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RESUMO

O presente experimento teve como objetivo a obtengado e caracterizagdo antigénica
de proteinas obtidas a partir de extratos de Dermatobia hominis. A partir de cada
estadio larval foram produzidos os extratos para imunizacdo de coelhos e
consequente producdo de anticorpos policlonais. Os diferentes extratos
imunogénicos foram submetidos ao SDS-PAGE, onde apresentaram um perfil
eletroforético com 16 bandas protéicas, sem diferencga significativa no perfil entre os
extratos. O comportamento da cinética de producdo de anticorpos policlonais, em
coelhos imunizados com esses extratos, mostrou que o extrato soluvel obtido a partir
de larvas L3 é o que produz melhor resposta, com producdo do maior titulo de
anticorpos. Os extratos obtidos de cada estadio larval foram testados contra
anticorpos policlonais produzidos em coelhos e em bovinos. O extrato de larvas L4
nao apresentou reacao de imunodeteccao para os soros de coelho e bovino. A
imunodetecgdo de anticorpos de coelho e bovinos no extrato de larvas L, e Ls
revelou algumas fragbes antigénicas, com intensidade proeminente na banda de 50
kDa, para ambos os soros. A proteina foi submetida a espectrometria de massa e as
sequéncias obtidas foram submetidas aos bancos de dados para confronto com as
sequéncias depositadas, ndo sendo observada nenhuma proteina similar a
sequenciada neste trabalho. A reacdo de imunohistoquimica evidenciou que a
reagao antigeno/anticorpo pode ser observada em toda a extensdo das larvas L3 de
D. hominis, mostrando que os anticorpos produzidos por animais vacinados tém total
acesso aos epitopos no tecido larval. A imunizagdo bovinos com a proteina Dh50,
induziu a produgao de anticorpos e a comparag¢ao de nodulos cutaneos encontrados
em animais imunizados contra os animais controle, permitiu concluir que a proteina
de 50 kDa, extraida do extrato bruto de larvas de D. hominis, mostrou ser um
antigeno candidato promissor a produgao de vacina, conferindo uma eficiéncia de
90,67% em relagao ao grupo controle.

Palavras-chave: Extrato. Imunizacdo. Anticorpos. Policlonais. Imunodeteccao.
Dermatobia hominis.



ABSTRACT

This experiment was aimed at obtaining and characterisation of antigenic proteins
derived from extracts the botfly of Dermatobia hominis. From each larval stage were
produced extracts for the immunization of rabbits and consequent production of
polyclonal antibodies. The different immunogenic extracts were subjected to SDS-
PAGE, which showed a eletrophoresis with 16 bands protein, without significant
difference in the profile between the extracts. The behaviour of kinetic production of
polyclonal antibodies in rabbits immunized with these extracts, showed that the
soluble extract obtained from larvae L3 is what produces better response, with an
increased production of antibodies. The extracts obtained from each larval stage
were tested against polyclonal antibodies produced in rabbits and cattle. Extract of L
The larvae of imunodeteccido presented no reaction to the sera of rabbit and veal.
The imunodetecgao of antibodies from rabbits and cattle in the extract of larvae L,
and L3 showed some antigenic fractions, with prominent intensity in banda of 50 kDa,
for both sera. The protein was subjected to mass spectrometry and the sequences
obtained were submitted to the databases for confrontation with the sequences
deposited and is not observed any protein similar to sequenciada this work. The
reaction of immunohistochemistry showed that the reaction antigen / antibody can be
seen throughout the extent of L3 larvae of D. hominis, showing that the antibodies
produced by vaccinated animals have full access to epitopos in larval tissue. The
cattle immunization with the protein Dh50, induced the production of antibodies and
comparison of skin nodules found in animals immune to the control animals has
shown that the 50 kDa protein, extracted from the crude extract of larvae of D.
hominis, proved to be a promising candidate antigen for the production of vaccine,
with an efficiency of 90.67% in the control group.

Key words: Extract. Imunization. Polyclonal antibodies, Immune-detection.

Dermatobia hominis.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil possui o segundo maior rebanho bovino mundial, com
205,9 milhdes de cabecas, das quais sdo abatidas anualmente 45 milhdes,
produzindo 9,2 milhdes de toneladas de carne. Destas, 2,4 milhdes sdo exportadas,
representando faturamento de US$ 3,9 bilhdes mantendo a condigdo de maior
exportador mundial de carne bovina (IBEGE, 2007).

O aumento das exportacbes demonstra notavel melhora nos indices de
produtividade, ao redor de 28%, no que se refere a qualidade de carne, uma vez que
a quantidade de animais abatidos em 2006 foi menor que a dos ultimos anos.
Todavia, a mesma evolugcdo n&do pode ser constatada quanto ao melhoramento na
produtividade e beneficiamento do couro. Apesar do desenvolvimento € melhoria na
qualidade, o Pais ainda apresenta produtividade considerada muito aquém de suas
potencialidades. Contribuem para este quadro, questdes de ordem técnica, politica,
econdmica e social, além dos aspectos sanitarios do rebanho, dentre os quais
merecem destaque as ectoparasitoses.

O impacto econémico das principais ectoparasitoses em bovinos no Brasil é
estimado em 2,65 bilhdes de ddélares. Somente o carrapato Boophilus microplus
causa prejuizos estimados em dois bilhdes sendo que as larvas de Dermatobia
hominis, e as miiases devido a Cochliomya hominivorax, a mosca dos chifres,
(Haematobia irritans) e mosca dos estabulos, Stomoxys calcitrans, somam 650
milhdes de ddélares (GRISI et al., 2002). Como consequéncias das infestagcbes por
estes parasitos pode-se observar ainda um aumento no coeficiente de mortalidade,
principalmente em bezerros, bem como os efeitos negativos na produgdo animal,
como o decréscimo na producao de leite, carne e do ganho de peso. Ocorre ainda
um aumento consideravel dos custos de producgao, pela necessidade de aplicagao
de inseticidas e acaricidas, e diminuicdo das taxas de conversao alimentar e dos
indices de fertilidade. As possiveis perdas com a diminuicdo da producgao de leite e
de carne provocadas pela dermatobiose, associadas ao custo de medicamentos
bernicidas, podem alcangar US$ 250 milhdes por ano, uma vez que parte
consideravel da populagao bovina esta em areas sujeitas a infestagao (BAYARDO et
al., 2003).

Os principais problemas econdmicos decorrentes destas ectoparasitoses

estao ligados diretamente a agcao espoliativa sobre o hospedeiro, ou indiretamente,
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pela transmissdo de outros patdogenos, tais como: virus, rickettsias, bactérias e
protozoarios (GRISI et al., 2002).

As larvas da Dermatobia hominis (Linnaeus Jr., 1781) provocam lesdes
ulcerativas, danificando o tecido subcutaneo e consequentemente a pele do
hospedeiro. O couro é o subproduto que sofre maior depreciacdo, o que muitas
vezes, impossibilita seu aproveitamento, resultando na desvalorizagdo comercial e
inadequacao a industrializacdo. Couros que apresentem 10 a 20 perfuragdes, na
regido cranio/dorsal, do corpo do animal perdem 30 a 40% de seu valor comercial
(BAYARDO et al., 2003).

Dados ja da década de 80 vém apontando as perdas no Brasil devido a baixa
qualidade, pois somente 15% dos 12 milhdes de couros produzidos anualmente
podem ser classificados como de primeira categoria, e dos 85% restantes, 40% sao
de segunda, 30% de terceira e 15% sé&o refugos (MATHEUS, 1979; HORN e
ARTECHE, 1985). O pais deixa de ganhar anualmente cerca de US$ 2.000.000,00
de dodlares por nao investir na qualidade do couro. Apenas 8,6% do couro produzido,
no Brasil, € considerado de alta qualidade, contra 85% da produgao dos EUA com
qualificacdo semelhante. S6 no Mato Grosso do Sul sdo abatidos cerca de 30 mil
animais por dia, mas apenas oito mil peles sdo aproveitadas para industrializagao
(BAYARDO et al., 2003).

Sessenta por cento dos defeitos no couro ocorrem na propriedade rural.
Destes, 10% devido a marcagdo errada do gado, e o restante por manejo
inadequado, principalmente pela falta de controle das ectoparasitoses. O local mais
adequado para a marcagdo do gado é logo abaixo da articulagdo fémuro tibio
patelar, mas também, podem ser marcados na articulacdo umero radio ulnar, ou na
fronte. Muitos produtores marcam o gado em areas nobres, prejudicando o
aproveitamento das peles. Os outros 40% de defeitos no couro acontecem no
transporte do animal (com pregos e parafusos expostos) e por salga e esfola mal
feitas. Setenta por certo dos couros acabados sio direcionados para a produgao de
calgados, roupas e artigos "de luxo" (GOMES et al., 2002).

A proteina do couro ainda poderia ser melhor utilizada na alimentagao
(gelatina, sorvete, bolos, embutidos entre outros) e na industria farmacéutica
(capsula de remédios, filmes de raios-X). A gelatina tem se tornado um subproduto
de bastante interesse com uma producao mundial de aproximadamente 300 mil

toneladas/ano. O Brasil produziu, em 2005, o total de 35 mil toneladas, destacando-
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se como lider mundial em produtividade, gerando um rendimento de
aproximadamente U$ 3 bilhdes (CNA, 2005). Este mercado segue a tendéncia de
todos os modernos processos industriais, requerendo sistemas de gestdo de
qualidade como ISO 9000 (International Organization for Standardization), HACCP
(Hazard Analysis and Critical Control Point) e GMP (Good Manufacturing Practice),
Ou seja, sera necessaria a produgcdo da matéria prima sem os residuos quimicos
deixados pelos tratamentos a que os animais sao constantemente submetidos.

O controle eficiente do berne resulta na reducédo do numero de aplicacbes de
drogas bernicidas sobre os animais, diminuindo o risco no consumo de carne ou leite
contaminados por residuos de drogas. As vantagens no controle da dermatobiose
seriam imediatas no avango da pecuaria.

