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RESUMO 

 

DOMINGUES, Robert, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 2011. 
Expressão gênica diferencial em animais cruzados Gir x Holandês infestados 
com o carrapato Rhipicephalus microplus. Orientadora: Simone Eliza Facioni 
Guimarães. Co-Orientadores: Fabyano Fonseca e Silva e Marco Antonio Machado. 
 

Infestações pelo carrapato bovino Rhipicephalus microplus podem levar a 

consideráveis perdas de produção na bovinocultura. Os métodos atualmente 

utilizados para o controle do ectoparasitismo não são os ideais, seja por baixa 

efetividade ou por causarem risco ao ambiente e à saúde humana. Em geral, 

animais de raças zebuínas são mais resistentes ao carrapato do que os de raças 

taurinas, porém maiores entendimentos dessas diferenças tornam-se necessários 

tanto para a elaboração de métodos antiparasitários mais eficientes quanto para 

auxiliar no melhoramento genético bovino. O objetivo deste estudo foi enumerar 

diferenças de expressão gênica na pele e no sangue periférico de animais 

resistentes e susceptíveis frente a infestação com carrapatos. Foram utilizados para 

este trabalho bovinos extremos em resistência e susceptibilidade ao carrapato 

provenientes de uma população de animais F2 cruzados (Gir x Holandês) que 

apresentaram ampla variação fenotípica. As amostras foram coletadas antes da 

infestação, 24 e 48 horas após a infestação. No sangue periférico foi avaliada a 

expressão de genes CD25, CXCL8, CXCL10, FOXP3, IL10 e TNFα por qRT-PCR e, 

na pele foi estudada a expressão gênica global pela utilização da técnica de 

microarranjos de DNA. Foi observada no sangue maior expressão de genes que 

indicam maior atividade de linfócitos γδ nos animais resistentes e, na pele foi 

observada maior expressão de genes relacionados com a resposta imune, cascatas 

de coagulação e do complemento, resposta imune adaptativa e componente das 

zônulas de oclusão, também nos animais resistentes. Assim, pôde-se supor que 

parte da resistência ao carrapato está relacionada com o impedimento, por parte do 

hospedeiro, do fluxo de alimento para o ectoparasita hematófago. Por fim, alguns 

genes como os codificantes da proteína claudina-1, do fator de coagulação FXIII, da 

enzima fosfolipase I, dos fatores B, P e de C4BP do sistema complemento, puderam 

ser considerados genes candidatos a resistência ao carrapato bovino.
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ABSTRACT 
 

DOMINGUES, Robert, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, December, 2011. 
Differrential gene expression in crossbreed Gir x Holstein infected with the tick 
Rhipicephalus microplus. Adviser: Simone Eliza Facioni Guimarães. Co-Advisers: 
Fabyano Fonseca e Silva and Marco Antonio Machado. 
 

Infestations by cattle tick Rhipicephalus microplus can lead to considerable 

production losses in cattle. The methods currently used to control these ectoparasites 

are not the ideal, whether because of low effectiveness or cause risk to the 

environment and human health. In general, animals of Zebu breeds are more 

resistant to ticks than taurine breeds, but greater understanding of these differences 

are necessary both for the development of more efficient methods and to assist in 

cattle breeding. The objective of this study was to enumerate differences of gene 

expression in peripheral blood and skin of resistant and susceptible animals infested 

with ticks. It was used, for this work, bovine extremes in resistance and susceptibility 

to tick from a population of F2 animals crossbred (Gir x Holstein) that showed a wide 

phenotypic variation. The samples of blood and skin were collected prior to 

infestation, 24 and 48 hours after infestation. In peripheral blood it was studied the 

genes CD25, CXCL8, CXCL10, FOXP3, IL10 e TNFα by qRT-PCR and at skin it was 

studied the global gene expression by using the technique of DNA microarrays. It 

was observed in the blood increased expression of genes that indicate an increased 

activity of γδ lymphocytes as regulatory cells in resistant animais, and in the skin it 

was observed greater expression of genes related to immune response, coagulation 

and complement cascades, adaptive immune response and component of tight 

junctions also in resistant animals. Thus, one could assume that part of the 

resistance to the tick is related to the prevention, by the host, of the flow of food to 

the hematophagous ectoparasites. Finally, some genes such as those encoding the 

protein claudin-1, coagulation factor FXIII, phospholipase I enzyme, and factors B, P 

and C4BP of complement system could be considered candidate genes related to 

tick resistance. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
 

De forma geral, os países em desenvolvimento, majoritariamente localizados 

em regiões tropicais, apresentam desempenhos agropecuários menores que os 

desempenhos dos países localizados em regiões temperadas (HAMMOND, 1994). A 

bovinocultura é uma atividade de grande importância no agronegócio brasileiro 

onde, a produção de leite, por exemplo, atingiu um valor bruto na produção de mais 

de 19 bilhões de reais em 2008. Neste ano, mesmo possuindo o segundo maior 

rebanho leiteiro do mundo, o Brasil foi apenas o sexto maior produtor de leite, 

apresentando produtividade abaixo da média mundial (Disponível em: 

<http://www.cnpgl.embrapa.br/nova/informacoes/estatisticas/producao/producao.php>. 

Acesso em 04 nov 2011).   

 Além de questões econômicas, sociais e culturais, alguns dos entraves a 

uma maior produção de leite no país têm sido as condições adversas do ambiente a 

que estão submetidos, que não permitem um desempenho produtivo satisfatório dos 

animais mais produtivos, principalmente os de origem européia. Dentre estas 

condições destacam-se a alta temperatura e as infestações por endo e 

ectoparasitas que têm provocado, além da redução na produtividade, até mesmo a 

morte dos animais mais susceptíveis (MADER e DAVIS, 2004; O’NEILL et al., 2010).  

Os bovinos estão constantemente ameaçados por lesões e enfermidades 

causadas pelo carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus, uma vez que 

são os hospedeiros preferenciais da fase parasitária do ciclo de vida deste 

ectoparasita (SOARES et al., 2007). Estudando a produtividade leiteira em animais 

da raça Holandesa, principal raça utilizada para produção de leite em países de 

clima temperado, Teodoro et al. (1998) estimaram uma perda de 26% (529 kg) na 

produção de leite por lactação quando compararam vacas Holandesas puras por 

cruzamento, banhadas e não banhadas com carrapaticida. 

O parasitismo, além de gerar perdas em produtividade de leite, atinge 

também o desenvolvimento do animal, o rendimento de carcaça e a qualidade do 

couro. Segundo Honer e Gomes (1990), um bovino infestado com carrapatos e 

parasitado por vermes, se não for tratado, pode sofrer perdas de 18 a 47 kg de 

peso/ano, sem considerar as possíveis perdas relacionadas às doenças transmitidas 
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pelos carrapatos. O couro dos animais altamente infestados não pode ser 

comercializado como de primeira qualidade uma vez que as reações inflamatórias 

provocadas no local de fixação do carrapato causam danos consideráveis (SEIFERT 

et al., 1968; HORN e ARTECHE, 1985).  

Além das perdas com carne, leite e couro, as infestações por carrapatos 

aumentam os gastos dos produtores com os produtos químicos para combater o 

parasita. O combate a esses parasitas, normalmente é feito com produtos químicos 

que, na grande maioria, deixam resíduos na carne, no leite e nas fezes, trazendo 

vários riscos para a saúde humana e contaminando o meio-ambiente, causando 

vários prejuízos para este (FLOAT et al., 1997). O uso de carrapaticidas não 

conseguiu, efetivamente, modificar a realidade dessa parasitose que permanece 

com alta prevalência e incidência (ROCHA, 1996). 

Há algum tempo, a existência de variação genética para características como 

a resistência ao carrapato em bovinos foi amplamente relatada (VILLARES, 1941; 

UTECH et al., 1978; TEODORO et al., 1984 e LEMOS, 1986). Em geral, as raças 

zebuínas são mais resistentes ao carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus que 

as raças taurinas, embora existam consideráveis variações em resistência entre e 

dentro de raças (WHARTON e UTECH, 1970; SEIFERT, 1971). Desta forma, para a 

produção de leite, têm sido indicados e utilizados em países tropicais, como Brasil e 

Austrália, animais produzidos por cruzamento entre raças taurinas (principalmente a 

raça Holandesa) e zebuínas com intuito de apresentarem maior produtividade e 

resistência aos fatores tropicais como os carrapatos. Mesmo assim, Furlong et al. 

(1996) verificaram em fêmeas mestiças Holandês-Zebu uma queda da produção de 

leite por vaca de 23%, quando estas estavam com uma média de 105 

carrapatos/vaca. Assim, a utilização de outras formas que impeçam altas taxas de 

parasitose é necessária. 

O entendimento da variação genética e dos mecanismos fisiológicos entre as 

raças que levam a diferenças fenotípicas associadas à resistência ao carrapato 

servirá de grande auxílio tanto na produção de métodos antiparasitários efetivos, 

como vacinas, como na elaboração de programas de melhoramento genético que 

visem a obtenção de animais mais resistentes ao parasita (REGITANO e PRAYAGA, 

2010).  
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A variação genética para resistência ao carrapato resulta de diferenças em 

uma variedade de mecanismos que não são completamente compreendidos, mas o 

envolvimento de genes relacionados ao sistema imunológico em muitos desses 

mecanismos é inegável. Recentemente, resultados de perfis de expressão gênica 

obtidos após o desafio com carrapatos em animais resistentes e susceptíveis ao 

carrapato tem sido uma boa ferramenta na prospecção de genes candidatos à 

resistência ao carrapato (REGITANO e PRAYAGA, 2010). 

 Desta forma, este trabalho teve como objetivo enumerar diferenças na 

expressão gênica entre animais, provenientes de uma população F2 derivada do 

cruzamento entre raças zebuína e taurina (Gir x Holandês), com variação em 

resistência ao carrapato, frente a infestação artificial controlada. 

 

 

2. Revisão de literatura 
 
 

2.1. O Carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus 
 

  

Carrapatos formam um grupo bem sucedido de artrópodes hematófagos 

obrigatórios, que estão amplamente distribuídos em quase todo o planeta e estão 

adaptados a se alimentarem do sangue de mamíferos, aves, répteis e anfíbios 

(KEIRANS e DUREN, 2005). Esses ácaros estão classificados na ordem Ixodida que 

compreende aproximadamente 879 espécies divididas em três famílias 

(GUGLIELMONE et al., 2009). Dentre estes, a espécie Rhipicephalus (Boophilus) 

microplus, também conhecida como carrapato bovino, é o principal ectoparasito 

hematófago que acomete os bovinos, sendo também um dos mais importantes 

transmissores de patógenos para o gado (DE CASTRO, 1997). Esta espécie é 

originária provavelmente da Ásia e distribui-se geograficamente por locais de clima 

quente e úmido, condições que favorecem o desenvolvimento do seu ciclo de vida 

(HOOGSTRAAL e WASSEF, 1985). No território nacional, encontra-se amplamente 

distribuído, variando suas concentrações de acordo com as condições climáticas e 

tipos raciais de bovinos presentes em cada região (GONZÁLES, 1995).  
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Atualmente encontra-se classificado sistematicamente da seguinte forma: 

Filo – Arthropoda, Von Siebold & Slannius, 1845; 

Subfilo – Chelicerata, Heymons, 1901; 

Classe – Aracnida, Lamarck, 1802; 

Subclasse – Acari, Leach, 1817; 

Superordem – Parasitiformes, Renter, 1909; 

Ordem - Ixodida, Leach, 1815; 

Família – Ixodidae, Murray, 1887; 

Gênero – Rhipicephalus, Canestrini, 1888;  

Subgênero – Boophilus, Canestrini, 1887; 

Espécie – Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Canestrini 1888; 

 O carrapato R. microplus é um parasita monoxeno, isto é, depende de apenas 

um hospedeiro em seu ciclo de vida. Seu ciclo de vida (Figura 1) apresenta duas 

fases complementares: a de vida livre e de vida parasitária. A fase de vida livre sofre 

maiores interferências climáticas, trazendo alterações nos seus períodos, que são 

especialmente afetados pela umidade e temperatura. Por outro lado, a fase de vida 

parasitária sofre menos interferências climáticas e é praticamente constante em 

todas as regiões (GONZÁLES, 1975). O ciclo do R. microplus foi minuciosamente 

descrito por Furlong (1993), e pode ser resumido da seguinte forma:  

A fase de vida livre inicia-se com a queda de fêmeas ingurgitadas (teleóginas) 

e culmina quando as larvas eclodidas encontram o hospedeiro. A teleógina ao 

desprender-se do animal parasitado, cai no solo procurando locais abrigados de 

incidência direta de luz solar para sua ovoposição. Em condições ideais de 

temperatura (em torno de 27ºC) a pré-postura leva cerca de três dias. Normalmente 

uma teleógina coloca cerca de 3000 a 4000 ovos estando a ovoposição concluída 

após aproximadamente 12 a 14 dias. A fêmea morre logo após a postura. A eclosão 

das larvas dura de 22 a 30 dias e, após dois a três dias, para o fortalecimento de 

suas cutículas, estas se tornam larvas infestantes. O período de maior atividade das 

larvas na vegetação ocorre nas primeiras horas da manhã e no final da tarde, 

quando a temperatura é mais amena. 

A fase parasitária começa com a subida da larva infestante no hospedeiro. 

Estas procuram uma área no animal para a fixação, e permanecem no animal 

quando se fixam em locais abrigados das defesas mecânicas do hospedeiro, tais 
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como, base da cauda, barbela, peito e parte posterior das coxas. Junto ao local de 

fixação aparecem zonas de hiperemia e inflamação. A larva, após a troca de cutícula 

(metalarva), dá origem à ninfa (ATHANASSOF, 1953). Esta se alimenta de sangue, 

sofre uma muda (metaninfa), ao redor do 15.º dia e transforma-se em adulto imaturo, 

neandro (macho) e neógina (fêmea). A fêmea, após o acasalamento, começa a 

alimentação até o ingurgitamento total. O processo de ingurgitamento e queda da 

fêmea são bastante rápidos, podendo ocorrer durante a noite, o que possibilita à 

fêmea ingurgitada se desprender do animal nas primeiras horas do dia. A fase 

parasitária de uma fêmea dura em média de 18 a 26 dias (FURLONG, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  Figura 1: Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus microplus. 
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2.2. Controle do carrapato 
 

 

 Dentre os métodos de controle ao carrapato normalmente indicados e/ou 

realizados, destacam-se o controle químico, biológico, imunológico e através do 

melhoramento genético do hospedeiro (FRAZZON et al., 2000). 

O método de controle para o carrapato que mais tem sido utilizado desde a 

década de 50 é o uso de acaricidas (PRUETT, 1999). Ao longo destas décadas, 

foram utilizados, sequencialmente, acaricidas baseados em compostos arsenicais, 

organoclorados, organofosforados, carbamatos, formamidinas e piretróides 

(HÄUJERMAN et al., 1992).  Apesar de atualmente ser o único método eficaz, tem 

sido muito questionado por ser dispendioso, por poder causar danos ao meio 

ambiente e à saúde pública, através da contaminação de rios e solos, e por seus 

resíduos permanecerem em produtos de origem animal (KUNZ e KEMP, 1994; 

FLOATE et al., 1997). Além disso, a troca dos princípios ativos tem sido uma 

necessidade devido ao surgimento de populações resistentes (CRAMPTON et al., 

1999), favorecido principalmente pela intensidade de uso e pela aplicação incorreta 

dos produtos (LEITE, 1996). A resistência para organofosforados tem sido reportada 

desde 1963, quando foi descrito, na Austrália, um caso de resistência para 

Dioxation, Carbofenothion, Diazinom e Carbamil (SEDDON, 1967). 

 De acordo com Gonzales (1995), fatores ambientais não favoráveis podem 

reduzir consideravelmente o número de larvas viáveis e, consequentemente, os 

índices de infestação dos bovinos. O tipo de vegetação utilizada é um fator capaz de 

influenciar no tamanho das populações de carrapato, seja por não propiciar abrigo 

as fêmeas em postura, por serem tóxicas e repelentes ou por imobilizarem as larvas 

através de secreções ou estruturas da planta. Como exemplo podem ser citadas as 

gramíneas do gênero Stylosanthes (SUTHERST et al., 1982) e o capim gordura 

(Melinis minutiflora) (FARIAS et al., 1986). Deste modo, a rotatividade de pastagens 

pode ter relativo sucesso nas práticas de controle do parasita (ELDER et al., 1980). 

Os carrapatos também são alvos de uma série de predadores e parasitas como 

formigas carnívoras que devoram fêmeas no solo (GONZÁLES, 1995) e o fungo 

entomopatogênico Metarhizium anisopliae, respectivamente. Estes organismos 
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possuem alta eficiência no tratamento contra o carrapato (ALONSO-DIÁS et al., 

2007). 

 O controle de ectoparasitas pela vacinação tem sido estudado nas últimas 

cinco décadas e representa uma das alternativas mais promissoras para o controle 

químico. Dentre as vantagens desta forma de controle destacam-se a especificidade 

à espécie, segurança ambiental e para a saúde humana, fácil administração e um 

menor custo. Para o desenvolvimento de uma vacina eficiente, são necessários a 

identificação de proteínas capazes de induzir uma resposta imune protetora e o 

conhecimento dos mecanismos de resposta imunológica do animal (WIKEL, 1996). 

Dentre as várias proteínas indicadas para este fim destacam-se uma proteína de 

intestino (Bm86) e a proteína Bm91, encontrada em baixa concentração nas 

glândulas salivares e intestino de fêmeas adultas. Contudo, as vacinas atualmente 

disponíveis no mercado embora ofereçam proteção parcial aos bovinos contra 

futuras infestações pelo parasito, não asseguram o grau de proteção desejado 

(WILLADSEN et al., 1996) e, ainda, é amplamente reconhecido que têm um impacto 

relativamente pequeno sobre a prática de controle de carrapatos devido a razões 

científicas e comerciais (WILLADSEN, 2006).  

