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RESUMO 

 

SOARES, Gabrielle Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2024. 
Participação do inflamassoma na resposta imune inata desencadeada por 
carrapatos Rhipicephalus microplus em hospedeiros taurinos e zebuínos. 
Orientador: Artur Kanadani Campos. Coorientadores: Wanessa Araújo Carvalho, Ana 
Luiza Franco, Leandro Licursi de Oliveira, Ricardo Seiti Yamatogi e Simone Eliza 
Facioni Guimarães. 
 

A criação de bovinos é uma das principais atividades pecuárias na qual o Brasil ocupa 

posição de destaque mundial. Aliado a isso, infestações pelo carrapato Rhipicephalus 

microplus são responsáveis por perdas diretas e indiretas ao rebanho, ao produtor e 

a indústria. O uso de acaricidas para seu controle pode gerar resistência e 

consequente ineficiência no controle do parasito. Diferenças nas linhagens de bovinos 

podem demonstrar perfis de infestação diferenciados nos quais animais de origem 

taurina (Bos taurus) possuem maior contagem de parasitos que animais zebuínos 

(Bos indicus), além de demonstrarem perfis imunológicos, celulares e humorais, 

distintos. Apesar dos conhecimentos acerca da discrepância em relação as respostas 

imunológicas, o perfil inflamatório inato ainda não é bem descrito em bovinos. Dessa 

forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar a expressão gênica de alvos 

relacionados a ativação de vias de inflamassomas em células sanguíneas e pele de 

bovinos Holandês (taurino) e Gir (zebuíno), antes e após infestações artificiais 

controladas por R. microplus. Resultados demonstraram que os inflamassomas de 

NLRP3 e NLRP1 estão envolvidos na ativação de imunidade inata, tanto em animais 

zebuínos quanto taurinos, e a infestação por carrapatos é capaz de modular 

diferencialmente essas vias promovendo aumento de CASP1 em animais suscetíveis 

e IL-1β em animais resistentes. Mais estudos são necessários para avançar no 

conhecimento para desenvolvimento de imunomoduladores seletivos capazes de 

melhorar a imunidade dos animais para controle das infestações de forma mais 

sustentável.   

 

Palavras-chave: Expressão gênica. Imunidade inata. Resistentes. Suscetíveis.  

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

SOARES, Gabrielle Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2024. The 
role of inflammasomes in the innate immune response triggered by 
Rhipicephalus microplus tick infestation in taurine and zebu hosts. Adviser: Artur 
Kanadani Campos. Co-advisers: Wanessa Araújo Carvalho, Ana Luiza Franco, 
Leandro Licursi de Oliveira, Ricardo Seiti Yamatogi e Simone Eliza Facioni Guimarães. 
 

Cattle farming is one of the main livestock activities in which Brazil holds a prominent 

global position. Additionally, infestations by the tick Rhipicephalus microplus are 

responsible for direct and indirect losses to the herd, producers, and the industry. The 

use of acaricides for control can lead to resistance and consequent inefficiency in 

parasite management. Differences in cattle breeds can show varied infestation profiles, 

where taurine breeds (Bos taurus) have higher parasite counts than zebu breeds (Bos 

indicus), as well as distinct immunological, cellular, and humoral profiles. Despite the 

knowledge about the discrepancy in immune responses, the innate inflammatory 

profile in cattle is not well described. Therefore, the present study aimed to evaluate 

the gene expression of targets related to the activation of inflammasome pathways in 

blood cells and skin of Holstein (taurine) and Gir (zebu) cattle, before and after 

controlled artificial infestations by R. microplus. Results showed that the NLRP3 and 

NLRP1 inflammasomes are involved in the activation of innate immunity in both zebu 

and taurine cattle, and tick infestation can differentially modulate these pathways by 

promoting increased CASP1 in susceptible animals and IL-1β in resistant animals. 

Further studies are needed to advance knowledge for the development of selective 

immunomodulators capable of enhancing animal immunity for more sustainable control 

of infestations. 

 

Keywords: Gene expression. Innate immunity. Resistant. Susceptible.   
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1. INTRODUÇÃO 

 

A criação de bovinos para os segmentos consumidores de carne e leite é uma 

das principais atividades pecuárias no mundo. O Brasil é um dos principais criadores 

e exportadores, com um rebanho de 234,4 milhões de bovinos em 2022 (MAPA, 2023) 

que sofre a ação de enfermidades infecciosas e parasitárias endêmicas de regiões 

tropicais, como a infestação por carrapatos. 

Rhipicephalus microplus, conhecido como “carrapato do boi”, é um dos 

responsáveis por grandes perdas e disseminação de patógenos (Pereira et al., 2022). 

Carrapaticidas, utilizados para combater infestações por esse parasito, podem ser 

tóxicos ao animal, ambiente e homem, além de causar resistência e gerar ineficiência 

para combatê-los em parasitoses sucessivas (Gomes et al., 2022).   

 Diferentes raças de bovinos demonstram perfis diferenciados de infestações. 

Animais taurinos (Bos taurus) possuem contagem de carrapatos superior a animais 

zebuínos (Bos indicus) (Wambura et al., 1998), além disso, diferenças hematológicas 

e imunológicas distintas já foram bastante discutidas e demonstradas (Tabor et al., 

2017). Estudos focalizados na avaliação dos perfis imunológicos de ambas as 

linhagens revelaram divergências em aspectos celulares e humorais (Piper et al., 

2009).  

Apesar de haver descrição dos perfis imunológicos distintos, o conhecimento 

de mecanismos específicos da resposta inata imunológica desenvolvida por animais 

resistentes e suscetíveis ao carrapato, como a ativação de inflamassomas, são 

desconhecidos e podem trazer dados valiosos para desenvolvimento de ferramentas 

biotecnológicas e de melhoramento animal para combate ao parasita.  

Durante o processo de fixação do carrapato, células de defesa são ativadas 

induzindo a modulação inflamatória que desempenham papel importante na defesa 

do hospedeiro e no reparo tecidual (Rodriguez-Valle et al., 2010). Um desses 

mecanismos é a ativação intracitoplasmática de inflamassomas que, a partir de 

padrões ou danos moleculares gerados às células, levam a resposta pró-inflamatória 

promovendo a liberação de citocinas ou ativação da piroptose, o que pode estar 

relacionado ao dano tecidual pela picada do carrapato ou às respostas as proteínas 

salivares do parasito. A partir desses resultados, a interpretação das diferenças na 

expressão do inflamassoma podem ser correlacionadas ao fenótipo das linhagens, ou 
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seja, explicando o aumento ou diminuição da resposta inflamatória e da reação, tanto 

local, quanto sistêmica, nos animais.  

Para análise do envolvimento dos inflamassomas em animais infestados por 

R. microplus, serão analisadas as expressões gênicas das moléculas que codificam 

proteínas estruturais de inflamassomas, como Nucleotide-Binding Oligomerization 

Domain 2 (NOD2), Domínio de Ativação e Recrutamento de Caspase (CARD), junção 

de PYD - domínio contendo pirina – e CARD (PYCARD) presente em inflamassomas 

da família NLR, Domínio Funcional de Encontro (FIIND) presente em inflamassoma 

NLRP1, caspase 1 (CASP1) protease envolvida na cascata de ativação do 

inflamassoma, além de proteínas que codificam interleucinas e citocinas, como 

interleucina 1 β (IL-1β), interleucina – 18  (IL-18), Fator Nuclear κB (NFκB), além de 

Regulador Negativo de Espécies Reativas de Oxigênio (NRROS).       

 
 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Rhipicephalus microplus 

 

Carrapatos e patógenos transmitidos por eles, para humanos e animais, são 

um problema no mundo todo, especialmente em áreas tropicais e subtropicais, onde 

geram grandes perdas produtivas na bovinocultura (Horner e Gomes, 1990; Reck et 

al., 2014). Como exemplo, a infestação pelo carrapato Rhipicephalus microplus pode 

acarretar redução do ganho de peso, produção de leite e carne, transmissão de 

agentes patogênicos, dentre eles, protozoários e bactérias do complexo Tristeza 

Parasitária Bovina (Dalgliesh e Stewart, 1983), e causar lesões de pele, com 

consequente depreciação do couro, causada pela fixação. Também acarreta elevação 

dos custos de produção pela profilaxia e controle, realizado com acaricidas, podendo 

ser tóxico ao animal e ao manejador, além de poluir e gerar resíduos no ambiente e 

em produtos de origem animal (Higa et al., 2015; Pascoeti, et al., 2016; Rodrigues-

Vivas et al., 2018; Jain et al., 2020).   

A principal metodologia de controle do carrapato bovino é a utilização de 

acaricidas, que possuem, em sua composição, ativos sintéticos como arsênio, 

organoclorados, piretróides, organofosforados e amidinas (Sousa, 2022) que são 

tóxicas em doses altas e podem promover resíduos em alimentos de origem animal e 
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contaminação ambiental. O uso indiscriminado de acaricidas têm contribuído para o 

desenvolvimento de resistência pelo R. microplus à maioria das bases químicas, 

sendo mandatória a substituição destes por alternativas mais sustentáveis de controle 

do carrapato, afim de reduzir os impactos ambientais e possíveis contaminações por 

resíduos (Yessinou et al., 2016; De Meneghi, et al., 2016; Beys-da-Silva et al., 2020).    

Rhipicephalus microplus, um artrópode hematófago da classe Arachnida e 

família Ixodidae (Brites-Neto et al., 2015), tem nos bovinos seus hospedeiros 

predominantes, embora também possa parasitar outras espécies, como equinos, 

ovinos e cervídeos. Trata-se de um ectoparasita monoxeno, dependendo de apenas 

um hospedeiro para concluir seu ciclo reprodutivo. Este ciclo compreende uma fase 

de vida livre, em que as fêmeas caem do hospedeiro para realizar a oviposição, 

resultando na produção de larvas infestantes. A duração total do ciclo de vida é de, 

aproximadamente, 120 dias, com a fase parasitária variando de 14 a 21 dias, desde a 

fixação da larva até o estágio adulto, e a fase livre abrangendo de 30 a 90 dias. 

Durante essa última fase, as fêmeas ingurgitadas caem no solo pra ovipostura, 

gerando cerca de 3.000 ovos, antes de morrerem, encerrando seu ciclo de vida 

(Andreotti et al., 2019). 

O carrapato-do-boi, sendo monoxeno, realiza sua alimentação e ecdise no 

hospedeiro, com a fase livre é concluída quando as larvas encontram um hospedeiro 

em potencial para se fixarem (Mastropaolo et al., 2017). A primeira ecdise ocorre 4 a 

7 dias após a fixação, passando de larva a ninfa. Após 9 a 16 dias, uma nova ecdise 

ocorre, transformando-as em adultos. Nesse estágio, a cópula ocorre, e as fêmeas se 

desprendem do hospedeiro entre 18 e 36 dias após a fixação das larvas (Andreotti et 

al., 2019). O ciclo do parasita está exemplificado na Figura 1, a seguir: 
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Figura 1 – Representação esquemática do ciclo de vida de Rhipicephalus microplus em fase de vida 

livre e parasitária (Fonte: Próprio autor) 

 

2.2 Interação imunopatológica de R. microplus com hospedeiros 
bovinos 

 

2.2.1. Fenótipos de resistência à infestação por R. microplus em bovinos: 

influência de espécie e raças   

Os bovinos atuais provém de um ancestral comum, o extinto auroque (Bos 

primigenius), que foi domesticado há 10.000 anos e espalhou-se por todo o mundo, 

porém há duas vertentes que explicam a diferenciação dessa espécie nas 

subespécies existentes, uma acredita que houve centros primários de domesticação, 

onde dois táxons principais Bos indicus (indiano ou zebu) e Bos taurus (europeu ou 

taurino) foram domesticados separadamente (Loftus et al., 1994), e outra vertente que 

acredita em linhagens diferentes de auroques, de onde surgiram esses dois táxons 

(Loftus et al., 1999).  

Nos bovinos, a resistência ocorre em duas fases, pela imunidade inata, já 

presente no animal mesmo sem contato prévio com o parasito, e pela imunidade 
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adquirida, por meio da resposta do sistema imune do hospedeiro frente à sucessivas 

infestações, que envolve a resposta humoral e celular (Wikel, 1996). Linhagens 

europeias são mais predispostas a infestação e quando introduzidas em regiões 

endêmicas desse parasita, falham em resistir, diferente do que ocorre em raças 

indianas que coevoluíram com carrapatos (Utech et al., 1978), por isso, a resposta 

imunológica varia já que essas raças se comportam e possuem características 

diferentes que influenciam, ou não, na persistência da infestação. Como exemplo 

disso, zebuínos possuem couro mais espesso, maior coceira à picada, pigmentação 

mais escura da pele, papilas linguais e odor diferenciado de taurinos (Osterkamp et 

al., 1999) que os fazem ser mais resistentes a esse vetor (De Castro et al., 1985; 

Spickett et al., 1989).  

Apesar de haver muitos fatores que influenciam na resistência e 

susceptibilidade de bovinos à infestação por carrapatos, a raça é o fator que apresenta 

uma ampla gama de estudos entre os pesquisadores que avaliam a resposta imune 

dos hospedeiros. Em bovinos, a resposta imunológica se desenvolve com influxo de 

basófilos, neutrófilos e eosinófilos para o local da picada, promovendo 

hipersensibilidade basofílica cutânea, caracterizada pela degranulação dessas células 

e liberação de histamina, que possivelmente inibe a salivação e alimentação do 

carrapato (Siqueira et al., 2019). Bovinos que demonstram resistência apresentam 

uma habilidade superior em reter eosinófilos na área de lesão da pele infestada por 

carrapatos adultos, conforme constata Carvalho et al. (2010). Correlaciona-se a isso 

um papel na transferência de histamina dos mastócitos para o local de fixação do 

carrapato, havendo aumento nos mecanismos de limpeza e rejeição (Franscischetti at 

al., 2009), por elevar os níveis de coceira e irritação local. Portanto, o gado 

naturalmente resistente compromete a capacidade de fixação e alimentação dos 

carrapatos, resultando na redução, tanto do número, quanto do peso das teleóginas, 

bem como na diminuição do número e viabilidade dos ovos. A resistência à infestação 

é direcionada a todos os estágios do ciclo de vida do carrapato, porém parece afetar 

de maneira mais evidente a fixação das larvas. Em bovinos com uma imunidade 

protetora significativa, pode-se observar a rejeição de até 90% das larvas em apenas 

24 horas após a infestação (Wagland, 1979) 

Além das respostas celulares, estudos avaliaram perfis de populações 

celulares na pele de animais taurinos e zebuínos sob infestação artificial por R. 

microplus, constatando menor população de linfócitos em animais resistentes em 
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relação a suscetíveis (Constantinoiu et al., 2010), o que indica maior capacidade que 

animais resistentes possuem em responder a picada da larva com padrão inflamatório 

distinto, porém, ambas as linhagens bovinas apresentaram aumento significativo 

desse tipo celular. Apesar de essas células ainda não terem seu papel totalmente 

elucidado, estudos sugerem que elas atuam na integração da imunidade inata e 

adquirida, na primeira linha de defesa contra patógenos invasores e no 

desenvolvimento tumoral, agindo como resposta primária ao dano.  

Outros estudos vinculam o fenótipo de resistência à imunidade adquirida, 

após repetidas exposições dos animais a infestação. Wagland (1975) avaliou animais 

Brahman (resistentes) e Shorthorn (suscetíveis) sem prévia exposição a R. microplus 

submetidos a infestações controladas, após a primeira exposição, ambos os grupos 

apresentaram resultados semelhantes em relação ao número de fêmeas adultas do 

parasita no corpo dos animais. No entanto, após quatro infestações consecutivas, os 

bovinos Shorthorn demonstraram uma infestação significativamente maior em 

comparação aos Brahman, fazendo com que as discrepâncias observadas entre 

esses animais quanto à resistência aos carrapatos estejam relacionadas à eficácia da 

resposta imunológica, sendo mais pronunciada em B. indicus que em B. taurus. 

Tais variações no grau de infestação por carrapatos entre subespécies, raças 

e indivíduos viabilizam a estratégia de cruzamento, visando aproveitar os benefícios 

da heterose e da complementariedade em características produtivas e adaptativas, 

com o intuito de aprimorar a eficiência produtiva nos rebanhos. Muitos estudos 

exploram cruzamentos entre animais taurinos e zebuínos sugerindo uma correlação 

entre a frequência de genes zebuínos e o nível de resistência dos hospedeiros 

(Biegelmeyer et al., 2012). Nessas pesquisas, quanto maior a proporção de material 

genético zebuíno no animal mestiço, maior será sua resistência aos carrapatos 

(Santos Jr. et al., 2000; Regitano et al., 2008), inclusive trabalhos no Brasil (Veríssimo 

et al., 2002; Nascimento, 2009; Silva et al., 2010) observam a maior carga parasitária 

em animais taurinos em relação a mestiços.  

 

2.2.2. Mecanismos inflamatórios e celulares ativados pelo carrapato em seus 

hospedeiros  

De maneira geral, quando ocorre a fixação das larvas na pele do hospedeiro, 

há lesão da epiderme e fixação do hipostômio, provocando rompimento dos capilares 

locais a fim de que o parasita consiga realizar a hematofagia. Para que o repasto 
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sanguíneo seja eficiente, o carrapato inocula moléculas presentes na sua saliva para 

modulação da resposta imunológica do hospedeiro, favorecendo a permanência da 

fixação e ingurgitamento do parasita para continuidade do seu ciclo reprodutivo 

(Kitsou et al., 2021).  