Os ectoparasitos exercem varias agcoes sobre seus hospedeiros, como acgoes
mecanicas, espoliadoras e toxicas. Estas, muitas vezes se associam, tornando muito
complexa a patogenia destas parasitoses. Uma acgao irritativa e inflamatéria é
encontrada na quase totalidade das parasitoses (PESSOA, 1988). Diante desta
caracteristica, a resposta imune estimulada por ectoparasitos e outros artropodes
tem recebido atencao crescente. Diversos trabalhos (LELLO et al., 1990; MOTA et
al., 1980; PERACOLI et al., 1980; BARBOSA et al. 2000; PINTO et al., 2003 e
FERNANDES et al., 2007) relataram a intensa reacgédo inflamatéria e a resposta
imune celular e humoral do hospedeiro frente ao parasitismo por larvas de D.
hominis.

O estudo da formagao de anticorpos circulantes em animais imunizados com
extratos, obtidos a partir de larvas de D. hominis, mostrou que a presenca de larvas
€ capaz de provocar reacédo anamneésica (PINTO et al.,, 2003; FERNANDES et al.,
2007). A comprovagao desta resposta imunolégica abre caminhos para a pesquisa
de nova metodologia no controle da dermatobiose. O que contribuiria ainda mais
para a pecuaria, diminuindo seus custos de produ¢cdo e minimizando as agressoes
ao meio ambiente e aos produtos de origem animal.

Com o objetivo de desenvolver novas estratégias de controle da infestagao
por D. hominis, foram desenvolvidos experimentos visando: produzir antigenos com
os diferentes instares da D. hominis; isolar e caracterizar proteinas antigénicas
obtidas a partir de extrato de larvas de D. hominis; fazer imunohistoquimica com

larvas de D. hominis para verificar onde estao situadas a proteinas antigénicas e
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enfim imunizar bovinos com proteina antigénica obtida a partir do extrato de larvas
de D. hominis e verificar a eficiéncia da resposta imunoldgica.
O presente trabalho foi desenvolvido conforme os propdésitos estabelecidos e

esta sendo apresentado na forma de capitulos:

- CAPITULO I: Produgdo de antigenos com os diferentes instares da
Dermatobia hominis criados em laboratério e obtencdo de
anticorpo policlonal em coelhos e bovinos.

- CAPITULO II: Caracterizacdo de proteina antigénica de extrato de larvas de
Dermatobia hominis.

- CAPITULO IlI: Estudo Imunohistoquimico em larvas Ls; de Dermatobia

hominis.

- CAPITULO IV: Imunizac&o de bovinos com proteina imunogénica purificada,
obtida de larvas de Dermatobia hominis.
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PRODUCAO DE ANTIGENOS COM OS DIFERENTES INSTARES DE Dermatobia
hominis CRIADOS EM LABORATORIO E OBTENCAO DE ANTICORPO
POLICLONAL EM COELHOS E BOVINOS

Resumo: Visando o desenvolvimento e a manutencdo do ciclo de vida da
Dermatobia hominis em laboratério, este experimento foi realizado com os objetivos
de avaliar o tempo de producdo dos diferentes instares, a producao de extratos
antigénicos a partir de cada instar larval, para imunizagdes de animais de laboratério
(coelhos) e bovinos e consequente obtencdo de anticorpos policlonais de D.
hominis. Para obter os diferentes instares foram avaliados diferentes meios de
cultura. O meio composto por serragem e areia, foi o mais adequado, por ter
apresentado desenvolvimento de 54% das larvas L3 em pupas e 62% destas em
adultos. A vida média dos adultos variou de acordo com o sexo, sendo 5 dias para
os machos e 9 dias para as fémeas. Os machos emergiram apds periodo de
incubacao médio de 24 dias enquanto que para as fémeas o periodo foi de 29 dias.
Durante todo o experimento foram produzidos 1530 ovos por apenas 8 fémeas, com
a postura variando de 18 a 327 ovos por fémea. Os extratos protéicos produzidos
com cada instar larval apresentaram concentragao distinta, sendo de 5,38; 6,31 e
8,02 mg/mL para as larvas de primeiro, segundo e terceiro instar respectivamente. A
avaliacao do perfil eletroforético das proteinas obtidas dos extratos soluveis,
apresentaram um padrdo com 16 bandas e ndo mostrou diferenga significativa de
perfil entre os extratos. O comportamento da cinética de producao de anticorpos
policlonais, em coelhos imunizados com esses extratos, mostrou que o extrato
soluvel obtido a partir de larvas L3 € o que produz melhor resposta, com producéo do
maior titulo de anticorpos. O comportamento da resposta imune observado em
bovinos imunizados com extratos de larvas (L1, Lz e L3), foi similar ao observado em
coelhos, permitindo assim que os estudos realizados com esses animais possam ser
extrapolados a espécie bovina.

Palavras-chave: Criacédo artificial de Dermatobia hominis, extrato, imunizagéo,
eletroforese, Dermatobia hominis.
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PRODUCTION OF ANTIGENS OF DIFFERENT Dermatobia hominis INSTARS
BREEDING IN LABORATORY AND POLYCLONAL ANTIBODIES IN RABBITS
AND BOVINES

Abstract: The aims of the current study were to evaluate how long the botfly
Dermatobia hominis takes to produce its different instars in laboratory (for breeding),
and to produce antigenic extracts from larval stages for immunization of laboratory
animals (rabbits) and bovines in order to obtain polyclonal antibodies against D.
hominis. Considering tested culture media, the medium composed by sawdust and
sand was the most appropriate to obtain botfly instars since 54% of Ls; larvaes
developed into pupas and 62% of these pupas became adults. Male and female adult
flies had different lifespan of five and nine days respectively. Likewise, males
emerged after twenty-four days of incubation whereas females emerged after twenty-
nine days. During the whole experiment 1530 eggs were deposited by only eight
females (posture of 18 — 327 eggs per female). Protein extracts from first, second
and third larval stages were, respectively, 5.38, 6.31 and 8.02 mg/mL.
Electrophoretic profile of proteins from soluble extracts was of sixteen protein bands
without significant difference among the extracts. Kinetics of polyclonal antibodies
production in immunized rabbits was indicative that soluble extract obtained from Lj
larvaes produced the best immune response with production of greater title of
antibodies. Immune response in L4, Ly and Lz larval extracts immunized bovines was
similar to that in rabbits and so, studies performed with these animals can be

extrapolated to bovine species.

Key words: Dermatobia hominis breeding in laboratory, extract, immunization,
electrophoresis.
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1. INTRODUCAO

Dentre os ectoparasitos de importancia médico-veterinaria na América Latina
esta Dermatobia hominis (Linnaeus Jr., 1781) (Diptera: Cuterebridae). A larva deste
inseto € o agente da miiase furunculéide popularmente conhecida como berne,
parasito de humanos, animais domeésticos e selvagens, na América tropical e
subtropical (RIBEIRO, 1982; FONSECA, 1989; RODRIGUES, 1998; SILVA JUNIOR
et al., 1998; GOMES et al., 1998; GUIMARAES e PAPAVERO, 1999; BARBOSA et
al., 2000; PINTO, et al., 2002).

No inicio do século XX, o berne foi considerado como uma das mais
importantes parasitoses do gado bovino no Brasil (BARBOSA et al., 2000).
Atualmente, apesar do controle quimico existente, a dermatobiose continua sendo
um problema para a pecuaria brasileira por seus prejuizos diretos e indiretos. Os
prejuizos diretos estdo ligados as perdas ocasionadas pela diminuigdo da produgao
de leite e carne, pelo baixo ganho de peso e pela dificuldade de aclimatacéo de
racas selecionadas, podendo ocasionar ainda a morte de bezerros quando
estiverem intensamente infestados. Os prejuizos indiretos causados pela
dermatobiose estado relacionados com a formacéo de abscessos que abrem porta de
entrada para outras miiases e a outros agentes patogénicos, com a consequente
desvalorizagdo do couro. Os gastos relacionados com a mao-de-obra e
medicamentos utilizados para o combate desta ectoparasitose, também devem ser

considerados.

A D. hominis apresenta duas fases no curso de seu ciclo biolégico: uma
parasita de mamiferos e outra de vida livre. Na fase de vida livre, machos e fémeas
emergem do pupario em torno do 30° dia, acasalando-se imediatamente. As fémeas
realizam as posturas sobre outros insetos, fendmeno este conhecido como foresia
(RODRIGUES, 1998). Aproximadamente 50 espécies de insetos vetores tém sido
catalogadas, entre elas mosquitos dos géneros Culex, Anopheles, borrachudos do
género Simulium e moscas dos géneros Stomoxys, Neivamyia, Sarcopromusca e
Fannia (RIBEIRO, 1982; GUIMARAES e PAPAVERO, 1999; PINTO et al., 2002).

Os ovos depositados sobre outros insetos tém um periodo de incubagao de
até sete dias. As larvas podem sobreviver dentro do ovo, por aproximadamente 20
dias (BRITO et al., 2001). A maioria das larvas L; penetram no mesmo lugar onde

pousou seu vetor, podendo ocorrer em qualquer parte do corpo do animal.
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O periodo larval € em torno de 40 a 50 dias, evoluindo por trés estagios
larvais (L1, L2 e L3). Quando as larvas completam o desenvolvimento, abandonam
seus hospedeiros, caindo no solo, onde penetram e transformam-se em pupa. Como
nesta fase as larvas L; precisam penetrar no solo, € muito importante que as
condicdes climaticas e o tipo de solo contribuam para tal. Em torno do 30° dia, os

adultos emergem do pupario, completando o ciclo.