 

 

2.3. Mecanismos de alimentação do carrapato 
 

 

A alimentação do sangue de vertebrados terrestres é um comportamento 

observado em muitas ordens e famílias de artrópodes. De acordo com Ribeiro 

(1995), estima-se que aproximadamente 15.000 espécies distribuídas em 400 

gêneros de artrópodes possuem hábito hematófago.  

De modo geral, para obter sucesso na alimentação hematofágica, estes 

animais desenvolveram mecanismos de impedir a coagulação do sangue, as 

defesas imunológicas e os processos inflamatórios e de reparo tecidual da pele dos 

hospedeiros vertebrados, além de ultrapassar a barreira mecânica da pele e 

encontrar sangue. A secreção salivar dos artrópodes hematófagos facilita a ingestão 

e digestão do alimento e permitem que o sangue flua sem inconvenientes (RIBEIRO, 

1987). 
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No caso dos carrapatos da família Ixodidae, a superação das barreiras não 

específicas da pele é inicialmente mecânica e começa pela varredura da pele em 

busca de um sítio propício para a fixação do carrapato. Utilizando suas quelíceras, 

os carrapatos cortam a epiderme do hospedeiro para introduzir o hipostômio. Este 

por sua vez, dilacera os tecidos adjacentes provocando lesão, onde é inoculada a 

saliva (ARTHUR, 1973). Tais carrapatos alimentam-se por longos períodos de 

tempo, permanecendo fixados ao hospedeiro por vários dias e até semanas para 

completar seu ingurgitamento. São extremamente vorazes e não ingerem apenas 

sangue, mas também linfa e detritos celulares presentes na cavidade alimentar 

(ARTHUR, 1973; SAUER et al., 2000; MANS e NEITZ, 2004). 

Por permanecerem fixados a pele dos hospedeiros por um longo período de 

tempo, os carrapatos Ixodidae secretam uma substância denominada cimento que, 

quando endurece, auxilia no ancoramento das peças bucais penetrantes. Nas 

espécies do gênero Rhipicephalus, a deposição do cimento é predominantemente 

superficial, uma vez que possuem peças bucais curtas (ARTHUR,1973). 

O carrapato bovino R. microplus, embora tenham peças bucais curtas, 

causam danos teciduais consideráveis no hospedeiro (JONGEJAN e UILENBERG, 

2004). O cimento secretado pelas glândulas salivares dessa espécie é inerte e a 

lesão formada na pele dos bovinos desenvolve-se como resultado das respostas 

inflamatória e imunológica do hospedeiro elicitadas pela saliva do carrapato 

(TATCHELL e MOORHOUSE, 1968; ARTHUR, 1973). 

Uma vez obtido acesso ao sangue, a adaptação à hematofagia exigiu 

soluções moleculares para conter os complexos sistemas responsáveis em manter a 

hemostasia do hospedeiro como o sistema de coagulação sanguínea e os 

mecanismos de resposta adaptativa (DOOLITLLE e FENG, 1987; COOPER e 

ALDER, 2006). As moléculas presentes na saliva dos ectoparasitos são as 

“ferramentas moleculares” usadas para transpor tais desafios. No caso dos 

carrapatos, a saliva possui uma ampla diversidade de moléculas com funções de 

inibir a coagulação sanguínea e processos inflamatórios e modular as respostas 

imunológicas do hospedeiro (BROSSARD e WIKEL, 2004; TITUS et al., 2006; 

FRANCISCHETTI et al., 2009) atuando algumas vezes em funções redundantes 

(STEEEN et al., 2006). 
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2.4. Variabilidade genética da resistência ao carrapato 
 

 

O mecanismo da resistência aos carrapatos é um fenômeno complexo e ainda 

pouco compreendido. Riek (1962) descreveu dois tipos de mecanismo: a) resistência 

inata, já presente no animal quando da primeira infestação e b) resistência adquirida, 

que começa a ser evidenciado após a exposição do animal a algumas infestações 

por carrapatos. Vários estudos, entre eles os trabalhos de Roberts (1968) e Wagland 

(1978), têm relatado que o nível de resistência dos animais foi maior depois de 

repetidas infestações quando comparados com o nível após a primeira infestação, 

sugerindo a importância da resposta adaptativa na resistência ao carrapato. 

Em bovinos, o nível de infestação pode variar, também, de acordo com a 

raça, sendo que os hospedeiros considerados susceptíveis apresentam uma maior 

quantidade de parasitas do que hospedeiros considerados resistentes (MATTILOLI 

et al., 2000). Em geral, raças da subespécie Bos taurus indicus (zebuínas) são mais 

resistentes às doenças parasitárias do que as da subespécie Bos taurus taurus 

(taurinas) (WHARTOON e UTECH, 1970). De acordo com Thiesen (1979) e Lemos 

(1986), o gado zebuíno tem convivido há milhares de anos com o carrapato 

Rhipicephalus microplus, ocorrendo provavelmente uma eliminação natural dos 

animais mais sensíveis, devido à permanência de maiores oportunidades 

reprodutivas para os animais geneticamente resistentes. 

Ao comparar o número de carrapatos encontrados em raças zebuínas com 

diversas outras raças, Villares (1941) verificou maior resistência dos zebuínos. 

Apenas 5% do total de carrapatos eram originários de animais Zebus, 7% de raças 

nacionais ou crioulas e 88% de raças européias. Adicionalmente, Utech, Seifert e 

Wharton (1978) também observaram, em rebanhos Zebus, grande proporção de 

animais com alta resistência ao aracnídeo.  

Na Austrália, os animais zebuínos vêm sendo utilizados intensamente em 

cruzamentos com raças européias, devido a sua maior resistência aos carrapatos. 

As diferenças de resistência entre gados de raças taurinas e os animais 

provenientes dos cruzamentos B. taurus taurus x B. taurus indicus foram 

demonstrados por Byford et al. (1976), com os animais oriundos do cruzamento 

apresentando, em geral, uma resistência de moderada a alta. Resultados 
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semelhantes foram observados por Utech e Wharton (1982), no Australian Milking 

Zebu (AMZ). 

No Brasil, Teodoro et al. (1984) estudaram a resistência de touros mestiços 

(5/8, 3/4 e 7/8 europeu x zebu) sob infestação artificial com carrapatos, e 

observaram maior proporção de animais 5/8 resistentes ao carrapato, com os 7/8 

apresentando menor resistência. Lemos (1986) estudando a resistência ao carrapato 

em novilhas de grupos genéticos variando de 1/4 Holandês x Zebu a Holandês PC, 

também observou maior carga parasitária e, conseqüentemente, menor resistência 

associada ao aumento do grau de sangue europeu. 

A resistência e a susceptibilidade ao carrapato são características de 

herdabilidade moderadamente elevadas, no entanto, os genes do hospedeiro 

envolvidos ainda não estão identificados (KASHINO et al., 2005). As estimativas de 

herdabilidade obtidas por vários autores, variando de 20 a 49% (HEWETSON, 1968; 

WHARTON e UTECH, 1970; UTECH, 1979; TEODORO et al., 1984 e MADALENA et 

al., 1985), sugerem que a seleção para resistência a carrapatos pode ser 

promissora. Utech e Wharton (1982), em um experimento de seleção na raça 

Australian Illawarra Shorthorn (AIS), obtiveram ganhos genéticos consideráveis para 

resistência a carrapatos, demonstrando que a seleção pode ser altamente efetiva. 

Rendel (1971) sugeriu a combinação, por meio de cruzamentos, das 

características de resistência ao carrapato do gado zebuíno com a alta produtividade 

de leite e fertilidade do gado taurino. Isto tem ocorrido intensamente nos países 

tropicais, ficando a Austrália com a maior concentração de trabalhos de seleção 

nestas populações mestiças. 

 
 

2.5. Resposta imune do hospedeiro 
 

 

A alimentação do carrapato induz a resposta do hospedeiro envolvendo 

células apresentadoras de antígenos (APC), células T, células B, anticorpos, 

citocinas, sistema complemento, basófilos, mastócitos, eosinófilos e moléculas 

biorreativas (WIKEL, 1997), demonstrando uma ampla variedade de mecanismos de 

resposta imune.  
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Tais respostas imunes, ativadas durante o processo de alimentação dos 

carrapatos, variam de acordo com a espécie do carrapato e do hospedeiro, e podem 

ser de três tipos: a) reação de hipersensibilidade tardia: imunidade celular 

estimulada por alguns antígenos salivares com baixo peso molecular (haptenos) que 

associam às proteínas da pele do hospedeiro e que, durante exposição 

subsequente, estimulam uma resposta celular; b) hipersensibilidade cutânea: 

caracterizada por infiltração de basófilos, mediada por células de Langerhans, com 

estimulação de linfócitos B e produção de imunoglobulina da classe G (IgG); c) 

hipersensibilidade do tipo I: ativação de produção de IgE induzindo uma severa 

inflamação na pele com prurido e dor (SOARES, 2001). Tais mecanismos 

imunológicos podem modificar a pele do hospedeiro e, desta forma, o repasto do 

artrópode é prejudicado. 

Algumas relações carrapato-hospedeiro são caracterizadas pela aquisição de 

resistência depois de repetidas infestações. Essa resistência é caracterizada pela 

redução na quantidade e no tempo da alimentação, diminuição do número e 

viabilidade de ovas, além da morte das fêmeas ingurgitadas (WIKEL, 1997). A 

comparação de hospedeiros susceptíveis e resistentes mostrou que reações 

cutâneas diferem significantemente no local de injúria. A resposta imune 

freqüentemente desenvolve com influxo de basófilos, neutrófilos e eosinófilos para  a 

derme e a epiderme, que cercam o local da picada. Tal fato promove 

hipersensibilidade basófila cutânea caracterizada pela degranulação destas células 

com a liberação de histamina (ALLEN et al., 1979), possivelmente inibindo a 

salivação e alimentação do carrapato (PAINE et al., 1983).  

Células de Langerhans fagocitam moléculas salivares do carrapato na 

epiderme e migram para os linfonodos apresentando estas moléculas para linfócitos 

do hospedeiro (ALLEN et al.,1979). Assim, anticorpos são produzidos e, juntamente, 

com o sistema complemento contribuem para resistência adquirida (WIKEL, 1997). 

Kashino et al. (2005) avaliaram os níveis de anticorpos contra antígenos salivares 

em bovinos susceptíveis (Holandês) e resistentes (Nelore) e verificaram que após 

pesadas infestações os níveis de anticorpos IgG1 e IgG2 diminuíam nos animais 

Holandeses, permanecendo inalterados nos animais Nelore, indicando que as 

infestações com carrapato suprimem a resposta humoral mediada por anticorpos IgG 

em animais susceptíveis.  
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Outro grupo de células importantes na resposta imune contra os carrapatos 

são os linfócitos, considerados elementos chave na regulação e na função efetora do 

sistema imune, incluindo produção de anticorpos, imunidade mediada por células, 

regulação da resposta imune e manutenção de memória imunológica (BROSSARD e 

WIKEL, 2004).  

 

 

2.6. Estudos de expressão gênica 
 

 

Recentemente, com o advento de metodologias que possibilitam estudos de 

expressão gênica com maior repetibilidade e confiabilidade, como RT-PCR em 

tempo real (qRT-PCR)  e microarranjos de DNA (DNA microarray), vários grupos de 

pesquisa têm utilizado tais técnicas tanto para entender melhor o complexo processo 

de resposta bovina contra o carrapato, quanto para enumerar as diferenças 

existentes entre animais mais resistentes e susceptíveis ao carrapato, sendo estes 

estudos uma boa fonte para a prospecção de genes candidatos para a resistência ao 

carrapato (CASSAR-MALEK et al., 2008; REGITANO e PRAYAGA, 2010). 

Estudando a expressão de genes na pele de animais das raças Holandesa e 

Brahman através de qRT-PCR, Piper et al. (2008), verificaram a existência de 

diferença na resposta ao carrapato entre as raças. Foram comparadas as 

expressões gênicas na pele em sítios onde havia carrapato fixado com sítios onde 

não havia carrapato fixado, sendo todas as biopsias realizadas 24 horas após a 

infestação com R. microplus. Neste trabalho foi verificada maior expressão de genes 

relacionados com processos inflamatórios inatos em animais da raça Holandesa nos 

sítios de fixação do carrapato.  

Bagnall et al., (2009) estudaram a expressão na pele de genes relacionados 

com a sinalização de Ca2+ em bovinos da raça Belmont que apresentaram diferença 

na resistência ao carrapato. As amostras foram coletadas antes da infestação, 3 e 

24 horas após a infestação. Foi verificado que, principalmente nos animais mais 

resistentes, houve maior expressão de alguns dos genes avaliados 3 horas após a 

infestação, indicando que o íon Ca2+ e seus genes associados desempenham um 

importante papel na diferença de resposta ao carrapato. Já Nascimento et al. (2010), 
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estudaram a expressão gênica, de genes codificantes de proteínas ligantes ao cálcio 

que são relacionadas com a resposta imune, em animais cruzados zebuíno x taurino 

(Gir x Holandês) contrastantes quanto a resistência ao carrapato. As amostras foram 

coletadas 5 dias após a infestação. Foi verificada maior expressão dos genes nos 

animais susceptíveis, indicando maior resposta de hipersensibilidade nesses animais 

nesse período de tempo após a infestação. Entretanto, tal hipersensibilidade não 

pareceu proteger os animais susceptíveis contra a infestação pelo ectoparasita.     

Recentemente, aplicando a técnica de microarranjos de DNA para estudo de 

genômica funcional, alguns trabalhos estudaram a expressão diferencial dos genes 

bovinos na pele frente à infestação pelo carrapato R. microplus. Kongsuwan et al. 

(2008) identificaram 138 genes diferencialmente expressos sendo muitos destes 

envolvidos com defesa imunológica e com proteínas da matriz extracelular. 

Enquanto os animais da raça Holandesa apresentaram maior expressão 

principalmente de genes de resposta imunológica, os animais da raça Brahman 

expressaram maior expressão principalmente de genes envolvidos com matriz 

extracelular e níveis intracelulares de Ca2+. Neste trabalho a expressão gênica foi 

analisada 24 horas após a infestação com o carrapato, mas não houve comparação 

com a expressão antes da infestação. Em outro trabalho do mesmo grupo, publicado 

por Piper et al. (2010), utilizando as mesmas raças como referência em resistência e 

susceptibilidade, foi verificado o mesmo padrão de expressão diferencial entre as 

raças. Neste estudo a expressão gênica da pele dos animais infestados foi 

comparada com a expressão na pele de animais que não haviam tido contato com o 

carrapato (animais naive) das mesmas raças. 

 É importante lembrar que a resistência do hospedeiro é considerada 

predominantemente um caracter adquirido devido a um maior nível de resistência em 

Bos taurus indicus somente tornar-se aparente depois de um longo período de 

susceptibilidade a infestação primária (WHARTON et al., 1970). Em contrapartida, 

como verificado por Piper et al. (2008), os animais susceptíveis passam a apresentar 

maior contagem de carrapato após infestações sucessivas.  

Levando em consideração tal afirmativa, Wang et al. (2007) estudaram a 

expressão gênica da pele nos momentos antes e 24  horas após a infestação por 

carrapatos. Tais animais eram provenientes do cruzamento Hereford x Shorthorn, 

ambas as raças taurinas, e não eram naive antes da infestação. Foram encontrados 
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vários mecanismos potencialmente envolvidos com a resistência ao desafio por 

carrapatos, incluindo a supressão da resposta inflamatória, a restrição do fluxo 

sanguíneo e a indução de resposta imune por anticorpos. 

No único trabalho até o momento de expressão gênica global em leucócitos 

da circulação periférica entre animais de raça zebuína e taurina, Piper et al. (2009) 

concluíram que gados zebuínos desenvolveram uma resposta mediada por células T 

enquanto gados taurinos demonstraram resposta inflamatória inata. Mais trabalhos 

são necessários para um maior entendimento da expressão gênica em leucócitos 

presentes na circulação periférica. Neste trabalho foi demonstrada significativa 

diferença nos perfis celulares, humorais e de expressão gênica entre o sangue 

periférico de animais resistentes e susceptíveis ao carrapato.  

 

 

2.7. A tecnologia de microarranjos de DNA 
 

 

2.7.1. GeneChips 
 
 

A idéia de usar arranjos de ácidos nucléicos com o propósito de analisar 

simultaneamente a expressão do maior número possível de genes começou a ser 

aplicada no final da década de 70, com o advento da técnica conhecida como Dot-

Blot (KAFATOS et al., 1979). Contudo, foi somente na metade da década de 90 que 

esta tecnologia adquiriu as características atuais (SCHENA et al., 1995). A 

tecnologia de microarray é o resultado da convergência de variadas técnicas e 

metodologias provenientes da biologia molecular, genética, química combinatória, 

robótica e bioinformática. 

Atualmente, a plataforma single-channel ou one-color da Affymetrix é um 

exemplo de microarray com hibridizações independentes de canal único, sendo 

atualmente a mais amplamente adotada em laboratórios acadêmicos e entidades 

comerciais. Nela, cada amostra é hibridizada em um chip diferente, para posterior 

comparação entre chips de amostras diferentes. Os chips de arranjos de sonda, 

também chamados de GeneChips (Affymetrix, USA) são fabricados utilizando uma 
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tecnologia que combina fotolitografia e química combinatorial. Centenas de milhares 

de sondas oligonucleotídicas diferentes são sintetizadas em cada arranjo.  

