SZABO'q 1991) obteve uma queda de cerca de 70% no peso
das carrapatas R. sanguineus colocadas para se alimentarem
em cobaias durante uma terceira infestagdo comparada com a
primeira infestacdo com carrapatos. Desta forma, cobaias
parecem desenvolver uma resisténcia efetiva a esta espécie de
carrapatos, enquanto 0 mesmo ndo se pode dizer de CD e CM.
Estas duas espécies parecem mostrar-se indiferentes ao fato de
terem sido ou ndo infestadas previamente por carrapatos.

TABELA 2

Comparagdo de médias correspondentes aos pesos (mg) das fémeas
ingurgitadas de R. sanguineus, obtidas apds as la, 2J e 3J infesta-
cOes em cdes domésticos e cachorros-do-mato. Jaboticabal - SP.
agosto de 1990 ajulho de 1993.

INFESTACAO \J 2a 3"
CAO DOMESTICO 120.49abA  121.59aA H3.37bA
CACHORRO-DO-MATO  144.54aB H8.63bA 121.82cB

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Letras maiUsculas sdo usadas para comparagdo na vertical e minds-
cula na horizontal.

O peso da carrapata ingurgitada possui uma relagdo direta
com a postura7 Isto pdde ser confirmado nos resultados
apresentados ao se comparar tais parametros (Fig. 2 ¢
Tab.3). Entretanto, na terceira infestacdo dos CM, as carra-
patas ovipuseram, em média, uma massa de ovos similar a
da primeira infestagdo e maior que a da segunda. Esta varia-
¢do ocorreu de forma branda entre as médias de peso da
fémea ingurgitada. E sabido que tais variagbes podem ocor-
rer especialmente quando utilizam-se diferentes lotes de car-
rapatos com idades variadas. As diferengas de médias em
hospedeiros que desenvolvem resisténcia sdo, com certeza,
de maior amplitude que as observadas neste estudo.

infestacdo

FIGURA 2
Peso das massas de ovos dc carrapatas R. sanguineus em caes domés-
ticos ( )) e cachorros-do-mato (¢). em trés infestacBes sucessivas a
intervalos de 30 dias. Valores expressos em média + epm.

TABELA 3
Comparacdo de médias correspondentes aos pesos (mg) das massas
de ovos de carrapatas R. sanguineus obtidos ap6s a la. 2ae 3
infestaces em cdes domésticos e cachorros-do-mato. Jaboticabal -
SP. agosto de 1990 a julho dc 1993.

INFESTACAO la 23 3a
CAO DOMESTICO 64.0827aA 68.3493aA 57.7835aA
CACHORRO-DO-MATO 81.1743aB  68.6778bA 80.0769aB

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey.

Letras mailsculas sao usadas para a comparacdo na vertical e
mindsculas na horizontal.

A taxa de eclodibilidadc mostrou uma pequena reducdo da
primeira para a terceira infestacdo nos cdes domésticos,
sendo que esta mesma taxa mostrou um ligeiro aumento
para os cachorros-do-mato. Apesar desta variagdo algumas
vezes ter sido apontada como estatisticamente significativa,
ndo foi considerada relevante, desde que, cm espécies que
desenvolvem resisténcia ao R. sanguineus, esta variagdo
pode chegar a 30%, comparado a uma primeira infestagdo
em animais nunca antes infestados1
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Desempenhos alimentar e reprodutivo de carrapatas ali-
mentadas em hospedeiros imunizados com o homogena-
to de larvas de R. sanguineus.