Dentre os fatores que mais influenciam no desenvolvimento (fases de vida
livre) de D. hominis, estdo a temperatura e a precipitagdo pluviométrica. Os niveis
populacionais variam ao longo do tempo nas regides subtropicais, conforme a
temperatura média (BORJA, 1982; RODRIGUES, 1998; BARBOSA et al., 2000;
FERNANDES, 2004). Segundo OLIVEIRA (1991), influenciadas pelas condi¢cbes
climaticas, as larvas de D. hominis que abandonam o hospedeiro durante a
primavera e verao, apresentam um desenvolvimento mais rapido e um indice de
emergéncia de adultos mais elevado, havendo assim uma maior incidéncia de
moscas adultas nesse periodo. Nos meses mais frios, o estagio pupal € mais longo
e o percentual de emergéncia menor.

Varios autores demonstraram que a sazonalidade e a flutuagao populacional
variam de acordo com as caracteristicas de cada regiao quanto a altitude, longitude,
latitude e proximidades a matas fechadas (BELLATO et al., 1986; SARTOR 1986;
MAGALHAES e LESSKIU, 1982; RIBEIRO et al., 1989, PINTO et al., 2002).

Como o Brasil apresenta uma vasta extensdo territorial, com uma grande
variedade de latitudes, longitudes e altitudes e, por consequéncia, de varios tipos
climaticos, a populagéo de larvas de D. hominis nos hospedeiros pode variar de uma
regiao para outra.

Através de um inquérito epidemiolégico, abrangendo 82% dos bovinos
existentes no Brasil, constatou-se que o berne esta presente em 20 Unidades
Federativas. Apenas em algumas regides do Norte e Nordeste ndo se registrou a
ocorréncia de D. hominis (SANAVRIA et al., 2002).

Para minimizar estes efeitos de ambiéncia, € importante reproduzir o ciclo
evolutivo da D. hominis em condigbes de laboratério. As condigdes ideais de
temperatura e umidade estdo diretamente relacionadas a permeabilidade e maciez
do solo para que as larvas L3 possam fazer a penetragcédo e o periodo de pupa. Com
o desenvolvimento de todos os estadios em laboratoério, desde a postura dos ovos
até a formacdo de um novo imago, tornar-se-a possivel a avaliagdo das condigbes
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para a sobrevivéncia de cada estadio, o que poderia contribuir no desenvolvimento
de novas técnicas para o seu controle. A producao de todas as fases parasitarias in
vitro, também permitira a producéo de extratos brutos obtidos a partir dos diferentes
estadios de larvas, contribuindo para conhecer as fragdes antigénicas desses
extratos, bem como da resposta imune-humoral desenvolvida nos hospedeiros
imunizados com estes extratos.

Visando conhecer o desenvolvimento da Dermatobia hominis e sua
manutengdo em laboratorio, foi realizado este experimento com os objetivos de
avaliar:

a) a criagdo e manutencdo de larvas de D. hominis em laboratério,
possibilitando assim o estudo de seus diferentes instares;

b) a produgao de extratos antigénicos a partir de cada instar larval;

c) a produgao de anticorpos policlonais em coelhos;

d) a resposta imune produzida por coelhos imunizados com os diferentes
extratos de larvas produzidos;

e) comparar a resposta imune dos coelhos imunizados com a resposta

produzida por bovinos imunizados, em outro trabalho.

De posse destes dados sera possivel estabelecer qual o extrato protéico é
mais antigénico, bem como, saber se coelhos podem ser usados como modelo
experimental para estudos futuros no desenvolvimento de novas medidas de
controle para dermatobiose.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. MANUTENGCAO DO CICLO DE Dermatobia hominis EM LABORATORIO

2.1.1. Desenvolvimento de Larva a Adulto

Foram colhidas através de compressao manual, 340 larvas de terceiro estadio
D. hominis, de animais naturalmente infestados na regido de Curitiba. As larvas
foram lavadas com solugao fisioldgica, acondicionadas em frascos esterilizados e
entdo transportadas ao laboratdrio.

Apos a selecado de acordo com o tamanho e sua mobilidade, as larvas foram
acondicionadas em potes plasticos de 500 mL contendo diferentes substratos para o
seu desenvolvimento (FIGURA 01). Diferentes meios substratos foram adotados a
fim de comparar o melhor deles para seu desenvolvimento, sendo assim dispostos:

- grupo A: areia terra e serragem (p6 de serra);

- grupo B: areia e serragem;

- grupo C: terra e serragem.

FIGURA 01- (A) Substratos para o desenvolvimento das larvas L; de D. hominis; (B)
Detalhe do pupario, com abertura do opérculo (seta), ap6s a saida do
imago.

As larvas L3 submergiram naturalmente no meio, nos primeiros 30 minutos. As

que ultrapassaram este intervalo, e ndo conseguiram penetrar no meio substrato,
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foram removidas. Os potes plasticos foram lacrados com tela para que quando
emergissem os adultos ficassem presos no seu interior e entao levados a estufa a
27°C e umidade relativa média de 70%.

Os potes foram mantidos na estufa até o 40° dia, com duas a trés
observacoes diarias a partir dos 25 dias. A partir do 40° dia o conteudo dos potes foi
removido para verificar o pupario, contando as pupas que nao abriram o opérculo.

Os adultos que emergiram foram separados em casais e acondicionados em
gaiolas teladas, para acasalamento. Foram acondicionados oito fémeas e quatro
machos em cada gaiola. Nestas mesmas gaiolas foram colocados os insetos vetores
para a realizacdo de posturas. Os insetos foréticos utilizados foram espécimes de
Musca domestica (FIGURA 02) capturados no momento de sua utilizagdo. A captura
dos forontes foi realizada no campo, com auxilio de rede entomoldgica. Em cada
gaiola contendo os casais adultos de D. hominis foram adicionados 50 a 60
espécimes de M. domestica.

Os casais foram observados diariamente para registrar o periodo de vida dos
adultos, bem como a capacidade de postura. Apos a morte dos insetos, estes eram
retirados da gaiola. Os forontes foram descartados em razdo da manipulagao
necessaria para a retirada dos ovos neles depositados, ja os espécimes de D.
hominis foram montados em alfinetes entomologicos e depositados na colegao

didatica do laboratorio de parasitologia da Universidade Federal do Parana.

2.1.2. Obtencgéao e Avaliagado dos Adultos no Ciclo de D. hominis em Laboratério

Assim que a postura nos forontes era depositada, estes espécimes foram
retirados da gaiola. Os foréticos com os ovos foram mantidos em potes plasticos
telados, por até sete dias, para que entdo os ovos da D. hominis fossem retirados
manualmente (FIGURA 01). Quando as condigbes de sobrevida dos foréticos
estavam comprometidas e estes ndo chegariam aos sete dias, os ovos da D.
hominis eram retirados dos foréticos com o auxilio de um pincel e uma pinga de

ponta fina.
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FIGURA 02- (A) espécime de Musca domestica com os ovos de D. hominis
depositados sobre o abdémen. (B) eclosdo de larvas de primeiro estadio
de D. hominis.

Os ovos de D. hominis contendo as larvas de 1° instar foram transferidos para
os hospedeiros, coelhos, bovinos e ratos Winstar. Os hospedeiros selecionados
foram previamente preparados com tricotomia da regido cutanea escolhida para o
depdsito dos ovos.

Apos a contengdo mecanica dos animais os ovos de D. hominis eram
transportados aos hospedeiros com auxilio de um pincel. Uma vez no tecido cutédneo
do hospedeiro, fez-se um movimento de expiragdo sobre as larvas. A descarga de
CO. exalada foi suficiente para provocar a abertura do opérculo do ovo, permitindo a
saida da larva de primeiro estadio e a sua penetracdo no tecido subcutaneo do
hospedeiro.

Os hospedeiros eram observados cada dois a trés dias, para verificar a
evolucdo das lesdes cutdneas desenvolvidas no local de penetragdo das larvas.
Esta observacédo ocorreu até o 40° dia, pois a partir deste periodo as larvas da D.
hominis ja terminaram o desenvolvimento do terceiro estadio e encontravam-se
prontas para deixar o tecido cutadneo do hospedeiro, caindo ao solo para completar o

seu ciclo de vida.
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2.2. PREPARO DO EXTRATO ANTIGENICO DE LARVAS DE Dermatobia

hominis.

A preparacdo do antigeno a partir de extratos de larvas de D. hominis foi
realizada segundo o método descrito por MOTA et al. (1980), com modificagcbes
realizadas por FERNANDES (2004).

2.2.1. Componentes Bioldgicos para Producao dos Diferentes Antigenos

2.2.1.1. Obtengéo das larvas L+, L, e L3 de D. hominis em bovinos

Para o preparo do extrato imunogénico as larvas L, e L3 de D. hominis foram
obtidas de bovinos naturalmente infestados. Os nédulos presentes no tecido cutaneo
dos bovinos foram identificados pela inspecao e palpacdo, sendo as larvas eliminadas
através de compressao manual dos noédulos. As larvas de primeiro instar para o
preparo do extrato antigénico, foram obtidas a partir do processo de criagdo da D.
hominis em laboratério.

Foram colhidas aproximadamente 200 mg de larvas L1 € 100 g de larvas L, e de
Ls respectivamente. Logo depois de colhidas as larvas foram armazenadas em um
frasco contendo solugao fisioldgica. Apds o término da colheita de larvas, procedeu-se
entdo a lavagem das mesmas em solugéo fisioldgica esterilizada. Este procedimento
foi repetido por cinco vezes. As larvas foram armazenadas e congeladas a -20°C, em
frasco esterilizado, submersas em solucdo fisiologica acrescida de solugdo de

gentamicina 40 mg/mL até sua utilizagao.

2.2.1.2. Preparo do extrato soluvel com as larvas de D. hominis

Apbs o descongelamento a temperatura ambiente, as larvas foram lavadas com
solucao salina, secas em papel filtro absorvente e pesadas. Para as larvas de segundo
e terceiro instar foram pesadas vinte gramas, que foram mergulhadas em frasco

contendo 100 mL de solugdo salina tamponada (NaCl 0,15 M: fosfato de sdédio
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monobasico 0,01 M: pH 7,2). Para as larvas de primeiro estadio foi utilizada a mesma
proporgao, pesando-se 200 mg acrescidas de 1,0 mL da mesma solugao salina.