Os transcritos são representados por probes sets, os quais correspondem a 

11 pares de sondas. Cada probe set pode reconhecer diferentes transcritos de um 

mesmo gene ou transcritos correspondentes a genes diferentes. Os pares de sondas 

são constituídos de sondas Perfect Match (PM) e Mismatch (MM). A sequência de 

PM e MM é a mesma, exceto pela mudança de um nucleotídeo na 13ª posição na 

sequência de MM (LIPSHUTZ et al., 1999), o que a torna capaz de se ligar de forma 

não específica a outros transcritos, permitindo estimar a ocorrência desse evento no 

cálculo final da expressão do gene em questão (Figura 2). Cada sonda está 

localizada em uma região denominada célula (cell). Cada célula de sonda contém 

milhões de cópias de um determinado oligonucleotídeo (Figura 3). 

A Affymetrix adota esta metodologia na construção de seus GeneChips para 

minimizar os efeitos do fenômeno da hibridização cruzada que ocorre entre as 

sondas e transcritos de diferentes genes que possuam sequências parecidas.  A 

relação entre a intensidade de sinal das sondas PM e MM indica se um gene está 

sendo expresso (“ligado”) ou não ("desligado”) na célula ou tecido em uma 

determinada situação experimental. Este sinal tende a ser proporcional à abundância 

do RNA na amostra, até certa concentração de transcritos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema de um probe set, indicando a disposição das sondas PM e MM. 
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Figura 3: Demonstração da disposição das células (cells) nos chips de microarranjo 
da Affymetrix (GeneChips). 

 

 

2.7.2. Análise de pré-processamento 
 

 

Após a hibridização dos GeneChips, torna-se necessário a correção da 

variação de fluorescência apresentada entre os eles, para que seja possível a 

comparação entre as amostras. O pré-processamento ou análise primária visa 

eliminar fontes indesejáveis de variação de modo que as estimativas de expessão 

obtida reflitam mudanças verdadeiras nos transcritos de forma tão precisa e acurada 

possível. As fontes de variação originam-se nas diferentes fases do processo de 

fabricação dos microarrays (variação entre lotes de GeneChips), do experimento 

biológico (isolamento do RNA, heterogeneidade de tecidos, variação inter-individual) 

e do ensaio de microarray (transcrição reversa do mRNA, eficiência na marcação 

das sondas), entre outras (STEKEL, 2003; KORENBERG, 2007; GÖHLMANN e 

TALLOEN, 2009). Esta análise primária é realizada em 3 passos: 
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- Correção de background: É o passo principal para a remoção de 

contribuições não biológicas ao sinal medido. Típicos exemplos de sinais não 

específicos são os sinais de fundo das lavagens incompletas e ligações 

inespecíficas de transcritos (SEO e HOFFMAN, 2006).  

-Normalização: é um processo de correção e ajuste geral dos dados, onde 

são considerados ajustes para diferenças entre os chips (em termos de média ou 

mediana e variância), efeito de marcação e outros possíveis erros sistemáticos. 

Alguns procedimentos de normalização baseiam-se em somente alguns genes 

presentes nos chips (como gene controles com expressão supostamente constante 

nos diversos grupos de amostras), outros se baseiam em todos os genes e utilizam 

procedimentos estatísticos robustos, com a suposição de que a maioria dos genes 

não é diferencialmente expressa entre os grupos experimentais (GÖHLMANN e 

TALLOEN, 2009). 

- Sumarização: é a etapa onde os valores de intensidade observados para 

cada conjunto de sondas representativas dos genes (probe set) são combinados 

numa única medida resumo para determinar o nível de expressão do gene. Algumas 

técnicas (como MAS 5.0, GC-RMA e PLIER) utilizam a média das diferenças entre a 

intensidade das sondas PM e a intensidade da sondas MM para produzir o valor de 

expressão, outras consideram somente o valor da intensidade das sondas PM (como 

MBEI, RMA e sRMA). As técnicas citadas são algoritmos contidos em programas 

específicos para análise de dados de microarray, como revisto em Seo e Hoffman, 

(2006).  
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3. Objetivos 
 

 

3.1. Objetivo Geral 
 

 

Caracterizar a expressão gênica de bovinos cruzados com variação de 

resistência ao carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 

 

 

3.2. Objetivos Específicos 
 

 

• Identificar genes que tenham a expressão gênica modificada (ativação ou 

repressão) durante as primeiras 48 horas após a infestação com Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus;  

• Validar os genes diferencialmente expressos no experimento de microarray 

por qRT-PCR; 

• Determinar os níveis de expressão no sangue e na pele de genes 

selecionados por estarem possivelmente relacionados à resposta de 

resistência/susceptibilidade ao carrapato; 

• Compreender a diferença nos mecanismos de resposta contra a infestação 

por carrapato entre animais susceptíveis e resistentes. 

• Enumerar genes como candidatos a resistência ao carrapato. 
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•  

4. Experimento 1: 
 

 

 

 

 

 

 

 

Expressão de genes relacionados com resposta imune no sangue 
periférico de bovinos infestados com Rhipicephalus microplus 
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4.1. Introdução 
 

O carrapato de gado Rhipicephalus (Boophilus) microplus é responsável por 

perdas econômicas severas em empreendimentos de gado e leite nos trópicos 

(JONSSON, 2006). Os principais impactos econômicos dos carrapatos são os custos 

envolvidos com o controle parasitário, juntamente com as perdas na fertilidade, peso 

corporal e produção de leite. Os carrapatos também são vetores dos hemoparasitas 

Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale que causam a tristeza parasitária 

bovina (REGITANO e PRAYAGA, 2010). 

Atualmente, as estratégias de controle ao carrapato são baseadas em 

acaricidas químicos (GEORGE et al., 2004). Porém, devido a problemas relatados 

de resistência aos acaricidas (LEITE et al., 1995), resíduos químicos na carne e no 

leite (ALVINERIE et al., 1999), e altos custos de acaricidas (SAMISH, 2000), 

métodos alternativos estão sendo estudados para permitir um controle mais eficiente 

(SONESHINE et al., 2006). Para o desenvolvimento destes, maior conhecimento 

sobre a relação parasito-hospedeiro é necessário para o desenvolvimento dos novos 

métodos de controle do carrapato (RECK JR et al. 2009). 

Geralmente, animais de raça zebuína são mais resistentes ao carrapato que 

animais da raça taurina, embora consideráveis variações em resistência ocorram 

entre e dentro das raças. (SEIFERT, 1971).  A variação genética para resistência ao 

carrapato resulta de diferenças em uma variedade de mecanismos que não são 

completamente compreendidos, mas o envolvimento de genes relacionados ao 

sistema imunológico em muitos desses mecanismos é inegável (REGITANO e 

PRAYAGA, 2010).  

Apesar da imunidade inata decorrente das diferenças entre raças zebuínas e 

taurinas formar a base de resistência do animal ao parasita, a resistência do 

hospedeiro é considerada como um caracter predominantemente adquirido uma vez 

que o alto nível de resistência, vista em animais da subespécie Bos t. indicus, se 

torne aparente somente seguindo um período de inicial susceptibilidade à infestação 

primária (WANGLAND, 1978).  

Recentemente, pesquisadores têm utilizado estudos de expressão gênica 

com intuito de entender melhor os processos de resposta imunológica que resultam 
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em diferentes níveis de resistência ao carrapato. A grande maioria destes trabalhos 

foi realizada em biópsias de pele no local da infestação (WANG et al., 2007; 

KONGSUWAN et al., 2008; PIPER et al., 2008; BAGNALL et al., 2009; 

NASCIMENTO et al., 2010; PIPER et al., 2010), e até o presente momento, apenas 

um avaliou a expressão gênica no sangue periférico dos bovinos (PIPER et al., 

2009) encontrando diferenças significativas entre os animais resistentes e 

susceptíveis ao carrapato. Porém, a falta de amostras antes da infestação artificial 

dificultou o entendimento do processo de resposta ao carrapato. 

 

 
4.2. Objetivos 

 

 

• Estudar o perfil da expressão de genes relacionados a resposta imune, no 

sangue periférico de bovinos infestados com o carrapato Rhipicephalus microplus. 

• Comparar e diferenciar a expressão destes genes entre bovinos resistentes 

e susceptíveis ao carrapato. 

 

 

4.3. Metodologia 
 

 

A partir de amostras de sangue periférico de bovinos infestados com 

carrapatos foi realizada análise de expressão de genes relacionados com a resposta 

imune por qRT-PCR. Este experimento consistiu em: escolha dos animais 

experimentais, infestação artificial, coleta de amostras de sangue periférico, extração 

de RNA, transcrição reversa, teste de amplificação dos primers, padronização das 

reações de qRT-PCR com cálculo de eficiência, amplificação das amostras e 

análises estatísticas. 
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4.3.1. Animais Experimentais 
 

 

Os animais experimentais foram provenientes dos cruzamentos entre animais 

F1 produzidos por meio do cruzamento de bovinos da raça Holandesa com bovinos 

da raça Gir. Para tanto, foram utilizadas 28 fêmeas Gir (em trabalho de 

superovulação e transferência de embriões) inseminadas de quatro touros da raça 

Holandesa, produzindo um total de 150 animais F1. Destes, apenas 4 machos foram 

escolhidos, baseados no vigor, para serem acasalados com sessenta e oito fêmeas 

F1 constituindo quatro famílias, evitando-se o parentesco entre o reprodutor e as 

fêmeas a ele designadas. No total foram obtidos 357 indivíduos F2. Toda a 

população F2 foi desenvolvida no campo experimental da Embrapa Gado de Leite, 

localizado em Santa Mônica, Valença, Rio de Janeiro. 

Os animais F2 foram submetidos a infestações artificiais com larvas de 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus para a avaliação da resistência a carrapato. As 

infestações foram feitas preferencialmente durante a primavera, verão e outono, 

épocas em que a confiabilidade e a repetibilidade das contagens são maiores 

(UTECH et al., 1978). Em cada infestação, cerca de 10.000 larvas, preparadas no 

Laboratório de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite, foram inseridas em um 

colar adaptado sendo este colocado na região cervical do animal, de modo que as 

larvas atingissem ambos os lados do corpo. No vigésimo primeiro dia após a 

infestação, dia modal de queda dos carrapatos (WHARTON e UTECH, 1970), foram 

contadas as fêmeas semi-ingurgitadas, de 4,5 a 8,0 mm de diâmetro, de um lado do 

animal, multiplicando-se o resultado por dois para se obter o número total de 

carrapatos por animal. As contagens foram realizadas pela manhã, até 

aproximadamente 9 horas, quando a maioria dos carrapatos se desprende dos 

animais. Os animais foram avaliados em grupos contemporâneos, com idade entre 

10 a 14 meses, em torno de 20 a 30 animais por grupo e mantidos a pasto, desde a 

infestação até a contagem. 

 Os dados das contagens do número de carrapatos por animal foram 

transformados para a escala logarítmica utilizando o seguinte procedimento: 

Contagem transformada (Ctr) = Log10 (contagem+1). Algumas características 

independentes que podem interferir no número de carrapatos por animal foram 
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consideradas, são elas: cor da pelagem, espessura da capa, comprimento do pêlo, 

densidade do pêlo, sexo, idade, ordem da infestação, ano da infestação e grupo de 

animais. Deste modo, foi predito para cada animal, o valor genético ( ), que 

representa a diferença genética média da Ctr do animal em relação aos demais 

animais avaliados. O valor genético foi obtido a partir de um modelo que considera, 

além do efeito do animal, os efeitos das demais características independentes. O 

valor genético foi utilizado para remover o efeito destas características na contagem 

de carrapatos (Ctr), sendo obtido pela solução do sistema de equações abaixo: 

 
onde:  

β é o vetor de efeitos fixos no modelo (cor da pelagem, espessura da capa, 

comprimento do pêlo, densidade do pêlo, sexo, idade, ordem da infestação, ano da 

infestação e grupo de animais);  é um vetor contendo os valores genéticos de Ctr 

para cada animal avaliado; X é uma matriz de incidência dos efeitos fixos; Z é a 

matriz de incidência dos efeitos aleatórios;  é a variância residual;  é a variância 

genética aditiva e  é um vetor da contagem de carrapatos transformada.  

A solução das equações foi obtida pelo sistema MTDFREML (multiple trait 

derivative free restricted maximum likelihood) (BOLDMAN et al., 1993). 

Os animais foram ordenados de acordo com o valor genético e, então, 6 

animais dentre os com menores valores genéticos (resistentes) e 7 animais dentre 

os com maiores valores genéticos (susceptíveis) foram utilizados nos estudos de 

expressão gênica descritos neste e no próximo capítulo (Figuras 4 e 5).  

Michelmore et al. (1991) propuseram a utilização do método de bulked 

segregant analysis, onde a partir de uma população segregante, indivíduos são 

agrupados de acordo com o fenótipo da característica de interesse. Assim, tais 

grupos são geneticamente dissimilares para os genes envolvidos na característica e, 

aparentemente heterozigotos para todos os outros genes ou regiões genômicas. O 

presente estudo utilizou tal método por propiciar diferenças de expressão 

majoritariamente apenas relacionadas com a resposta ao carrapato e, evitar assim, 

confusão com características inerentes às raças. 
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Figura 4: Alguns dos animais experimentais, com destaque para a variação fenotípica. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Alguns dos animais experimentais momentos antes da infestação artificial. 
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4.3.2. Infestação e Coleta das Amostras  
 

 

Os animais selecionados sofreram previamente desinfestação por dois 

banhos de carrapaticida e sarnicida U.C.B. (Laboratório U.C.B.) a 21 e 14 dias antes 

da infestação, sendo desde então mantidos em baias individuais com piso de 

cimento e rasqueados uma vez ao dia até o dia da infestação.  

Cerca de 20.000 larvas do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus 

foram colocadas sobre a região do lombo dos animais. Amostras de sangue e pele 

foram coletadas antes da infestação, 24 e 48 horas após a infestação. 

O sangue periférico foi retirado por punção na veia caudal em tubo Vacutainer 

de 5 ml com EDTA. As amostras foram mantidas a 4 – 8ºC para a separação em 

camadas por decantação. Este processo durou em média 48h e, logo após, a 

camada de células brancas foi submetida à extração de RNA. 

 

 

4.3.3. Extração de RNA das amostras de sangue 
 

 

A camada de células brancas foi retirada por pipetagem das amostras de 

sangue total decantadas. Como não foi possível isolar somente as células brancas, o 

material retirado foi pré-purificado e homogeneizado com o kit QIAshredder (Qiagen, 

Valencia, CA, EUA).  A extração e purificação do RNA total foi feita com o kit RNeasy 

Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA) seguindo-se as recomendações do fabricante. 

A quantificação e avaliação da pureza das amostras foram realizadas no 

nanoespectrofotômetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). Para o 

cálculo de quantificação foi utilizado o valor de absorbância em 260nm (A260) e, 

para o controle de pureza foram observadas as razões A260/A230 e A260/A280.  

 Usando o aparelho 2100 Bioanalyzer (Agilent) foi possível avaliar a 

integridade do RNA total e comprovar a ausência de DNA genômico na amostra. 

Neste equipamento o RNA total extraído é submetido a eletroforese capilar onde é 
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possível ver e analisar a presença e integridade das duas moléculas de RNA 

ribossômico (mais abundantes em qualquer célula). O software, então, avalia a 

qualidade e integridade do RNA por meio de uma nota denominada RIN (RNA 

Integrity Number) que varia de 0 a 10. Os chips utilizados nas análises foram os 

pertencentes aos kits Agilent RNA 6000 Nano e Agilent RNA 6000 Pico, dependendo 

da concentração da amostra. As amostras de boa qualidade foram guardadas a -

80ºC até o uso. 

 

 

4.3.4. Transcrição reversa 
 

 

A primeira fita de cDNA foi sintetizada com o kit SuperScript III First-Strand 

Synthesis SuperMix (Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante. Foram 

utilizados 6μL da solução de RNA total já quantificado e avaliado quanto a pureza e 

integridade. A reação de síntese de cDNA foi conduzida por 50 minutos a 50ºC 

seguidos de 5 minutos a 85ºC, para inativação da transcriptase reversa, e 

resfriamento a 4ºC. O cDNA produzido permaneceu armazenado a -80ºC até o uso 

nas reações de RT-PCR. 

 

 

4.3.5. Teste de amplificação dos primers 
 

 

Os primers (Tabela 1) foram testados por amplificação por RT-PCR com 

temperatura de anelamento dos primers de 60ºC, temperatura default para as 

reações de qRT-PCR no termociclador ABI Prism 7300 (Applied Biosystems) . Os 

produtos das amplificações foram submetidos à eletroforese em gel de acrilamida 

8% a 400V por 2 horas. Foram analisadas a especificidade da reação e a presença 

de dímeros de primers. Os primers utilizados para avaliar a expressão dos genes 

foram confeccionados conforme dados da literatura ou desenhados usando o 

programa Primer3 (ROZEN e SKALETSKY, 2000) a partir de sequências obtidas do 
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banco de dados do GenBank1. Como controles endógenos foram utilizados os genes 

GAPDH e HPRT (Tabela 1).  

Os genes estudados nestes capítulo foram escolhidos devido à possibilidade 

de ação de mecanismos moduladores da resposta imune, o que acarretaria menor 

resposta inflamatória e, consequentemente, menor disponibilidade de sangue como 

alimento para o carrrapato.  