Com a lesão epidermal, acontece a quimiotaxia celular para o local da picada, 

havendo um misto de células inflamatórias, como macrófagos teciduais, neutrófilos, 

linfócitos, eosinófilos e basófilos, causando epidermite e hemorragia local para 

alimentação do carrapato (Krause et al., 2009). Essa migração celular é mediada por 

citocinas e quimiocinas que sofrem modulação de acordo com nível de resistência do 

hospedeiro (Bowman et al., 1996). Dentre as moléculas presentes na saliva do 

carrapato, que modulam o desenvolvimento de inflamação e migração celular, estão 

moléculas com funções anti-hemostáticas, vasodilatadoras, anti-histamínicas e 

imunorreguladoras, como apirase, inibidor de adesão por carrapato (TAI), entre outras 

(Ribeiro et al., 1988; Stutzer et al., 2009; Dai et al., 2010; Van Den Kerkhof et al., 

2020). 

Durante o ingurgitamento, o carrapato também ingere uma quantidade alta de 

anticorpos que neutralizam moléculas inoculadas por ele na lesão, que são 

responsáveis por danos a suas estruturas, juntamente com espécies reativas de 

oxigênio (Saini et al., 2007). Para contrabalancear essa resposta do hospedeiro, os 

carrapatos produzem proteínas ligantes de imunoglobulinas (IGBP), que são 

responsáveis por inibir a ação citotóxica mediada pelos anticorpos (Gong et al., 2014). 

Muitos autores ainda divergem sobre a ação protetora das diversas classes de 

anticorpos produzidos por hospedeiros bovinos suscetíveis e resistentes. O que se 

sabe, é que há aumento dos níveis de anticorpos IgG contra antígenos do carrapato 

em raças bovinas suscetíveis em relação às raças resistentes, porém, as respostas 

de IgG às proteínas salivares foram maiores em hospedeiros resistentes, como 

demonstrado por Garcia et al. (2017), em estudo comparando gado holandês e nelore. 

Kashino et al. (2005) conduziram um estudo que investigou os níveis de anticorpos 

contra antígenos salivares de carrapatos em bovinos das raças holandês e nelore, os 

resultados revelaram que, após sucessivas infestações, os níveis de anticorpos IgG1 

e IgG2 diminuíram nos bovinos holandeses, enquanto permaneceram inalterados nos 

nelore, sugerindo que as infestações por carrapato têm o efeito de suprimir a resposta 

humoral mediada por anticorpos IgG em animais suscetíveis. Ademais, alótipos de 

IgG2, podem estar associados com a resistência ao carrapato (Carvalho et al., 2011) 
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uma vez que mostraram diferença de ligação a proteínas salivares de R. microplus, 

havendo diminuição naqueles que infestam animais taurinos. 

Além das IGBPs, outras proteínas de carrapatos foram estudadas para 

reconhecimento imunológico de animais resistentes e suscetíveis. Inibidores de serina 

protease recombinante (Serpin-rRMS-3) e lipocalinas (LRMs) foram reconhecidas em 

animais resistentes por células B, além disso, estimulam resposta Th1 com secreção 

de IFN-γ em gado susceptível e Th2 com expressão de IL-4 em gado resistente 

(Rodriguez-Valle et al., 2013). 

Basicamente, a partir da infestação do bovino pelo R. microplus, ocorrerá, 

primeiramente, uma resposta imunológica inata, com quimiotaxia de células de 

defesa, ação de anticorpos e citocinas ativando as vias humoral e celular, 

especialmente se for a primeira exposição do animal. Após o primeiro contato e 

resposta, havendo um segundo desafio, a imunidade adquirida desse bovino entra em 

ação (Burrow et al., 2019). As respostas associadas são descritas com a 

hipersensibilidade cutânea, mudanças histológicas da pele no local de adesão do 

carrapato, havendo desigualdade entre animais taurinos e zebuínos no perfil micro e 

macroscópico da lesão, além de mudanças nas respostas imunomediadas e 

quimiotaxia celular, alterando completamente o perfil inflamatório em animais 

suscetíveis (Piper et al., 2009; Carvalho et al., 2010; Piper et al., 2010; Carvalho et al. 

2011; Carvalho et al., 2014; Franzin et al., 2017; Piper et al., 2017). 

 

2.2.3 Perfil inflamatório cutâneo no local da picada  

O perfil inflamatório no local de fixação do carrapato mostra-se divergente em 

espécies taurinas e zebuínas, alguns trabalhos buscaram demonstrar as diferenças, 

em relação às linhagens, de maneiras distintas. Em animais resistentes, a reação é 

predominantemente de células mononucleares, como eosinófilos e basófilos, 

enquanto que animais suscetíveis, reagem com a ação de neutrófilos (Gill, 1986; 

Szabó e Bechara, 1999; Ferreira et al., 2003).   Carvalho (2010), demostrou que a 

saliva do carrapato pode interferir na adesão das Células mononucleares de sangue 

periférico (PBMCs) a monocamada de Células endoteliais da veia umbilical bovina 

(BUVECs). Hospedeiros suscetíveis mantém uma infestação mais numerosa, com 

muitos carrapatos se alimentando ao mesmo tempo, porém a reação inflamatória 

provocada na pele foi similar em ambas as linhagens. A contagem de neutrófilos e 

células mononucleares foi mais abundante em pele infestada em relação à não-
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infestada, não havendo correlação entre o número de carrapatos que infestam o 

animal e a reação relacionada à raça. No entanto, foram encontrados mais basófilos 

em pele de animais resistentes sob infestação. Ademais, foi demonstrado que houve 

diminuição de moléculas de adesão no local da picada independente do fenótipo 

bovino e grau de infestação.  

Carvalho (2014), em pesquisa do perfil genético entre taurinos e zebuínos, 

demonstrou que animais resistentes apresentaram aumento dos genes associados 

aos fatores de crescimento, ao estresse oxidativo, a arquitetura e a sinalização celular. 

Esses genes parecem ajudar na regulação da cascata de complemento e coagulação, 

apresentação de antígenos, mobilidade celular e de lipídeos de baixa densidade. Além 

disso, houve uma diminuição nos genes associados a componentes da matriz 

extracelular e junções intercelulares. Em contrapartida, foram encontrados genes 

associados a apoptose, sinalização celular, angiogênese e remodelamento tecidual. 

Enquanto Piper (2009), demonstrou diferenças claras entre as raças taurina e 

zebuína em relação aos níveis de resistência ao carrapato, infestação, parâmetros 

celulares e anticorpos. Neste trabalho, é demonstrado uma diferença em relação a 

porcentagem de PBMCs. Bovinos da raça Brahman, que demonstram fenótipo 

resistente, apresentam maior porcentagem de células T, que geram maior expressão 

de citocinas pró-inflamatórias, como subunidade alfa de receptores de interleucina – 

2 (IL-2Rɑ CD25), interleucina – 2 (IL-2), Fator de necrose tumoral ɑ (TNF-ɑ), receptor 

de quimiocina C-C tipo 1 (CCR-1), maior resposta humoral. Por outro lado, animais da 

raça Holandês, que demonstram perfil fenotípico suscetível, demonstram maior 

porcentagem de macrófagos, com maiores níveis inflamatórios com monócitos na 

circulação periférica. Em outro estudo, Piper (2010), mostrou que muitos dos genes 

expressos na pele de animais após a infestação por R. microplus são diferentes em 

relação a hospedeiros resistentes ou suscetíveis, principalmente genes de citocinas, 

quimiocinas, fatores de complemento e constituintes da matriz extracelular, como 

ceratocanos, osteoglicinas e fibronectinas.  

A saliva do carrapato possui proteases que podem afetar o recrutamento de 

células e adesão leucocitária ao endotélio pela lesão local da picada (Kaplanski et al., 

1998; Déruaz et al., 2008). Além disso, muitas dessas moléculas produzidas possuem 

propriedades que facilitam a permanência e alimentação do parasita, como 

anticoagulantes e inibidoras de adesão celular (Macedo-Ribeiro et al., 2008; Mans et 

al., 2002). Thatchell e Moorhouse (1968), descreveram os processos pelos quais 
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ocorre a adesão do hipostômio do carrapato em diferentes fases do ciclo na pele do 

hospedeiro e como a resposta inflamatória à fixação e as proteínas salivares agem 

frente aos desafios do processo de alimentação. Carvalho (2010), demonstrou que a 

composição do infiltrado inflamatório no local da lesão é diferente em animais 

suscetíveis e resistentes, já que mostrou-se haver número de basófilos mais 

abundantes em pele infestada comparadas a não-infestada. Schleger (1976) e Riek 

(1962), discutiram também que bovinos resistentes possuem uma maior capacidade 

de reter eosinófilos no local da lesão.  

Quanto ao perfil das proteínas de fase aguda (PFA), responsáveis pela 

modulação da inflamação sistêmica, como amilóide sérica A (SAA), hepatoglobulina 

(Hp) e glicoproteína ácida a-1 (a1-AGP), atuam como marcadores da inflamação em 

bovinos por serem produzidas no fígado em resposta a citocinas pró-inflamatórias, 

geradas por dano tecidual, como TNF-ɑ, IL-6 e IL-1 (Horadagoda et al., 1999). Em 

relação a descrição dessas proteínas em local da picada de R. microplus em bovinos 

Bos t. taurus e Bos t. indicus, Carvalho et al. (2008), mensurou a expressão de SAA, 

Hp, a1-AGP, como proteínas reguladoras positivas da inflamação, e transferrina (Tf), 

como reguladora negativa, em animais antes e após a infestação natural por 

carrapatos. Neste estudo, observou-se que os animais suscetíveis aumentam a 

produção da proteína Hp durante a infestação. A concentração dessa proteína diminui 

conforme a infestação declina, mas não retorna aos níveis iniciais. Já a SAA não 

sofreu alterações durante a infestação, porém, em animais resistentes houve 

tendência ao aumento no local da picada. A a1-AGP diminuiu durante a infestação e 

em animais suscetíveis demonstrou ser mais elevada mesmo antes da infestação. Em 

relação a Tf, seus níveis declinaram durante a infestação em ambas as linhagens, 

principalmente em taurinos, quando a infestação reduziu, seus níveis aumentaram 

significativamente, isso pode estar relacionado ao fato de animais suscetíveis terem, 

antes da infestação, os parâmetros hematológicos e ferro menores que animais 

resistentes.  

Ainda em relação às PFA, a IL-1β é uma importante moduladora dessa 

resposta, já que induz a síntese de várias dessas proteínas e durante a resposta 

inflamatória pode estimular o fígado a produzir proteína C reativa, SAA, dentre outras 

(Sonel et al., 2002). Como os produtos de ativação dos inflamassomas são, também, 

as IL-1β, é provável que haja aumento de tais proteínas na corrente sanguínea de 

animais expostos. 



23 
 

 

  

2.3 Inflamassomas e sua participação na regulação da resposta 
imune contra patógenos  

 

A imunidade inata consiste na primeira linha de defesa do organismo 

possuindo vários mecanismos de reconhecimento de patógenos como Receptores de 

Reconhecimento de Padrões (PRRs), Receptores de membrana associada Toll-like 

(TLRs), Receptores Semelhantes a Domínios de Ligação a Nucleotídeos (NOD) ou 

citosólicos (NLRs), Receptores semelhantes a RIG-I (RLRs), Receptores tipo C de 

lectina (CLR), Receptores Semelhantes a AIM2 (ALRs) e os Receptores Semelhantes 

a Sequestossomos 1/p62 (SLRs) (Zhang et al., 2018). A ativação desses PRRs tem 

como função principal desencadear cascatas de sinalização intracelular para liberação 

de moléculas responsáveis em amplificar a inflamação, recrutar células imunes inatas 

e evocar respostas imunes adaptativas (Man e Kanneganti, 2015), sendo essenciais 

para a defesa do organismo contra lesões, patógenos e parasitários (Jin e Flavell, 

2010). 

Inflamassomas são complexos multiméricos de proteínas montados no 

citoplasma de células da imunidade inata como resposta a sinais de estresse ou 

moléculas microbianas (Bai et al., 2020). PRRs reconhecem a presença de lesão ou 

componente microbiano, chamado de Padrão Molecular Associado à Patógenos 

(PAMPs) ou Padrão Molecular Associado à Dano (DAMPs), que são gerados por esse 

estresse endógeno e desencadeia a via inflamatória para a eliminação do patógeno 

ou indução do reparo tecidual através da ativação do inflamassoma (Kelley et al., 

2019). Tal mecanismo, facilita a indução de secreção de citocinas inflamatórias, como 

interleucina-1beta (IL-1β), que ativa respostas de fase aguda de inflamação (Bent et 

al., 2018).Concomitantemente, ocorre liberação de IL-18, responsável pelo 

recrutamento de células endoteliais, aumento da expressão de moléculas de adesão, 

produção de quimiocinas, acréscimo da atividade metaloproteases, promoção da 

liberação de neutrófilos, aumento da atividade pirogênica, ativação de linfócitos T e 

macrófagos, além do aumento de citocinas, como TNF-a e IL-6 (Francisco et al., 2006; 

Paiva-Oliveira et al., 2010), que em conjunto atuam na morte celular programada. 

A IL-1β tem como uma de suas principais funções ativar o recrutamento de 

neutrófilos para o local de inflamação, promover a adesão de moléculas endoteliais e 

induzir a produção de quimiocinas e citocinas. Além disso, ela induz a resposta de 
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fase aguda e estimula a imunidade adaptativa por meio da resposta Th17 (Dinarello, 

2009; Sahoo et al., 2011). Por sua vez, a IL-18 promove a produção de IFN-γ por 

células T e Natural Killer (NK), além de estimular a secreção de citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α, IL-8 e GM-CSF, que aumentam a migração e ativação de 

neutrófilos durante a injúria. A IL-18 também intensifica a atividade citotóxica e a 

proliferação de células T CD8+ e NK (Dinarello e Fantuzzi, 2003). Esses processos 

favorecem o início da cascata inflamatória em tecidos lesados ou infectados e podem 

contribuir para a depuração do patógeno, a indução da imunidade adaptativa e o 

retorno à homeostase (Fang et al., 2019). No entanto, a forma como a resposta celular 

ocorre frente ao dano ou infecção ainda não está completamente esclarecida. 

Chavarría-Smith e Vance (2015) descrevem a ativação do NLRP1 por 

diversos estímulos celulares em resposta a patógenos, como toxinas, peptídeos 

microbianos, infecção de roedores por Toxoplasma gondii e variações nos níveis de 

ATP. Contudo, os estudos mostram essa ativação apenas em roedores, como ratos e 

camundongos, e humanos, não havendo literatura descritiva para bovinos ou 

ruminantes. Zamboni e Lima-Junior (2015) descrevem formas de ativação do NLRP3 

frente à infecção por Leishmania sp. Nesse contexto, após a entrada da forma 

promastigota do parasita, padrões moleculares são reconhecidos pelos TLRs 

presentes na membrana externa e nas membranas endossomais. Esses receptores 

enviam sinais para moléculas adaptadoras, resultando na ativação da proteína 

quinase ativada por mitógeno (MAPK), que, por sua vez, ativa o NFkB, levando à 

transcrição de genes inflamatórios, incluindo os componentes do inflamassoma e seus 

produtos, como pró-IL-1β, pró-IL-18 e NLRP3.  

Outra forma de ativação do NLRP3 descrita pelos autores, ainda não 

totalmente elucidada, ocorre pelo efluxo de K+ após a entrada do patógeno, resultando 

na liberação de catepsina B, que fornece sinais para a ativação do inflamassoma. 

Além disso, o parasita pode se ligar à lectina do tipo C na membrana plasmática, 

induzindo a liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) dependente da tirosina 

quinase de baço (Syk), o que é outro processo crítico para a ativação do NLRP3.  

Bai et al. (2020) discutem a ativação do inflamassoma por disfunção 

endotelial, que ocorre através da interação do NLRP3 com ROS, levando à inflamação 

tecidual e à ativação da resposta imune. A TXNIP (proteína de interação com a 

tiorredoxina), o NFkB e o fator de transcrição nuclear 2 (Nrf2), relacionado ao eritróide, 

são proteínas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo, que ligam o ROS à 
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ativação do NLRP3. Além disso, pode ocorrer um aumento no catabolismo de óxido 

nítrico (NO), diminuindo sua disponibilidade celular. Esse desequilíbrio leva à 

expressão de genes relacionados a proteínas inflamatórias, causando injúria e 

disfunção do endotélio (Abais et al., 2015). Após a ativação do inflamassoma, ocorre 

a ativação da caspase-1, que cliva as pró-IL-1β e pró-IL-18 em suas formas ativas. 

As metodologias utilizadas para caracterização de inflamassomas são 

diversificadas, havendo técnicas de diagnósticos moleculares muito eficientes 

baseadas em reação de cadeia de polimerase (PCR) em tempo real (Liu et al. 2013; 

De Biase, 2019). No caso de detecção de inflamassomas ativos, as técnicas mais 

utilizadas são Imunohistoquímica (IHQ) (Gonzalez et al., 2020), Imunofluorescência 

(Aoki et al., 2010), Western Blot / Imunoblot (Liu et al., 2013; De Biase, 2019; Guo e 

Ting, 2021) e Citometria de Fluxo (Sester et al., 2015; Nagar et al., 2019) para 

detecção da proteína em tecidos e células, ou seja, detectando a presença e 

localização da proteína nos tecidos. Os inflamassomas não são bem caracterizados 

em bovinos (Vrentas et al., 2018), há estudos que envolvem a ativação causada por 

patógenos em células, como Herpesvírus bovino Tipo 1 (Wang et al., 2014), Diarreia 

viral bovina do tipo 2 (Schaut et al., 2016), moléculas ou componentes, como alúmen 

(Harte et al.¸ 2017), Mannheimia haemolytica (Cai et al., 2022), Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus (Sun et al., 2019), Pasteurella multocida (Fang et al., 2019; 

2020), Salmonella typhimurium (Tahoun et al., 2020) e Neospora caninum (Wang et 

al., 2018; 2019; Li et al., 2020). Porém, não são estudadas as ativações sistêmicas ou 

locais desse aspecto imunológico em bovinos sem a estimulação por patógeno 

específico, ou por dano celular. Atualmente, as alterações diferenciais, em animais 

taurinos e zebuínos, quanto ao perfil genético e fenotípico, são bastante avaliadas 

através da imunologia, considerando recrutamento celular, expressão de genes de 

resistência, diferenciação de perfis celulares e humorais e estresse oxidativo em 

resposta a infestação por carrapatos são bastante descritas. Apesar disso, 

correlações da ativação de inflamassomas com a resposta a infestação por carrapatos 

nunca foram estudadas. Isso demonstra uma lacuna importante no conhecimento, que 

ao ser elucidada pode ajudar no desenvolvimento de fármacos imunomoduladores 

capazes de controlar a infestação por carrapato ainda na sua fase inicial.  