Cada extrato antigénico foi entdo preparado, em separado, de acordo com seu
instar larval. As larvas foram trituradas em homogeinizador vitris durante 20 minutos.
Este processo foi repetido duas vezes e entdo filtrado em algodao de nylon, como
descrito por FERNANDES (2004).

O filtrado foi submetido ao ultra-som (sonicador de 35 Khz, 2,60 mA — 460/H —
Elma®) por um periodo de 30 segundos, por quatro vezes, com intervalos de 30
segundos, entre cada periodo de sonicagdo. O Becker contendo o material foi mantido
sempre imerso no gelo.

Apds a sonicagdo, o material obtido, foi distribuido em tubos de centrifuga
(previamente resfriados) e submetido & centrifugacéo (Hermle® Z 513K) a 4'C durante
40 minutos a 6.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi colocado, por inversdo, em
novos tubos de centrifuga e o processo de centrifugagao repetido. O sedimento obtido
a cada centrifugagao foi desprezado. O processo foi repetido por mais cinco vezes, a
10.000 rpm e a 4'C. O produto final foi submetido a duas filtracdes, sendo a primeira
com um microfiltro de 0,80 um e a segunda com 0,22 ym. Ambas realizadas em capela
de fluxo laminar para evitar contaminagdes. O extrato obtido foi denominado antigeno
soluvel e congelado em aliquotas (8,0 mL), em frascos estéreis, até 0 momento de sua

utilizacao.

2.3. CARACTERIZACAO PROTEICA DO EXTRATO ANTIGENICO
2.3.1. Determinacéo do Teor Protéico no Extrato de Larvas

Uma aliquota do material obtido, de cada extrato, foi reservada para dosar a
concentracdo de proteina, visando determinar a dose a ser administrada e a
concentracdo de antigeno para os testes de enzimoimunoensaio. A concentragao
protéica dos extratos foi obtida pelo método de BRADFORD (1976) (ANEXO 01).

A solucéo usada como padrao para a curva de calibracdo do espectrofotdmetro
(Zuzi® 4100) foi a albumina bovina (BSA), na concentracdo de 1mg/mL. Apds a

calibracdo do aparelho, procedeu-se a leitura das absorbancias das amostras.
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2.3.2. Perfil Eletroforético do Extrato de Larvas de D. hominis por SDS-PAGE

A eletroforese € uma técnica utilizada para separar os componentes de uma
mistura de varias espécies ionicas, através da sua migragdo num campo elétrico. A
carga ibnica das biomoléculas depende do pH do meio e deve ser estabilizada por
tampdes.

A eletroforese foi realizada pela migracdo de proteinas de diferentes pesos
moleculares através de um gel de poliacrilamida na presenga de duodecil sulfato de
sédio (SDS), como descrito por TOWBIN et al. (1979) e adaptado por MINOZZO
(2003). As solugoes utilizadas, bem como o protocolo, para o desenvolvimento da

técnica estdo dispostas no ANEXO 02.

2.3.2.1 Preparo do conjunto de placas para moldar o gel

As placas de vidro que compde o conjunto foram deixadas submersas em
solugdo de alcool-éter, durante alguns minutos, a fim de remover todo o tipo de
sujidades e gorduras. Apds enxugadas, o conjunto de placas foi montado sobre
superficie limpa, colocando entre elas os espacadores de 1,0 mm de espessura. O
conjunto foi preso com grampos e vedado com auxilio de borracha siliconada de 1,0
mm de espessura a fim de evitar possiveis vazamentos. Depois de montado o

conjunto de placas foi nivelado e transferido para o local de moldagem.

2.3.2.2. Confeccao dos géis de poliacrilamida

Para realizar a eletroforese foram preparados dois géis: o de separagéo e o
de empilhamento, cujas diferengas entre ambos € a concentragdo maior ou menor
de acrilamida e bisacrilamida e o tipo de tampé&o utilizado nos dois géis. O tampéo
do gel de separacao tem pH 8,8 que confere carga as moléculas de proteina, por
outro lado, o tampé&o do gel de empilhamento tem pH 6,8 e ndo confere carga as

proteinas, portanto seréo influenciadas pelo tamanho dos poros do gel.
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2.3.2.3. Preparo e aplicagao do gel de separagao (ou de corrida)

O grau de filtragao molecular no gel de poliacrilamida (PAGE) vai depender do
tamanho dos poros que por sua vez é determinado pela concentracdo de acrilamida
usada na polimerizagdo do mesmo. Para obtengéo do gel de separagéo a 12% foram
utilizados os produtos descritos no ANEXO 03.

O gel de separagao foi aplicado entre as placas de vidro do conjunto com o
auxilio de micro pipeta. Sobre esse gel foi acrescido, logo em seguida, 600uL de alcool

isoamilico, que apos a polimerizagao do gel, foi desprezado.

2.3.2.4. Preparo e aplicacéo do gel de empilhamento

O residuo de alcool isoamilico foi retirado da placa com agua destilada e
enxugada com papel filtro. O gel de empilhamento foi aplicado (ANEXO 04) no
conjunto de placas e colocado em seguida o pente para aplicagao das amostras no gel
ainda liquido. Apds a polimerizagéo, o pente foi removido as placas fixadas na cuba de

corrida.

2.3.2.5. Preparo das amostras dos diferentes extratos de larvas

As amostras a serem analisadas foram diluidas com cerca de 0,5 a 2 mg/mL em
proteina e um volume total de 50 a 100 uL. Usou-se para a diluicdo a solucao salina
tamponada (NaCl 0,15 M, NaH,PQO4 0,01 M: pH 7,2).

As solucdes obtidas foram diluidas 1:1 em solucao desnaturante e fervidas em

banho-maria, durante cinco minutos.

2.3.2.6. Preparo do padrao de peso molecular

As proteinas marcadoras também foram desnaturadas e dissociadas de modo

idéntico as amostras. Utilizou-se como padrao de peso molecular de proteinas o SDS-
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7 Molecular Weight Marker (Sigma S3401) composto de sete fragdes protéicas com

pesos moleculares variando de 14 a 66 kDa.

2.3.2.7. Aplicagdo das amostras e do padrao no gel SDS-PAGE

Apds a montagem da cuba de eletroforese, esta foi preenchida com o tampao
de corrida (ANEXO 2) em ambos os compartimentos. As amostras e o padrao foram
aplicados cuidadosamente no fundo de cada pogo do gel, obedecendo-se

rigorosamente 0 mesmo volume.

2.3.2.8. Eletroforese

A fonte de tensdo foi ligada estabelecendo corrente elétrica entre os polos
negativo e positivo da cuba. A amperagem constante foi estabelecida em 20 mA. O
tempo de corrida foi aproximadamente de cinco horas, e determinado pela chegada do

corante indicador (azul de bromo fenol) ao final do gel.

2.3.2.9. Revelagao do gel

Apods a eletroforese as posicdes das bandas protéicas foram reveladas pela

coloragdo com o Coomassie Azul Brilhante (ANEXO 12).

2.3.2.10. Calculo da massa molecular das bandas protéicas separadas em SDS-

PAGE.

O peso molecular de cada polipeptidio foi determinado pela construgao de reta

padrao obtida em funcdo do peso molecular e da mobilidade eletroforética das

proteinas do padréo.
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2.4. MANEJO E SELECAO DOS ANIMAIS PARA IMUNIZACAO

Foram utilizadas oito coelhas fémeas da raca Nova Zelandia com idade
aproximada de cinco meses. Os animais foram submetidos a um periodo de
adaptacdo de 20 dias, nas gaiolas onde ficaram confinadas durante o periodo
experimental, antes do inicio das imunizagdes.

No primeiro dia do experimento todos os animais foram reunidos e
aleatoriamente, cada animal foi entdo identificado através de tatuagem numerada.
Foram separados dois animais para receber a imunizagdo com cada extrato larval,
assim dispostos:

- animais 1 e 4: imunizados com o extrato de larvas L;
- animais 2 e 5: imunizados com o extrato de larvas L;
- animais 3 e 6: imunizados com o extrato de larvas Lg;

- animais 7 e 8: imunizados com o extrato de larvas L, e Ls.

Todos os procedimentos relacionados ao manejo dos animais e a coleta de
material foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Parana (CEEA/UFPR), processo n°. 23075.02931/2007-09,
certificado 251 (ANEXO 05).

2.5. IMUNIZAGAO DOS ANIMAIS

Cada um dos animais recebeu a primeira dose de 0,5 mL do extrato soluvel
de larvas de D. hominis, de acordo com o grupo a que pertencia, acrescida de partes
iguais do adjuvante completo de Freund (Sigma Chemical Company).

A dose foi inoculada, na regido da escapula esquerda de cada animal. Os
animais foram imunizados pela via subcutanea, uma vez que a via através da qual o
antigeno é administrado, afeta a magnitude e o tipo da resposta imune obtida. De
acordo com JANEWAY e TRAVERS (1997), os antigenos injetados por via subcutanea
em geral induzem as respostas mais fortes, enquanto que os antigenos injetados

diretamente na corrente sanguinea tendem a induzir tolerancia ou insensibilidade.
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Apos 15 dias, os animais receberam uma segunda imunizagao, composta do
antigeno e do adjuvante incompleto de Freund (Sigma Chemical Company), por via
subcutanea, na regido escapular direita. A terceira imunizagao foi repetida 15 dias apos
a aplicagédo da segunda dose, sendo idéntica a esta ultima, mas aplicada na regiao da

escapula esquerda.