 

 
Tabela 1: Genes estudados no sangue periférco via qRT-PCR  

Nomea Amplicon Primers Referência 

F: 5' TGCTAAGAGCATCCCGACTT 3' 
CD25 209bp 

R: 5' TAGCTTGGAGGACTGGGCTA 3' 
PIPER et al.,  2009 

F: 5' CACTGTGAAAAATTCAGAAATCATTGTTA 3' 
CXCL8 113bp 

R: 5' CTTCACCAAATACCTGCACAACCTTC 3' 
LEUTENEGGER et al., 2000

F: 5' AGTGGAAGCCCCTGCAGTAAA 3' 
CXCL10 177bp 

R: 5' AGTCCCAGCCTTGCTACTGACA 3' 
KONGSUWAN et al., 2008 

F: 5' AAGAGCCCAGGGACAACTTTC 3' 
FoxP3 74bp 

R: 5' GGGTTCAAGGAGGAAGAGGAA 3' 
SEO et al., 2007 

F: 5' CCAAGCCTTGTCGGAAATGA 3' 
IL10 94bp 

R: 5' GTTCACGTGCTCCTTGATGTCA 3' 
LEUTENEGGER et al., 2000

F: 5' TCTTCTCAAGCCTCAAGTAACAAGT 3' 
TNFα 103bp 

R: 5' CCATGAGGGCATTGGCATAC 3' 
LEUTENEGGER et al., 2000

F: 5' GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA 3' 
GAPDH 119bp 

R: 5' CCCTCCACGATGCCAAAGT 3' 
LEUTENEGGER et al., 2000

F: 5' GCCGACCTGTTGGATTACAT 3' 
HPRT 290bp 

R: 5' ACACTTCGAGGGGTCCTTTT 3' 
TAO et al., 2004 

a CD25, alpha chain of the IL2 receptor (IL2Rα); CXCL8, interleukin 8; IL10, interleukin 10; TNFα, 

tumor necrosis factor alpha, GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; HPRT, 

hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase. 

 

 

 

 

 

                                                            
1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov (Nov 2011) 
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4.3.6. Padronização das reações de qRT-PCR 
 

 

Os dados de expressão gênica por qRT-PCR são expressos como valores de 

cycle threshold (Ct), onde este indica o número de ciclos da PCR no qual o sinal de 

fluorescência alcança o limiar da curva de amplificação (BUSTIN, 2000). Como para 

quantificar a expressão dos genes foi utilizado o método de ΔCt (GIULIETTI et al., 

2001; WONG e MEDRANO, 2005) e, neste método é levada em consideração a 

eficiência de amplificação de cada gene, tornou-se necessário padronizar a 

quantidade de cDNA e a concentração de cada primer na reação, com a finalidade 

de obter especificidade, repetibilidade e uma boa eficiência de amplificação. Assim, 

utilizando um pool de todas as amostras, foi realizada amplificação dos genes por 

qRT-PCR com quatro diluições seriadas de cDNA em duas concentrações diferentes 

de primer.  

Para determinar tais eficiências, diferentes diluições de cDNA são amplificadas, 

em duplicata, para todos os genes alvo e os de referência endógena, a fim de se 

obter uma curva padrão e determinar o coeficiente de inclinação da reta para cada 

gene. A eficiência para cada par de primer é calculada utilizando a equação: 

             E = 10(-1/inclinação da reta) 

onde, E é a eficiência da reação.  

Frente aos resultados de amplificação e eficiência obtidos nas condições 

testadas, para cada gene foi escolhida a melhor condição de concentração de primer 

(Tabela 2) de modo a proporcionar eficiências mais próximas entre os genes alvo e o 

de controle endógeno, tal como descrito por Livak e Schmittgen (2001). Os cálculos 

de eficiência da reação foram realizados utilizando o programa Relative Expression 

Software Tool 2009 (REST 2009), descrito por Pfaffl et al. (2002). 

Para cada gene, foi escolhida ainda uma quantidade inicial de cDNA, dentre as 

quatro diluições seriadas testadas (para a concentração já escolhida de primer). É 

importante que a amplificação atinja o nível ótimo de eficiência durante a fase 

exponencial de amplificação, ou seja, a cada ciclo dobra-se o produto da 

amplificação, apresentando assim valor de eficiência próximo a 2. Foram escolhidas 

as condições que apresentaram a eficiência média (da duplicata) mais próxima de 2, 

sendo esta calculada pelo software LinRegPCR 12.10 (RUIJTER et al., 2009). 
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Tabela 2: Condições escolhidas para cada primer, com quantidade de cDNA e concentração 

de primers.  

Gene cDNA (ng) primer(uM) TD (°C) Ef REST Ef LinReg  Ct médio CV(%)

CD25 4 0,1 81,58 0,947 1,954 31,01 4,60

CXCL8 4 0,2 76,72 0,990 1,956 30,85 5,43

CXCL10 4 0,1 76,10 0,974 1,987 28,37 3,79

FoxP3 4 0,2 80,91 0,948 1,996 30,37 9,72

IL10 4 0,1 80,14 0,996 1,838 30,04 7,88

TNFa 4 0,2 82,75 0,980 1,930 27,78 6,08

GAPDH 4 0,1 82,37 0,944 1,930 21,36 3,23

HPRT 4 0,1 78,86 0,958 1,974 27,82 2,70

TD , Temperatura de dissociação; Ef REST, eficiência calculada pelo programa REST; Ef LinReg, 

eficiência calculada pelo programa LinRegPCR; CV (%), coeficiente de correlação médio do gene (em 

porcentagem)  

 

 

 

4.3.7. Amplificação das amostras 
 
 

As reações foram feitas em duplicata e respeitaram as condições de 

quantidade de primer e de cDNA escolhidas na padronização para cada gene. Cada 

reação consistiu em 20µl contendo a quantidade de cDNA de acordo com a condição 

escolhida, a concentração escolhida dos primers foward e reverse, 10µl de iTaq 

SYBR Green Supermix With ROX (Bio-Rad) e água nuclease free para completar o 

volume final. As condições de amplificação foram de 2 minutos a 50ºC, 10 minutos a 

95ºC, seguido de 40 ciclos (15 segundos a 95ºC, 1 minuto a 60ºC). Ao final de cada 

reação foi produzida a curva de dissociação (melting point) para assegurar que cada 

reação produziu um único fragmento. Todas as reações ocorreram no termociclador 

ABI Prism 7300 (Applied Biosystems), e os dados foram gerados pelo software ABI 

Prism 7300 Sequence Detection Systems. O coeficiente de variação (CV) entre as 

duplicatas foi calculado e aquelas com valores de CV acima de 5% foram repetidas. 
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4.3.8. Agrupamento de amostras e contrastes analisados 
 

 

 As amostras foram agrupadas de acordo com o tempo em relação à 

infestação com carrapato e o perfil fenotípico dos animais. Desta forma, foram 

criados seis grupos assim definidos: 

 R0, R24 e R48: Amostras dos animais com menor valor genético para 

contagem de carrapatos, ou seja, mais resistentes, nos tempos zero (antes da 

infestação), 24 (24 horas após a infestação) e 48 (48 horas após a infestação), 

respectivamente. 

S0, S24 e S48: Amostras dos animais com maior valor genético para 

contagem de carrapatos, ou seja, mais susceptíveis, nos tempos zero (antes da 

infestação), 24 (24 horas após a infestação) e 48 (48 horas após a infestação), 

respectivamente. 

Nos experimentos descritos neste e no próximo capítulo, as diferenças de 

expressão gênica foram avaliadas em contrastes entre dois grupos de mesmos 

animais, com tempos diferentes em relação à infestação, e, entre grupos com o 

mesmo tempo em relação ao momento da infestação, mas com animais 

considerados resistentes e susceptíveis ao carrapato. Assim, foram gerados nove 

contrastes nomeados a seguir, onde o valor de diferença de expressão a ser 

apresentado é do segundo grupo em relação ao primeiro: R0xR24, R0xR48, 

R24xR48, S0xS24, S0xS48, S24xS48, R0xS0, R24xS24 e R48xS48. 

 

 

4.3.9. Análises Estatísticas 
 

 

Os valores de Ct obtidos ao fim das reações de PCR em Tempo Real foram 

analisados pelo programa REST 2009 para comparar a diferença de expressão entre 

os tratamentos. Este programa permite a análise de expressão diferencial com 

correção para a eficiência para cada gene e com normalização para mais de um 

controle endógeno. 
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Para cada gene de interesse, é calculada a expressão relativa média entre 

amostras de dois grupos (um tratamento e outro controle) por vez. Para isso, 

primeiramente, foram selecionadas randomicamente (10000 vezes) uma amostra de 

cada grupo e, então foi calculado um valor intermediário de concentração absoluta 

(VICA) para o gene de interesse e para cada gene de controle endógeno: 

VICA =  

Então, a expressão relativa é calculada pela divisão do VICA do gene de 

interesse pela média geométrica entre os VICA dos genes de controle endógeno: 

Expressão Relativa =   

Onde, VICAGI é o valor intermediário de concentração absoluta do gene de 

interesse e VICACE1 e VICACE2 são os valores intermediários de concentração 

absoluta dos genes de controle endógeno utilizados.  

São assim produzidos 10000 valores de expressão relativa para cada gene de 

interesse na comparação dos dois grupos. Esses valores são ordenados por ordem 

crescente, para determinar os intervalos de confiança. O intervalo de confiança de 

95% (α=0,05), por exemplo, é definido como entre o 250º valor ( ) e o 

9750º valor . O valor de expressão diferencial é a mediana dos 

valores ordenados. Em cada um dos contrastes analisados, foram considerados 

significativos os genes que apresentaram diferença de expressão com valor p < 0,05 

(PFFAFL et al., 2002). 

O modelo utilizado pelo programa REST tem a vantagem de não assumir 

nenhum tipo de distribuição, de se adequar a dados cuja variância pode ser grande, 

quando não é possível a aplicação de testes paramétricos, e de levar em 

consideração a eficiência de amplificação de cada gene.  

 
 

4.4. Resultados 
 

  
 A amostra de sangue coletada por animal/tempo (aproximadamente oito mL) 

foi satisfatória para a obtenção de quantidade necessária de RNA para a realização 

do experimento. Em média foram obtidos 1 µg de RNA total apresentando boa 
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qualidade em pureza e integridade. O valor médio da razão das absorbâncias a 

260/280nm das amostras foi de 2,04 e o número de integridade do RNA (RIN) das 

amostras variou de 6,5 a 8,7, tendo como média 7,6. 

 Para cada gene estudado foi encontrada uma concentração de primer na qual 

as eficiências da reação foram próximas entre os genes alvo e os de controle 

endógeno e não houve amplificação inespecífica e formação de dímero de primers, 

comprovado pela visualização do gráfico de dissociação do produto amplificado de 

cada gene, onde foi observado apenas um pico na temperatura de dissociação (TD) 

esperada. 

Em geral, dentro de cada grupo os genes apresentaram coeficientes de 

variação menores que 10%, exceto para FOXP3 no grupo de animais susceptíveis 

24 horas após a infestação (Tabela 3). Levando em consideração todas as 

amostras, os menores coeficientes de variação foram encontrados nos genes de 

controle endógeno, tal como esperado. 

Analisando a expressão gênica nos animais resistentes com o decorrer do 

tempo (Tabela 4 e Figura 6), nenhum gene teve sua expressão significativamente 

alterada 24 horas após a infestação quando comparada a antes da infestação. Às 48 

horas após a infestação, os genes IL10, FoxP3, CD25 e CXCL10 apresentaram 

aumento significativo da expressão tanto em relação a antes da infestação quanto 

24 horas após a infestação. Os genes CXCL8 e TNFα não apresentaram diferença 

de expressão entre os tempos no grupo de animais resistentes.  
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Tabela 3: Ct médio e coeficiente de correlação encontrados para cada gene em cada 

um dos grupos avaliados. 

Gene Grupo  Ct Médio CV(%) 
    0h 24h 48h 0h 24h 48h 

Resistentes 32,12 31,08 29,38 1,68 1,39 3,17
CD25 

Susceptíveis 31,44 31,17 31,30 3,17 6,03 7,00

Resistentes 31,85 31,56 30,89 3,26 2,88 9,92
CXCL8 

Susceptíveis 29,62 30,68 31,74 2,61 4,88 9,99

Resistentes 28,95 28,01 27,11 1,70 1,50 5,11
CXCL10

Susceptíveis 29,16 28,04 28,89 1,46 1,88 4,40

Resistentes 32,22 32,56 26,13 9,24 3,08 2,66
FOXP3 

Susceptíveis 30,58 29,38 30,01 8,04 11,41 7,28

Resistentes 32,10 31,22 26,48 4,24 2,26 5,20
IL10 

Susceptíveis 31,02 29,10 28,98 5,52 6,35 9,55

Resistentes 28,62 27,28 27,29 6,63 2,14 7,17
TNFα 

Susceptíveis 27,83 28,04 27,36 2,68 8,07 8,77

Resistentes 21,36 20,74 21,56 3,83 1,83 2,14
GAPDH 

Susceptíveis 21,36 21,52 21,66 2,03 4,55 3,01

Resistentes 28,14 27,25 28,09 2,77 2,74 3,95
HPRT 

Susceptíveis 27,91 27,95 27,48 1,63 3,11 1,01

   CV (%), coeficiente de variação (em porcentagem) 
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Tabela 4: Valores de razão da expressão gênica nos animais resistentes após a 

infestação em relação a antes da infestação. 

Genes 24h 48h 

CD25 1,085 **5,997

CXCL8 0,673 1,866

IL10 1,194 **31,615

FoxP3 0,585 **35,476

CXCL10 1,05 *3,375

TNFa 1,547 2,439

    *, p <0,05; **, p < 0,01. 

 

 

 

Figura 6: Gráfico da razão de expressão gênica nos animais resistentes após 

a infestação em relação a antes da infestação. *, p <0,05; **, p < 0,01. 

 

No grupo de animais susceptíveis, apenas os genes CXCL8 e CXCL10 

apresentaram diferença de expressão significativa com o decorrer do tempo (Tabela 

5 e Figura 7). O primeiro apresentou maior expressão às 24 horas após a infestação 

em relação a antes da infestação e o segundo foi menos expresso tanto às 24 

quanto às 48 horas após a infestação em relação a antes da infestação. 
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Tabela 5: Valores de razão da expressão gênica nos animais susceptíveis após a 

infestação em relação a antes da infestação. 

Genes 24h 48h 

CD25 1,226 0,847

CXCL8 *0,495 *0,173

IL10 3,42 3,975

FoxP3 2,167 1,65

CXCL10 *2,196 0,895

TNFa 0,967 1,56

    *, p <0,05; **, p < 0,01. 

 

 

 

Figura 7: Gráfico da razão de expressão gênica nos animais resisttentes após a 

infestação em relação a antes da infestação. *, p <0,05. 

 

Comparando a expressão entre os grupos de animais resistentes e 

susceptíveis nos mesmos tempos, nos susceptíveis foi observada significativa maior 

expressão de CXCL8 antes da infestação e de IL10, FoxP3 e CXCL8 às 24 horas 

após a infestação, enquanto que nos resistentes foi observada maior expressão de 

FoxP3, CXCL10 e IL2Rα às 48 horas após a infestação (Tabela 6 e Figura 8). 
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Tabela 6: Valores de razão da expressão gênica dos animais susceptíveis em 

relação aos animais resistentes nos diferentes tempos analisados. 

Genes 0h 24h 48h 

CD25 1,351 1,246 *0,191

CXCL8 **3,989 **5,926 0,369

IL10 1,901 *5,447 0,239

FoxP3 2,534 *9,381 *0,118

CXCL10 0,747 0,711 *0,198

TNFa 1,591 0,994 1,017

       *, p <0,05; **, p < 0,01. 

 

 

Figura 8: Gráfico da razão da expressão gênica dos animais susceptíveis em relação 

aos animais resistentes nos diferentes tempos analisados. *, p <0,05; **, p < 0,01. 
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4.5. Discussão 
 

 

Este é o primeiro trabalho que usa estudos de expressão gênica no sangue 

periférico de gado cruzado, com contrastantes graus de resistência, para analisar a 

resposta imunológica frente à infestação com o carrapato R. microplus.  

Dentre os genes estudados, o marcador CD25 é expresso em células 

ativadas, incluindo células T, células B, monócitos e em células T regulatórias 

(BELKAID, 2007). A maior expressão desse marcador, nos animais resistentes, 

indica maior quantidade de algum tipo de célula marcada CD25+ no sangue destes 

às 48 horas após a infestação. Piper et al. (2009) também observaram maior 

expressão de CD25 no sangue dos animais resistentes após a infestação. 

Constantinoiu et al. (2010) notaram que, após sucessivas infestações, havia maior 

quantidade de células CD25+ na pele dos animais resistentes. Porém, não foi 

identificado qual fenótipo celular, que apresenta tal marcador de superfície, foi 

responsável por tal variação.  

Uma das células que apresenta este marcador de superfície são os linfócitos 

T γδ. Piper et al. (2009) observaram maior quantidade de células T γδ no sangue 

dos animais resistentes. Analisando a pele dos animais, Constantinoiu et al. (2010) 

também observaram maior proporção desse fenótipo celular nos animais resistentes. 

Em ambos os casos, este maior número de células T γδ ativadas é que pode ter 

aumentado o número de células CD25+ (marcador de células T ativadas) também 

encontrado nos animais resistentes. Como revisto por Guzmann et al. (2011), os 

linfócitos T γδ bovinos possuem características tanto da imunidade inata quanto da 

adquirida e, ainda, podem desempenhar função regulatória do sistema imune. 

Constantinoiu et al. (2010) notaram um diminuição na quantidade de células 

marcadas com CD25 ao decorrer do tempo após sucessivas infestações, o que os 

fez sugerirem a possibilidade deste fato estar relacionado com a ação de linfócitos T 

regulatórios. Geralmente, tais linfócitos possuem o fator de transcrição FOXP3 

intracelular e desempenham função de supressão da resposta imune e controle da 

homeostase por ação da interleucina 10 (IL-10) dentre outras citocinas (ZHENG et 

al., 2004). Porém, nos bovinos, aparentemente, são os monócitos e os linfócitos T γδ 

que possuem a função de regulação da resposta a partir da expressão de IL-10 
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(HOEK et al., 2009), diferente do observado em humanos, onde os linfócitos T 

CD4+CD25highFoxp3+ é que desempenham tal função (HORI et al., 2003).  