 

2.3.1 Tipos de inflamassoma: estrutura e ativação  
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Os inflamassomas são compostos, geralmente, por um sensor, um adaptador, 

e uma caspase inflamatória. A molécula-sensor determina a especificidade do 

inflamassoma e é geralmente um membro da família de receptores semelhantes a 

nucleotide-binding oligomerization domain (NOD) ou NOD-like receptors (NLR) 

(Zamboni e Lima-Junior, 2015). Também já foram descritos inflamassomas que não 

contém NLR, incluindo um composto pela DNA helicase ausente na proteína do 

melanoma 2 (AIM2), proteína 16 induzível por interferon (IFI-16), gene I induzível por 

ácido retinóico (RIG-I) e pirina. A ativação desses sensores por agonistas específicos, 

iniciam a sua oligomerização que permite o recrutamento de uma molécula 

adaptadora e a caspase efetora (De Torre-Minguela et al., 2017). 

Em relação a estrutura da família de proteínas sensoras NLR, apresentam um 

domínio central de ligação de nucleotídeo (NBD), sendo que a maioria possui um 

domínio C-terminal de repetição rica em leucina (LRR), o domínio da proteína N-

terminal é usado para classificá-la quanto ao grupo pertencente, sendo (Domínio de 

oligomerização de ligação a nucleotídeos, repetição rica em leucina e domínio 

contendo pirina) NLRP se tiver um domínio contendo pirina (PYD) ou (Domínio de 

oligomerização de ligação a nucleotídeos, repetição rica em leucina e domínio 

contendo caspase) NLRC se possuir domínio de ativação e recrutamento de caspase 

(CARD) (Ting et al., 2008). Nem todos os complexos pertencentes da família NLR 

podem montar um inflamassoma, alguns estão envolvidos em outros aspectos da 

imunidade inata, regulando outras vias, como o NLRP12 sendo regulador negativo de 

NF-kB ou modulando produção de IL-4 em linfócitos T, NLRP6 como regulador 

negativo da imunidade da mucosa intestinal (Anand et al., 2012; Zaki et al., 2013; 

Lukens et al., 2015). NLRP1b responde à clivagem proteolítica em seu N-terminal 

induzida pela toxina letal da Bacillus anthracis. NLRP3 é um sensor geral de dano 

celular que responde ao dano intracelular induzido por danos patogênicos ou estéreis. 

NLRC4 reconhece proteínas bacterianas via proteínas inibidoras de apoptose da 

família NLR (NAIPs) e pode montar inflamassomas com ou sem recrutamento de 

PYCARD/ASC, semelhante ao NLRP1b. AIM2 e proteína 16 induzível por interferon 

(IFI-16) sentido dsDNA através de seus domínios HIN-200; enquanto isso, o RIG-1 

ativa a caspase-1 por meio de um conjunto de inflamassoma após detectar o ssRNA. 

O inflamassoma de pirina é induzida por toxinas bacterianas que modificam a Ras 

Homolog Family Member A Guanosine Triphosphate (RhoA GTPase). Para melhor 

sintetizar, a Figura 2 demonstra a variedade de estímulos intracelulares que podem 
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estar envolvidos na ativação e montagem do inflamassoma, segue abaixo a figura 

adaptada de De Torre-Minguela (2017):  

 

 

Figura 2 – Diferentes sensores e ativadores de inflamassoma. cAMP – monofosfato cíclico de 

adenosina; NAIP – proteínas de detecção de patógenos; ROS – espécies reativas de oxigênio; 

PAMPS - Padrão Molecular Associado à Patógenos; DAMPS - Padrão Molecular Associado a Dano; 

ssRNA - RNA de fita simples, dsDNA - DNA de fita dupla (Fonte: De Torre-Minguela, 2017)  

  

As proteínas sensoras do inflamassoma reconhecem o estímulo de perigo 

para desencadear a montagem do complexo multimérico do inflamassoma, sendo que 

na maioria deles, a interação com uma proteína adaptadora é necessária para 

aumentar a ativação de caspase-1. A proteína PYCARD/ASC é o adaptador de todos 

os inflamassomas, e quando interage com a proteína sensora, ativa o inflamassoma 

a induzir o processo de oligomerização para sua formação estrutural, essa proteína é 

composta por dois domínios, um N-terminal PYD e um C-terminal CARD (Masumoto 

et al., 1999; Vajjhala et al., 2012). A ativação da caspase-1 também é dependente da 

proteína sensora do inflamassoma ativada (Lu et al., 2014), sendo que a ativação da 

caspase-1 ocorre nesse agregado. O NLRP3 contém os três domínios principais 

descritos para a família NLRP: PYD, NBD e LRR, sendo capaz de montar 

inflamassomas funcionais em resposta a uma grande variedade de estímulos, autores 

sugerem que pode ser um sensor universal para danos celulares e diferentes 

patógenos (Pelegrín, 2011). A ativação do NLRP3 acontece em resposta a infecção e 

é amplificada em aumento de sinalização da mesma, também é ativado por lesões 
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teciduais ou por suas alterações homeostáticas, mesmo sem infecção (Kelley et al., 

2019). O NLRP3 pode oligomerizar em resposta a uma grande variedade de 

estímulos, como moléculas de patógenos, componentes de parede celular bacteriana, 

toxinas formadoras de poros, sinais endógenos, como ATP extracelular, agregados 

de β-amilóide, ácido úrico ou por disfunção metabólica e partículas poluentes, como 

amianto, alume ou sílica (Pelegrín, 2011; Malik et al., 2018). Além disso, a ativação 

do inflamassoma pode ocorrer por diminuição na concentração de potássio 

intracelular que, como já discutido, pode levar a quebra de homeostase, alterações 

oxidativas por ROS por dano mitocondrial. A caspase-4 também pode ativar NLRP3 

por reconhecimento de LPS citosólico, embora seja um mecanismo fora do comum 

(De Torre-Minguela et al., 2017). A regulação de NLRP3 requer a ativação de NF-kB 

por TLR ou sinalização do receptor IL-1 tipo I (IL-1RI) para aumentar a concentração 

de proteína NLRP3 após o estímulo (Bauernfeind et al., 2009; Franchi et al., 

2009). Tanto as caspases (Singh et al., 2020) quanto outras moléculas envolvidas na 

ativação do inflamassoma, como IL-1β, espécies reativas de oxigênio, já foram 

demostradas como diferencialmente ativadas em células de animais taurinos e 

zebuínos estimuladas com LPS (Daibert et al., 2020), no entanto não foi apresentada 

nenhuma participação de inflamassoma nesse estudo. Em bovinos, maioria dos 

estudos que buscam avaliar a ativação de inflamassomas, focam em NLRP1 ou 

NLRP3, por diferentes estímulos, principalmente por bactérias (Ventras et al., 2019). 

Já em relação a inibição do inflamassoma NLRP3, estudos demonstram que 

ocorrer por modificações pós-traducionais com cadeias de ubiquitina que também 

direcionam o NLRP3 para sua degradação através de proteassoma ou autofagia (Py 

et al., 2013), além disso, aumento do óxido nítrico pode prejudicar sua montagem 

(Mishra et al., 2012; Miao et al., 2010). Pirina também é um dos fatores de regulação 

negativa do inflamassoma, prevenindo liberação excessiva de citocinas pró-

inflamatórias (Chae, et al., 2006). O dano celular é um dos fatores de ativação do 

NLRP3 e também ativa autofagia (Shi et al., 2012), porém, a autofagia é um 

mecanismo de controle negativo, já que envolve degradação e dano mitocondrial, 

incluindo indutores de NLRP3 como o DNA mitocondrial ou ROS, depuração de 

PYCARD / ASC e pró-IL-1β (Harris et al., 2011). Além desses mecanismos, muitas 

outras proteínas podem estar envolvidas na regulação negativa ou positiva de NLRP3, 

mantendo a homeostase celular e ativando-o quando necessário. 
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Após a formação do inflamassoma, há a ativação da caspase-1, que 

desencadeia vários eventos celulares como consequência de atividades catalíticas, 

como a liberação de proteínas citosólicas pró-inflamatórias que estão associadas à 

piroptose. Como exemplo disso, a caspase-1 cliva pró-IL-1β e pró-IL-18, formas 

imaturas, nas suas formas ativas IL-1β e IL-18 (Manji et al., 2002; Martinon et al., 2002; 

Franchi et al., 2009) que são reguladoras da resposta inflamatória, sendo que IL-18 é 

sintetizada a partir da indução de produtos microbianos como o LPS, sinalizados via 

TLR ou pela própria pró-IL-1β (Garlanda et al., 2013; Andrei et al., 2004).  

A IL-1β expressa genes que controlam a febre, dor, vasodilatação, hipotensão 

e facilita a infiltração endotelial de células imunes ao local do dano, é também por 

meio dessa citocina que haverá a produção de PFAs pelo fígado (Horadagoda, 1999), 

podendo haver aumento ou expressões divergentes em relação a animais suscetíveis 

ou resistentes à infestação por carrapatos (Carvalho et al., 2008). Já a IL-18 é 

necessária para a produção de IFN-γ, citocina co-estimuladora que medeia a 

imunidade adaptativa (Dinarello, 2009). A ativação da caspase também ajuda na 

clivagem de gasdermina D (GSDMD), que permite que seu domínio N-terminal forme 

poros na membrana celular, esses poros desencadeiam processos líticos que serão 

interpretados como formas pró-inflamatórias de morte celular, chamada de piroptose, 

que força o patógeno intracelular a sair do nicho de replicação, expondo-o a outros 

fatores imunológicos, isso faz com que desencadeie a liberação de mais citocinas e 

geração de DAMPs preparando o sistema imunológico para responder a infecção 

(Miao et al., 2010; He et al., 2015; Ding et al., 2016; Liu et al., 2016; Kelley et al., 2019). 

Sabe-se que a saliva do carrapato, inoculada durante o repasto sanguíneo, 

possui propriedades imunomoduladoras e controlam diferencialmente a produção de 

IL-1, IL-18, IFN, apoptose, entre outros fatores que são mediados por inflamassomas 

(Kotál et al., 2015; Chen et al., 2014; Aounallah et al., 2020). Essas propriedades têm 

o objetivo de preservar o parasita, garantindo sua fixação até a conclusão de seu ciclo 

de vida. As moléculas inoculadas podem desempenhar funções inibitórias em 

processos inflamatórios que, de outra forma, auxiliariam o hospedeiro na erradicação 

da infestação e, consequentemente, na redução da inflamação epitelial (Kitsou et al., 

2021). Até o momento, nenhum trabalho correlaciona a ativação do inflamassoma 

NLRP3 em animais taurinos e zebuínos frente a infestação por R. microplus, por isso, 

o conhecimento acerca da expressão do inflamassoma NLRP3, e ainda, se há 

diferença na expressão entre linhagens taurinas e zebuínas, pode ser de grande valor 

https://loop.frontiersin.org/people/970015
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para melhor entendimento dos processos inflamatórios acerca da infestação por 

carrapato bovino. 

Como já discutido, há ativação do inflamassoma quando há dano tecidual, em 

ambos os mecanismos a lesão tecidual é importante. Na ativação do inflamassoma 

por ROS, há envolvimento do ROS mitocondrial (mtROS), fonte principal de ROS 

celular, o endotélio mitocondrial age na sinalização de organelas que atuam na 

regulação de inúmeras funções intracelulares, por isso, quando há dano mitocondrial 

por injúria, é essencial a ativação de NLRP3, que também está associado ao aumento 

de mtROS e exposição de Padrão Molecular Associado a Dano mitocondrial 

(mtDAMPs), como DNA mitocondrial (mtDNA) e cardiolipina no citoplasma, além 

disso, muitas alterações no metabolismo e organelas celulares estão ligados ao 

aumento de ROS e, com isso, ativação do NLRP3 (Kluge et al., 2013). Além disso, 

Paiva et al. (2019) demonstrou em trabalho com animais taurinos e zebuínos, que há 

expressão em diferentes níveis de espécies reativas de oxigênio quando o animal é 

exposto a saliva de R. microplus. Em relação aos DAMPs, uma ampla variedade de 

estímulos, podem desencadear a ativação do NLRP3, como descrito anteriormente, 

um alto efluxo de K+, vazamento lisossômico, disfunção mitocondrial, e até mesmo a 

própria produção de ROS pode ser encarada como um padrão de dano à célula (BAI 

et al., 2020). A Figura 3, de Bai et al. (2020), a seguir, exemplifica o desencadeamento 

da ativação de NLRP3 por PAMPs/DAMPs e ROS: 
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Figura 3 – Espécies reativas de oxigênio (ROS) contribuem para a ativação do inflamassoma NLRP3 

em células endoteliais. Athero-prone flow – fluxo anteropropenso; NADPH – fosfato de dinucleótido 

de nicotinamida e adenina; PAMPS - Padrão Molecular Associado à Patógenos; DAMPS - Padrão 

Molecular Associado a Dano; ATP – trifosfato de adenosina; Ca+ - cálcio; P2X7 – receptor 

purinérgico; TXNIP - Proteína de interação com tioredoxina; SREBP – Proteínas de ligação a 

elemento regulador de esterol; NOX2 – NADPH oxidase 2; GSDMD – gasdermina D; Nrf2 – Fator 2 

relacionado ao fator nuclear eritróide 2 (Fonte: Bai et al., 2020) 

   

 

2.4 Reação em cadeia de Polimerase (PCR) em tempo real 
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A técnica de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) desenvolvida por Kary 

Mullis em 1985, baseia-se na amplificação em larga escala de fragmentos compostos 

por ácidos nucleicos de fita dupla (DNA) ou fita simples (RNA), gerando cópias 

idênticas que podem ser analisadas, fazendo com que haja a possibilidade de 

manipulação do material genético. Para que ocorra essa multiplicação, é utilizado um 

mix contendo dois primers, que são, basicamente, oligonucleotídeos, com sequências 

conhecidas, para flanquear a fita a ser replicada onde haverá a ligação da polimerase, 

além de desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTPs) contendo os 4 nucleotídeos para 

montagem das cadeias (A, T/U, C, G), uma polimerase termoestável, íons magnésio 

e solução tampão para que ocorra os ciclos, em termociclador, onde altas 

temperaturas são empregadas para separação (melt) das bandas da fita dupla, no 

caso de DNA, posteriormente a temperatura cai para que ocorra o anelamento dos 

primers e então a temperatura se estabiliza para que haja a extensão das fitas com a 

incorporação dos dNTPs  (Kubista et al., 2006). 

A PCR em tempo real (qPCR) tem por objetivo distinguir e mensurar 

sequências de material genético específicos, mesmo que haja uma quantidade 

mínima na amostra, usando tecnologia de captação da fluorescência, já que durante 

a amplificação os sinais emitidos pela ligação do fluoróforo devem atingir níveis de 

limiar que se correlaciona com a sequência alvo original (Valasek e Repa, 2005).  

A transcrição reversa de qPCR (RT-qPCR) tornou-se padrão na detecção e 

quantificação de alvos de RNA (Gibson, 1996), com vantagens atribuídas ao uso de 

fluoróforos para monitoramento da amplificação dos produtos durante os ciclos de 

PCR, em alguns casos, a combinação da detecção da amplificação de DNA em um 

único ensaio, além da diversidade de alvos que podem ser detectados em diferentes 

amostras, pouca variação entre os ensaios, o que gera resultados reproduzíveis, além 

da capacidade de realização de ensaios quantitativos além dos qualitativos (Halford 

et al., 1999). Esta técnica se diferencia da qPCR porque necessita de um 

procedimento de conversão do RNA em DNA, através de uma DNA polimerase 

dependente de RNA, no caso, a transcriptase-reversa (Bustin, 2002). Após a 

transcrição reversa em DNA complementar (cDNA) realiza-se o ensaio de PCR para 

detecção dos alvos pretendidos. Através do termociclador, pode-se visualizar a 

amplificação em tempo real, quanto mais cedo aparecer a curva de amplificação do 

alvo, significa que o aumento de fluorescência foi detectado mais cedo, com isso, a 
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amostra possui concentrações maiores dos ácidos nucleicos de interesse (Bustin e 

Mueller, 2005). 

Os fluoróforos de uso para detecção dos alvos podem ser não-específicos, 

como SYBR Green, que detectam fitas duplas de DNA (Morrison et al., 1998), se ligam 

a elas e produzem maior fluorescência, detectável pelo aparelho, a desvantagem 

desse método é tornar a especificidade dependente somente dos primers da reação. 

Já sondas fluorescentes são feitas a partir de amplicons específicos que se ligam a 

parte do gene alvo e emite sinal fluorescente somente quando há hibridização com a 

fita complementar, isso faz com que sejam bem mais específicas ao gene de interesse 

(Bustin e Mueller, 2005).  