2.6. CINETICA DE PRODUGAO DE ANTICORPOS EM COELHOS IMUNIZADOS
COM OS DIFERENTES EXTRATOS DE LARVAS D. hominis

O método de enzimoimunoensaio foi usado no presente trabalho para detectar,
no soro de coelhos imunizados com extratos de larvas, anticorpos especificos contra
antigenos de larvas de D. hominis. A técnica foi padronizada para o presente estudo e
seguiu os principios propostos por PINTO et al. (2003). O protocolo adotado para este
experimento esta descrito no ANEXO 06.

O principio da técnica € uma reagao de cor, que € observada quando a

enzima peroxidase, integrante do conjugado, desdobra o substrato.

2.6.1. Adsorcéao da Placa com Antigeno

Para a adsor¢ado da placa o volume aplicado por “pocinho”, foi baseado na
concentracdo protéica de cada extrato produzido com os diferentes instares de
extrato de larvas de D. hominis. De posse da concentragéo protéica do antigeno, foi
feita a diluicdo do mesmo em solugao tampao carbonato (0,05M, com pH 9,6). Com
auxilio de multipipetador (Jencons Scientific) foi realizada a homogeneizagdo e a
distribuicdo da solug&o antigénica na placa, com 100 ul da solugdo de antigeno por
‘pocinho”, com excegdo da primeira coluna (branco). A placa sensibilizada foi

deixada em geladeira over night (16 horas).

Utilizaram-se placas de poliestireno (Nunc Brand Products), constituidas de

96 “pocinhos” (12 colunas com oito “pocinhos” em cada) com o fundo chato.
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2.6.2. Primeira Lavagem

A primeira lavagem teve como finalidade remover o excesso de antigeno que
nao se fixou na placa. Utilizou-se a solugéo de lavagem (0,05% Tween-salina), com o
auxilio do aparelho para lavagem de placas. A solugéo ainda restante nos orificios da
placa foi retirada, invertendo-se a placa sobre papel absorvente. A operacdo de

lavagem foi repetida por trés vezes.

2.6.3. Bloqueio da Placa

A solugdo de bloqueio foi usada para bloquear os sitios de ligacdo nao
especificos. O bloqueio da placa foi feito utilizando-se 100 ul por “pocinho” de solugéo
de bloqueio (caseina 2%; 0,05% tween 20; diluidas em PBS). Incubou-se a mesma em
estufa (J. PROLAB Mod JP 101), a 37°C, por 60 minutos.

2.6.4. Segunda Lavagem

A finalidade desta lavagem foi a de remover proteinas da solugdo de bloqueio

gue nao se fixaram a placa. Procedeu-se de forma semelhante a primeira lavagem.

2.6.5. Diluigbes dos Soros

Os soros foram diluidos em tamp&o de incubagao (PBS; 0,25% caseina;
0,05% de tween 20). Em cada “pocinho” foram colocados 100 ul de soro diluido com
a finalidade de fazer a ligagdo do antigeno, fixado na placa, com os anticorpos

presentes no soro dos coelhos.
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2.6.6. Terceira Lavagem

Esta lavagem destinou-se a remog¢ao de anticorpos que ndo se ligaram aos
antigenos fixados na placa. Procedeu-se de forma semelhante a primeira lavagem,

entretanto, este procedimento foi repetido seis vezes.

2.6.7. Diluigdo do Conjugado

O segundo anticorpo a ser adicionado na placa foi a imunoglobulina anti-lgG
de coelho, conjugado com a enzima peroxidase (Sigma Chemical Company). De

forma semelhante ao soro, o conjugado foi diluido em tampao de incubacao.

2.6.8. Quarta Lavagem

Esta lavagem teve como objetivo remover o excesso de conjugado que n&o se
ligou as moléculas de anticorpos nos “pocinhos” da placa. Procedeu-se de forma

semelhante a terceira lavagem.

2.6.9. Substrato

A atividade enzimatica foi revelada usando-se como substrato a solucao de
ortofenilenodiamino (OPD). Os substratos cromdgenos sob a agao enzimatica dao
origem a produtos coloridos, cuja quantificacao é feita pela medida da absorbancia da
solugcdo em espectrofotdmetro.

Em cada “pocinho” aplicou-se 100 pl do substrato (OPD) diluido em tamp&o de
substrato (4 mg de OPD + 10,5 mL de tampao citrato pH 5,0 + 4 ul de H,05). Incubou-

se a micro placa por 20 minutos, em estufa, a 24°C.
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2.6.10. Parada da Reagao

Apods 15 minutos de incubacao a reacgao foi interrompida pela adigao de 50 pl

de H,SO4 a 5% em cada “pocinho”.

2.6.11. Leitura das Absorbancias do Teste ELISA

Procedeu-se a leitura da densidade optica (D.O.) no leitor de micro placa
(BIORAD Model 550) utilizando-se um filtro com comprimento de onda de 492nm. A

leitura foi realizada imediatamente apds a parada da reacéo.

2.7.  ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados obtidos quanto ao periodo de eclosao e viabilidade de
larvas de D. hominis foi usada a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia, utilizando-se o Software SAEG
(Universidade Federal de Vigosa, 2002). A metodologia empregada para a analise
dos demais dados foi a de modelos lineares generalizados, apropriadas para
variaveis que apresentam distribuicbes de probabilidade da familia exponencial
(normal, gamma, Poisson e binomial). Para a analise da absorbancia do teste ELISA
em fungdo dos tratamentos ao longo do experimento, foi adotada a distribuigdo
gama com funcédo de ligagdo logaritmica e o modelo matematico semelhante ao
anterior, modificando-se apenas a variavel nimero de nédulos pela absorbancia do
teste ELISA. Foram adotados como ferramentas os programas estatisticos: Sistema
para Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG, 8.0, 2002) e ASRemL (GILMOUR et
al. 2002).
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3. RESULTADOS

3.1. OBTENGAO DOS DIFERENTES INTARES LARVAIS DE Dermatobia hominis
EM CONDICOES DE LABORATORIO

Os diferentes meios substratos empregados para o desenvolvimento da fase
de pupa de D. hominis foram considerados satisfatérios e estatisticamente distintos
(p<0,05). O tratamento B (serragem e areia) foi 0 meio mais adequado, por ter
apresentado o desenvolvimento de 54% das larvas Lz em pupas e 62% destas em
adultos de D. hominis (TABELA 01). Quando este meio foi associado a terra
(tratamento A) pode-se observar a diminuicdo da maciez da textura, devido a
formagdo de uma camada de terra endurecida que dificultou a saida do imago do
pupario. A taxa de emersdo dos tratamentos A e C foram de 14 e 30%,

respectivamente.

TABELA 01: EMERGENCIA E VIABILIDADE PUPAL DE LARVAS DE D. hominis
(em %) DE ACORDO COM O MEIO UTILIZADO PARA O SEU

DESENVOLVIMENTO.
Tipo de substrato Pupas formadas (%)  Adultos emergidos (%)
Areia, terra e p6-de-serra 33,87° 14,29°
(grupo A)
Areia e po-de-serra 54,16° 62,24°
(grupo B)
Terra e p6-de-serra 41,93° 30,77°

(grupo C)

Valores seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

As larvas L3 transformaram-se em pupas a partir do quarto dia apds terem
submergido no meio. Todas as larvas que n&o atingiram este estagio neste periodo
foram removidas dos potes plasticos.

Os machos emergiram apdés periodo de incubagao médio de 24 dias (TABELA
02), 76% destes machos emergiram entre o 23° e o 24° dia destes, enquanto que
para as fémeas o periodo foi de 29 dias (TABELA 03). e 79% das fémeas entre o 29°

e o 30° dias.
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TABELA 02: PERIODO DE EMERGENCIA DO PUPARIO, EM DIAS, DOS MACHOS DE
D. hominis, NOS DIFERENTES MEIOS PARA O SEU

DESENVOLVIMENTO.
Dias
. Total
Meios 23 24 25 26 27
Areia, terra e pé-de- 0 2 1 0 0 3°
serra (grupo A)
Areia e po-de-serra 9 15 5 0 2 312
(grupo B)
Terra e po-de-serra 3 1 1 0 0 5°
(grupo C)
Total 12 18 7 0 2 39

Valores seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

TABELA 03: NUMERO DE ADULTOS FEMEAS DE D. hominis EMERGIDAS DO
PUPARIO, NOS DIFERENTES MEIOS PARA O SEU

DESENVOLVIMENTO.
Dias
_ Total
Meios 28 29 30 31 32
Areia, terra e po-de- 0 0 0 0 0 0°
serra (grupo A)
Areia e p6-de-serra 4 18 16 2 1 412
(grupo B)
Terra e po-de-serra 5 1 0 0 0 3P
(grupo C)
Total 6 19 16 2 1 44

Valores seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Dos meios comparados, neste experimento, o tratamento B foi o que mostrou
melhor desempenho, com a emergéncia de 31 machos (79,48%) e 41 fémeas
(93,18%), enquanto os demais tratamentos juntos foram responsaveis pela
emergéncia de menos de 20% de machos e apenas 6% de fémeas.

A vida média dos adultos também variou de acordo com o sexo, sendo que
49% dos machos apresentaram uma vida média de cinco dias, e 74% destes, se
desenvolveram no tratamento B (TABELA 04). Ja 70% das fémeas apresentaram
uma vida média entre 8 e 9 dias, e 93% se desenvolveram no tratamento B
(TABELA 05).
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TABELA 04:  PERIODO DE VIDA MEDIO, EM DIAS, DOS MACHOS DE D. hominis,
DE ACORDO COM OS DIFERENTES MEIOS PARA O SEU

DESENVOLVIMENTO.
Periodo de vida médio
Meios (dias) Total
3 4 5 6 7

Areia, terra e po-de-serra 0 0 2 0 1 3°
(grupo A)

Areia e po-de-serra 2 5 14 10 0 312
(grupo B)

Terra e po-de-serra 0 1 3 1 0 5P
(grupo C)

Total 2 6 19 11 1 39

Valores seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

TABELA 05: PERIODO DE VIDA MEDIO, EM DIAS, DE FEMEAS DE D. hominis, DE
ACORDO COM OS DIFERENTES MEIOS PARA O SEU
DESENVOLVIMENTO.