Com intuito de estudar a ação regulatória dos linfócitos T γδ, foi analisada a 

expressão diferencial de IL-10 no sangue dos animais neste experimento. 

Interessantemente, como pode ser observado na Figura 6, o padrão de expressão 

de CD25 foi o mesmo de IL10 sugerindo que nos animais resistentes há maior ação 

de linfócitos T γδ que desempenham a função de regulação da resposta imune.  

Uma quimiocina importante no tráfego de linfócitos T γδ é CXCL10, principal 

ligante do receptor CXCR3, presente em grande quantidade em linfócitos T γδ do 

subset circulante em humanos (POGGI et al., 2007). A maior expressão dessa 

quimiocina no sangue dos animais resistentes, como vista no presente trabalho, 

indica maior tráfego desse tipo celular nesses animais. 

Um fato interessante é a alteração na expressão do marcador FOXP3 notada 

aqui. Surpreendentemente a alteração da expressão desse marcador seguiu um 

padrão muito semelhante ao ocorrido com o gene da IL-10. Hoek et al. (2009) 

verificaram que, em bovinos, as células CD4+CD25highFoxP3+ não são anérgicas, 

havendo então possibilidade de multiplicação desse fenótipo celular nos bovinos 

resistentes. Este fenótipo celular, apesar de já descrito em bovinos, tem função 

desconhecida, e, então, serão necessários novos ensaios para a definição das 

interleucinas produzidas pelas células FOXP3+ em bovinos, bem como a definição 

das funções biológicas das mesmas para, então, serem pressupostas as ações 

dessas frente à infestação com carrapato. 

Piper et al. (2009) identificaram maior população de células CD14+ (marcador 

celular de granulócitos, principalmente neutrófilos) no sangue de animais 

susceptíveis 24 horas após a infestação. Aqui, o gene da interleucina 8 (CXCL8), 

quimiocina responsável pela atração e ativação de neutrófilos, apresentou maior 

expressão nos animais susceptíveis antes da infestação e 24 horas após a 

infestação quando comparados ao grupo de animais resistentes. A maior expressão 

dessa quimiocina indica a possibilidade de que os animais susceptíveis ainda 

estavam respondendo frente a saliva de carrapatos de infestações anteriores.  

Pôde ser observado também que, apenas nos animais susceptíveis, a 

expressão de CXCL8 sofreu uma redução após a infestação com o carrapato, até 

tornar-se sem diferença significativa perante os animais resistentes 48 horas após a 
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infestação. Wang et al. (2007) estudando apenas animais taurinos, perceberam 

diminuição da expressão de CXCL8 na pele dos animais susceptíveis após a 

infestação. Hajnická et al. (2001) observaram a ação anti CXCL8 no extrato da 

glândula salivar (SGE) de diversas espécies de carrapato. O bloqueio de CXCL8 

confere uma vantagem de sobrevivência para o carrapato (BROSSARD e WIKEL, 

2004), e, aparentemente, tal bloqueio é mais bem controlado nos animais 

resistentes. Outra explicação possível para o decaimento da expressão de CXCL8 

no sangue periférico nos animais susceptíveis pode ser tendência de infiltração das 

células atraídas por essa quimiocina para o local de picada do carrapato. 

Constantinoiu et al. (2010) verificaram infiltração maciça de granulócitos (mais 

provavelmente neutrófilos) para a pele nos animais susceptíveis. 

Como revisto por Brossard e Wikel (2004), as salivas de várias espécies de 

carrapato possuem a habilidade de inibir a expressão do fator de necrose tumoral 

alpha (TNFα) dentre outras citocinas. Não foi observada, neste experimento, 

alteração na expressão de TNFα no sangue dos animais, o que pode indicar que 

esta citocina pró-inflamatória não tenha sido importante no processo de resposta 

imune nesta infestação. 

É possível que, nos animais resistentes, uma regulação de uma resposta 

imune, realizada pelos linfócitos T γδ por ação principalmente de IL10 impeça um 

fenômeno inflamatório exacerbado que aumente o influxo de líquidos para o local da 

picada do parasito, diminuindo assim sua fonte de alimentação. 
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5. Experimento 2: 
 

 

 

 

 

 

 

Genômica funcional na pele de bovinos cruzados (Gir x Holandes) 
infestados com Rhipicephalus microplus 
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5.1. Introdução 
 

 

O carrapato de gado Rhipicephalus (Boophilus) microplus é responsável por 

perdas econômicas severas em empreendimentos de gado e leite nos trópicos 

(JONSSON, 2006). Os principais impactos econômicos dos carrapatos são os custos 

envolvidos com o controle parasitário, juntamente com as perdas na fertilidade, peso 

corporal e produção de leite. 

Atualmente, as estratégias de controle ao carrapato são baseadas em 

acaricidas químicos (GEORGE et al., 2004). Porém, métodos alternativos estão 

sendo estudados para permitir um controle mais eficiente (SONESHINE et al., 2006). 

Para o desenvolvimento destes, maior conhecimento sobre a relação parasito-

hospedeiro é necessário para o desenvolvimento dos novos métodos de controle do 

carrapato (RECK JR et al. 2009). 

Geralmente, animais de raça zebuína são mais resistentes ao carrapato que 

animais da raça taurina, embora consideráveis variações em resistência ocorram 

entre e dentro das raças. (SEIFERT, 1971).  A variação genética para resistência ao 

carrapato resulta de diferenças em uma variedade de mecanismos que não são 

completamente compreendidos, mas o envolvimento de genes relacionados ao 

sistema imunológico em muitos desses mecanismos é inegável (REGITANO e 

PRAYAGA, 2010).  

Com intuito de entender melhor os processos de resposta imunológica na pele 

dos bovinos que resultam em diferentes níveis de resistência ao carrapato, 

pesquisadores têm utilizado técnicas de estudo de expressão gênica através da 

construção de bibliotecas de cDNA, RT-PCR em tempo real e hibridização em chips 

de microarranjo.  

De forma geral, para estudar a modificação na expressão gênica na pele dos 

bovinos após a infestação, os estudos, até o momento, basearam na comparação 

entre a expressão gênica existente no local da fixação do carrapato, principalmente 

24 horas após o evento, com a expressão em local não infestado (PIPER et al., 

2008) ou na mesma região do corpo momentos antes da infestação (BAGNALL et 

al., 2009).  
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Para tentar diferenciar a resposta dos animais resistentes e susceptíveis, são 

utilizados animais com diferentes níveis de resistência ao carrapato. Seja 

comparando animais zebuínos com taurinos (PIPER et al., 2010) ou comparando 

animais extremos dentro da mesma raça (WANG et al., 2007).  

Este capítulo se diferencia dos outros trabalhos publicados por usar animais 

extremos de resistência e susceptibilidade ao carrapato dentro de uma população de 

bovinos F2 provenientes de cruzamento entre uma raça taurina (holandesa) e 

zebuína (Gir). Assim, evita-se encontrar diferença de expressão em genes não 

relacionados com a resposta ao carrapato e sim com características inerentes às 

raças, e, também, possibilita entender as diferenças entre raças naturalmente 

resistentes e susceptíveis ao carrapato bovino. 

  

 

5.2. Objetivos 
 

 

• Estudar a mudança na expressão gênica global na pele de bovinos ao 

decorrer das primeiras 48 horas após infestação artificial com o carrapato 

Rhipicephalus microplus. 

• Comparar a expressão gênica entre bovinos resistentes e susceptíveis ao 

carrapato. 

• Enumerar genes candidatos a estarem relacionados com a resistência ao 

carrapato bovino. 
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5.3. Metodologia 
 

 

5.3.1. Animais experimentais, infestação e coleta das amostras. 
 

 

 Os animais experimentais utilizados foram os mesmos utilizados no 

experimento do capítulo anterior, e estes sofreram novo processo de desinfestação e 

infestação artificial com carrapatos Rhipicephalus microplus da mesma forma 

realizada anteriormente. 

Para a realização deste experimento foram realizadas biópsias de pele antes 

da infestação, 24 e 48 horas após a infestação. As biópsias de pele, de oito mm de 

diâmetro, foram realizadas na região da garupa do animal. Para a conservação do 

RNA intacto, as biópsias foram imediatamente imergidas em RNA later (Ambion, 

Inc), acondicionadas por no mínimo 24 horas à temperatura de 4 – 8ºC sendo, então, 

congeladas a -20ºC até o momento de extração de RNA.  

A partir das amostras de pele dos animais foi realizada a análise do 

transcriptoma de pele de animais submetidos à infestação com Rhipicephalus 

microplus por microarray. Este experimento consistiu nos passos extração de RNA 

das amostras de pele, preparo, hibridização e leitura dos chips de microarray, 

análise da qualidade dos chips, análise estatística e validação da expressão 

diferencial de alguns genes por qRT-PCR.  

Também foi analisada por qRT-PCR a expressão de alguns genes 

candidatos, possivelmente relacionados com a resposta imune e resistência ao 

carrapato. 

 

 

 

5.3.2. Extração de RNA das amostras de pele 
 

 

A amostra de tecido (pele) foi removida do RNAlater e o excesso de líquido 

drenado. Dela foi retirado e descartado o couro e, com o restante da amostra, o RNA 
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total foi extraído utilizando protocolo com trituração e homogeneização das amostras 

em TRIzol® (Invitrogen™), com o auxílio do equipamento Tissue Ruptor (Qiagen, 

Valencia, CA, EUA), e purificação do RNA com o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Valencia, CA, EUA) seguindo-se as recomendações do fabricante. 

A quantidade, pureza e integridade das amostras de RNA foram avaliadas por 

nanoespectrofotometria e eletroforese capilar da mesma forma com que foram as 

amostras de RNA total de sangue periférico do capítulo anterior.  

 

 

5.3.3. Preparo, hibridização e leitura dos chips 
 

 

Alíquotas de RNA total quantificado e avaliado quanto à integridade foram 

enviadas em gelo seco a empresa especializada contratada para a confecção dos 

arrays. 

Todo o experimento de microarranjo foi realizado com plataformas e kits da 

Affymetrix. O chip utilizado na hibridização foi o GeneChip® Bovine Genome Array 

(Affymetrix, Inc), o qual é adequado para analisar a expressão de cerca de 23.000 

transcritos bovinos. 

Do preparo das amostras até a leitura dos chips de microarranjo, foram 

realizados os seguintes passos (Figura 9): 
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Figura 9: Esquema dos passos realizados do preparo da amostra de RNA até a 

hibridização no chip, utilizando o kit 3’ IVT Express.  

 

 

a) Amplificação: A amplificação foi realizada utilizando o kit 3’ IVT Express 

(Affymetrix). Foram usados 50ng de RNA total, ao qual foram adicionados 2uL de 

poly-A RNA. A síntese de cDNA primeira fita foi realizada a 42°C por 2 horas após a 

adição de 5uL da mistura de tampão e enzimas para síntese de primeira fita (First-

Strand Master Mix). A segunda fita de cDNA foi sintetizada durante 1 hora a 16°C 

após adição de 20uL da mistura de tampão e enzimas para a segunda fita (Second-

strand Master Mix). Então, a reação foi submetida à temperatura de 65°C por 10 

minutos e, em seguida, a transcrição in vitro (onde ocorre a amplificação da 

quantidade de RNA inicial) e a marcação do RNA amplificado (RNAa) com biotina foi 

realizada adicionando 30uL de mistura de nucleotídeos biotinilados (IVT Biotin 
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Label), tampão de marcação (IVT Labeling Buffer) e enzimas (IVT Enzyme Mix), 

sendo que a reação foi incubada a 40°C por 16 horas. 

 

b) Purificação do RNA amplificado: O RNAa foi purificado utilizando uma 

placa magnética (Applied Biosystems). Foram utilizados 60uL de RNAa ao qual 

foram adicionados 60uL de tampão contendo as partículas magnéticas para a 

purificação do RNAa (aRNA Binding Mix). Após os 120uL terem sido transferidos 

para uma placa plástica de 96 poços, 120uL de etanol absoluto foram misturados a 

cada amostra e, em seguida, a placa foi colocada em contato com a placa magnética 

por 5 minutos. O sobrenadante foi removido de cada poço, cuidadosamente, 

evitando a remoção do RNAa capturado no fundo do poço devido a ação magnética. 

Após duas lavagens com o tampão apropriado (aRNA Wash Solution), o RNAa foi 

eluído utilizando 50uL de tampão de eluição (aRNA Wash Solution), previamente 

aquecido a 50°C por 10 minutos. 

 

c) Fragmentação e hibridação das amostras: A fragmentação das amostras 

foi realizada pela adição de 8uL de tampão de fragmentação 5X(5X Array 

Fragmentation Buffer) a 32ul do RNAa purificado (cerca de 15ug). Este volume total 

de 40uL foi incubado a 94°C por 35 minutos. Foram utilizados 33,3uL de RNAa 

fragmentado no preparo para a hibridização, ao qual foram adicionados 4,2uL de 

Oligo B2, 12,5uL de 20X Hybridization Controls, 125uL de 2X Hybridization Mix, 

25uL de DMSO e 50uL de água nuclease free totalizando em volume final 250uL. 

Todo o volume das amostras (250uL) foi aplicado sobre os Genechip Bovine 

Genome Arrays e a hibridização ocorreu por 16horas à 45°C e 60rpm no forno de 

hibridização GeneChip Hybridization Oven. 

 

d) Lavagem dos GeneChips: Em seguida à reação de hibridização, os 

GeneChips foram colocados no aparelho Fuidcs Station 450, no qual foram 

submetidos à lavagem e incubados em solução contendo estreptavidina conjugada 

com ficoeritrina (Streptavidin-Phycoerythrin – SAPE), fluorocromo utilizado para 

posterior captura e digitalização da intensidade de sinal. Primeiramente, os arrays 

foram submetidos a 10 ciclos de lavagem a 25°C com tampão não estringente (6X 

SSPE, 0,01% Tween-20) e 8 ciclos de lavagem a 50°C com tampão estringente 
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(100mM MES, 0,1M [Na+], 0,01% Tween-20). Em seguida, foram deixados por 10 

minutos a 25°C em solução SAPE (Streptavidin - Phcoerythrin), constituída de 600uL 

de Stain Buffer (2X); 48uL de BSA (50mg/mL); SAPE (1mg/mL) e 540ul de água 

deionizada. Após nova lavagem de 10 ciclos com tampão não estringente a 30°C, os 

GeneChips foram incubados por 10 minutos em solução contendo anticorpo (300uL 

de Stain Buffer 2X; 24uL de BSA (50mg/mL); 6uL de Goat IgG Stock 10mg/mL; 

3,6uL de anticorpo biotinilado 0,5mg/mL e 266,4uL de água deionizada) e 

submetidos à segunda etapa de incubação em solução SAPE por 10 minutos a 

25°C. A lavagem final consistiu em 35 ciclos a 35°C utilizando o tampão não 

estringente. 
 

e) Obtenção dos dados: A captura das imagens correspondentes à 

intensidade de sinal da hibridização foi realizada pelo aparelho GeneChip Scanner 

3000 7G, operado com o auxílio do software GeneChip® Command Console. O 

software Expression ConsoleTM (Affymetrix) foi utilizado para a determinação da 

qualidade da hibridização. 
 

 

5.3.4. Análise de qualidade dos chips de microarray  
 
 

Todas as medidas de controle de qualidade, pré-processamento e análises 

estatísticas foram feitas usando a linguagem estatística computacional R utilizando o 

projeto Bioconductor (GAUTIER et al., 2004). As medidas de controle de qualidade 

utilizadas foram as pertencentes aos pacotes affy, simpleaffy e affQCReport.  

A função QCReport, do pacote affQCReport, com auxílio dos funções dos 

pacotes affy e simpleaffy, possibilita a geração de vários gráficos de controle de 

qualidade, sendo estes importantes para a escolha dos chips a serem considerados 

nas análises de expressão gênica:  

O primeiro gráfico é um boxplot de todas as intensidades de sinal PM (perfect 

match) nos chips (Figura 10) e o segundo consiste de estimação da densidade 

central dessas intensidades (Figura 11). Esses dois métodos, definidos no pacote 

affy são úteis para acessar a qualidade do sinal geral dos arrays e, qualquer array 
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com uma intensidade ou formato da densidade diferentes dos demais deve ser 

considerado com qualidade suspeita. 

 
Figura 10: Gráfico demonstrando a intensidade de fluorescência das sondas PM de 

todos os chips hibridizados. As setas azuis indicam os chips eliminados após a 

realização do controle de qualidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Gráfico da estimação central da densidade de fluorescência das 

sondas PM de todos os chips hibridizados. 
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 Um outro gráfico gerado, de grande importância para o controle da qualidade 

dos chips, consiste na plotagem da razão 3’:5’ (razão da intensidade de sinal entre 

sondas das extremidades 3’ e 5’ do RNA) para os genes GAPDH (círculos) e β-

actina (triângulos), fatores de escala, porcentagem de presentes e valor médio de 

background (Figura 12). O valor da razão 3’:5’ para o gene GAPDH deve ser próximo 

de 1, e para o gene β-actina, por ser um gene maior, é recomendado que esteja 

abaixo de 3. Valores dentro do indicado são desenhados em azul, e acima do 

indicado são desenhados em vermelho. Os fatores de escala são plotados como 

uma linha a partir da linha central da imagem. Uma linha para a esquerda 

corresponde a um down-scaling e, à direita, a um up-scaling. É recomendável que 

estes valores estejam dentro de 3 vezes a média para todos os chips, caso algum 

array esteja fora desse valor, todas as linhas são plotadas em vermelho, caso 

contrário são plotadas em azul. Por fim, ao lado do nome dos chips são escritos as 

porcentagens de presentes (acima) e os valores de background (abaixo). Caso 

ocorra diferença maior que 10% na porcentagem de presentes entre os chips, ou 

valores de background maiores que 150, o valor de todos os chips são escritos em 

vermelho, respectivamente. 