Outro tipo de ensaio é o multiplex, que permite a detecção de diferentes alvos 

na mesma amostra, geralmente utilizando SYBR Green (Giglio et al., 2003) ou sondas 

específicas (Johnson et al., 2004). Também é possível a realização de nested qPCR, 

que consiste na amplificação de uma amostra que já foi amplificada, para detecções 

de amostras que possuem pouca quantidade do alvo, com o intuito de ter maior 

sensibilidade analítica (Max et al., 2002), utiliza-se para a primeira reação dois primers 

externos e para a segunda, dois internos. 

 

2.5 Justificativa e Objetivos 

 

O conhecimento e a identificação de genes/moléculas cruciais no controle do 

carrapato R. microplus, logo nas fases iniciais de fixação na pele do hospedeiro, 

podem contribuir para a seleção de animais com perfil mais resistente à infestação, 

melhorando a produtividade animal. Ademais, a compreensão do papel dos 

inflamassomas NLRs em bovinos zebuínos e taurinos desafiados por infestações 

como a de R. microplus é importante para avanços no conhecimento que permitem 

desenvolver ferramentas biotecnológicas de combate ao carrapato, especialmente no 

âmbito da modulação da resposta imune inata e melhoramento genético animal. A 

ativação desregulada de NLRs pode levar a danos teciduais excessivos, aumentando 

os efeitos negativos da infestação para seus hospedeiros, além de ter um papel 

importante na transmissão vetorial de patógenos. Portanto, o objetivo do estudo foi 

investigar o papel do inflamassoma em bovinos zebuínos e taurinos, infestados 

artificialmente e de forma controlada com larvas de R. microplus. A resposta 

inflamatória inata foi avaliada através da análise da expressão gênica em biópsias de 
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pele e células de Buffy coat, por meio de RT-qPCR, dos domínios CARD, NOD2 e 

PYD-CARD, que são componentes dos inflamassomas de NOD2, NLRP1, NLRP3, 

NLRC4 e AIM2, além de alvos envolvidos na sua cascata de ativação, como caspase-

1, IL-1β, NF-kB, e NRROS. A expressão gênica foi comparada entre animais taurinos 

e zebuínos e correlacionada com as quantidades de teleóginas presentes em cada 

animal para a caracterização fenotípica. As amostras foram coletadas antes e após a 

primeira e terceira exposição controlada, com quantidades conhecidas e mesma carga 

de larvas infestantes de R. microplus. 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

  

3.1 Ética 

 

A condução do experimento com animais e o delineamento experimental foram 

aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Gado de 

Leite, sob o protocolo nº 8798030820, sob a responsabilidade da pesquisadora Dra. 

Wanessa Araújo Carvalho (CRMV-DF 087319). Esse mesmo processo foi aprovado 

pelo CEUA da Universidade Federal de Viçosa, em 10 de maio de 2023, sob o 

processo nº 24/2023, caracterizando a "não utilização de animais vivos para a 

utilização das amostras provenientes do experimento com animais vivos", sob a 

orientação do professor Dr. Artur Kanadani Campos (CRMV-MG 6542). 

 

3.2 Local 

 

O experimento com animais e a coleta de amostras biológicas foram realizados 

no Laboratório Multiusuário de Bioeficiência e Sustentabilidade da Pecuária (LBMS) 

da Embrapa Gado de Leite, localizado no Campo Experimental José Henrique Bruschi 

(CEJHB), situado na Rodovia MG-133, Km 42, Zona Rural, Coronel Pacheco – Minas 

Gerais (MG). As extrações de RNA, RT-qPCR e qPCR foram realizadas na sede da 

Embrapa Gado de Leite, nos laboratórios de saúde animal e genética molecular, no 

município de Juiz de Fora - MG. 

 

3.3 Animais 
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Foram utilizados 20 bezerros puros de origem (PO), não aparentados, 

provenientes de protocolo de Inseminação Artificial (IA) em 10 vacas da raça Gir e 10 

vacas da raça Holandesa, para nascimentos contemporâneos. Houve 

acompanhamento pré-parto para evitar infestações por carrapatos ou o uso de 

medicamentos que pudessem alterar a resposta imune e metabólica no momento do 

parto. Para as matrizes da raça Gir, foi administrado carrapaticida pour on 60 dias 

antes da previsão de parto. Após isso, elas foram alocadas na baia maternidade, onde 

permaneceram sob constante avaliação. As matrizes da raça Holandesa 

permaneceram no compost barn da fazenda, onde houve vigilância no controle de 

carrapatos e menor infestação, devido às características do alojamento (Andrade, 

2021). 

3.3.1 Nascimento 

Os bezerros, holandeses (7 fêmeas e 3 machos) e Gir (8 fêmeas e 2 machos), 

foram imediatamente separados das matrizes ao nascerem e transferidos para um 

galpão de alvenaria telado, a fim de evitar a entrada de possíveis parasitas 

hematófagos. As baias individuais foram previamente preparadas e limpas com 

desinfetantes (cloro ativo, formol 0,05%), carrapaticida e vassoura de fogo, para evitar 

contaminações por microrganismos, endo e ectoparasitas que pudessem influenciar 

na imunidade dos animais. Além disso, a área possuía medidas de segurança, 

barreira sanitária e manejo controlado de dejetos, com o objetivo de mantê-la livre de 

ectoparasitas hematófagos. 

Ao chegarem ao galpão, foi realizada a cura do umbigo com tintura de iodo a 

10%, a toalete com corte de pelos da cauda e orelhas, além da colostragem. Com o 

intuito de minimizar os efeitos da transferência de imunidade passiva (TIP) nos 

bezerros, padronizou-se a colostragem com Colostro Bovino em Pó (The Saskatoon 

Colostrum Company Ltd., importado pela Alta Genetics do Brasil LTDA), em duas 

fases: I) administração na primeira hora de vida, utilizando 800g da mistura, 

totalizando 200 mg de imunoglobulina; II) oito horas após a primeira administração, 

com a diluição de 400g da mistura, equivalente a 100 mg de imunoglobulina. Ambas 

as doses foram diluídas conforme as recomendações do fabricante e administradas 

por sonda esofágica (Alta Genetics do Brasil®) própria para bezerros. O colostro 

utilizado não possuía anticorpos contra carrapatos e doenças transmitidas por eles, 

visto que é importado do Canadá, onde não há problemas com infestações pelo 

parasito. 
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A eficiência da TIP foi avaliada por meio de refratômetro de proteína sérica 

(PS) e refratômetro de Brix, a partir do soro coletado 24 e 48 horas após a primeira 

administração do colostro, obtendo-se um resultado médio de PS de 6,29 g/dL, com 

desvio padrão (DP) de 0,79, enquanto o valor médio de Brix foi de 9,3%, com DP de 

0,62. 

3.3.2 Manejo de animais experimentais  

Todos os animais foram identificados: os da raça Holandesa com a letra "H" 

seguida dos números "1 a 10", de acordo com a ordem de nascimento, e os da raça 

Gir com a letra "G", seguindo a mesma lógica numérica. Cada animal permaneceu em 

baia individual, separada por ripas de madeira, com balde instalado para livre acesso 

à água e concentrado contendo 19% de proteína bruta. 

Diariamente, todos os bezerros receberam 6 litros de leite integral, divididos 

em duas refeições, uma pela manhã e outra à tarde, por meio de milkbar®, apoiados 

em suporte adequado nas baias, até os 60 dias de vida. Após o desmame, os animais 

passaram a receber silagem junto ao concentrado. 

Quanto à limpeza, todas as baias foram higienizadas, com reposição da 

maravalha suja ou molhada, ao menos duas vezes ao dia, mantendo a altura 

adequada de 20 cm para o conforto dos animais. As demais áreas foram varridas ou 

lavadas, sempre que necessário, com água, sabão e água sanitária. Todos os 

milkbar® foram mantidos de molho em solução de cloro a 5% para desinfecção, após 

serem lavados com água e detergente, após cada refeição. Aos 30 dias de idade, 

todos os animais passaram por mochação (Adcock and Tucker, 2018), realizada com 

o bloqueio do nervo cornual com lidocaína, queima por ferro quente e administração, 

por dois dias, de anti-inflamatório (flunixim meglumine) para alívio da dor. 

Uma bezerra da raça Holandesa faleceu devido a uma perfuração 

diafragmática após a realização de biópsias no fígado. Todos os animais passaram 

por essas coletas com o objetivo de avaliação para uma outra etapa do experimento. 

Um animal da raça Gir foi excluído das análises laboratoriais porque apresentou 

diversos problemas de cicatrização e desenvolvimento zootécnico abaixo do esperado 

em relação aos outros de sua raça. Portanto, o número de amostras avaliadas no 

experimento foi de nove animais em cada grupo. 

A uniformização de todos os protocolos de manejo foi estabelecida com o 

propósito de mitigar interferências externas em cada espécime, visando minimizar o 

impacto iatrogênico nas análises subsequentes. Dessa forma, buscou-se avaliar as 
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discrepâncias genéticas e individuais de maneira mais precisa e isenta de influências 

externas. 

3.3.3 Coletas e infestações  

Todos os animais foram submetidos a três protocolos de infestação artificial 

com larvas de R. microplus, aproximadamente aos quatro, cinco e sete meses de vida. 

Na primeira infestação, utilizaram-se 10.000 larvas do carrapato, enquanto nas 

infestações subsequentes foram utilizadas 20.000 larvas. Todas as larvas 

empregadas nas infestações estavam livres dos agentes etiológicos responsáveis 

pela Tristeza Parasitária Bovina. 

Devido à falta de recursos financeiros, este estudo realizou as análises de 

expressão gênica apenas na primeira e na terceira infestação. O objetivo foi 

caracterizar as respostas dos organismos à primeira exposição ao parasito e após 

infestações repetidas. 

As coletas, realizadas imediatamente antes da infestação e 48 horas após, 

consistiram em amostras de sangue, obtidas por venopunção da jugular em tubos 

contendo ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), e em biópsias de pele através de 

punch dermatológico. Todas as amostras foram encaminhadas, sob refrigeração, para 

o laboratório na sede da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora – MG. A linha do 

tempo na Figura 4 demonstra as infestações e coletas: 

 

Figura 4 – Linha do tempo das infestações artificiais e coletas de amostras (Fonte: Elaboração 

própria) 
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Para a separação de leucócitos do sangue periférico (buffy coat ou camada 

leucocitária), os tubos coletados foram centrifugados a 2400 g/10 minutos (min) em 

temperatura ambiente (TA). Após a centrifugação, a camada leucocitária 

(aproximadamente 500 µL por tubo de coleta) foi cuidadosamente retirada e as células 

foram transferidas para um tubo de 50 mL, no qual se adicionaram quatro vezes o 

volume coletado de tampão ACK (0,144M de NH4Cl+ 0,01M de NH4HCO3). O tubo 

foi gentilmente agitado por inversão (30 vezes) e incubado por 2 minutos para a lise 

completa das hemácias. Em seguida, foi adicionado o dobro do volume de PBS para 

lavagem das células, seguido de nova centrifugação a 2400 g/10 min em TA. O 

sobrenadante foi descartado por inversão, e o procedimento de lavagem foi repetido 

mais uma vez, seguido da ressuspensão das células em 1 mL de PBS contendo 1% 

de soro fetal bovino inativado. As células foram contadas em solução de azul de tripan, 

separando-se 5x10⁶ células por amostra em microtubos de 1,5 mL. Os tubos foram 

novamente centrifugados a 5.000 g por 10 minutos a 4 Graus Celsius (ºC), o 

sobrenadante foi descartado por inversão e as células (5x10⁶ por animal) foram 

ressuspensas em RNA Cell Protection ou RNA Later (1 mL por amostra). As células 

foram acondicionadas na geladeira por 24 horas e, posteriormente, congeladas a -80 

ºC para extração futura de RNA. 

Além da coleta de sangue, foram realizadas biópsias de pele com punch 

dermatológico (6 milimetros), coletando-se fragmentos de pele de cada animal antes 

e após cada infestação (48 horas). As coletas antes e após a infestação foram 

realizadas em locais próximos à região principal de soltura dos carrapatos (tábua do 

pescoço). Antes da realização das biópsias, que possuem baixa invasividade, os pelos 

dos animais foram cortados com tesoura para reduzir a contaminação das amostras, 

sem, contudo, induzir qualquer lesão epitelial prévia. Em cada fragmento, foi 

adicionado RNA Later (1 mL por amostra, Ambion, Carlsbad, EUA), seguido de 

acondicionamento em geladeira por 24 horas e congelamento a -20 °C, para posterior 

extração de RNA e qRT-PCR com o objetivo de identificar os alvos pretendidos.  

 

3.3.4 Contagem de teleóginas  

Vinte e um dias após a infestação artificial, realizou-se a contagem de 

teleóginas no lado esquerdo dos animais do experimento, utilizando o Método 

Simplificado de Contagem (Veríssimo e Oliveira, 1994). Essa contagem foi efetuada 

por meio da inspeção individual de cada animal, obtendo-se os valores referentes à 
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quantidade de carrapatos ingurgitados, com o ciclo parasitário completo, para cada 

animal e infestação. 

 

3.4 Metodologia da RT-qPCR 

 

a. Extração de RNA em biópsias de pele 

Para a extração do RNA da pele, foram realizados alguns testes com o 

objetivo de verificar qual metodologia resultaria em melhor aproveitamento e 

quantificação das amostras, uma vez que o tecido possui uma alta concentração de 

queratina e apresenta dificuldades para homogeneização. Assim, foram empregadas 

três técnicas de extração: o kit RNeasy Mini-Kit (Qiagen®), o kit RNeasy Fibrous 

Tissue (Qiagen®) e o método Trizol (fenol-clorofórmio) com auxílio do equipamento 

Tissue Ruptor (Qiagen®). Optou-se pela extração utilizando o método Trizol devido 

ao seu maior rendimento. Embora o método apresentasse mais impurezas nas 

amostras, as concentrações finais de RNA foram iguais ou superiores em comparação 

com o kit, além de ser economicamente mais viável (Apêndice A). 

No protocolo de extração com Trizol e clorofórmio, pesaram-se 50 mg de cada 

biópsia de pele, que foram fragmentadas em pedaços menores com auxílio de uma 

tesoura cirúrgica e colocadas em microtubos contendo 1 mL de Trizol. Em seguida, 

cada amostra foi homogeneizada com o Tissue Ruptor e incubada, em temperatura 

ambiente, por 5 minutos. Após isso, adicionou-se 0,2 mL de clorofórmio, agitou-se 

manualmente durante 15 segundos e realizou-se uma incubação por 2 minutos. As 

amostras foram centrifugadas a 11.000 g/15 min a 4 ºC, separando-se a fase aquosa, 

onde permaneceu o RNA, para um novo microtubo. Adicionou-se 1,5 µL de glicogênio 

livre de RNase (fabricante) e 500 µL de álcool isopropílico. As amostras foram 

incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos e, em seguida, centrifugadas a 

11.000 g por 10 minutos a 4 ºC para formação do pellet de RNA. O sobrenadante foi 

removido e adicionou-se 1 mL de etanol a 75% gelado, seguido de homogeneização 

em vórtex e centrifugação a 7.500 g por 5 minutos a 4 ºC. Após a remoção do álcool 

remanescente, que foi evaporado em temperatura ambiente, as amostras foram 

ressuspendidas em 50 µL de água ultrapura isenta de RNase. Incubaram-se as 

amostras em banho-maria a 55 ºC por 10 minutos. Após essa etapa, as amostras 
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foram transferidas para microtubos menores e armazenadas, em alíquotas, em 

ultrafreezer a -80 ºC. 

 

b. Extração de RNA em células de Buffy coat 

Para as amostras de buffy coat, seguiu-se o protocolo de extração de RNA 

utilizando o kit RNeasy Mini-Kit, conforme as recomendações do fabricante (Qiagen®). 

As amostras foram retiradas do freezer, descongeladas e centrifugadas por 10 

minutos. O sobrenadante contendo RNA Later foi descartado, restando as células da 

capa leucocitária. Em seguida, para a ruptura das células, o microtubo foi colocado 

em nitrogênio líquido até o congelamento. Adicionou-se 600 µL do tampão de lise e 

utilizou-se uma agulha e seringa estéril (1 mL) para a homogeneização da amostra. 

Adicionou-se então 600 µL de etanol 70% e misturou-se bem com uma pipeta. 

Transferiu-se 700 µL da amostra para uma coluna em um tubo de coleta de 2 

mL, que foi centrifugada a 8.000 g por 30 segundos. O conteúdo do tubo de coleta foi 

descartado e adicionou-se 350 µL de tampão RW1 à coluna, que foi centrifugada 

novamente a 8.000 g por 30 segundos. O líquido de coleta foi descartado. Adicionou-

se 80 µL de DNase I (10 µL da solução estoque de DNase I em 70 µL de tampão RDD) 

e deixou-se agir por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se 350 µL de tampão RW1 à 

coluna, que foi centrifugada a 8.000 g por 30 segundos, e o eluído foi descartado. 

Acrescentou-se 500 µL de RPE à coluna, que foi centrifugada a 8.000 g por 

30 segundos para a lavagem da coluna, e o conteúdo do tubo de coleta foi descartado. 

Adicionou-se mais 500 µL de RPE à coluna e centrifugou-se a 8.000 g por 2 minutos, 

descartando-se o conteúdo do tubo. A coluna foi removida cuidadosamente do tubo 

de coleta e colocada em um novo tubo de 2 mL. Centrifugou-se a coluna por um 

minuto na velocidade máxima para eliminar qualquer resíduo de RPE. 