Periodo de vida médio

(dias)
Meios 6 7 8 9 10 11 12 Total
Areia, terra e po-de- 0O 0 0 0 0 0 0 oP
serra (grupo A)
Areia e po-de-serra > 6 12 16 3 1 1 412
(grupo B)
Terra e p6-de-serra 0 0 2 1 0 0 0 3b
(grupo C)
Total 2 6 14 17 3 1 1 44

Valores seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Durante todo o experimento as fémeas produziram 1530 ovos por apenas oito
fémeas, com a postura variando de 18 a 327 ovos por fémea. A oviposicdo ocorreu
do segundo ao quinto dia, onde pode ser observado que as posturas de 80% dos

ovos ocorreram até o terceiro dia de vida.
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3.2. PRODUCAO DO EXTRATO ANTIGENICO DE LARVAS DE Dermatobia

hominis
3.2.1. Concentragao Protéica do Extrato de Larvas de Dermatobia hominis

A concentracdo protéica do extrato antigénico preparado com larvas de
primeiro, segundo e terceiro instar de Dermatobia hominis, foi de 5,38; 6,31 e 8,02
mg/mL respectivamente. O extrato produzido com uma mistura de larvas L, e L3, em
iguais proporgdes, apresentou uma concentragao protéica de 7,42 mg/mL.

Para a imunizacdo dos animais a dose aplicada foi de 0,5 mL acrescida do
adjuvante de Freund, a mesma adotada em pesquisas realizadas por diversos autores
(MOTA et al., 1980; PERACOLI et al.,, 1980; LELLO e BOULARD, 1990; LELLO e
PERACOLI, 1993; LELLO et al., 1999 e PINTO et al., 2003). A fungao dos adjuvantes,
completo e incompleto de Freund, € a de concentrar os antigenos nos locais onde os
linfécitos possam encontra-los para favorecer a indugéo de citocinas que regulam a
funcao linfocitaria (PINTO et al., 2002).

3.2.2. Perfil Eletroforético dos Peptideos a Partir dos Extratos de Larvas

Gracgas a eletroforese dos extratos antigénicos preparados com as larvas dos
distintos instares de D. hominis foi possivel verificar um perfil de proteinas bastante
semelhante, independente do estadio larval a qual pertenciam. Muito embora no
extrato de larvas L,, as fragdes protéicas identificadas se apresentaram em menor
intensidade. As amostras dos extratos soluveis foram submetidas as mesmas
condi¢des de corrida eletroforética, com concentragdo de 1,5 pg/uL e um volume de 30
pL/line (FIGURA 03).

A analise das bandas produzidas (TABELA 06) foi feita através do “software”
Gel Pro Analyzer e as massas moleculares (kDa), das fracbes protéicas,

determinadas pela eletroforese, para cada extrato soluvel foram:

- Extrato L4: 87; 80; 72; 70; 64; 54; 50; 47; 44; 40; 28; 26; 24; 22; 17 e 15 kDa.

- Extrato Lo: 87; 83; 80; 72; 50; 39; 35; 26; 24 e 15 kDa.

- Extrato L3: 87; 83; 72; 70; 64; 52; 50; 49; 47; 44; 39; 26; 24; 22; 18 e 15 kDa.

- Extrato Ly e Ls: 95; 90; 87; 72; 70; 64; 52; 50; 47; 44; 39; 26; 24; 22 e 15 kDa.
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FIGURA 03: Perfil eletroforético, em gel redutor, de poliacrilamida 12%, das
proteinas presentes nos extratos de larvas L;, L, Lz e L, e Lj
comparadas ao padrdo de massa molecular SDS-7, coradas pelo
Coomassie.

As proteinas dos extratos soluveis apresentaram um padrao com 16 bandas
similares entre si de acordo com os coeficientes de Pearson (TABELA 06) no padréo
eletroforético entre os extratos. Apesar do extrato produzido com larvas L,, apresentar

bandas coradas com menor intensidade foram identificadas apenas 10 bandas.
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TABELA 06: COEFICIENTES DE CORRELACAO DE PEARSON PARA AS
BANDAS PROTEICAS REVELADAS PELA ELETROFORESE DOS
DIFERENTES EXTRATOS DE LARVAS DE D. hominis

Antigenos L, L, Ls L,els

L, 1,00* 0,98* 0,99* 0,99*

L, 1,00* 0,97* 0,97*

Ls 1,00* 0,99*

Lel; 1,00*
*P<0,01

3.3. AVALIACAO DOS ANTIGENOS PRODUZIDOS USANDO O METODO
ENZIMOIMUNOENSAIO.

Para a melhor diferenciagdo da reagéo entre soros positivo e negativo foi usado
um pool de soros positivos (soros controles positivos), formado por 100 yL de cada
amostra de soro colhida no 45° dia do experimento (32. Imunizagao). A escolha de usar
os soros do 45° dia pdés imunizacdo foi em funcdo de nossos resultados obtidos
anteriormente (FERNANDES et al., 2007). Para controle negativo foi utilizado um pool
de soros de oito animais, colhidos no 1° dia do experimento (dia zero) uma vez que
estes animais nunca haviam tido contato prévio com a Dermatobia hominis.

Os soros foram diluidos em tampao de incubagao, nas proporgdes de 1:600.
Na primeira coluna da placa, ndo foi colocada amostra do soro, antigeno ou
conjugado, sendo a mesma utilizada para fazer o branco do aparelho. Na ultima
coluna da placa foram colocados controles negativos e os controles positivos. As
amostras de soro foram analisadas em duplicata. A diluicdo usada para o conjugado
foi de 1:5000.

Para determinar o ponto de corte do teste ELISA, entre os soros reagentes e
nédo reagentes, utilizou-se a absorbancia dos soros de animais que foram utilizados
como controle negativo para padronizagao dos testes. A absorbancia dessas amostras
variou de 0,008 a 0,038, conforme o extrato utilizado, e foi usada para estabelecer o
cut-off de 0,033; 0,051; 0,023; e 0,029 para os extratos com larvas L ; Ly ; L3 e Ly e Lg,
respectivamente. A formula usada para o calculo foi composta da média aritmética dos
resultados, somado trés desvios padrao. Valores superiores a este foram considerados
reagentes para o teste imunoenzimatico.
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3.4. CINETICA DE PRODUCAO DE ANTICORPOS EM COELHOS IMUNIZADOS
COM OS DIFERENTES EXTRATOS PRODUZIDOS COM LARVAS DE D.
hominis.

As médias das absorbancias da reacdo antigeno-anticorpo do teste ELISA
para todos os animais encontraram-se acima do cut-off estabelecido, a partir da
primeira imunizagao, sendo progressiva e atingindo pico maximo da producgao de
anticorpos aos 45 dias (4° semana) da primeira imunizagdo. Os valores de
absorbancia obtidos pela técnica ELISA indireto para cada grupo de animais
segundo o tratamento estdo discriminados no ANEXO 07.

O comportamento da absorbancia da reagdo antigeno/anticorpo mostrou-se
distinto (p<0,01) para os diferentes extratos de acordo com o estadio da larva.
Entretanto, os animais imunizados com extratos de larvas de primeiro e segundo
estadio apresentaram comportamento linear, mas com valores de absorbancia
inferiores aos extratos de larvas de terceiro estadio assim como no extrato com os
estadios L, e L3z (FIGURA 04).

Os extratos produzidos a partir de larvas L; e do pool de L, e L3 apresentaram
um comportamento similar, com aumento progressivo da formacédo de anticorpos,
seguindo em declinio a partir dos 60 dias (52 coleta). No presente experimento, apesar
destes extratos apresentarem comportamento semelhante, o extrato de larvas L3
mostrou também que os animais imunizados apresentaram titulo de anticorpos mais
altos que os demais extratos, inclusive do extrato com mistura de larvas L, e Ls.
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FIGURA 04: Comparagcdo das absorbéncias obtidas na reagdo antigeno-anticorpo,
através do teste ELISA, distribuidas ao longo das colheitas de sangue,
realizadas a cada 15 dias, entre os grupos de animais imunizados com 0s
diferentes extratos de larvas de D. hominis.
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Ao analisar os valores de absorbancia (ANEXO 07), levando em consideragao o
valor do cut off, & possivel verificar que alguns animais apresentam valores menores
ou maiores que o esperado em funcdo do numero de imunizagdes. Desta forma, os
valores encontrados ndo assumiram uma distribuicdo normal, por esse motivo, optou-
se por analisar o comportamento de cada grupo em relagdo ao teste em funcdo do
numero de coletas. Os dados do teste ELISA foram ajustados para a curva de
regressao, deste modo os valores de absorbancia discriminados no grafico da FIGURA
04, sao representativos, sendo os valores reais descritos na tabela do ANEXO 07.
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4. DISCUSSAO

A producdo de anticorpos policlonais contra os diferentes instares larvais da
D. hominis é de extrema importancia para buscar qual proteina € mais imunogénica.
Para a obtengao de todos os diferentes instares larvares foi necessaria a criagao e
manutencdo em laboratério, uma vez que, no hospedeiro, a primeira fase larval é
diminuta e passa despercebida, em fungdao do pequeno orificio cutdneo formado
pela sua penetracado ou pela resposta inflamatdria por ela desenvolvida. O primeiro
obstaculo encontrado para producado de L1 foi a obtencao das larvas L3, através da
compressdao manual dos nddulos em animais infestados. Para obter sucesso na
criacdo de larvas em laboratério, as larvas precisavam estar no final do terceiro
instar, ou seja, o mais proximo possivel da fase de pupa, para que estas
completassem o ciclo evolutivo. Muitas vezes ao comprimir um nodulo furuncular do
hospedeiro, a larva obtida ainda estava no final do segundo instar ou no inicio da
fase L3 e estas ndo apresentaram sobrevida, ndo conseguindo penetrar no meio
(substrato) para evoluir a fase de pupa. Outro fator negativo importante foi a lesdo
mecanica provocada pela compressdo manual no momento da retirada da larva.