50 
 

 

 

Figura 12: Gráfico demonstrando integridade dos genes GAPDH e β-actina, fatores 
de escala, porcentagem de presentes e valor médio de background para todos os 
chips hibridizados. As setas azuis indicam os chips eliminados após a realização do 
controle de qualidade. 
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Para todos os arrays, as intensidades de todas os elementos de bordas são 

coletados. Elementos com uma intensidade maior que 1,2 vezes da média para o 

grupo são considerados como controle positivos. Elementos com um sinal menor 

que 0,8 vezes a média são considerados controles negativos. Como esse método de 

separação em controles positivos e negativos é utilizado, não é requerido o 

detalhamento exato do arranjo desses elementos no array. Elementos de borda que 

não possam ser considerados positivos nem negativos, não são usados nos 

próximos cálculos. Dois outros gráficos são gerados com base nesses elementos de 

controle positivos e negativos (Figura 13). Eles consistem em box plots da 

intensidade dos elementos positivos e negativos, respectivamente. As médias e os 

desvios padrão das intensidades de cada array devem ser comparados. Grandes 

variações nos controles positivos podem indicar uma hibridização não uniforme ou 

problemas na fabricação do array. Variações nos controles negativos indicam 

flutuações de background. 

 
Figura 13: Box plots da intensidade de fluorescência dos elementos positivos 

(esqueda) e negativos (direita), de todos os chips hibridizados. As setas azuis 

indicam os chips eliminados após a realização do controle de qualidade. 
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Por fim, é gerado um gráfico heat map dos coeficientes de correlação do 

ranking de Spearman de array-array (Figura 14). Este gráfico é útil para detectar 

outliers e falhas de hibridização. Dados de tecidos biológicos e/ou tratamento 

experimentais similares tendem a possuir coeficientes altos. 

 

 
Figura 14: Gráfico heat map dos coeficientes de correlação do ranking de Spearman 

array-array, de todos os chips hibridizados. As setas azuis indicam os chips 

eliminados após a realização do controle de qualidade. 
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5.3.5. Análise estatística dos dados de microarray  
 

 

Para cada um dos nove contrastes analisados, com os arrays pertencentes a 

este, foi realizado o pré-processamento dos dados e análise de diferença de 

expressão, gerando uma lista de genes diferencialmente expressos (DEGs). 

Primeiramente, os dados sofreram pré-processamento (transformação, 

correção de background e sumarização) por três diferentes métodos: MAS5.0, RMA 

e GCRMA.  

Cada um dos três diferentes métodos de pré-processamento utilizados gerou, 

após análise de regressão linear utilizando o pacote limma, uma lista dos genes com 

seus respectivos valores de diferença de expressão e valor p. Dentro de cada lista, 

somente foi considerado significativo os genes que tiveram valor de expressão 

diferencial de pelo menos 2 (para mais ou para menos) e apresentaram valor 

p<0,01. Uma vez selecionados os genes com diferença de expressão significativa 

para cada um dos métodos, somente foi considerado genes diferencialmente 

expressos (DEGs) no contraste, aqueles que estavam presentes em pelo menos 

duas das três listas geradas. 

Os DEGs foram anotados de acordo com a respectiva função descrita no 

Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) 

(http://david.abcc.ncifcrf.gov), onde foram analisados e agrupados no contexto de 

ontologia gênica por processo biológico (Gene Ontology – Biological Process) e 

implicação nas vias metabólicas na Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG pathway).  

 

 

5.3.6. Validação do microarranjo por qRT-PCR 
 

 

Seis genes que apresentaram diferença significativa de expressão (DEGs) no 

experimento de microarranjo foram selecionados para a validação da técnica de 

microarranjo por qRT-PCR. Adicionalmente, foi estudada em todos os 9 contrastes, a 

expressão diferencial de seis genes que apresentaram diferença de expressão no 
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capítulo anterior ou apresentaram diferença de expressão na pele mas não foram 

selecionados como DEGs por apresentarem diferença de expressão menor que 2 ou 

por apresentarem valor p não altamente significativos (0,01<p<0,05). 

 Para as reações de qRT-PCR, foram realizados os mesmos processos de 

transcrição reversa, teste de amplificação dos primers, padronização das reações de 

qRT-PCR com cálculo de eficiência, amplificação das amostras e análises 

estatísticas usados no experimento de expressão gênica no sangue. As primers e as 

condições de amplificação de cada um dos genes estão descritos na tabela 7. 

Como diferencial neste experimento, devido a maior quantidade de RNA 

extraído, foi possível testar alguns genes comumente utilizados como controles 

endógenos (de expressão constitutiva) para selecionar aqueles que seriam utilizados 

para a normalização dos dados. 

Os genes de referência ou controle endógenos comumente utilizados são, 

principalmente, os codificadores de proteínas responsáveis pela manutenção das 

estruturas e metabolismo básicos da célula e, não devem variar sua expressão nos 

tecidos, células, mudanças no meio ambiente e sob os diferentes tratamentos em um 

experimento. Porém, a estabilidade desses genes pode variar consideravelmente e 

diversos estudos estão sendo desenvolvidos com o objetivo de escolher o gene mais 

adequado para cada experimento (VANDESOMPELE et al., 2002; ANDERSEN et 

al., 2004; PFAFFL et al., 2004). Chernoveva et al. (2010), indicaram que para 

compensar a variação experimetal deve ser usada a média geométrica da expressão 

de pelo menos dois genes com a menor variabilidade dentre os genes candidatos a 

possuírem expressão constitutiva. 

GeNorm é uma ferramenta aplicada no Microsoft Excel, sendo a mais utilizada 

entre as ferramentas disponíveis (VANDESOMPELE et al., 2009). Este programa 

determina os genes de expressão constitutiva (housekeeping genes) mais estáveis 

de um conjunto de genes testados. Para todos os genes, é calculada a variação aos 

pares, analisando a variação da expressão dois a dois de todas as possíveis 

combinações gênicas. A estabilidade do gene é dada por um valor de estabilidade 

M, o qual é inversamente proporcional a variação de expressão do gene avaliado 

(VANDESOMPELE et al., 2002). 

Para escolha dos melhores controles endógenos, foram testados os genes 

GAPDH (LEUTENEGGER et al., 2000), β-actina (ROBINSON et al., 2007), 
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Ubiquitina (SWANSON et al., 2004), RPLP0 (ROBINSON et al., 2007) e HPRT 

(COUSSENS e NOBIS, 2002). Os dois melhores controles endógenos (GAPDH e 

HPRT) foram selecionados de acordo com o perfil das curvas de amplificação e 

dissociação, além de serem analisados no software geNorm (VANDESOMPELE et 

al., 2002).  

Como forma de avaliar a validação da técnica de microarranjo por qRT-PCR, 

foi calculado o coeficiente de correlação de Pearson (ρ) entre os valores de razão de 

expressão (fold change) obtidos no experimento de microarranjo e os obtidos por 

qRT-PCR. Este coeficiente mede o grau da correlação entre duas variáveis de 

escala métrica e os valores deste coeficiente variam ente -1 e 1. Valores próximos a 

1 indicam correlação positiva entre as duas variáveis. Foram calculadas as 

correlações entre os valores de razão de expressão obtidos em cada um dos 

métodos de pré-processamento dos dados de microarranjo e os valores obtidos por 

qRT-PCR. Ainda, foram calculados valores médios de razão de expressão para cada 

um dos DGEs encontrados nos contrastes e, com estes valores médios também foi 

calculado o coeficiente de correlação de Pearson com os dados de qRT-PCR.  
 

 

5.4. Resultados 
 

 

De modo geral, a partir do protocolo utilizado para a extração do RNA total 

das biópsias de pele, foram obtidas amostras de RNA com quantidade satisfatória 

para a realização dos experimentos, com boa qualidade de pureza e integridade 

(Figura 15). Das 39 amostras extraídas, 34 possibilitaram a hibridização nos chips de 

microarray, tendo as outras cinco qualidade e quantidade de RNA inferiores às 

demais.  
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Figura 15: Gráfico gerado pelo equipamento 2100 Bioanalyzer para a avaliação da 

integridade de algumas das amostras de RNA total extraídas. 

 

 

 

Dentre os 34 chips hibridizados, 4 foram eliminados das análises por 

apresentarem parâmetros de qualidade destoantes dos demais (indicados por setas 

azuis nas figuras 10, 12, 13 e 14). Os 30 chips restantes, utilizados nas análises 

estatísticas, apresentaram padrão uniforme de integridade do RNA, valor de 

background, intensidade média de fluorescência e correlação entre os chips. 
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Tabela 7: Lista dos genes analisados por qRT-PCR, com a sequência dos primers, o artigo de referência ou o número de 

acesso a sequencia no NCBI, as condições de amplificação utilizadas e as eficiências de amplificação apresentadas.  

Nomea Primers Referência / N° Acesso cDNA (ng) primer(uM) Ef REST Ef LinReg  

F: 5' GGCAACCTTGTGGTCTGAAT 3' 
CCL 16 

R: 5' TGTGCTGAGCGTTAAGGATG 3'  
XM_868834 2 0,2 1,059 1,966 

F: 5' TGCTAAGAGCATCCCGACTT 3' 
CD25 

R: 5' TAGCTTGGAGGACTGGGCTA 3' 
Piper et al., 2009 4 0,2 1,126 1,987 

F: 5' CACCCTGCAGACTCAAGACA 3' 
CFB 

R: 5' CAGAGCCCCGAAGAGTGTAG 3' 
NM_001040526 4 0,1 1,014 1,956 

F: 5' CGCCCAAGCATTAAACAGAT 3' 
CFP 

R: 5' GTACTCCACTCCGACCAGGA 3' 
NM_001076178 2 0,2 1,013 1,925 

F: 5' CCGTTGGCATGAAGTGTATG 3' 
CLDN 

R: 5' AAGGCAGAGAGAAGCAGCAG 3' 
AB178476 4 0,2 1,072 1,990 

F: 5' AGTGGAAGCCCCTGCAGTAAA 3' 
CXCL10 

R: 5' AGTCCCAGCCTTGCTACTGACA 3' 
Kongsuwan et al., 2008 4 0,2 0,864 1,949 

F: 5' CCTCTGGAAGGAGCACTGTC 3' 
CXCL16 

R: 5' ATGAAAACGATGGCCAAGAG 3' 
NM_001046095 2 0,2 0,982 1,928 

F: 5' AAGAGCCCAGGGACAACTTTC 3' 
FoxP3 

R: 5' GGGTTCAAGGAGGAAGAGGAA 3' 
Seo et al., 2007 4 0,1 1,282 1,993 

F: 5' GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA 3'
GAPDH 

R: 5' CCCTCCACGATGCCAAAGT 3' 
Leutenegger et al., 2000 2 0,2 0,983 1,971 

F: 5' GCCGACCTGTTGGATTACAT 3' 
HPRT 

R: 5' ACACTTCGAGGGGTCCTTTT 3' 
Tao et al., 2004 4 0,2 0,949 1,957 

F: 5' CCAAGCCTTGTCGGAAATGA 3' 
IL10 

R: 5' GTTCACGTGCTCCTTGATGTCA 3' 
Moussay et al., 2006 8 0,1 1,07 1,964 
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F: 5' CTACTGCTCGGCTGCTTCTT 3' 
IL10Rb 

R: 5' TTCAGCTTGCAGCTTTCAGA 3' 
BC123561 2 0,2 0,786 1,884 

F: 5' CGAGATTTCAAGGAGCCAGA 3' 
Regakine 

R: 5' CTTGTCACCGGTCCTTTCAT 3' 
NM_001034220 4 0,2 1,031 1,988 

F: 5' CAACCCTGAAGTGCTTGACAT 3' 
RPLP0 

R: 5' AGGCAGATGGATCAGCCA 3' 
Robinson et al., 2007 4 0,1 0,883 1,896 

F: 5' GGCAACAGAGACCTGCAGAG 3' 
TLR-2 

R: 5' ACTTTCATCGGTGAATTGCAC 3' 
McGuire et al., 2006 4 0,2 0,804 1,912 

F: 5' GGCAAGACCATCACCCTGGAA 3' 
Ubiquitina 

R: 5' GCCACCCCTCAGACGAAGGA 3' 
Swanson et al., 2004 2 0,2 0,990 1,954 

F: 5' AGCAAGCAGGAGTACGATGAGT 3' 
β Actina 

R: 5' ATCCAACCGACTGCTGTCA 3' 
Robinson et al., 2007 2 0,2 0,957 1,934 

a CCL16, C-C motif chemokine ligand 16;  CD25, alpha chain of the IL2 receptor (IL2Rα); CFB, complement factor B; CFP, complement factor P 

(Properdin); CLDN, claudin-1; CXCL10, C-X-C motif chemokine ligand 10; CXCL16, C-X-C motif chemokine ligand 16; FoxP3, forkhead box P3; 

GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; HPRT, hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase; IL10, interleukin 10; IL10Rb, 

interleukin 10 receptor β (Phycoerythrin); Regakine, regakine-1; RPLP0, 60S acidic ribosomal protein P0; TLR-2, Toll-like receptor 2, Ubiquitina, 

ubiquitin; β Actina, β-actin. Ef REST, eficiência calculada pelo programa REST; Ef LinReg, eficiência calculada pelo programa LinRegPCR;   
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Tabela 8: Transcritos diferencialmente expressos por método de pré-processamento em cada um dos contrastes 

analisados. 

Métodoa R0xR24 R0xR48 R24xR48 S0xS24 S0xS48 S24xS48 R0xS0 R24xS24 R48xS48 Total 

RMA 8 35 22 4 3 1 28 13 58 172 

GCRMA 7 47 31 2 2 0 29 10 35 163 

MAS5.0 115 150 108 107 125 86 190 99 180 1160 

Interseçãob 6 26 19 2 0 1 25 11 34 124 
a Método de pré-processamento utilizado. b Transcritos que foram identificados como diferencialmente expressos em pelo menos dois 

dos três métodos utilizados.
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A tabela 8 mostra, para cada um dos contrastes analisados, o número de 

transcritos detectados como diferencialmente expressos com base em cada um dos três 

métodos de pré-processamento utilizados. Pode-se notar que o método que apresentou 

mais transcritos diferencialmente expressos, em todos os contrastes, foi o MAS5.0.  

Analisando os transcritos considerados com diferença de expressão significativa 

no experimento, presentes na interseção de pelo menos dois dos três métodos de pré-

processamento, foram encontrados 124 sondas (Anexo 1), sendo 59 detectadas nos 

três métodos (Figura 16). Destas, 114 correspondem a diferentes transcritos e 81 são 

referentes a genes já conhecidos. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Transcritos diferencialmente expressos em cada um dos métodos de 

pré-processamento, denotando a interseção entre os mesmos.  

 

 

A grande maioria dos transcritos diferencialmente expressos foi encontrada em 

contrastes que relacionam os animais resistentes, seja comparando entre os tempos 

em relação ao momento da infestação ou comparando com o grupo de animais 

susceptíveis (Tabela 8).  

Os principais processos biológicos e vias metabólicas representados entre os 

genes diferencialmente expressos nos animais resistentes ao decorrer do tempo foram: 

cascatas de complemento e coagulação (p = 3,90E-07) e resposta à injúria (p = 2,10E-
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05). Já nos animais susceptíveis, não foi possível relacionar os processos devido ao 

pequeno número de genes diferencialmente expressos encontrados. 

Quando relacionados os genes diferencialmente expressos nos contrastes 

analisados que compararam os grupos de animais resistentes com os grupos de 

animais susceptíveis nos mesmos tempos, os principais processos biológicos, vias 

metabólicas e componentes celulares representados foram: resposta imune (p = 9,60E-

10), resposta inflamatória (p = 9,10E-07), regulação positiva de resposta imune 

adaptativa (p = 2,60E-05) e região extracelular (p = 5,50E-04).  

Como pode ser observado na figura 17, dentre os genes testados para a escolha 

dos melhores controles endógenos, os genes HPRT e GAPDH foram os que 

apresentaram menor valor M, sendo então utilizados para a normalização dos dados de 

qRT-PCR. 

 

 

 

Figura 17: Gráfico da estimação da estabilidade M dos cinco genes testados para 

melhores controles endógeno, onde, os genes de menores valores de M são os mais 

indicados. 
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Analisando a expressão dos genes utilizados na validação do microarray por 

qRT-PCR, todos apresentaram diferença significativa de expressão de acordo aquelas 

encontradas nas análises de microarray (Figuras 18, 19 e 20). Devido a técnica de qRT-

PCR ser mais sensível à diferenças de expressão, alguns genes foram diferencialmente 

expressos em contrastes além daqueles encontrados nas análises de microarray.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Gráfico da razão de expressão gênica nos animais resistentes após a 

infestação em relação a antes da infestação. *, p <0,05; **, p < 0,01. 
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Figura 19: Gráfico da razão de expressão gênica nos animais susceptíveis após a 

infestação em relação a antes da infestação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Gráfico da razão da expressão gênica dos animais susceptíveis em relação 

aos animais resistentes nos diferentes tempos analisados. *, p <0,05; **, p < 0,01. 
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Avaliando a correlação entre os valores de razão de expressão  encontrados nos 

diferentes métodos de pré-processamento  de microarranjo e os encontrados nas 

análises de qRT-PCR pelo coeficiente de correlação de Pearson (Tabela 9), foi 

observado alta correlação entre os valores médios dos três métodos e os valores de 

qRT-PCR (ρ = 0,915). Dentre os três métodos, os valores obtidos por MAS5.0 

apresentou maior coeficiente de correlação (ρ = 0,939), indicando que este deve ser 

usado para a obtenção de valores de razão de expressão mais confiáveis. 