Para a eluíção, transferiu-se a coluna para um tubo de coleta de 1,5 mL, 

pipetou-se 30 µL de água RNase-free diretamente no centro da membrana da coluna 

e centrifugou-se a 8.000 g por 1 minuto. Após a extração, manteve-se as amostras 

em freezer a -80 ºC. Uma alíquota de 1 µL foi utilizada para quantificação no 

Nanodrop. 

 

3.4.1 Quantificação e qualidade do RNA em amostras de pele e Buffy coat  
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A quantificação do RNA foi realizada utilizando o espectrofotômetro Nanodrop 

(Thermo Scientific), o qual revelou concentrações adequadas de RNA em todas as 

amostras. A integridade e a qualidade do RNA foram avaliadas por meio de 

eletroforese capilar no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Os 

eletroferogramas gerados demonstraram perfis consistentes, com picos nítidos e 

ausência de sinais de degradação significativa. Para avaliar a degradação, o software 

do equipamento utilizou o cálculo do Índice de Integridade do RNA (RIN), baseado na 

eletroforese em gel capilar, que varia de 1 a 10, onde 1 indica uma amostra totalmente 

degradada e 10 indica uma amostra totalmente conservada. Foram considerados 

valores de alta qualidade aqueles entre 3 e 7 (Fleige e Pfaffl, 2006). 

 

3.4.2 Síntese cDNA (DNA complementar) 

Após a extração do RNA, as amostras foram submetidas à transcrição reversa 

para a síntese de cDNA. Utilizou-se o kit GoScript™ Reverse Transcriptase 

(Promega®), seguindo as recomendações do fabricante. Para cada amostra, 

adicionaram-se 4 µL da amostra de RNA, 1 µL de primer Oligo dT e 1 µL de Água 

Nuclease-Free. A reação foi incubada a 70ºC por 5 minutos, depois retirada e 

imediatamente colocada sobre gelo por 5 minutos. Em seguida, a placa de amostras 

foi centrifugada brevemente por 10 segundos. 

Adicionou-se a cada amostra 4 µL de GoScript™ 5X Reaction Buffer, 1,5 µL 

de MgCl2, 1 µL de PCR Nucleotide Mix, 0,5 µL de Recombinant RNasin® 

Ribonuclease Inhibitor (40 µ/µL), 1 µL de GoScript™ Reverse Transcriptase e 7 µL de 

Nuclease-Free Water. A reação foi incubada em um termociclador nas seguintes 

condições: 25ºC por 5 minutos, 42ºC por 60 minutos e 70ºC por 15 minutos, para 

permitir a retrotranscrição eficiente do RNA em cDNA. Após a transcrição reversa, as 

amostras foram armazenadas em um freezer a -20 ºC. 

 

3.4.3 PCR em tempo real para amplificação de alvos 

a. Alvos de amplificação e Primers 

Os alvos pretendidos, tanto para análise quanto para controles endógenos, 

foram escolhidos com base no guia para realização de PCR (Bustin et al., 2005). Para 

a padronização das biópsias de pele, optou-se pelos genes Gliceraldeído-3-Fosfato 

Desidrogenase (GAPDH) e β-actina (Konnai et al., 2003; McGuire et al., 2004; 

Robinson et al., 2007), que apresentaram maior estabilidade e valor de M menor que 
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0,5. Esses genes também foram mencionados em trabalhos anteriores sobre 

expressão de citocinas e demonstraram boa estabilidade em fibroblastos bovinos 

(Toorani et al., 2021). O GAPDH é uma enzima envolvida na glicólise e no 

metabolismo celular, sendo expressa de maneira constitutiva em muitos tipos 

celulares, o que a torna uma referência útil, por ser facilmente detectada e apresentar 

menor variabilidade de expressão em diferentes condições. A β-actina, envolvida no 

citoesqueleto celular, assim como o GAPDH, está presente em diversos tecidos, 

facilitando sua utilização como controle em diferentes tipos de amostras (Lin e Redies, 

2012). 

Para o buffy coat, os genes endógenos escolhidos foram Proteína Ribossomal 

Ácida 60S P0 (RPLP0) e Ubiquitina (Robinson et al., 2007; Ragni et al., 2013; Daibert 

et al., 2020; Verma et al., 2022). O RPLP0 é uma proteína ribossomal envolvida na 

síntese de proteínas, com função de tradução, e está frequentemente detectada 

devido à sua abundância e presença em diversos tecidos, facilitando a quantificação 

de RNA mensageiro (mRNA) (Ishii et al., 2006). A ubiquitina, envolvida no processo 

de marcação para degradação proteica, é estável em diferentes tipos celulares 

(Ciechanover, 2015). 

Os alvos escolhidos para a avaliação da cascata de oligomerização do 

inflamassoma NLR foram NOD2 e CARD, componentes precursores da ativação. 

Foram analisadas também as estruturas dos inflamassomas do tipo NLRs, como o 

domínio PYD-CARD (NLRs), FIIND (NLRP1) e HIN (AIM2), com o objetivo de 

diferenciação, além de caspase-1 e IL-1β, produtos diretos da ativação. Incluíram-se 

também NFκB e NRROS, genes que podem estar relacionados à ativação de 

inflamassomas, além dos produtos gerados pela ativação, como CASP1 e IL-1β. Os 

genes de NOD2 (NCBI Reference Sequence: XM_005218467.5), CARD (NCBI 

Reference Sequence: AB050006.1), PYD-CARD (Uniprot sequence: 

[https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8HXK9/entry#sequences](https://www.uniprot.or

g/uniprotkb/Q8HXK9/entry#sequences); Éxons: 

[https://www.ensembl.org/Bos_taurus/Gene/Sequence?db=core;g=ENSBTAG00000

020535;r=25:27285066-

27286532](https://www.ensembl.org/Bos_taurus/Gene/Sequence?db=core;g=ENSB

TAG00000020535;r=25:27285066-27286532)) e NLRP1 (Uniprot: 

[https://www.uniprot.org/uniprotkb/E1BNN6/entry](https://www.uniprot.org/uniprotkb/E

1BNN6/entry); Éxons: 
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[https://www.ensembl.org/Bos_taurus/Gene/Sequence?db=core;g=ENSBTAG00000

020433;r=19:26027813-

26059756](https://www.ensembl.org/Bos_taurus/Gene/Sequence?db=core;g=ENSB

TAG00000020433;r=19:26027813-26059756)) foram desenhados em regiões de 

junção éxon-éxon das proteínas, aumentando a possibilidade de detecção pela RT-

qPCR, uma vez que as regiões removidas por splicing (íntrons) não são expressas 

em mRNA. O AIM2 (NCBI Reference Sequence: XM_024990372.1) foi desenhado a 

partir da sequência proteica encontrada para a região HIN específica do 

inflamassoma, utilizando a base de dados. A sequência proteica foi convertida em 

sequência gênica e os primers foram desenhados a partir da sequência de 

nucleotídeos. Como não foram encontradas sequências genéticas em bases de dados 

e não havia região para bovinos na época, os primers não amplificaram no teste de 

eficiência. A Figura 5 demonstra as junções proteicas que formam os inflamassomas. 

 

Figura 5 – Sinais de perigo ou componentes microbianos que levam a ativação de inflamassomas. Os 

desenhos dos primers foram realizados nas regiões destacadas em vermelho (Fonte: Adaptado de 

https://adipogen.com/inflammasomes/) 

 

 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  

 

https://adipogen.com/inflammasomes/


44 
 

 

Para desenho dos primers, a sequência de aminoácidos das proteínas foi 

acessada através da base de dados Uniprot https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A3

Q1MUY5/entry), buscou-se também através do GeneBank 

(htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov), copiou-se todas as sequências FASTA para o domínio 

da proteína, seguidamente, utilizou-se o software Mega11 para determinação das 

regiões éxon-éxon, na molécula de cDNA, complementar ao mRNA, observando-se 

as regiões conservadas do gene. Realizou-se uma busca no GeneBank, mais uma 

vez, afim de encontrar as sequências de nucleotídeos dos domínios da proteína alvo, 

a partir disso, com o auxílio do código genético e da sequência conservada da 

proteína, buscou-se a região em que se encontrava a tradução do gene. Com a região 

da sequência de nucleotídeos encontrada, o desenho dos nucleotídeos para o RT-

qPCR foram realizados pelo programa online Primer3Plus 

(https://www.primer3plus.com/index.html), em que as condições de anelamento, 

temperatura de dissociação, porcentagem dos ácidos nucleicos citocina e guanina 

(CG) foram verificados. Após a obtenção dos oligonucleotídeos, buscou-se a 

especificidade por sequências bovinas dos pares de primers, realizado pela 

ferramenta Blastn 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast

&PAGE_TYPE=BlastSearch). Primers que mostraram alta similaridade de sequências 

com outras espécies foram descartados. As sequências de CASP1, IL-1β, NFκB e 

NRROS e os primers endógenos já haviam sido desenhadas anteriormente por 

Daibert et al. (2020). A Tabela 1 demonstra as sequências de primers utilizadas. 

 
Tabela 1 – Sequências de primers utilizadas no experimento 

 

Genes Primers  Tm ºC 

    
Nucleotide-Binding Oligomerization 

Domain 2 (NOD2) 

CCCTGGAAGAACTCTGCCTG 
AAGTGTTTCCTCGGAGCCAG 

F 
R 

60 
60 

Caspase Activation and Recruitment 
Domain (CARD) 

CACTTTGTGGACCAGCATCG 

CCAGGCTGGAGAAAAGCTGA 

F
R 

59,5 
60 

Pyrin domain (PYD) and caspase 
recruitment domain (CARD) (PYD-CARD) 

ACTATCTGGAGGCGTACGGT 
TTGTCCGAACTAGTGCGCTC 

F
R 

60,1 
60,4 

Nod-Like Receptor family pyrin domain 
containing 1 (NLRP1) 

CCACCTCTACCTGATCCCCA 
AGCAGAGCTCCAATTCCTCG 

F
R 

60 
59,8 

Absent in Melanoma-2 (AIM2) GCTGAAGTGCCTCTGACAAA 
ACACACCAGGGAAATCAGCA 

F 
R 

58,4 
59,5 

Interleucina 1-β (IL-1β) CAGTGCCTACGCACATGTCT F 57,5 

https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A3Q1MUY5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A3Q1MUY5/entry
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch
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AGAGGAGGTGGAGAGCCTTC R 58,2 

Caspase-1 (CASP1) ACCCATACCATCCCTTGCTT 
GCTGGCATTTGTGGGAAGAA 

F 
R 

59,9 
60 

Negative Regulator of Reactive Oxygen 
Species (NRROS) (NM_001034391.1) 

TCATATCCAGGAAGCGGAGACT 
CGAGAAGGGCCGGAAGAC 

F 
R 

63,2 
64,5 

Factor Nuclear kappa B (NF-Κb) 
(NM_001102101.1) 

ATCTTGGCAGGTCCCTCGTA 
CCAATGCGTGTGCCTGAA 

F 
R 

63,8 
64,7 

Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P0 
(RPLP0) (NM_001012682) 

CAACCCTGAAGTGCTTGACAT 

AGGCAGATGGATCAGCCA 

F
R 

62,9 
63 

Ubiquitina (XM_005217976) GGCAAGACCATCACCCTGGAA 

GCCACCCCTCAGACGAAGGA 

F
R 

66,3 
67,5 

Glyceraldehyde-3- 
Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) 

(NM_001034034) 

GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA 
CCCTCCACGATGCCAAAGT 

F
R 

56,8 
57,8 

β-actina AGCAAGCAGGAGTACGATGAGT 
ATCCAACCGACTGCTGTCA 

F
R 

52,7 
53,5 

    
Tm – Temperatura de melting; F – forward; R – reverse (Fonte: Elaboração própria) 

 

b. Padronização PCR em tempo real e cálculos de expressão gênica 

A padronização das reações de RT-qPCR visou o estabelecimento das 

condições de amplificação das amostras e primers utilizados (Tabela 2). Para tal, 

utilizou-se um pool equimolar das amostras de cDNA provenientes de das biópsias de 

pele e, outro para as células de Buffy coat. Foram testadas cinco quantidades de 

amostras de cDNA do pool, para Buffy coat utilizou-se 8 nanogramas (ng), 4 ng, 2 ng, 

1 ng, 0,5 ng, já para pele 32 ng, 16 ng, 8 ng, 4 ng, 2 ng, com primers a 100 nM e 200 

nM em triplicata. As condições de amplificação foram: 2 minutos a 50ºC, 2 minutos a 

95ºC, seguido de 40 ciclos (90ºC / 15 segundos, 63ºC / 30 segundos e 60ºC / 30 

segundos). Após a conclusão de cada reação, a curva de dissociação (melting point) 

foi examinada para garantir que cada reação tenha amplificado um fragmento único. 

Os valores de Ct (Cycle threshold), por sua vez, indicaram o número de ciclos de PCR 

nos quais o sinal de fluorescência atingiu o limiar da curva de amplificação.  

Para cada gene, foi selecionada a condição ótima de concentração de primer 

e amostra de cDNA, garantindo eficiência entre 90% e 110% para todos os genes, 

tanto os alvos quanto os controles endógenos conforme preconizado por Bustin et al. 

(2005). A eficiência da reação é indicativa de bom desempenho em RT-qPCR (Wong 

e Medrano, 2005). O cálculo da eficiência baseou-se em uma análise de regressão 

linear simples dos valores de Ct em relação ao logaritmo das concentrações de cDNA, 
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resultando no slope (inclinação da reta). A eficiência para cada conjunto de primers 

foi então calculada usando a seguinte equação:  

E = (10-1/slope-1) x 100; 

em que E é a eficiência da reação (Pfaffl, Horgan e Dempfle et al., 2002). 

Um slope de -3,32 indica reação de eficiência 2, ou seja, de 100%, sugerindo 

que a quantidade de produto formado deve dobrar a cada ciclo. Inclinações inferiores 

a -3,32 sinalizam reações com eficiência inferior a 100%, enquanto inclinações 

superiores a -3,32 podem indicar problemas de qualidade de amostra ou pipetagem 

(Applied Biosystems, 2004).  

Após a estabilização das condições reacionais para o experimento, as 

amplificações foram realizadas, em duplicata, para cada alvo analisado. Cada reação 

possuiu volume total de 10 µL, contendo quantidades variáveis de cDNA, conforme 

estabelecido pelo teste de eficiência, primers forward e reverse, 5 µL de Power Up 

SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e 

água nuclease free. As condições de amplificação foram: 2 minutos a 50 ºC, 2 minutos 

a 95ºC, seguido de 40 ciclos (90ºC / 15 segundos, 63ºC / 30 segundos e 60ºC / 30 

segundos) no termociclador ABI Prism 7500 fast (Applied Biosystems, Foster City, 

Califórnia, EUA).  

 

3.5 Avaliação estatística  

 

Calculou-se os valores médios de Ct do gene alvo e dos controles endógenos 

para cada amostra do programa ABI Real Time PCR 7500 v2.3 (Applied Biosystems, 

Foster City, Califórnia, EUA). Os resultados foram transferidos para uma planilha no 

software Microsoft Excel e realizou-se o cálculo dos valores de ΔCt. Para isso, a 

diferença entre o Ct alvo e a média geométrica dos Cts dos controles endógenos (Ct 

endógenos), tidos como referência, foram calculadas para cada tempo de infestação 

e animal conforme normalizando-se os dados de expressão através da fórmula:  

ΔCt = Ct alvo – Ct endógenos. 

Para comparação entre os tempos de infestação, em que cada animal era 

comparado a ele mesmo, entre o seu grupo antes e pós infestação específico, o 

resultado de ΔCt foi utilizado. Através dele, pelo software GraphPad Prism versão 

8.4.2 (GraphPad Programa, La Jolla, Califórnia, EUA), realizou-se o teste de 

identificação de outliers, excluindo-os da análise quando presentes, e posteriormente 
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realizando o Teste pareado de T. Os dados de ΔCt foram correlacionados às 

contagens de carrapato individuais, pela Correlação de Spearman, por meio do 

software Graphpad Prism versão 8.4.2.  

Para comparação da diferença de expressão apresentada entre as raças 

taurina e zebuína realizou-se o cálculo do ΔΔCt, onde o ΔCt da amostra pós-

infestação (ΔCt PI) foi subtraído do ΔCt da amostra antes da infestação (ΔCt AI), 

através da fórmula: 

 ΔΔCt = ΔCt PI - ΔCt AI,  

a partir disso, as médias da variação da expressão gênica foram analisadas 

no software GraphPad Prism versão 8.4.2 (GraphPad Programa, La Jolla, Califórnia, 

EUA) através do Teste não pareado de T, avaliando-se as médias dos grupos. Adotou-

se p <0,05 para representação das diferenças significativas analisadas. Dados outlier 

foram excluídos pelo programa pelo método de Rout (Q=1%). 

   

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Transferência de Imunidade Passiva 

Os resultados de TIP por PS demonstraram média de 6,29 g/dL, e desvio 

padrão (DP) de 0,79, enquanto em Brix a média permaneceu em 9,3% com DP de 

0,62. Segundo a literatura, os pontos de corte estimados, para uma excelente TIP 

através da colostragem estão acima de 6,2 g/dL em refratômetro de proteína sérica e 

9,4% em refratômetro de Brix em, pelo ao menos, 40% do rebanho. Valores entre 5,8 

e 6,1 g/dL ou 8,9 e 9,3% atingem valores bons de colostragem, desde que atinja, ao 

menos, 30% do rebanho (Souza et al., 2021). Valores abaixo do estabelecido são 

considerados regulares e ruins, o que foge ao padrão aconselhado de TIP e aos 

critérios de manejo estabelecidos na fazenda experimental. De acordo com os dados 

obtidos pelas análises, todos os animais do experimento obtiveram TIP satisfatória. 