Para que o desenvolvimento das larvas atingisse a fase de pupa, com éxito,
foi necessario encontrar um meio mais proximo das condicbes encontradas a
campo. A textura do meio substrato utilizado teria de ser porosa e macia para
permitir a facil penetracdo das larvas, mas ao mesmo tempo deveria reter a umidade
necessaria para o seu desenvolvimento e conservar a temperatura ideal. A
importancia das condicdes ideais de temperatura e umidade esta diretamente
relacionada a permeabilidade e maciez do solo para que as larvas L3 possam
penetrar e evoluir até a fase de pupa. Por este motivo foram testados diferentes
meios substratos para o desenvolvimento desta fase.

Os trés meios substratos avaliados continham serragem (pd de serra),
precedentemente avaliados com sucesso por RIBEIRO et al. (1993). Para os outros
meios substratos utilizou-se areia e terra, misturados ou ndo. A areia e a terra foram
usadas com a intencdo de permitir que o substrato permanecesse com maior

umidade e conservasse a temperatura mais elevada.
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Os resultados obtidos com esses substratos foram satisfatorios, onde os
machos emergiram cinco a seis dias antes do que as fémeas, apresentando o
mesmo comportamento descrito por RIBEIRO et al. (1989) e RODRIGUES (1998).

O periodo médio de vida dos insetos obtidos em condi¢des laboratoriais foi de
seis dias para os machos e nove dias para as fémeas, corroborando com os dados
de RIBEIRO et al. (1993) que obtiveram sobrevivéncia de trés a 11 dias para as
fémeas e de cinco a oito dias para os machos. Estes dados diferem dos encontrados
por NELL et al. (1956) e SERRA (1963) que relatam uma vida média de quatro e
seis dias respectivamente. A maior taxa de emersao tanto de machos como de
fémeas no tratamento B provavelmente ocorreu em fungao das melhores condi¢des
deste meio em manter a umidade e temperatura, exigidas para a fase de pupa.

Quanto a capacidade de postura encontrada nas condicbes deste
experimento variou de 18 a 237 ovos por mosca, num total de 1530 ovos, dos quais
1224 ovos foram postos do segundo ao terceiro dia de vida. TOWNSEND (1922)
registrou variagdo de 250 a 450 ovos e PESSOA (1963) relata que a D. hominis
pode ovipor de 380 a 400 ovos. TOLEDO (1952) observou duas fémeas de D.
hominis com uma postura de 726 e outra com 1200 ovos, com periodo de vida
médio de 6 dias. NEEL et al. (1956) estimaram que o periodo médio de vida, para
221 espécimes de D. hominis foi de quatro dias, variando de 1 a 10 dias. RIBEIRO e
OLIVEIRA (1987) trabalhando com adultos de D. hominis em condi¢gdes de
laboratério observaram que as posturas variaram de dois a 634 ovos com média de
111 ovos por mosca, com periodo médio de vida de 9,7 e 7,5 dias respectivamente,
para machos e fémeas.

Com o desenvolvimento de todos os estadios padronizados em laboratdrio,
tornou-se possivel a avaliacdo das condi¢cdes para a sobrevivéncia de cada instar, o
que pbéde contribuir para o desenvolvimento de novas técnicas de controle. A
producdo de todas as fases parasitarias in vitro, também pd&de permitir a producao
de extratos antigénicos obtidos a partir de larvas, contribuindo para maior
conhecimento das fragdes imunogénicas desses extratos, bem como da resposta
imune-humoral desenvolvida nos hospedeiros imunizados com estes extratos.

A partir de cada instar larval, foi produzido um extrato de larvas, com a
finalidade de comparar o perfil protéico desses extratos, imunizar coelhos e estudar

sua resposta imune.
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Extratos brutos obtidos a partir de larvas foram preparados seguindo a
mesma metodologia proposta por PINTO et al. (2003) e FERNANDES et al. (2007) e
os valores encontrados, nas condicdes em que foi realizado este trabalho, foram
similares aos obtidos por MOTA et al. (1980) e PINTO et al. (2003), que encontraram
8,0 e 8,3 mg/mL, respectivamente. Entretanto os dados diferem dos encontrados por
FERNANDES et al. (2007), com extrato antigénico preparado com larvas L; e Lj,
onde a concentragdo protéica encontrada foi de 10,02 mg/mL. Por sua vez, estes
também diferem dos valores determinados por BARBOSA et al. (2000), que
comprovaram diferentes concentragdes protéicas para os extratos antigénicos,
obtidos para cada estadio larval, sendo o extrato de larvas L; 0 menos concentrado.
As diferencas nas concentragdes protéicas dos extratos preparados com larvas de
D. hominis variam de acordo com a técnica de preparagdo do antigeno ou pela
variabilidade nucleotidica (estimada em 2,75%), uma vez que as populagdes
brasileiras de D. hominis em diferentes regides estudadas apresentou alto
polimorfismo quando utilizadas técnicas com diferentes marcadores moleculares
(GEURGAS, 1998). Porém, LEMOS (2000) conclui que a espécie nao apresenta
estruturacdo nas populagdes em relacdo ao DNA mitocondrial (DNAmt), com as
populacdes das diferentes localidades podendo ser consideradas homogéneas
geneticamente.

A analise do perfil protéico dos extratos brutos das larvas de D. hominis , por
SDS-PAGE, revelou um padrao similar de proteinas nos trés estadios larvares e na
mistura de extratos com larvas L, e L3, sendo que o extrato com larvas L,
apresentou o menor numero de bandas. Entretanto, pode-se verificar que pelo
menos sete bandas protéicas (15; 24; 26; 39; 50; 72 e 87 kDa) sdo comuns a todos
os extratos avaliados. Estes resultados sdo em parte corroborados pelo fato de
antigenos soluveis, comuns a L4, L, e L3, haverem sido detectados em pele de
bovinos infestados com larvas de D. hominis (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 1996), ao
estudarem a reacao imunohistoquimica em tecido bovino infectado por larvas nos
diferentes estadios.

Em todos os extratos ha predominéancia de bandas de peso molecular entre
39 e 50 kDa, exceto no estadio de L,. Também merece destaque maior a
intensidade aparente das bandas protéicas de massas moleculares de 39 e 72 kDa

em todos os estadios.
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Algumas bandas protéicas que apareceram no extrato de L, n&o séo
encontradas no pool com larvas L, e L3, contrariando o esperado. Este padrao
apresentado pelos extratos pode ter ocorrido gragas a agédo de proteases, existentes
em cada fase das larvas, que teriam causado a degradagdo ou digestdo das
mesmas ou até mesmo sua modificacdo molecular em fungdo do requerimento
fisiolégico para seu desenvolvimento.

BRANT, (2004) ao estudar a atividade proteolitica de enzimas de excrecado e
secrecéo da D. hominis e YONG et al. (1996), ao identificar o perfil eletroforético de
larvas de Lucilia cuprina, observaram que ha uma modificagdo no padrdo de
proteinas durante o curso do desenvolvimento das larvas passando de um padrao
que predominam proteinas de alta massa molecular para um que inclui proteinas de
massas inferiores a medida que ocorre o desenvolvimento larval. No ciclo biolégico
provavelmente ocorrem alteracoes dessas moléculas de acordo com o papel
fisioldgico que exercem no desenvolvimento de cada instar larval. Outro fator que
poderia explicar o maior numero de fragdes protéicas no extrato de larvas L seria a
maior acado proteolitica dessas larvas no momento da penetracdo nos tecidos do
hospedeiro. Segundo OLIVEIRA-SEQUEIRA et al. (1996) e BRANT (2004) as larvas
L4, tem em sua composi¢cado serino-proteases que auxiliariam a agao dos ganchos
das larvas no momento da penetragcéo no tecido cutaneo.

No presente trabalho, foram comparados através da eletroforese em gel de
poliacrilamida, os extratos obtidos de cada estadio larval além de um extrato obtido
com um pool de larvas L, e L;, este ultimo com a finalidade de comprovar os
resultados obtidos por PINTO et al. (2003) ao imunizar coelhos e FERNANDES et al.
(2007) ao imunizarem bovinos com extrato de larvas de segundo e terceiro estadio
de D. hominis.

A hipotese era que a imunizagdo com o extrato obtido com larvas L; e Ls
poderia desenvolver uma resposta imune mais intensa uma vez que o hospedeiro
estaria exposto ao maior numero de epitopos antigénicos, da mesma forma, LELLO
e BOULARD (1990) observam que a melhor resposta humoral em coelhos
imunizados foi usando antigenos com pool de larvas L; e L3, do que em animais
imunizados com antigenos de um unico estadio larval (L4 ou Ly ou L3). Os extratos
preparados com apenas um estadio larval ndo produzem resposta anamnésica, ou

quando o fazem, esta apresenta titulos muito baixos e pouco duradouros.
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O presente trabalho mostra que o antigeno produzido a partir de larvas L3 é o
que desenvolve melhor resposta humoral comprovada pela cinética da produgao de
anticorpos, atraveés da técnica de enzimo-imunoensaio (ELISA).