 

 
Tabela 9: Coeficiente de correlação de Pearson entre os valores de diferença de 

expressão encontrados nos métodos de pré-processamento e os encontrados por qRT-PCR. 
 

Método Coeficiente de correlação 

RMA 0,928 

GCRMA 0,883 

MAS5.0 0,939 

Média 0,915 

 

 

 

Quanto aos demais genes estudados por qRT-PCR, apenas CXCL16 apresentou 

diferença de expressão significativa, sendo esta nos contrastes R0xR48 e R0xS0. As 

diferenças de expressão neste gene não foram listadas nos resultados das análises de 

microarranjo devido ao valor de diferença de expressão não ter sido maior que dois, 

mesmo tendo apresentado valores p menores que 0,01. 
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5.5. Discussão 
 

 

Embora todos os genes testados como controle endógeno terem apresentado 

baixos valores M quando comparados a diversos trabalhos recentes (MINNER e 

POUMAY, 2009; GUO et al., 2010; BOUGARN et al., 2011), é indicado para trabalhos 

futuros envolvendo tecidos de pele de bovinos infestados com carrapato o uso dos 

genes GAPDH e HPRT, uma vez que apresentaram os menores valores de estabilidade 

M neste experimento. 

Frente a grande variedade de formas de análise de dados provenientes de 

técnicas de qRT-PCR e microarranjo, se torna importante que em ambas técnicas seja 

utilizado o maior número de informações disponíveis e plausíveis para que aumente a 

confiabilidade dos resultados. Em estudos biológicos, as análises de algoritmos de pré-

processamento dos dados de microarranjo são normalmente validadas por qRT-PCR 

(QIN et al., 2006). Como demonstrado em Millenaar et al. (2006), o coeficiente de 

correlação entre as medidas de razão de expressão do microarranjo e os valores de ΔCt 

(devidamente transformados) é uma boa medida de conformidade. Neste trabalho, 

foram encontrados altos valores de coeficiente de correlação de Pearson entre os 

dados (Tabela 9), sendo maiores do que os encontrados por Mieczkowski et al. (2010), 

que analisaram a correlação entre os valores obtidos pelos métodos mais utilizados de 

pré-processamento de dados de microarray e os valores obtidos por qRT-PCR, de 

resultados provenientes de diversos trabalhos recentemente realizados. 

Dentre os três métodos de pré-processamento utilizados neste estudo, os valores 

de razão de expressão obtidos pelo método MAS5.0 proposto pela própria Affymetrix 

em 2002 (Affymetrix Inc.), foi o que apresentou maior correlação com os dados 

provenientes da técnica de qRT-PCR. Assim, indica-se o uso dos valores de diferença 

de expressão provenientes das análises deste método. Porém, por ser um método de 

menor estringência, como observado em Lee et al. (2010), é indicado para a 

enumeração dos genes diferencialmente expressos de forma significativa o método de 

interseção, tal como utilizado neste experimento, que foi proposto por Rowe et al. 

(2008) e que também foi utilizado nos recentes estudos de expressão gênica em 
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bovinos frente a infestação por carrapatos (KONGSUWAN et al., 2008; PIPER et al., 

2009, PIPER et al., 2010).  

De forma geral, foi observado nas amostras de pele dos animais resistentes 

diferença de expressão de uma grande quantidade de genes relacionados a resposta 

imunológica durante as 48 horas após a infestação. Tais genes estão relacionados com 

uma ampla variedade de formas de resposta contra o carrapato. Como revisto por Wikel 

(1996) e Brossard e Wikel (1997) a infestação por carrapatos induzem um complexo 

conjunto de respostas imunes no hospedeiro envolvendo células apresentadoras de 

antígenos (APCs), linfócitos T e B, anticorpos, citocinas, complemento, basófilos, 

mastócitos, eosinófilos e uma série de moléculas bioativas. Essas complexas interações 

podem ser vistas como um equilíbrio entre defesas do hospedeiro contra o parasita e 

estratégias de inibição da alimentação do carrapato e transmissão de patógenos. 

Já nos animais susceptíveis, não foi possível observar mudança significativa em 

grande quantidade de genes ao decorrer do tempo, inviabilizando a identificação de 

processos biológicos e vias metabólicas ativadas ou reprimidas durante o processo. É 

possível que, neste experimento não tenha ocorrido, nos animais susceptíveis, 

montagem de resposta contra o carrapato durante as primeiras 48 horas após a 

infestação. Outra possibilidade é que uma possível maior variação genética e fenotípica 

neste grupo de animais tenha ocasionado maior variação de formas de resposta imune, 

aumentando assim o desvio de expressão dos genes e causando diminuição na 

significância das mudanças no padrão de expressão destes. Observando a tabela 10, 

pode ser notado que nos genes analisados por qRT-PCR, genes estes que, quando 

apresentaram diferença de expressão nos contrastes avaliados, apresentaram 

diferença de expressão na maioria das vezes entre os animais resistentes, os maiores 

coeficientes de variação foram obtidos nos grupos de animais susceptíveis, o que 

sugere maior variação de mecanismos de resposta nesses animais.  
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Tabela 10: Ct médio e coeficiente de variação (em porcentagem) de todos os genes estudados 

por qRT-PCR para todos os grupos analisados. 

Ct Médio Coeficiente de Variação 
(%) Gene Grupo 

0h 24h 48h 0h 24h 48h 
Resistentes 26,49 26,57 25,24 2,82 1,66 2,26

CCL16 
Susceptíveis 26,28 26,09 26,13 1,71 2,36 3,30
Resistentes 29,66 29,94 29,49 1,91 1,32 1,34

CD25 
Susceptíveis 29,51 29,61 28,77 2,62 1,85 3,80
Resistentes 28,76 28,99 27,10 2,18 2,50 3,61

CFB 
Susceptíveis 28,71 28,00 29,23 2,62 2,75 3,56
Resistentes 28,03 27,96 26,32 3,19 2,51 2,36

CFP 
Susceptíveis 27,82 27,82 28,04 1,08 0,77 3,35
Resistentes 23,24 23,71 24,49 3,82 3,88 4,76

CLDN 
Susceptíveis 23,45 23,34 24,25 4,83 4,96 5,72
Resistentes 27,14 26,99 26,55 1,82 1,42 0,59

CXCL16
Susceptíveis 26,63 26,42 26,69 1,81 1,12 1,91
Resistentes 29,23 29,25 28,60 2,30 2,28 3,27

CXCL10
Susceptíveis 27,70 28,18 27,52 2,15 4,27 4,59
Resistentes 28,97 28,89 28,70 1,43 1,58 1,19

FOXP3
Susceptíveis 28,52 28,41 27,81 1,78 1,76 3,89
Resistentes 20,69 20,60 20,22 2,97 1,70 0,92

GAPDH
Susceptíveis 20,57 20,33 21,02 2,72 3,02 3,59
Resistentes 23,93 24,26 24,32 2,00 1,96 2,35

HPRT 
Susceptíveis 24,18 23,88 24,48 1,67 2,89 3,75
Resistentes 32,51 32,56 32,03 2,36 2,80 2,33

IL10 
Susceptíveis 31,66 32,43 30,39 1,23 5,18 5,45
Resistentes 28,89 28,88 28,35 3,49 1,22 1,73

IL10Rb
Susceptíveis 28,81 28,24 28,99 2,62 1,63 3,64
Resistentes 27,05 26,65 24,66 3,72 3,90 4,10

REGAK
Susceptíveis 27,12 27,05 27,59 2,65 1,34 5,30
Resistentes 31,67 32,18 31,09 2,13 2,55 2,41

TLR2 Susceptíveis 31,17 31,53 30,71 2,54 6,01 6,25
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 Comparando a expressão diferencial na pele entre bovinos resistentes e 

susceptíveis ao carrapato antes da infestação, foi possível observar a diferença de 

expressão de uma série de genes. Dentre os genes mais expressos nos animais 

susceptíveis, podem ser destacados os genes codificantes de: indoleamina 2,3-

deoxigenase 1, de CXCL10 e da proteina quinase associada a cadeia zeta (ZAP70). A 

expressão da enzima indoleamina 2,3 deoxigenase 1 é induzida por INF-γ, sendo 

produzida principalmente por macrófagos e células dendríticas ativados. Quando 

expressa por essas células, age inibindo a proliferação de linfócitos T através da 

degradação de triptofano (HWU et al., 2000; MUNN et al., 2002). A quimiocina CXCL10 

(também chamada IP-10) também tem sua expressão induzida por INF-γ, e a ela têm 

sido atribuída diversas funções tais como quioatração de monócitos, macrófagos, 

linfócitos T, células natural killer, promoção de adesão das células T às células 

endoteliais (DUFOUR et al., 2002). A proteína ZAP70 é naturalmente expressa células 

T e nk (natural killer), e está associada com o processo intracelular de ativação das 

células T (SKOV et al., 1997). A maior expressão destes genes nos animais 

susceptíveis antes da infestação artificial indica que possivelmente ainda havia nesses 

animais expressão de genes relacionados com resposta imune contra antígenos 

presentes na saliva do carrapato, provenientes de infestações naturais anteriores a 

realização do experimento .  

Interessantemente, um gene que foi mais expresso nos animais resistentes antes 

da infestação foi o codificante da proteína claudina-1, sendo esta proteína o principal 

constituinte das zônulas ou junções de oclusão (FURUSE et al., 2002). As zônulas de 

oclusão, presentes tanto no epitélio simples quanto no estratificado, são áreas de íntima 

associação entre duas células adjacentes que formam uma barreira virtualmente 

impermeável ao fluido (TSUKITA e FURUSE, 2002), podendo servir tanto como barreira 

contra a entrada da saliva do carrapato, como dificultadoras de acesso às camadas 

celulares subsequentes, onde são encontradas vênulas, principal fonte de acesso ao 

alimento do carrapato. De acordo com Gumbiner (1993), em bovinos, o epitélio serve 

como a primeira barreira frente a parasitas e a resposta imune inata constitui a primeira 

linha de defesa à invasão do patógeno.  
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Kemp et al. (1976) verificaram que nos animais resistentes os carrapatos gastam 

menos tempo em cada sítio de fixação e mais tempo se movimentando sobre a pele, o 

que pode ser explicado por uma maior dificuldade de acesso ao alimento nesses 

animais. Em um recente trabalho, Wang et al. (2007) descreveram maior expressão de 

uma série de genes relacionados com estrutura da pele em animais zebuínos quando 

comparados a taurinos após a infestação. De acordo com Regitano e Prayaga (2010), 

estes resultados sugerem que algumas das variações genéticas para a resistência ao 

carrapato podem ser explicadas por genes relacionados com a estrutura da pele. 

Assim, o gene codificante da claudina-1, torna-se um gene candidato a resistência ao 

carrapato. 

Outro gene mais expresso nos animais resistentes foi o codificante da proteína 

do complexo maior de histocompatibilidade bovina, classe II, DQα tipo 1 (BoLA-DQA1). 

Em bovinos, alguns haplótipos deste gene já foram descritos como relacionados com 

resistência a progressão de mastite (TAKESHIMA et al., 2008) e a infecção pelo 

protozoário Neospora canium (SCHWAB et al., 2009). Em ovinos, a maior expressão do 

gene BoLA-DQA1 foi relacionada com a resistência a nematóides (KEANE et al., 2007). 

Em humanos, polimorfismos na região promotora do gene codificante de HLA-DQA1 

(correspondente ao gene bovino BoLA-DQA1) estão associadas a diferença na 

expressão gênica (MORZYCKA-WROBLEWSKA et al., 1997; FERNANDEZ et al., 

2003). É possível que variações na estrutura gênica do gene codificante de BoLA-DQA1 

estejam relacionados com a diferença de expressão observada neste experimento, e 

que esta diferença esteja relacionada com a resistência ao carrapato nesses animais. 

Analisando os genes diferencialmente expressos após a infestação com os 

carrapatos, uma via metabólica representada foi a das cascatas de coagulação (Figura 

21). É sabido que na saliva de diversas espécies de carrapato há enzimas que inibem a 

coagulação sanguínea atuando em vários pontos da cascata de coagulação 

(BROSSARD e WIKEL, 2004). É plausível imaginar que o hospedeiro combata a ação 

dessas enzimas através da promoção de vasoconstrição, fatores de agregação 

plaquetária e aumento de mediadores de coagulação no sangue (KONGSUWAN et al., 

2008).  
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Foi observada maior expressão de genes codificantes de fatores pró 

coagulatórios nos animais resistentes 48 horas após a infestação, tanto quando 

comparados a expressão em momentos anteriores nos mesmos animais ou quanto 

quando comparados com os animais susceptíveis as 48 horas após a infestação. 

Um desses fatores, o fator de coagulação FXIII age no final da cascata já que, 

uma vez ativado, possui ação transglutaminase e, por formação de ligações covalentes 

forma monômeros ativados de polímeros de fibrina, estabilizando o coágulo de fibrina 

(LORAND, 2005). Kongsuwan et al. (2008) também observaram maior expressão deste 

fator em animais zebuínos quando comparados a animais taurinos após a infestação. 

Outro gene mais expresso nos animais resistentes foi o da fibronectina. Além de a 

glicoproteína fibronectina ser um dos principais constituintes do coágulo sanguíneo 

quando ligada a fibrina (MOSHER, 1976), aumenta a adesão de plaquetas sanguíneas 

à fibrina (HANSEN, 1984). Já a Fosfolipase I, outro gene mais expresso nos animais 

resistentes, é uma enzima que pode ser secretada por plaquetas ativadas e está 

diretamente relacionada com a síntese do ácido lisofosfatídico durante a coagulação 

sanguínea (BOLEN et al., 2011). Este ácido graxo é importante para a ativação e 

agregação plaquetária (HASERUCK et al., 2004).  

Como a cascata de coagulação pode ser retroativada, fatores inibidores de 

certos pontos da cascata se tornam importantes tanto para controlar para que os 

fenômenos de coagulação não se desenvolvam além do necessário quanto para 

possibilitar um reparo do tecido danificado (HALKIER e WOOLLEY, 1991). Foi mais 

expresso nos animais resistentes, um desses fatores, denominado de TFPI (tissue 

factor pathway inhibitor). Este se liga ao fator Xa regulando o complexo tenase 

extrínsico e previne produção futura de FXa e FIXa  por impedir a formação do 

complexo FVIIa/TF (BROZE JR., 1995). 

O único fator relacionado com a cascata de coagulação mais expresso nos 

animais susceptíveis foi o gene codificante do Fator V (FV), sendo esta maior 

expressão observada 24 horas após a infestação. O fator de coagulação FV uma vez 

ativado (FVa) age em conjunto com FXa, integrantes do complexo tenase, na ativação 

de protombina em trombina (MANN et al., 2003). Porém, a maior disponibilidade 

somente deste fator não é suficiente para a maior ativação da coagulação, pois sua 
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ação depende da coexpressão de outros fatores formadores do complexo tenase 

(FRANCISCHETTI et al., 2009). 

Nos hospedeiros mais susceptíveis tem sido demonstrado que fortes infestações 

podem alterar os mecanismos hemostáticos por inibir a agregação plaquetária e a 

coagulação (RECK JR et al., 2009) além de alterar o nível de proteínas de fase aguda 

da resposta imunológica (CARVALHO et al., 2008). Carvalho et al. (2010), observaram 

que os animais resistentes diminuem a expressão de fatores anti-coagulantes nos 

carrapatos mais eficientemente do que os animais susceptíveis, fazendo com que o 

tempo de coagulação sanguínea nos animais resistentes seja menor. De acordo com os 

resultados apresentados, pode-se inferir que, nos animais resistentes, a coagulação 

sanguínea não foi inibida totalmente pelas moléculas anti-coagulatórias presentes na 

saliva do carrapato e, os genes codificantes de proteínas pró-coagulatórias mais 

expressos nos animais resistentes tornam-se genes candidatos a estarem relacionados 

com a resistência ao carrapato, principalmente o gene codificante do fator XIII, uma vez 

que este age no final da cascata de coagulação. 

Outra via metabólica representada entre os genes diferencialmente expressos 

neste experimento foi a do sistema complemento (Figura 21). O sistema complemento 

compreende uma série de proteínas, as quais podem ser ativadas através das vias 

clássica, alternativa e da lectina e funcionam como importantes mediadoras de 

inflamação, quimiotaxia, opsonização e limpeza microbiana (FEARON, 1998; 

MASTELLOS e LAMBRIS, 2002). 

Foi observado neste experimento maior expressão, nos animais resistentes, dos 

genes codificantes das três cadeias (A, B e C) formadoras do subcomponente C1q, 

sendo este o principal formador do complexo C1 (formado por uma molécula C1q, duas 

C1r e duas C1s, totalizando o complexo C1qr²s²). A este complexo é atribuída a 

iniciação da via clássica do complemento por sua ligação aos imunocomplexos de 

antígenos e imunoglobulinas (IgG ou IgM), ou a proteína C reativa (FRANCISCHETTI et 

al., 2009). Outros genes mais expressos nos animais resistentes após a infestação 

relacionados com o sistema complemento foram os codificantes para os fatores B e 

Properdina (fator P). Como revisto por Lutz e Jelezarova (2006), estes fatores atuam na 

via alternativa de ativação do complemento e são reconhecidamente amplificadores da 
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cascata do complemento. O gene da molécula precursora da cadeia α da proteína 

ligante a C4b (C4BP) também foi mais expresso nos animais resistentes 48 horas após 

a infestação. Além de essa proteína inibir a ação de C4, mais especificamente nas vias 

clássicas e das lectinas, também é considerada um ligante a CD40 em linfócitos B, 

estabelecendo uma ligação entre o complemento e a ativação de linfócitos B 

(BRODEUR et al., 2003).  