  

4.2 RT-qPCR 

4.2.1 Quantificação do RNA em amostras de pele e Buffy coat 

A quantificação do RNA foi realizada utilizando o espectrofotômetro Nanodrop 

(Thermo Scientific; Apêndice A), o qual revelou concentrações adequadas de RNA em 
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todas as amostras, indicando uma quantidade suficiente para as análises 

subsequentes tanto em pele (Tabela 2) quanto em buffy coat (Tabela 3). 

 

Tabela 2 – Quantificação de RNA em ng/µL das amostras extraídas em pele pelo 

equipamento Nanodrop 

 

Infestação Amostra ng/µl A260 A280 260/280 260/230 

  G1  221,98 5,549 2,995 1,85 0,72 
AI1  G2  213,38 5,335 2,729 1,95 1,4 

 G3 19 0,476 0,317 1,5 0,18 
  G4  304,12 7,603 3,937 1,93 1,34 
 G5 23,3 0,583 0,392 1,49 0,44 
  G6  128,06 3,201 1,682 1,9 0,73 
  G7  128,2 3,205 1,671 1,92 1,01 
 G8 17,3 0,433 0,299 1,45 0,41 
  G9  193,51 4,838 2,553 1,9 0,93 
  H1  188,1 4,703 2,487 1,89 1,26 
  H4  46,6 1,165 0,625 1,86 1,11 
  H6  104 2,6 1,323 1,97 0,74 
  H7  35,68 0,892 0,573 1,56 0,36 
  H8  7,35 0,184 0,136 1,35 0,11 
  H9  66,12 1,653 0,746 2,22 0,8 

PI1  H1  16,95 0,424 0,187 2,26 0,97 
  H4  188,88 4,722 2,403 1,97 1,3 
  H6  66,65 1,666 0,871 1,91 1,23 
  H7  9,41 0,235 0,099 2,37 0,21 
  H8  206,62 5,165 2,684 1,92 1,7 
  H9  280,58 7,014 3,723 1,88 0,88 
  G1  175,05 4,376 2,305 1,9 0,53 
  G2  180,55 4,514 2,387 1,89 0,54 
 G3 21,3 0,532 0,332 1,6 0,76 
  G4  213,94 5,348 2,817 1,9 0,55 
 G5 23,9 0,598 0,37 1,62 0,24 
  G6  215,38 5,385 2,823 1,91 0,82 
  G7  219,33 5,483 2,876 1,91 0,55 
 G8 31 0,775 0,505 1,53 0,45 
  G9  285,18 7,129 3,708 1,92 0,73 

AI3  G1  104,73 2,618 1,337 1,96 1,11 
  G2  13,99 0,35 0,194 1,8 0,34 
  G4  10,75 0,269 0,156 1,72 0,34 
  G6  60,39 1,51 0,795 1,9 0,67 
  G7  385,56 9,639 5,105 1,89 1,97 
  G9  214,31 5,358 2,794 1,92 1,11 
  H1  244,04 6,101 3,224 1,89 1,71 
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 H2 180,6 4,516 2,54 1,78 0,53 
  H4  322,28 8,057 4,171 1,93 1,75 
  H6  317,55 7,939 4,17 1,9 1,11 
  H7  290,59 7,265 3,832 1,9 1,12 
  H8  229,07 5,727 3,032 1,89 1,14 
  H9  238,09 5,952 3,137 1,9 1,48 
 H10 113,2 2,831 1,653 1,71 0,34 
 H11 312,3 7,806 4,007 1,95 1,12 

PI3  G1  217,1 5,427 2,847 1,91 1,34 
  G2  22 0,549 0,299 1,83 0,29 
  G4  33,2 0,83 0,437 1,9 0,59 
  G6  112,2 2,806 1,482 1,89 1,02 
  G7  186,8 4,671 2,496 1,87 1,13 
  G9  357,1 8,928 4,661 1,92 1,27 
  H1  366,3 9,157 4,97 1,84 1,28 
 H2 107,9 2,698 1,623 1,66 0,46 
  H4  371 9,275 4,958 1,87 1,14 
  H6  296,2 7,406 3,921 1,89 1,36 
  H7  179,8 4,495 2,349 1,91 0,91 
  H8  282,9 7,073 3,68 1,92 1,51 
  H9  736,5 18,411 9,405 1,96 1,84 
 H10 58,2 1,454 0,886 1,64 0,37 
 H11 162,9 4,073 2,341 1,74 0,81 

       
AI-1 – antes da primeira infestação; PI-1 – após a primeira infestação; AI3 – antes da terceira 

infestação; PI3 – após a terceira infestação  
 

Tabela 3 – Quantificação de RNA em ng/µL das amostras extraídas em Buffy coat 

pelo equipamento Nanodrop 

 

Infestação Amostra ng/ul A260 A280 260/280 260/230 

AI1 G1 101,57 2,539 1,273 1,99 0,65 
 G2 110,16 2,754 1,325 2,08 1,82 
 G3 29,5 * * * * 
 G4 57,22 1,431 0,701 2,04 2,07 
 G5 129 * * * * 
 G6 77,99 1,95 0,958 2,04 0,4 
 G7 29,16 0,729 0,351 2,08 0,43 
 G8 57 * * * * 
 G9 108,76 2,719 1,327 2,05 0,36 
 H1 107,14 2,678 1,314 2,04 2,07 
 H2 69,8 1,745 0,856 2,04 1,41 
 H4 166,37 4,159 2,053 2,03 0,94 
 H6 154,33 3,858 1,893 2,04 2,69 
 H7 147,19 3,68 1,796 2,05 1,84 
 H8 194,62 4,865 2,453 1,98 1,94 
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 H9 105,14 2,629 1,293 2,03 2,37 
 H10 217,7 * * * * 
 H11 97,8 * * * * 

PI1 G1 94,72 2,368 1,17 2,02 1,69 
 G2 79,22 1,981 0,982 2,02 1,31 
 G3 86,6 2,166 1,031 2,10 0,92 
 G4 80,9 2,022 1,007 2,01 1,47 
 G5 91,5 * * * * 
 G6 68,72 1,718 0,877 1,96 1,36 
 G7 93,06 2,327 1,157 2,01 0,91 
 G8 78,9 * * * * 
 G9 74,75 1,869 0,923 2,02 1,33 
 H1 155,19 3,88 1,93 2,01 1,97 
 H2 86,8     
 H4 107,28 2,682 1,298 2,07 1,5 
 H6 161,34 4,034 2,018 2 2,25 
 H7 46,43 1,161 0,544 2,13 1,78 
 H8 69,78 1,744 0,859 2,03 1,92 
 H9 45,97 1,149 0,561 2,05 0,46 
 H10 55,9 * * * * 
 H11 57,6 * * * * 

AI3 G1 119,42 2,985 1,415 2,11 1,75 
 G2 59,69 1,492 0,758 1,97 1,74 
 H2 64 * * * * 
 G4 419,37 10,484 5,17 2,03 1,96 
 G6 447,44 11,186 5,552 2,01 2,08 
 G7 95,02 2,376 1,265 1,88 1,5 
 G9 197,67 4,942 2,409 2,05 1,6 
 H1 92,7 2,318 1,12 2,07 1,46 
 H4 320,57 8,014 3,911 2,05 1,76 
 H6 116,98 2,924 1,42 2,06 1,94 
 H7 182,69 4,567 2,206 2,07 2,06 
 H8 152,7 3,818 1,862 2,05 2,16 
 H9 273,34 6,834 3,321 2,06 2,24 
 H10 23 * * * * 
 H11 85,3 * * * * 

PI3 G1 187,2 4,68 2,272 2,06 2,29 
 G2 108,18 2,704 1,308 2,07 1,71 
 G3 86,6 * * * * 
 G4 256,71 6,418 3,141 2,04 1,87 
 G5 71,3 * * * * 
 G6 175,61 4,39 2,155 2,04 2,27 
 G7 24,41 0,61 0,333 1,83 1,57 
 G8 61,1 * * * * 
 G9 121,47 3,037 1,483 2,05 2,38 
 H1 294,69 7,367 3,6 2,05 1,86 
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 H2 38,2 * * * * 
 H4 220,22 5,506 2,687 2,05 1,43 
 H6 170,61 4,265 2,114 2,02 1,98 
 H7 175,27 4,382 2,117 2,07 0,66 
 H8 139,27 3,482 1,702 2,05 1,94 
 H9 200,33 5,008 2,448 2,05 1,44 
 H10 58,3 * * * * 
 H11 49,1 * * * * 
       

 AI1 – antes da primeira infestação; PI1 – após a primeira infestação; AI3 – antes da terceira 
infestação; PI3 – após a terceira infestação; * – dados não demonstrados 

 

A integridade e qualidade do RNA foram avaliadas em 20 amostras aleatórias 

de pele e 10 amostras de buffy coat por meio de eletroforese capilar no equipamento 

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).  Para a avaliação da degradação, o software 

do equipamento utiliza o cálculo do RIN, obtendo média de 5,2. Como o RIN 

considerado intacto é superior a 7,5 enquanto o degradado é inferior a 3 (Fleige et al., 

2006), pôde-se considerar que, para análises de RT-qPCR, as amostras estavam 

conservadas. Os eletroferogramas gerados demonstraram perfis consistentes (Figura 

5), com picos 18s e 28s nítidos.  

 

Figura 5 – Eletroforeograma representativo de amostras aleatórias de RNA de Buffy coat e pele 

gerados pelo Bioanalyzer 2100. As amostras de Buffy coat foram extraídas pelo Kit RNeasy e pele 

através do método de Trizol. HPB – Holandês Preto e Branco, BC – Buffy coat, P – pele. 



52 
 

 

 

 

4.2.2 Padronização dos alvos 

Os valores obtidos para a eficiência dos primers, tanto endógenos quanto 

alvos de análise, estão elencados na Tabela 4, indicando as concentrações, volumes 

e temperaturas de melting averiguadas. Os primers para o inflamassoma AIM2 não 

amplificaram em pele ou buffy coat, apesar de os resultados in silico terem sido 

eficientes (Apêndice B). Em relação aos primers de IL-1β, estes demonstraram 

eficiência em buffy coat (103,62%), mas foram ineficientes em pele (82,43%); 

portanto, a amplificação nessas amostras não foi realizada. Os primers para o alvo de 

iNOS foram ineficientes para ambas as amostras (11,7%). 

 

Tabela 4 – Padronização da eficiência para reações de RT-qPCR para os alvos 

 

Tecido 
Alvo 

Eficiência 
(%) 

Primer (nM) 
Amostra 

(ng) 

     
Pele CARD 94,41299 200 4 

 PYD-CARD 94,23048 200 4 
 NLRP1 99,1445 200 16 
 NOD2 97,62436 200 4 
 Caspase-1 102,13 200 8 
 NFκB 87,15 100 16 
 NRROS 105,90 200 16 
 GAPDH 94,28 200 1 
 Β-actina 103,62 200 1 

Buffy coat CARD 104,687 200 2 
 PYD-CARD 97,90793 200 2 
 NLRP1 96,75576 200 4 
 NOD2 91,23318 200 4 
 IL-1β 90,66 200 2 
 Caspase-1 99,25 200 2 
 NFκB 94,59 200 2 
 NRROS 103,01 200 2 
 RPLP0 102 75 4,7 
 Ubiquitina 102 300 3,8 
     

% - porcentagem; nM – nanomolar; ng - nanogramas 
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Para todas as amostras analisadas, a curva de melting esteve dentro das 

curvas e temperaturas previstas. A Figura 6 representa a curva de melting (A) e o 

gráfico de amplificação (B) no alvo PYD-CARD em biópsia de pele. 

 

 

Figura 6 – Imagem da amplificação por RT-qPCR em biópsia de pele em bovinos das raças Gir e 

holandês. (A) Curva de melting do alvo PYD-CARD (B) gráfico de amplificação das amostras do 

alvo PYD-CARD (as amplificações foram padronizadas até o 40º ciclo). 

 

4.3 Expressão gênica em biópsias de pele e células de buffy 
coat: efeito de uma ou repetidas infestações sobre a imunidade inata e 
inflamassomas 

As expressões gênicas dos precursores (CARD e NOD2) e componentes dos 

inflamassomas (PYD-CARD e NLRP1) foram avaliadas em fragmentos de biópsias de 

pele e células de Buffy coat. Além desses alvos, foram analisadas citocinas 

relacionadas à iniciação da oligomerização (NFκB e NRROS) e produtos (IL-1β e 

CASP1) em parte desses animais. Foram escolhidos seis animais zebuínos, com 

menor contagem de carrapato, e seis animais taurinos, com maior contagem de 

carrapatos, com o intuito de avaliar a resposta dos padrões de maior resistência e 

suscetibilidade, respectivamente.  

Como os dados sobre a ativação de inflamassomas em bovinos não são bem 

descritos (Ventras et al., 2018), a análise das expressões de precursores e produtos 

é importante, pois pode indicar que essas vias estão sendo ativadas nesses animais. 

Embora não tenha sido possível realizar ensaios de imunodetecção, como Western 

blot ou ELISA por questões financeiras, para determinar essas proteínas no soro e 

confirmar a ativação real dessas vias, as diferenças nos padrões moleculares 

observadas permitem inferir a participação das vias de inflamassoma no parasitismo 

por R. microplus. 
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Para verificar a expressão gênica dos alvos em cada tempo de infestação, foi 

adotado o cálculo de 2-(ΔΔCt) que reflete a diferença entre o ΔCt do gene alvo e o ΔCt 

da média dos controles endógenos para cada amostra (Pfaffl, Horgan e Dempfle, 

2002). Após a diferença individual, cada amostra foi subtraída do seu respectivo grupo 

controle, no período anterior à infestação (AI1, AI3) para cada raça (adaptado de Livak 

e Schimittgen, 2001).   Os resultados foram comparados antes da primeira infestação 

(AI1), após a primeira infestação (PI1), antes da terceira infestação (AI3) e após a 

terceira infestação (PI3), tanto dentro da mesma raça quanto entre taurinos e 

zebuínos, nos diferentes tempos, conforme os tópicos a seguir. 

 

a. Expressão gênica de NOD2, CARD, NLRP1 e PYD-CARD em pele e Buffy 
coat de animais taurinos e zebuínos  

As análises de expressão gênica em biópsias de pele para o alvo NOD2 não 

apresentaram variações significativas em comparação entre infestações ou entre as 

raças (Figura 7A). Entretanto, para Buffy coat, animais Holandês Preto e Branco (HPB) 

demonstraram queda na expressão gênica após a primeira exposição ao carrapato 

(P= 0,0354) enquanto os animais Gir apresentaram um aumento após a terceira 

infestação (P= 0,0412) (Figura 7B). 

O NOD2 é um gene codificador de proteínas que faz parte de uma família de 

receptores de PRRs, capazes de levar à ativação de inflamassomas (Kelley et al., 

2019). Apesar dos dados obtidos acerca da expressão gênica de NOD2 em pele não 

diferirem significativamente, as células do Buffy coat mostraram um declínio na 

expressão dessa molécula em animais HPB após a primeira exposição ao carrapato. 

Por outro lado, os animais zebuínos apresentam um aumento na expressão gênica na 

terceira infestação controlada (Figura 7B). Esses resultados sugerem que a expressão 

de NOD2 pode ser determinante para a amplificação de padrões específicos de 

inflamação, influenciando tanto a formação de memória celular, mediante liberação de 

citocinas pró-inflamatórias produzidas pela ativação de NFκB, quanto a sobrevivência 

celular, medida pela expressão de CASP1 e IL-1β (Trindade e Chen, 2020). Vale 

destacar que a citocina IL-1β também participa da amplificação da inflamação por 

meio de proteínas de fase aguda, que já foram descritas como participantes ativas e 

diferenciais na resposta imune contra o carrapato bovino em animais taurinos e 

zebuínos (Tabor et al., 2017). Mais estudos precisam ser conduzidos para verificar a 

produção de citocinas e a imunodetecção de quantificação do inflamassoma de NOD2 
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em tecidos infestados. A modulação dessas vias pode representar avanços 

significativos no controle do parasita em animais suscetíveis em áreas tropicais e 

subtropicais.  
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Figura 7 – Expressão gênica de alvos do inflamossoma na pele em buffy coat de bovinos holandeses 
e gir antes e depois de infestações por carrapatos. (A) Níveis de expressão gênica de Nucleotide-
Binding Oligomerization Domain 2 na pele (NOD2), (B) Níveis de expressão gênica de NOD2 na 

camada leucocitária, (C) Níveis de expressão de CARD na pele, (D) Expressão gênica de Caspase 
Activation and Recruitment Domain (CARD) na camada leucocitária, (E) Expressão gênica de Nod-

0

2

4

6

8

NOD2

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

GIR HPB

AI1

PI1

AI3

PI3

PELE

A

0

2

4

6

8

NOD2

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

GIR HPB

0.0412

0.0354

AI1

PI1

AI3

PI3

Buffy coat

B

0

1

2

3

4

5

CARD

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

0.0345

0.0106

0.0038

GIR HPB

C

        

0

1

2

3

4

5

CARD

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

GIR HPB

D

 

0.0000

0.0002

0.0004

0.5

2.5

4.5

6.5

NLRP1

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

0.0444

0.0221

0.0004

0.0023

GIR HPB

E

    

0

2

4

6

8

NLRP1

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

GIR HPB

0.0351

0.012

0.0013

F

 

-0.5
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0

3

4

5

6

PYD-CARD

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

0.0459

0.0109

0.0011

0.0247

GIR HPB

G

       

0

2

4

6

PYD-CARD

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

GIR HPB

0.0182
H

 



57 
 

 

Like Receptor family pyrin domain containing 1 (NLRP1) na pele, (F) Níveis de expressão gênica de 
NLRP1 na camada leucocitária, (G) Níveis de expressão de Pyrin-domain (PYD) and caspase 
recruitment domain (CARD) (PYD-CARD) na pele e (H) Níveis de expressão de PYD-CARD na 

camada leucocitária de bovinos holandeses (n=9) e gir (n=9), analisados antes e depois da 1ª e 3ª 
infestações por carrapatos. Um nível de significância de 5% foi usado com testes T pareados e não 
pareados. BI1: antes da primeira infestação, AI1: após a primeira infestação, BI3: antes da terceira 

infestação, AI3: após a terceira infestação.  