Os resultados apresentados na Tah. 4 apontam uma diferen-
ca significativa quanto ao periodo de ingurgitamento e peso
da fémea ingurgitada entre 0s grupos vacinado c controle. A
pequena diferenca observada quanto ao periodo de ingurgi-
tamento foi desconsiderada devido a ser menor que um dia,
unidade minima de referéncia. Ja quanto a diferenca signifi-
cativa entre as médias dos pesos das fémeas ingurgitadas,
mostrando-se menor no grupo de CM imunizados, ndo pode
ser descartado o fato anteriormente citado de que o grupo
dos CM usado nos experimentos das infestacdes estava
ainda bastante estressado durante a primeira infestagcdo, o
que poderia ter facilitado a alimentacdo dos carrapatos, devi-
do a liberagdo de corlicoides enddgenosl), com conseqiente
inibicdo da resposta inflamatoéria do hospedeiro'l

TABELA 4

Desempenho alimentar e reprodutivo de R. saitguineus observa-
dos durante e ap6s uma infestacdo em cachorros-do-mato contro-
les (n = 5) e imunizados (n = 5). Resultados expressos em médias
epm. Jaboticabal- SP, agosto de 1990 ajulho de 1993.

GRUPO GRUPO
CONTROLE IMUNIZADO
PARAMETROS
ING (dias) 9.1071 a +0,12 8,0595b +0,12
PPP (dias) 4.2836 a+ 0.18 4,0000 a+0,18
Pine (dias) 23.9242 a+0.24 24.2985 a + 0.24
PFI (mg) 144.5390 a + 2.63 126,6309b + 2,60
PMO (mg) 81.1744 a+3.77 70.1667 +3,72
F.CLO (<R 74.1503 + 3.97 71.8519 a +4,20

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p < 0.05). Periodo de ingurgitamento (ING).
periodo de pré-postura (PPP), periodo de incubacdo (Pine), peso
da fémea ingurgitada (PFI), peso da massa de ovos (PMO), taxa
de eclodibilidade (ECLO).

Km vista do exposto, conclui-se que a imunizacdo através da
inoculagdo com o homogenato de larvas ndo alimentadas de
carrapatos nos CM, semelhantemente ao observado recente-
mente por BECHARA et al.” (1994), imunizando CD com
um homogenato de adultos, foi eficaz em induzir resisténcia
relevante a carrapatos nos hospedeiros testados. Por outro
lado, estes Ultimos autores obtiveram sucesso ao imunizar
cobaias com um homogenato de adultos de R. sanguineus,
fato evidenciado por queda dos pesos das fémeas ingurgita-
das e da massa de ovos ¢ aumento do periodo de ingurgita-
mento de carrapatas utilizadas na infestagdo desafio.

Portanto, analisando-se o conjunto de resultados pode-se afir-
mar que os CM se comportam imunologicamcnte de forma
bastante similar aos CD frente a infestaces com o R. san-
gttineus, isto é. ndo desenvolvem resisténcia ao carrapato.
nem através de infestagcdes sucessivas ou de imunizagdo com
um homogenato de larvas de carrapatos. Possivelmente, o
periodo de tempo que separou essas duas espécies canideas
de seu ancestral comum ndo foi o suficiente para que pudesse
ter havido um distanciamento imunoldgico entre as espécies
em questdo em relacdo ao carrapato R. sanguineus.
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SUMMARY

Many parasite-host relationships are characterized by the development of resistance by the host, thus limiting the number of
parasites. However, in the domestic dog X Rhipieephalus sanguineus (brown dog tick) relationship, this does not occur. The
hypothesis that the domestic dog has lost this faculty, following the process of its domestication, was investigated by compa-
ring the mongrel dog’s and the crab-eating-fox Cerdocyon thorn's capacity of acquiring immunity to R. sanguineus tieks in
two situations: after, 3 successive infestations with adult tieks, and immunisation with an unfed whole tick R. sanguineus
extract, followed by a challenge infestation with the same tick species. Evaluation of resistance acquisition, in both experi-
mental conditions, was based on nutricional and reproductive performaees of the female tieks during and after infestations.
The results showed a small, significant difference between the domestic dog and the crab-eating-lox. Nevertheless, these dif-
ferences were not considered relevant enough to characterize an effective immunity.
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