Aparentemente, a maior expressão dos fatores B, P e de C4BP, indicam o 

favorecimento da via alternativa do complemento. Já está bem documento que a via 

alternativa de ativação do complemento está envolvida na resistência adquirida contra a 

alimentação do carrapato (WIKEL e ALLEN, 1978; WIKEL, 1979, RIBEIRO, 1989; 

LAWRIE et al., 1999) provavelmente culminando na não fixação e  expulsão do 

carrapato no hospedeiro. Desta forma, estes genes também podem ser considerados 

relacionados com a resistência ao carrapato e, assim, passam a serem considerados 

genes candidatos a resistência ao carrapato em bovinos. 
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Figura 21: Representação dos principais fatores componentes das cascatas do 

complemento e coagulação sanguínea. 
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6. Discussão geral 
 

 

Até o momento, os trabalhos de expressão gênica diferencial frente a infestação 

ao carrapato em animais com diferentes padrões de resistência ao parasita não 

compararam a diferença de expressão na pele antes da infestação. A comparação da 

expressão gênica na pele antes da infestação em animais previamente expostos ao 

carrapato se torna útil para o entendimento do ambiente tecidual e protéico encontrado 

pelo carrapato no momento da fixação o que possibilita a enumeração de diferenças 

neste ambiente que podem estar relacionadas com a resistência ao ectoparasita.  

Frente a maiores diferenças de expressão, tanto na pele quanto no sangue 

periférico, terem sido observadas 48 horas após a infestação nos animais resistentes, 

tempo não estudado em outros trabalhos, passa a ser indicado que, em trabalhos 

futuros, também seja estudada a expressão de genes 48 horas após a infestação. 

Tatchell e Moorhouse (1968) conduzindo um abrangente estudo histológico em 

seções de pele de animais zebuínos e taurinos aos quais diferentes instares (larva, 

ninfa e adulto) de R. microplus estavam fixados, observaram, nas amostras onde as 

larvas estavam fixadas, maior resposta imunológica nos animais taurinos. Os autores, 

então, sugeriram que uma resposta vigorosa realizada pelos animais susceptíveis 

funcionaria para criar um ambiente mais favorável para o carrapato, através do aumento 

de fluidos teciduais disponíveis, mediados pelo aumento de permeabilidade vascular. 

Os estudos aqui realizados, embora não tenham demonstrado resposta imune 

nos animais susceptíveis nas primeiras 48 horas mostraram, nos animais resistentes, 

aspectos que podem inibir a alimentação do carrapato nos primeiros dias após a 

infestação incluindo maiores barreiras contra o fluxo de fluidos, modulação da resposta 

imune e favorecimento da coagulação sanguínea. 
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7. Conclusões 
 

Estudando a expressão de genes no sangue dos animais infestados pôde-se 

observar diferença de expressão dos genes CD25, CXCL8, CXCL10, FOXP3 e IL10, 

entre os animais resistentes e susceptíveis ao decorrer do tempo. Enquanto nos 

animais susceptíveis houve repressão da expressão de CXCL8 ao decorrer das 

primeiras 48 horas após a infestação, nos animais resistentes a maior expressão de 

CD25, CXCL10, FOXP3 e IL10 após a infestação indica ação de mecanismos 

reguladores da resposta imune. Tal regulação pode acarretar em uma resposta imune 

menos exacerbada nesses animais, o que dificultaria o acesso dos carrapatos ao 

sangue dos bovinos. 

O procedimento utilizado na hibridização, leitura e análise dos chips microarray 

foi validado por qRT-PCR pois foi encontrado alto coeficiente de correlação entre os 

resultados obtidos nas diferentes técnicas.  

Quanto a expressão da pele dos animais infestados, foi observada diferença de 

expressão de uma série de genes entre os bovinos resistentes e susceptíveis ao 

carrapato. Dentre estes destacam-se os relacionados com as cascatas de coagulação, 

amplificação e favorecimento da via alternativa de ativação do sistema complemento, 

componentes estruturais das junções ocludentes, e algumas vias de resposta imune. 

De forma geral, pôde-se concluir que o reparo dos danos causados na fixação do 

carrapato e ativação da coagulação sanguínea estão fortemente relacionados com uma 

maior resistência ao carrapato, levando a menor quantidade de carrapatos que chegem 

a vida adulta durante a infestação.  

Por fim, alguns genes como os codificantes da proteína claudina-1, do fator de 

coagulação FXIII, da enzima fosfolipase I, dos fatores B, P e de C4BP da sistema 

complemento, passam, então a ser considerados genes candidatos a resistência ao 

carrapato bovino. 
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Anexo 1: Lista dos transcritos diferencialmente expressos encontrados nos contrastes analisados. Os valores de expressão 

são do segundo grupo em relação ao primeiro em cada um dos contrastes. 

Probe Gene name RMA GCRMA MAS5.0 Média 

R0 x R24 

BtAffx.29968.1.S1_at Unknown 6,61 - 6,91 6,76 

Bt.19287.1.A1_at lymphocyte antigen 6 complex, locus D 2,28 - 3,71 2,91 

Bt.23026.1.A1_at tropomyosin 1 (alpha) 2,27 2,57 2,59 2,47 

Bt.3448.1.S1_at mitogen-activated protein kinase 6 2,24 - 2,18 2,21 

Bt.29017.1.A1_at ubiquitin specific peptidase 15 2,02 2,26 - 2,14 

Bt.12300.2.S1_at myosin, heavy chain 1, skeletal muscle, adult 0,46 - 0,37 0,42 

      

R0 x R48 

Bt.23449.1.S1_at fatty acyl CoA reductase 2 3,72 - 6,13 4,77 

Bt.6556.1.S1_at regakine 1 3,61 5,00 4,46 4,32 

Bt.19195.1.A1_at coagulation factor XIII, A1 polypeptide 3,05 4,36 3,56 3,62 

Bt.5889.1.S1_at RNA binding motif protein 24 3,07 3,72 - 3,38 

Bt.12136.1.S1_at 
similar to C4b-binding protein alpha chain precursor (C4bp) (Proline-rich 

protein) (PRP) 
2,94 3,64 3,21 3,25 

Bt.28518.1.S1_at pancreatic trypsin inhibitor 2,72 3,39 2,89 2,99 

Bt.24864.2.A1_at 
tissue factor pathway inhibitor (lipoprotein-associated coagulation 

inhibitor) 
2,95 - 2,57 2,75 

Bt.13542.1.S1_at complement factor B 2,40 2,97 2,27 2,53 

Bt.19845.2.A1_at coagulation factor XIII, A1 polypeptide 2,34 2,85 2,36 2,51 

Bt.23278.1.S1_at allograft inflammatory factor 1 2,18 2,82 - 2,48 
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Bt.24023.1.A1_at GATA-6 2,17 2,73 - 2,43 

Bt.9510.2.A1_a_at T-cell immunoglobulin and mucin domain containing 4 2,21 2,60 - 2,40 

Bt.21175.1.S1_at GDNF family receptor alpha 4 - 2,85 2,01 2,39 

Bt.21379.2.S1_at Guanine deaminase 2,14 2,55 2,45 2,37 

Bt.209.3.S1_at Lysozyme 2,27 - 2,40 2,33 

Bt.21048.2.S1_at Unknown 2,44 2,19 2,32 2,32 

Bt.21950.1.S1_s_at chemokine (C-C motif) ligand 16 - 2,44 2,17 2,30 

Bt.19028.1.A1_at transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 6 - 2,45 2,12 2,28 

Bt.12477.1.S1_a_at tropomyosin 2 (beta) 2,18 2,44 2,21 2,27 

Bt.28518.1.S1_s_at Spleen trypsin inhibtor 2,05 2,46 2,25 2,25 

Bt.20074.1.S1_a_at GrpE-like 2  2,03 2,44 - 2,23 

Bt.13701.1.A1_at Unknown - 2,19 2,17 2,18 

Bt.2047.1.S1_at Adrenomedullin 2,09 - 2,19 2,14 

Bt.20970.1.A1_at kinesin family member 21A - 0,45 0,47 0,46 

Bt.24343.1.A1_at claudin 1 0,44 0,37 - 0,40 

Bt.24343.2.S1_at claudin 1 0,35 0,26 0,34 0,31 

      

R24 x R48 

Bt.7066.1.S1_at arachidonate 5-lipoxygenase-activating protein 2,55 4,97 2,73 3,26 

Bt.9455.1.A1_at CD5 molecule-like 2,76 3,86 3,04 3,19 

Bt.12136.1.S1_at 
similar to C4b-binding protein alpha chain precursor (C4bp) (Proline-rich 

protein) (PRP) 
2,66 3,30 3,10 3,01 

Bt.20836.1.S1_at mannose receptor, C type 1 2,48 4,06 2,41 2,89 

Bt.21576.1.S1_at complement component 1, q subcomponent, C chain 2,42 3,48 2,43 2,74 
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Bt.21950.1.S1_at chemokine (C-C motif) ligand 16 2,48 3,33 2,31 2,67 

Bt.7033.1.S1_at folate receptor 2 (fetal) 2,16 3,66 2,25 2,61 

Bt.20164.1.S1_at complement component 1, q subcomponent, B chain 2,26 2,79 2,72 2,58 

Bt.1577.1.S1_at complement component 1, q subcomponent, A chain 2,37 2,97 2,43 2,58 

Bt.12924.1.S1_at brain ribonuclease 2,32 2,71 2,39 2,47 

Bt.23089.1.S1_at signal transducing adaptor molecule (SH3 domain and ITAM motif) 1 2,33 2,74 2,24 2,43 

Bt.9532.1.S1_at CD209 molecule 2,20 2,57 2,51 2,42 

Bt.21950.1.S1_s_at chemokine (C-C motif) ligand 16 2,08 2,59 2,56 2,40 

Bt.287.1.S1_at ribonuclease, RNase A family, k6 2,30 - 2,43 2,37 

Bt.18889.1.S1_at linker for activation of T cells family, member 2 - 2,40 2,13 2,26 

Bt.19405.1.A1_at purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 13 2,15 - 2,06 2,10 

Bt.2262.1.S1_at cysteine and glycine-rich protein 2 - 2,05 2,01 2,03 

Bt.24343.2.S1_at claudin 1 0,48 0,43 - 0,46 

Bt.3448.1.S1_at mitogen-activated protein kinase 6 0,41 0,27 0,39 0,35 

      

S0 x S24 

Bt.23666.1.A1_at Coagulation factor V - 2,79 2,22 2,49 

Bt.20905.1.S1_at zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa - 0,44 0,48 0,46 

      

S0 x S48 

      

S24 x S48 

Bt.5226.1.S1_at secreted frizzled-related protein 2,11 - 2,15 2,13 
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R0 x S0 

Bt.14371.1.A1_at Unknown 3,66 5,36 4,40 4,42 

Bt.24023.1.A1_at GATA-6 3,04 5,77 3,24 3,84 

Bt.9659.1.S1_a_at ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3 2,66 - 4,51 3,46 

Bt.19792.1.A1_at indoleamine 2,3-dioxygenase 1 3,12 - 3,82 3,45 

Bt.16966.1.S1_at chemokine (C-X-C motif) ligand 10 2,42 4,33 3,40 3,29 

Bt.27759.1.A1_at indoleamine 2,3-dioxygenase 1 2,86 3,73 2,47 2,98 

Bt.5306.2.S1_a_at titin-cap (telethonin) - 2,87 2,15 2,49 

Bt.16350.2.A1_s_at guanylate binding protein 5 2,70 - 2,76 2,73 

Bt.20905.1.S1_at zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa - 3,25 2,29 2,73 

Bt.9693.1.S1_at serpin peptidase inhibitor, clade B like 2,78 - 2,65 2,71 

Bt.21048.2.S1_at Unknown 2,08 - 3,20 2,58 

Bt.5306.1.S1_at titin-cap (telethonin) 2,12 3,27 2,48 2,58 

Bt.28182.1.A1_at regulator of G-protein signaling 5 - 2,69 2,33 2,50 

Bt.5153.1.S1_at SPARC-like 1 (hevin) 2,47 - 2,53 2,50 

Bt.3139.1.A1_at Unknown 2,33 2,85 2,32 2,49 

Bt.27058.1.A1_at integrin, alpha 8 2,35 2,47 - 2,41 

Bt.23026.1.A1_at tropomyosin 1 (alpha) 2,13 - 2,72 2,41 

Bt.23677.1.A1_at retinol dehydrogenase 16 2,11 - 2,51 2,30 

Bt.8669.1.S1_at Unknown 2,09 2,48 2,15 2,24 

Bt.21048.1.S1_at Unknown 2,13 - 2,17 2,15 

Bt.22103.1.S1_at Unknown - 2,23 2,04 2,13 

Bt.18819.1.A1_at Unknown 0,43 - 0,35 0,39 

Bt.24343.2.S1_at claudin 1 0,35 0,26 0,34 0,31 
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Bt.14563.1.A1_at Unknown 0,25 0,18 0,25 0,22 

Bt.4784.1.S1_at Lactoperoxidase 0,27 - 0,08 0,14 

      

R24 x S24 

Bt.21773.1.A1_at guanylate binding protein 5 2,32 3,47 2,40 2,68 

Bt.16181.1.A1_at Unknown 2,02 2,36 2,48 2,27 

Bt.19678.1.A1_at small nucleolar RNA, C/D box 116 cluster - 2,11 2,37 2,24 

Bt.19227.1.S1_at Unknown - 2,34 2,04 2,18 

Bt.25090.1.A1_at flavin containing monooxygenase 2 (non-functional) 0,45 - 0,46 0,45 

Bt.28910.1.A1_at Unknown 0,41 - 0,36 0,38 

Bt.22867.1.S1_at major histocompatibility complex, class II, DQ alpha, type 1 0,49 0,44 0,25 0,38 

Bt.2632.1.S1_at secreted phosphoprotein 1 0,37 - 0,36 0,37 

Bt.24314.1.A1_at fructose-1,6-bisphosphatase 1 0,35 - 0,34 0,34 

Bt.13028.1.S1_at periostin, osteoblast specific factor 0,32 0,26 0,34 0,30 

Bt.25576.1.A1_at SLIT and NTRK-like family, member 1 0,22 - 0,14 0,17 

      

R48 x S48 

Bt.13789.1.A1_at CD14 molecule 0,50 - 0,48 0,49 

Bt.12875.1.S1_at epithelial membrane protein 3 - 0,48 0,50 0,49 

Bt.3794.1.S1_at phosphofructokinase, platelet - 0,46 0,50 0,48 

Bt.5472.1.S1_at lectin, galactoside-binding, soluble, 1 0,49 0,44 0,49 0,47 

Bt.25729.1.A1_at mast cell antigen 32 -like 0,48 - 0,45 0,46 

Bt.22867.1.S1_at major histocompatibility complex, class II, DQ alpha, type 1 0,43 0,49 - 0,46 

Bt.21950.1.S1_s_at chemokine (C-C motif) ligand 16 0,49 0,37 0,48 0,44 
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Bt.4140.1.S1_at cytochrome b-245, alpha polypeptide 0,49 0,37 0,48 0,44 

Bt.5061.1.S1_at phosphofructokinase, liver - 0,38 0,50 0,44 

Bt.8140.1.S1_at Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; gamma polypeptide 0,44 - 0,40 0,42 

Bt.23278.1.S1_at allograft inflammatory factor 1 0,46 0,34 0,47 0,42 

Bt.23488.1.S1_at complement factor properdin 0,42 - 0,41 0,41 

Bt.13975.2.A1_at phospholipase A1 member A 0,44 - 0,39 0,41 

Bt.11315.1.A1_at similar to Dermatan-sulfate epimerase-like protein 0,49 0,34 0,42 0,41 

Bt.23418.1.S1_at fibronectin 1 0,42 - 0,40 0,41 

Bt.9532.1.S1_at CD209 molecule 0,44 0,37 0,35 0,39 

Bt.24345.1.S1_at complement factor B 0,49 0,29 0,40 0,39 

Bt.21343.2.A1_a_at glia maturation factor, gamma 0,40 0,32 0,43 0,38 

Bt.24760.1.S1_at similar to immunoglobulin-like transcript 5 protein 0,45 0,33 0,34 0,37 

Bt.21379.2.S1_at Guanine deaminase 0,38 0,30 0,41 0,36 

Bt.21576.1.S1_at complement component 1, q subcomponent, C chain 0,35 - 0,31 0,33 

Bt.284.1.S1_at Fc fragment of IgG, high affinity Ia, receptor (CD64) 0,36 0,26 0,40 0,33 

Bt.7066.1.S1_at arachidonate 5-lipoxygenase-activating protein 0,37 0,22 0,37 0,31 

Bt.13542.1.S1_at complement factor B 0,34 0,25 0,35 0,31 

Bt.643.1.S1_at C-C motif chemokine 23-like 0,35 0,24 0,34 0,31 

Bt.27043.1.A1_at Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; alpha polypeptide 0,34 0,23 0,34 0,30 

Bt.21950.1.S1_at chemokine (C-C motif) ligand 16 0,32 0,24 0,30 0,28 

Bt.8939.1.S1_at TYRO protein tyrosine kinase binding protein 0,31 0,20 0,32 0,27 

Bt.9510.2.A1_a_at T-cell immunoglobulin and mucin domain containing 4 0,43 0,41 0,09 0,25 

Bt.18080.3.A1_at similar to tescalcin 0,31 - 0,18 0,24 

Bt.12136.1.S1_at similar to C4b-binding protein alpha chain precursor (C4bp) (Proline-rich 0,26 0,17 0,21 0,21 
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protein) (PRP) 

Bt.20521.2.S1_at CD84 molecule 0,50 - 0,05 0,16 

Bt.6556.1.S1_at regakine 1 0,16 - 0,13 0,14 

Bt.5324.1.S1_s_at antigen processing and presentation MHC class I protein complex 0,07 0,01 0,02 0,03 

 

 

 

 

 

 