 

Os níveis de expressão do gene CARD, que codifica um dos domínios 

relacionados a diferentes inflamassomas, sugeriram que os carrapatos 

desencadearam uma ativação diferencial da resposta imune inata em animais taurinos 

e zebuínos, principalmente na pele, local de fixação das larvas (Figura 7C e D). Os 

resultados demonstraram níveis baixos de expressão de CARD em animais HPB, que 

diminuíram significativamente após a primeira infestação (P = 0,0345; Figura 7C). 

Animais resistentes apresentaram menor expressão gênica de CARD antes da 

terceira exposição ao carrapato (P = 0,0106). No buffy coat, não houve diferenças 

significativas na expressão desse gene. O gene CARD está associado à ativação de 

inflamassomas, pois é responsável pelo recrutamento de caspase-1 (Zhao et al., 

2020). O aumento da expressão desse gene em organismos pode indicar maior 

produção de IL-1β e IL-18, alterando vias de sinalização pró-inflamatórias ou 

apoptóticas por ativação de caspase-1 (Pelegrín, 2011). A diminuição da expressão 

de CARD após a primeira exposição ao carrapato em animais HPB, bem como o 

aumento da produção após a terceira exposição em animais Gir, podem indicar o 

envolvimento de vias apoptóticas e pró-inflamatórias mais exacerbadas nesses 

animais, com uma participação importante dos inflamassomas na resposta imune ao 

carrapato nos diferentes fenótipos de resistência apresentados pelos bovinos. 

A expressão de NLRP1 foi verificada a partir do gene que codifica o domínio 

FIIND, exclusivo desse inflamassoma (Yu et al., 2018). Já a expressão do gene que 

codifica a junção entre os éxons que compõem os domínios PYD-CARD está 

associada a inflamassomas de NLRP3, NLRC4, AIM2 e Pirina (De Alba, 2019). A 

literatura descreve a ativação de NLRP3 (De Biase et al., 2021; Escobar-Chavarría et 

al., 2023) e NLRC4 (Wu et al., 2018) em bovinos, porém não há estudos publicados 

sobre o inflamassoma AIM2 e Pirina. A hipótese deste trabalho é que a expressão 

gênica de PYD-CARD esteja relacionada ao inflamassoma NLRP3, pois a ativação 

desse inflamassoma ocorre por muitos estímulos moleculares e celulares, como 

influxo de íons, disfunções mitocondriais, danos lisossomais e produção de ROS 

(Kelley et al., 2019). 
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Nossos resultados demonstraram que o alvo NLRP1 não apresentou 

diferenças na expressão entre os tempos de infestação na pele, mas exibiu perfis de 

expressão gênica diferenciados entre animais resistentes e suscetíveis ao carrapato 

(Figura 9C). Animais HPB apresentaram maior expressão de NLRP1 em biópsias de 

pele do que animais Gir em todos os tempos avaliados (P < 0,05). Em células do buffy 

coat, os animais HPB também expressaram menos NLRP1 que os Gir antes e após a 

terceira infestação (P < 0,05). No entanto, esses últimos responderam com maior 

expressão de NLRP1 após a terceira infestação por carrapato (P = 0,0351; Figura 7F). 

O gene NLRP1 esteve aumentado em todas as fases das infestações em 

animais taurinos comparados a zebuínos na pele. O inflamassoma NLRP1, em 

bovinos, parece não estar intimamente relacionado à ativação por antraz, mas a 

parasitas, como T. gondii, e por depleção de ATP celular (Vrentas et al., 2020), apesar 

da mesma autora afirmar que é ativado por essas vias (Ventras et al., 2018). A 

ativação desse inflamassoma também não está relacionada à ativação de receptores 

TLR e sinalização por NFκB. Gibson et al. (2016) demonstraram que vacas Pardo-

Suíça produzem maiores níveis de ROS quando comparadas às HPB, associando 

essa maior produção à inibição da ativação de inflamassomas e, consequentemente, 

à menor liberação de IL-1β, enquanto há um padrão oposto na outra raça. No presente 

estudo, observou-se um perfil semelhante em animais Gir, que demonstraram maiores 

níveis de produção de ROS pós-infecção, porém sem ativação de inflamassoma, 

principalmente na primeira exposição. Além disso, mesmo a nível sistêmico, NLRP1 

manteve maior expressão gênica em animais taurinos, corroborando esses achados. 

Em relação à expressão dos genes PYD-CARD na pele, foi observada uma 

menor expressão (P = 0,0459) na raça Gir após a terceira infestação (Figura 7G). 

Comparando a expressão gênica entre as raças, os animais resistentes apresentaram 

maior expressão do que os suscetíveis antes (P = 0,0109) e após a primeira infestação 

(P = 0,0011). Entretanto, após a terceira infestação, os animais HPB mostraram uma 

expressão gênica maior que os animais Gir (P = 0,0247). No buffy coat (Figura 7H), 

os zebuínos apresentaram níveis mais elevados de expressão após a terceira 

infestação (P = 0,0182). 

Observa-se que animais taurinos e zebuínos apresentam perfis de inflamação 

associados a inflamassomas do tipo NLR, com expressões gênicas diferenciadas 

entre as raças estudadas e as diferentes infestações. Entretanto, são necessários 
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estudos com testes sorológicos para avaliar as proteínas ativadas nesses animais, a 

fim de desvendar a atuação nas linhagens estudadas. 

b. Expressão gênica de NFκB, NRROS, IL-1β e CASP1 em pele e Buffy coat de 

animais taurinos e zebuínos  

 
 

0

2

4

6

NFKB

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

0.043

0.0439

GIR HPB

AI1

PI1

AI3

PI3

PELE

A

0

1

2

3

4

5

NFKB

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

GIR HPB

AI1

PI1

AI3

PI3

Buffy coat
B

 

0

2

4

6

8

NRROS

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

0.0153

GIR HPB

C

         

0

2

4

6

8

NRROS

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

GIR HPB

0.0262

D

 

0

1

2

3

4

5

CASP1

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

0.0166

GIR HPB

E

         

0

1

2

3

4

5

CASP1

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

GIR HPB

0.0008

0.0039

F

 

0

5

10

15

IL1B

Infestações

 
^
-(
∆
∆
C
t 
)

GIR HPB

0.0183

0.0282

0.0061

0.0152

G

 



60 
 

 

 
Figura 8 – Expressão gênica de alvos de resposta imune na pele e na camada leucocitária de bovinos 

holandeses e gir antes e depois de infestações por carrapatos. (A) Níveis de expressão gênica de 
genes Factor Nuclear kappa B (NF-Κb) na pele, (B) Níveis de expressão gênica de NFκB na camada 

leucocitária, (C) Níveis de expressão de Negative Regulator of Reactive Oxygen Species (NRROS) na 
pele, (D) Expressão gênica de NRROS na camada leucocitária, (E) Expressão gênica de Caspase-1 
(CASP1) na pele, (F) Níveis de expressão gênica de CASP1 na camada leucocitária e (G) Níveis de 

expressão de Interleucina 1-β (IL-1β) na camada leucocitária de bovinos holandeses (n=6) e gir (n=6), 
analisados antes e depois da 1ª e 3ª infestações por carrapatos. Um nível de significância de 5% foi 

usado com testes T pareados e não pareados. BI1: antes da primeira infestação, AI1: após a primeira 
infestação, BI3: antes da terceira infestação, AI3: após a terceira infestação.  

 

A expressão de NFκB na pele demonstrou um declínio na primeira infestação 

em animais Gir (P = 0,043). A comparação entre as raças revelou que animais 

resistentes apresentaram menor expressão gênica de NFκB do que os suscetíveis 

após a primeira exposição ao carrapato (P = 0,0439) na pele (Figura 8A), enquanto 

no buffy coat não foram observadas diferenças significativas. A expressão do gene 

que codifica a enzima NRROS esteve aumentada em animais taurinos em relação aos 

zebuínos após a primeira infestação (P = 0,0153) (Figura 8C) na pele, enquanto, no 

Buffy coat, o aumento ocorreu após a terceira infestação (P = 0,0262) (Figura 8D). 

O NFκB é um fator de transcrição pró-inflamatório que regula uma diversidade 

de genes associados ao desenvolvimento inflamatório da imunidade inata e adaptativa 

(Merighi et al., 2022). Por meio da via canônica, esse fator estimula a liberação de 

Fator de Necrose Tumoral-α (TNFα) ou IL-1β, além da ativação de diversos PAMPs 

(Mulero et al., 2019). Moré et al. (2019) e Piper et al. (2008) descrevem que animais 

de origem taurina têm maior expressão gênica, em pele infestada, de IL-1β e NFκB 

do que animais resistentes. Nossos resultados corroboram esses estudos, visto que, 

comparando animais Gir e HPB, após a primeira infestação, observou-se o mesmo 

padrão em pele para NFκB (Figura 8A). No buffy coat, não houve alterações 

significativas na expressão de NFκB (Figura 8B), sugerindo uma atividade inflamatória 

local. Franzin et al. (2017) correlacionam o aumento da expressão de NFκB aos 

receptores do tipo Toll em gado suscetível; no entanto, neste estudo, não avaliamos 

alvos de TLR. 

A ativação de NFκB leva ao aumento da transcrição da enzima óxido nítrico 

sintase (NOS) nas células endoteliais e à liberação de óxido nítrico (NO), que exerce 

um feedback negativo impedindo a ativação de NFκB (Kelleher et al., 2011; Baig et 

al., 2015), inclusive em bovinos (Grumbach et al., 2005). Em nosso trabalho, tentamos 

amplificar o gene que codifica a enzima iNOS; no entanto, os primers não 

demonstraram boa eficiência e, portanto, não conseguimos realizar as amplificações. 
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Dessa forma, alternativamente, verificamos a expressão da Enzima Repressora de 

Óxido Nítrico Sintase (NRROS), responsável por causar feedback negativo na 

produção de reativos de oxigênio, de forma a evitar danos teciduais (Noubade et al., 

2014). Em nossas análises, animais suscetíveis apresentaram níveis de expressão de 

NRROS superiores aos resistentes após a primeira exposição controlada ao carrapato 

na pele, e após a terceira infestação no buffy coat. Resultados preliminares de nossa 

equipe sobre a produção de reativos de oxigênio no soro dos mesmos animais que 

participaram do nosso experimento demonstraram que animais Gir apresentam 

maiores concentrações de reativos de oxigênio do que animais HPB (Moreira et al., 

2023; Gráfico Anexo A). Sugere-se que o aumento da expressão do gene que codifica 

o NRROS possa estar associado à regulação de uma resposta inflamatória mediada 

pelo aumento de reativos de oxigênio no soro de animais suscetíveis, de forma a 

controlar os danos teciduais causados por essas moléculas. Uma vez que existem 

outras vias canônicas, além da via dos inflamassomas, que podem ativar a produção 

de reativos de oxigênio e a ativação de NFκB, novos estudos são necessários para 

avançar o conhecimento sobre a modulação imunológica apresentada por animais 

taurinos e zebuínos frente à infestação por carrapatos. 

Em relação ao gene de caspase-1 (CASP1), verificou-se que, em biópsias de 

pele, esse gene apresentou maior expressão em HPB após a primeira infestação (P 

= 0,0166) quando comparado aos Gir (Figura 8E). Já no buffy coat (Figura 8F), 

animais taurinos aumentaram a expressão gênica após a terceira infestação (P = 

0,0008), além de expressarem maior quantidade do que zebuínos nesse mesmo 

momento (P = 0,0039). 

A expressão gênica de interleucina-1β (IL-1β) não pôde ser avaliada em 

biópsias de pele, como mencionado. No entanto, em células de buffy coat (Figura 8G), 

a expressão de IL-1β foi significativamente variável entre as raças e os tempos de 

infestação. Em animais resistentes, após a primeira exposição, houve declínio na 

expressão de IL-1β (P = 0,0183), enquanto após a terceira infestação houve um 

aumento considerável (P = 0,0282). Em animais suscetíveis, também houve declínio 

após a primeira infestação (P = 0,0152). Comparando animais Gir e HPB, os zebuínos 

apresentaram maior expressão gênica desse alvo após a terceira infestação (P = 

0,0061). 

Embora a expressão de PYD-CARD entre Gir e HPB após a primeira 

infestação tenha demonstrado uma queda na raça taurina, o oposto ocorreu na 
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expressão de NLRP1, em que animais taurinos apresentaram maior expressão gênica 

desse inflamassoma. Como a expressão gênica de NLRP1 é específica pelo domínio 

FIIND (Fenini et al., 2020), pode-se inferir que há ativação dessa via de inflamassoma 

em animais suscetíveis, enquanto em animais resistentes pode haver o envolvimento 

de outra via de inflamassoma. O gene CASP1 também demonstrou aumento em 

animais taurinos, o que reafirma o envolvimento dessa via pró-inflamatória, 

principalmente em relação à terceira infestação. O gene CASP1 está relacionado à 

clivagem dos precursores da citocina IL-1; no entanto, neste estudo, não foi possível 

avaliar IL-1β em biópsias de pele. A IL-1β esteve mais expressa em animais zebuínos, 

principalmente na terceira infestação (Figura 8G), o que corrobora o estado de maior 

ativação inflamatória nesses animais. 

A IL-1β em animais Gir pode indicar que houve ativação, principalmente de 

maneira sistêmica, de inflamassomas NLRs na terceira infestação, visto que os 

animais apresentaram aumento da expressão dos genes NOD2 (Figura 7B), PYD-

CARD (Figura 7G e H) e IL-1β (Figura 8G) concomitantemente. A IL-1β é um dos 

principais mediadores da inflamação; sua liberação resulta em um aumento da 

resposta inflamatória. 

A maior expressão de CASP1 em animais taurinos e a maior expressão de IL-

1β em zebuínos podem estar relacionadas ao momento da coleta das amostras. O 

aumento de IL-1β nos zebuínos pode ser consequência dos níveis elevados de 

CASP1 em um momento anterior, enquanto nos taurinos a clivagem citoplasmática de 

IL-1β ainda não ocorreu, resultando em respostas mais retardadas nesses animais. 

 

4.4 Variações na expressão gênica de alvos: comparação 
proporcional entre animais Gir e HPB 

Para verificar a modulação da expressão gênica em cada raça, frente a 

infestação por carrapatos, seja ela a primeira ou a terceira exposição, foi adotado o 

cálculo da diferença entre o 2-(ΔΔCt) (fold change) das amostras experimentais, após 

infestação, e o 2-(ΔΔCt) da amostra antes de cada infestação, tida como controle. Essa 

metodologia visa demonstrar que podem existir diferenças significativas entre o que 

animais expressam fisiologicamente, sem a infestação por carrapatos, e passam a 

expressar após a exposição controlada em cada raça.   
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a. Alteração da expressão de NOD2, CARD, NLRP1 e PYD-CARD em pele e 

Buffy coat de animais taurinos e zebuínos expostos ao carrapato pela primeira 

vez ou após três infestações 

NOD2 é um membro da família de proteínas receptoras do tipo NOD, 

responsável por iniciar as respostas inflamatórias quando tais receptores são ativados 

no citosol (Strober et al., 2008). Ele desempenha um papel fundamental na ativação 

de inflamassomas da família NLR. Ao verificarmos o fold change da expressão dos 

genes que codificam NOD2, NLRP1 e PYD-CARD, além de inflamassomas que 

contêm o domínio CARD, em células do buffy coat, observamos que animais Gir 

apresentaram variações positivas na expressão frente à exposição por carrapatos 

significativamente maiores quando comparados aos HPB (Figura 9). Isso demonstra 

a participação ativa e diferencial de inflamassomas na ativação da resposta imune em 

animais taurinos e zebuínos frente à infestação por carrapatos, sugerindo sua ampla 

influência sobre os padrões de inflamação desenvolvidos por essas raças. A maior 

participação dos inflamassomas em animais Gir pode estar associada a uma maior 

resistência à infestação por carrapatos apresentada por raças zebuínas, o que 

também pode envolver a produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e IL-18, 

ativadas por essas vias de inflamassoma. Isso pode afetar a produção de proteínas 

de fase aguda e a migração de células para o sítio de fixação do carrapato, mediando 

uma resposta imune mais efetiva no controle desse parasita. A expressão gênica na 

pele não apresentou padrões de variação significativos entre as raças nos tempos 

avaliados. Isso pode ter ocorrido devido ao tempo de coleta, feito 24 horas após a 

infestação, momento em que a expressão dos genes pode não ter sido detectada. De 

qualquer forma, novos estudos devem ser realizados para identificar os produtos da 

expressão gênica e validar os resultados obtidos. De forma preliminar, podemos 

sugerir que a modulação da ativação de inflamassoma por animais taurinos e 

zebuínos pode estar influenciando o desfecho da infestação, afetando o ciclo 

reprodutivo do carrapato. 



64 
 

 

 
 
 
 

Figura 9 – Variação na expressão gênica de alvos do inflamossomo na pele e na camada leucocitária 
de bovinos holandeses e gir antes e depois de infestações por carrapatos. (A) Níveis de expressão 
gênica de Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 2 (NOD2) na pele, (B) Níveis de expressão 

gênica de NOD2 na camada leucocitária, (C) Níveis de expressão de Caspase Activation and 
Recruitment Domain (CARD) na pele, (D) Expressão do gene CARD na camada leucocitária, (E) 

Expressão do gene Nod-Like Receptor family pyrin domain containing 1 (NLRP1) na pele, (F) Níveis 
de expressão gênica de NLRP1 na camada leucocitária, (G) Níveis de expressão de Pyrin-domain 
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(PYD) and caspase recruitment domain (CARD) (PYD-CARD) na pele e (H) Níveis de expressão de 
PYD-CARD na camada leucocitária de bovinos holandeses (n=9) e gir (n=9), analisados antes e 

depois da 1ª e 3ª infestações por carrapatos. Um nível de significância de 5% foi usado com testes T 
pareados e não pareados.  

 

b. Alteração da expressão de NFκB, NRROS, CASP1 e IL-1β em pele e Buffy 

coat de animais taurinos e zebuínos expostos ao carrapato pela primeira vez 

ou após três infestações 

A avaliação dos precursores (NFκB e NRROS) não apresentou diferenças 

significativas entre as raças avaliadas. Entretanto, os produtos (CASP1 e IL-1β) 

mostraram diferenças a nível sistêmico entre as linhagens taurina e zebuína, com a 

caspase-1 evidenciando níveis elevados em taurinos e IL-1β em zebuínos na terceira 

infestação. O aumento desses produtos está relacionado à ativação de 

inflamassomas, embora de maneiras distintas. Animais Gir parecem ter uma resposta 

mais rápida, com níveis de expressão de IL-1β mais elevados nessa linhagem, 

enquanto a CASP1, sendo seu precursor, pode estar associada a uma atividade mais 

lenta e menos pró-inflamatória em HPB. 
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Figura 10 – Variação na expressão gênica de alvos de resposta imune na pele e na camada 
leucocitária de bovinos holandeses e gir antes e depois de infestações por carrapatos. (A) Níveis de 
expressão gênica de Factor Nuclear kappa B (NF-Κb) na pele, (B) Níveis de expressão gênica de 
NFκB na camada leucocitária, (C) Níveis de expressão de Negative Regulator of Reactive Oxygen 

Species (NRROS) na pele, (D) Expressão gênica de NRROS na camada leucocitária, (E) Expressão 
gênica de Caspase-1 (CASP1) na pele, (F) Níveis de expressão gênica de CASP1 na camada 

leucocitária e (G) Níveis de expressão de Interleucina 1-β (IL-1β) na camada leucocitária de bovinos 
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holandeses (n=6) e gir (n=6), analisados antes e depois da 1ª e 3ª infestações por carrapatos. Um 
nível de significância de 5% foi usado com testes T pareados e não pareados.  

 
 

4.5 Correlação entre as contagens de teleóginas e expressões 
gênicas 

  

A contagem de teleóginas, ao final de 21 dias após a primeira e terceira 

exposição as larvas de carrapatos R. microplus (Tabela 4), foi correlacionada com o 

fold change da expressão dos alvos avaliados [2 –(Ct)], tanto em pele quanto células 

do buffy coat (Tabela 5).  

 

Tabela 5 – Contagem das teleóginas em cada animal na primeira e terceira infestação 

controlada com larvas infestantes de R. microplus 

 

Animal I1 I3 

 
  

G1 
52 14 

G2 
24 48 

G3 
14 72 

G4 
40 43 

G6 
39 17 

G7 
99 17 

G8 
37 35 

G9 
13 10 

H1 
745 257 

H2 
143 118 

H4 
506 136 

H6 
404 47 

H7 
307 118 

H8 
189 294 
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I1 – Infestação 1; I3 – Infestação 3. 

 

Em pele, os alvos correlacionados positivamente na primeira infestação, 

foram NFkB, NRROS, NLRP1 e CASP1. Assim, quando a contagem de parasitas 

diminuía, a expressão gênica desses alvos também diminuía, e quando aumentava, a 

expressão gênica seguia o comportamento oposto. Por outro lado, os alvos que 

monstraram correlação negativa foram CARD e PYD-CARD, indicando que quanto 

menor a contagem de parasitas, maior era a expressão gênica, e vice-versa. Na 

terceira infestação, NLRP1 apresentou correlação positiva, enquanto CASP1 

apresentou correlação negativa. 

 

Tabela 6 – Correlação entre as contagens de carrapato e expressão gênica 

 

 Gene I1 I3 

  R P R P 

Pele NOD2 0,3147 0,3194 -0,1646 0,6074 

 NFκB 0,6503 0,0257* -0,2506 0,4548 

 NRROS 0,6900 0,0157* 0,07719 0,8110 

 CARD -0,7971 0,0004*** 0,01757 0,9448 

 PYD-CARD -0,6147 0,013* 0,4669 0,0698 

 NLRP1 0,9066 <0,0001**** 0,6404 0,0118* 

 CASP1 0,6923 0,0155* -0,6410 0,0280* 

Buffy 

coat 

NOD2 0,1848 0,5243 0,1842 0,4917 

 NFκB -0,1885 0,5997 -0,09457 0,7704 

 NRROS 0,1727 0,6147 0,4588 0,1350 

 CARD 0.000 >0.9999 -0,4055 0,2159 

 PYD-CARD -0,3607 0,1870 -0,3914 0,1492 

 NLRP1 0,2834 0,3456 -0,4751 0,0555 

H9 
238 292 

H10 
250 86 

H11 
37 86 
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 CASP1 -0,6442 0,0712 0,9112 0,0002*** 

 IL-1β -0,2909 0,3863 -0,4488 0,1350 

I1- Infestação 1; I3 – Infestação 3; R – Coeficiente de correlação; P – Significância; (*, **, ***) p ≤0,05 

 

 Em células de buffy coat, a única correlação entre a contagem de carrapatos e 

expressão gênica, ocorreu com CASP1 na terceira infestação, onde os animais 

exibiram maior contagem com maior expressão desse gene.  

A correlação positiva apresentada por NFκB e NRROS indicou que, quanto 

maior o número de carrapatos, maior a expressão gênica desses alvos. Como NFκB 

tem papel na ativação de muitas vias pró-inflamatórias, o parasitismo por R. microplus 

atua nessas vias, aumentando a produção em animais suscetíveis. Piper et al. (2008), 

demonstra esse aumento em bovinos suscetíveis por RT-PCR em animais infestados 

por larvas desse carrapato, evidenciado pela suprarregulação de TLRs. Em relação a 

NRROS em pele, os animais taurinos monstraram elevação na expressão desse gene, 

responsável pela regulação de ROS. Daibert et al. (2020), observaram que, no buffy 

coat, os animais Gir demonstraram aumento desse gene, possivelmente como um 

processo de regulação para limitar danos teciduais devido ao aumento do processo 

inflamatório. No entanto, nossos resultados para buffy coat não monstraram 

correlação para esses dados. Como Moreira et al. (2023) avaliou a expressão de ROS 

nos animais desse experimento e observaram que os animais Gir apresentaram níveis 

mais elevados em todas as infestações (Gráfico Anexo A). Além disso, NRROS foi 

expressado de forma diferente entre as raças após a primeira infestação (Figura 7 E; 

P= 0.0153), corroborando que os animais B. taurus pode ter maior inibição de ROS 

por essa via.  

Os alvos de NLRP1 e CASP1 em pele, também foram apresentaram 

correlação positiva na primeira infestação, indicando que os animais HPB 

demonstraram maior expressão gênica e maior contagem de carrapatos. Por outro 

lado, os alvos CARD e PYD-CARD, com correlação negativa, mostraram maior 

expressão gênica em animais com menor contagem de carrapatos, ou seja, em 

animais zebuínos. Podemos inferir que os animais suscetíveis parecem ter um perfil 

inflamatório um pouco diferenciado em relação a ativação de inflamassomas, mais 

relacionado à NLRP1, enquanto os animais resistentes estão mais relacionados a 

PYD-CARD. Dado que PYD-CARD está associado a NLRP3, e suas características 

de ativação incluem aumento de ROS e danos teciduais, isso pode corroborar essa 
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associação. Na terceira infestação, NLRP1 continuou com correlação positiva, 

indicando o envolvimento da ativação desse inflamassoma e a quantidade de 

parasitas em pele. Por outro lado, CASP1 apresentou correlação negativa, sugerindo 

que o perfil de expressão gênica mudou em relação a quantidade de parasitas. No 

buffy coat, CASP1 manteve correlação positiva, o que indica o envolvimento do perfil 

inflamatório relacionado aos inflamassomas. No entanto, não é possível afirmar o 

envolvimento diferencial de caspase-1 nas linhagens, sendo necessários estudos 

adicionais que incluam a avaliação sorológica das proteínas em questão.  

 

4.6 Resumo dos resultados em vias de ativação de 
inflamassomas: modulação e seus potenciais efeitos sobre a carga 
parasitária em animais taurinos e zebuínos 

 

Apesar de estudos envolvendo a expressão de inflamassomas, em bovinos, 

ainda serem incipientes, já é relatada a ativação de NLRP3 em tecido epitelial 

mamário com consequente aumento de IL-1β frente a estresse celular (Li et al., 2019), 

em mastite bacteriana por Staphylococcus aureus (Liu et al., 2022), endometrite 

associada a LPS (lipopolissacarídeo) (Wu et al., 2023) e macrófagos infectados por 

Mycobacterium bovis (Escobar-Chavarría et al., 2023). Além de NLRP3, NLRC4 

também foi avaliado em mastite bovina por Escherichia coli através de western-blot 

(Wu et al., 2018). Evidências na ativação do inflamassoma NLRP1 são limitadas. 

Ventras et al. (2020) demonstra que a ativação desse inflamassoma é menos comum, 

necessitando de estímulos específicos nessa espécie. 

O que foi encontrado no presente estudo possibilitou traçar duas vias de 

ativação desse aspecto da imunidade inata em bovinos parasitados por R. microplus. 

Animais zebuínos demonstram maior expressão gênica de precursores NOD2 e 

CARD de inflamassomas da família NLR, com consequente maior expressão de PYD-

CARD e IL-1β, como resultado dessa ativação. Por outro lado, animais taurinos 

apresentaram níveis mais elevados de NLRP1 e CASP1. A Figura 15 demonstra as 

vias de inflamassomas ativadas pelas diferentes raças bovinas: 
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Figura 11 – Visão geral dos mecanismos de ativação dos inflamassomas em animais Gir e HPB. 

Quadros tracejados vermelhos representam a via de maior expressão gênica em zebuínos (Gir), 

enquanto o quadro tracejado azul representa o de maior expressão em taurinos (HPB) (Fonte: 

Adaptado de Tschopp e Schroder, 2010). 

 

Em relação a pele, a ativação de inflamassomas da família NLR pode ser 

correlacionada ao fato de haver lesão epidérmica. Ao inocular o hipostômio para 

realização da hematofagia, o carrapato causa, além de rompimento de capilares e 

injúria tecidual, inoculação de moléculas salivares contendo fatores 

imunomoduladores que podem destruir a matriz extracelular, levando a ativação de 

DAMPs e, consequentemente, à ativação do inflamassoma, por meio de sinalização 

de TLRs e aumento de NFκB e consequente liberação de IL-1. 

As moléculas liberadas por R. microplus durante o repasto sanguíneo 

estimulam tanto a imunidade inata quanto a adaptativa, e a habilidade de resposta do 

hospedeiro é crucial para a diferença na resistência ao parasita. Além disso, a saliva 

contém substâncias que atuam contra as defesas naturais e leucócitos do hospedeiro 

(Oliveira et al., 2011). Proteínas inibitórias salivares de R. microplus, citadas por Chen 

et al. (2014), Wang et al. (2015), Wang (2016) e Jmel et al. (2021), descrevem a 

sialostatina L2 como responsável por inibir a formação de inflamassomas, apesar de 

descreverem essa ação em Anaplasma phagocytophilum, isso pode estar relacionada 

à injúria tecidual causada pela fixação do parasito e ativação de DAMPs.  
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Nascimento et al. (2009), relataram que, em biópsias de pele de animais 

mestiços (1/2 holandês: 1/2 Gir), resistentes e suscetíveis, houve aumento de 

S100A7, gene envolvido em canais cálcio-dependentes, em pele lesionada, aumento 

de proteína ligante de cálcio (TPT1) devido a presença de moléculas anti-histamínicas 

da saliva do carrapato, além de elevação dos níveis de EcaC2 – canal de cálcio 

epitelial 2 (TRPV6), colaborando com o perfil inflamatório de pele parasitada, 

induzindo migração leucocitária. Houve aumento de cistatina (CST6) em animais 

suscetíveis, gene que é responsável por afetar a atividade proteolítica no local de 

inflamação, o que demonstra um perfil anti-inflamatório frente a sialostatina-L, 

presente na saliva do carrapato, fazendo com que o hospedeiro iniba a ação de 

linfócitos T citotóxicos, aumentando a permanência do hospedeiro e sucesso 

alimentar, por isso, mantendo maior carga parasitária e hipersensibilidade em animais 

suscetíveis. Bagnall et al. (2009), também relata que, um aumento significativo de 

genes dependentes de cálcio, podem estar associados a resposta imune do 

hospedeiro. 

Essas evidências demonstram que, embora ocorra um aumento significativo 

em genes pró-inflamatórios de animais suscetíveis, a resposta imunológica de animais 

zebuínos tende a ser mais agressiva e a iniciar mais rapidamente (Franzin et al., 

2017), fazendo com que o animal tente eliminar a infestação de forma mais agressiva, 

aliada a outros fatores como espessura de pele, papilas da língua e odores menos 

atrativos que animais europeus.  

Além disso, os dados de IL-1β, demonstram que animais zebuínos 

apresentaram suprarregulação desse gene, enquanto os animais taurinos não 

mostraram diferirenças significativas em suas expressões. Bos indicus demonstrou 

expressar um perfil inflamatório mais agressivo; portanto, o inflamassoma NLRP3 

pode ser um dos mecanismos celulares utilizados para controlar a infestação por 

carrapatos. Por outro lado, animais taurinos parecem expressar um perfil inflamatório 

menos intenso, envolvendo a via de inflamassoma de NLRP1. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

As vias de inflamassomas desempenham um papel crucial na atividade 

inflamatória em resposta à infestação por R. microplus em bovinos, com diferenças 
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observadas entre raças resistentes e suscetíveis. NOD2 e PYD-CARD foram mais 

expressos em animais resistentes (Gir), sugerindo um papel central na resposta 

inflamatória robusta observada nesses bovinos. Por outro lado, o inflamassoma 

NLRP1 foi associado ao perfil inflamatório menos intenso observado em animais 

taurinos (HPB), onde citocinas e interleucinas parecem ser suprimidas. Os 

mecanismos subjacentes à ativação diferencial das vias de inflamassomas em 

bovinos com diferentes perfis de infestação requerem investigações mais detalhadas 

para elucidar sua contribuição à resposta imune. O avanço no conhecimento desses 

mecanismos pode fomentar o desenvolvimento de ferramentas biotecnológicas de 

imunomodulação visando combater efetivamente carrapato bovino.   
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APÊNDICE A 

 

Tabela Apêndice A – Amostras de pele aleatórias submetidas a extração de RNA por 

Kit RNeasy, Trizol (Fenol-clorofórmio) e Kit Fibrous Tissue avaliadas por Nanodrop   

 

ng: nanograma; µl: microlitro 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras Método ng/μl A260 A280 260/280 260/230 

       

H10 Kit RNeasy 3,44 0,086 0,053 1,62 0,16 

H3 Kit RNeasy 4,88 0,122 0,106 1,15 0,17 

G10 Kit RNeasy 6,88 0,172 0,096 1,79 0,35 

G4 Kit RNeasy 6,92 0,173 0,088 1,95 0,11 

G4 Trizol 6,44 0,161 0,106 1,52 0,06 

H10 Trizol 7,12 0,178 0,106 1,68 0,25 

G4 Trizol 7,16 0,179 0,112 1,61 0,14 

G10 Trizol 8,6 0,215 0,132 1,62 0,14 

H3 Trizol 8,92 0,223 0,15 1,49 0,28 

H3 Trizol 15,44 0,386 0,225 1,72 0,18 

G10 Trizol 17,64 0,441 0,282 1,57 0,29 

G10 Trizol 41,08 1,027 0,578 1,78 0,26 

H10 Trizol 50,6 1,265 0,718 1,76 0,36 

G1 
Kit Fibrous 

Tissue 
24,1 0,603 0,293 2,06 0,78 

G5 
Kit Fibrous 

Tissue 
35 0,678 0,802 1,25 0,68 

G1 
Kit Fibrous 

Tissue 
84,4 2,109 1,140 1,25 1,32 

G6 
Kit Fibrous 

Tissue 
38,7 0,968 0,493 1,96 0,27 

H11 
Kit Fibrous 

Tissue 
27,7 0,692 0,432 1,72 0,53 
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APÊNDICE B 

 

Figura Apêndice B – Experimento in sílico do primer de AIM2 (Blast). A. Primer reverse; B. Primer 

forward. 
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ANEXO A 

 

Gráfico Anexo A – Concentração de ROS convertido em nitrito no soro de animais 

taurinos e zebuínos desafiados com carrapatos 

 

Soro de animais Gir (n=6) e HPB (n=6) foram coletados antes (BI) e após (AI) as três diferentes 

infestações artificiais com larvas infestantes de R. microplus. No eixo Y, concentração de nitrito 

(ug/ml). Os asteriscos (*, **, ***) indicam P<0,05, Two-way ANOVA. 

Fonte: Moreira et al., (2023) 
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