Este trabalho mostrou que a resposta imune apresentada pelos coelhos
imunizados com extrato de larvas L3 foi semelhante a encontrada no experimento
realizado com bovinos (FERNANDES et al., 2007) com o desenvolvimento de uma
resposta imune crescente até os 45 dias apos a primeira imunizacido, decrescendo
entdo até os 75 dias, quando se equipara aos outros extratos antigénicos. Portanto,
coelhos poderao ser utilizados como unidade experimental para estudos posteriores
com a resposta imune produzida por larvas de D. hominis e os resultados obtidos

poderao ser extrapolados a espécie bovina.
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5. CONCLUSOES

Nas condigcdes em que este estudo foi realizado é possivel concluir que o
substrato composto por areia e poéd-de-serra propiciou o melhor

desenvolvimento das larvas de D. hominis em laboratoério;

A criagdo e manutencédo da D. hominis possibilitou o preparo de antigeno de
todos os instares larvares, com producao de anticorpo policlonal em coelhos;

O perfil eletroforético dos extratos protéicos obtidos apresentou sete bandas
protéicas comuns a todos os estadios larvares, com massa molecular de 15,
24, 26, 39, 50, 72 e 87 kDa;

A cinética de producdo de anticorpos policlonais produzidos por coelhos
imunizados, mostrou que o extrato soluvel obtido a partir de larvas L3 é o que

produz melhor resposta, com produgao do maior titulo de anticorpos.

A resposta imune observada pela formagao de anticorpos produzidos por
coelhos imunizados tem o0 mesmo comportamento observado em bovinos
imunizados com esses extratos de larvas, permitindo assim que os estudos

realizados com esses animais possam ser extrapolados a espécie bovina.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO DE PROTEINA ANTIGENICA DE EXTRATO DE
LARVAS DE D. hominis (Linnaeus Jr., 1781).
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CARACTERIZACAO DE PROTEINA ANTIGENICA DE EXTRATO DE LARVAS DE
D. hominis (Linnaeus Jr., 1781).

Resumo: O desenvolvimento de vacinas para o controle de ectoparasitos depende
da identificacdo dos principais antigenos desses parasitos. Visando ampliar o
conhecimento da resposta imunoldogica do hospedeiro frente a dermatobiose,
extratos de larvas L4, Lo e L3 de Dermatobia hominis foram produzidos, com o
objetivo de caracterizar as fragdes protéicas antigénicas de cada estadio larval,
separa-las e obter o seqlienciamento da cadeia de peptideos destas proteinas. Os
extratos de cada estadio larval foram testados contra anticorpos policlonais
produzidos em coelhos e bovinos. O extrato de larvas Ly ndo apresentou reagao de
imunodetecgéo para os soros de coelho e bovino. A imunodetecg¢ao de anticorpos de
coelho e bovinos no extrato de larvas L, e L3 revelou algumas fragdes antigénicas,
com intensidade proeminente na banda de 50 kDa, para ambos os soros. Essa
proteina antigénica foi analisada e os peptideos tripsinicos obtidos a partir das
bandas do imunoprecipitado, em gel de poliacrilamida, foram submetidos a
espectrometria de massa. As sequéncias obtidas foram submetidas aos bancos de
dados para confronto com as sequéncias depositadas, ndo sendo observada

nenhuma proteina similar a sequenciada neste trabalho.

Palavras-chave: anticorpos policlonais, imunodetecgao, Dermatobia hominis
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CHARACTERIZATION OF ANTIGENIC PROTEIN FROM LARVAL EXTRACTS OF
D. hominis (Linnaeus Jr., 1781).

Abstract: Vaccine development for ectoparasites control depends on identification of
main parasite antigens. In order to improve the knowledge about host immune
response against dermatobiosis, Dermatobia hominis L4, L, and Ls larval extracts
were produced with the goals of characterizing and separating antigenic protein
fractions of every larval stage and sequenciating these proteins. Extracts of larval
stages were tested against polyclonal antibodies previously produced in rabbits and
bovines. L1 larval extract was not immune-detected by incubation with rabbit or
bovine sera. Conversely, some antigenic fractions of L, and L3 larval extracts were
immune-detected by reaction with the antibodies. In particular, 50 kDa protein band
was prominent in intensity for both aforementioned sera. Then, this antigenic protein
was analyzed by mass spectrometry performed with trypsinic peptides from this
protein band, which was obtained after immunoprecipited protein electrophoresis in
polyacrilamide gel. Amino acids sequences were compared with the sequences of
public data and we did not find any protein similar in sequence to the one studied in

here.

Key words: polyclonal antibodies, immune-detection, Dermatobia hominis



67

1. INTRODUCAO

Os insetos constituem um dos grupos bem sucedidos na natureza,
representando 80% das espécies do reino animal. Estima-se que existam mais de
2,5 milhdes de espécies, sendo que destas apenas um milhdo seja conhecida
(ALVES, 1998). Os insetos se desenvolvem em quase todos os ambientes e, desde
os tempos mais remotos, 0 homem luta contra os insetos pragas que infestam
animais e vegetais, especialmente aqueles destinados a alimentagdo humana e
animal, influenciando diretamente a qualidade e produtividade dos rebanhos.

A produgdo agropecuaria avangada e racional visa, entre outras coisas, a
obtencdo de maior produtividade por unidade de area e a sanidade do rebanho,
além de baixo custo ecoldgico (poluigao) (SILVA, 1993; BARROS, 1996). O uso de
produtos quimicos como os inseticidas, difundiu-se amplamente para atingir estas
finalidades. Entretanto, ficou evidenciado que a utilizagdo cada vez maior desses
produtos de alta toxicidade e amplo espectro apresenta desvantagens, como a
poluicdo do ambiente, a qual pode alterar todo o complexo bidtico, afetando plantas,
animais e o proprio homem (MOSCARDI e SOUZA, 2002).

Fatores de comportamento e fisiolégicos que podem alterar a susceptibilidade
de insetos a moléculas quimicas podem também afetar certos mecanismos de
resisténcia a esses produtos (SOSA-GOMEZ; PEREIRA; ALVES, 1998). No sistema
imunoldgico dos insetos ndo foram evidenciadas imunoglobulinas especificas para
reconhecimento de antigenos (WILLOTT et al., 1994; NIERE et al., 1999; SILVA,
2002). Assim, torna-se importante a caracterizagdo e a purificacdo de peptideos
produzidos em resposta a infecgbes causadas por ectoparasitas, juntamente com
informacdes da biotecnologia, principalmente de natureza genética, propiciando
novos discernimentos sobre a organizagédo e a regulagdo do sistema imunoldgico
dos mesmos.

OTRANTO e STEVENS, (2002) verificaram que a resposta do hospedeiro
frente a infestacao de larvas produtoras de miiases, depende do estado de saude do
hospedeiro, da biologia da larva, do local parasitado, da natureza da larva e dos
mecanismos de defesa especificos contra a larva.

Algumas miiases podem provocar lesées com intensa destruigdo tecidual
como os califorideos e sarcofagideos, outras se desenvolvem em ferimentos

cutaneos ou penetram pela pele integra do hospedeiro desenvolvendo-se na derme
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e em camadas mais profundas do tecido cutaneo. Este mecanismo de agdo das
larvas permite que o organismo do hospedeiro, desenvolva resposta imune a esta
agressao. A intensidade ou efetividade desta resposta esta diretamente ligada a
extensdo da leséo ou ao periodo de permanéncia da larva no hospedeiro (PRUETT,
1999)

Miiases sao infestacbes provocadas por larvas de diferentes espécies de
dipteros, em tecidos vivos ou mortos dos animais ou do homem, durante um periodo
de seu desenvolvimento. Estas larvas causam graves prejuizos econdmicos para a
industria pecuaria, afetando os indices de produtividade e a producédo de carne e
leite (OTRANTO, 2001).

Embora as miiases tenham sido descritas desde os tempos antigos, muitos
aspectos destas infestagdes ainda sdo desconhecidos. Durante o século passado,
0s quimioterapicos, principalmente organofosforados e lactonas macrociclicas,
propiciaram uma verdadeira revolugao no controle parasitario. No entanto, hoje essa
técnica é bastante discutida devido as recentes questdes quanto a seguranca
ambiental, alimentar e ecologia sustentavel (STEVENS et al., 2006).

A resisténcia natural ou adquirida a parasitas contribui para a distribuicdo
desigual dos mesmos numa populagédo de hospedeiros. Individuos susceptiveis sao
responsaveis pela transmissdo e manutencdo do parasitismo. A promessa do
controle populacional parasitario, baseada neste conceito, orienta o estudo dos
mecanismos imunoldgicos do hospedeiro para a produgdo de vacinas. Espécies
para as quais vacinas estdo em desenvolvimento incluem Lucillia cuprina, Pediculus
humanos, Chrysomya bezziana, Hypoderma lineatum, H. bovis e Haematobia irritans
exigua. Atualmente, Tick-Gard TM® e Gavac TM®, para o controle do Boophilus
microplus, sdo as Uunicas vacinas contra estes artrépodes disponiveis
comercialmente (PRUETT, 2003; FUJIWARA et al., 2005 e HERRERA et al., 2007).

As larvas de Dermatobia hominis, embora paregam ser menos patogénicas,
do que outras larvas, como a de Lucillia cuprina, por se desenvolverem no tecido
subcutaneo, poderiam oferecer pouca oportunidade de resposta imune, em
contrapartida este parasito permanece longo periodo no tecido hospedeiro,
desencadeando resposta imune humoral e celular (MOTA et al., 1980; LELLO et al.,
1999; PINTO et al., 2003 e FERNANDES et al., 2007).

A biologia, imunologia, epidemiologia e mecanismos de controle para a D.

hominis, tem sido estudados, na tentativa de se estabelecer programas de controle
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alternativos contrapondo-se ao emprego de substancias quimicas, diminuindo assim
o impacto ambiental dos mesmos. O desenvolvimento dos mecanismos
imunologicos do hospedeiro estdo relacionados com a sanidade animal, a biologia
da larva e o local do parasitismo. No entanto, ha poucos dados disponiveis sobre a
resposta imune as miiases cutaneas. Sabe-se que a resposta celular, com
proliferacdo de neutrdfilos e eosindfilos em animais macicamente infestados ou
imunizados com extratos de larvas, tem papel importante na modulagédo da resposta
humoral desses hospedeiros, principalmente quando estes sofreram imunizacao
com extrato bruto de larvas (FERNANDES et al., 2007).

O desenvolvimento de vacinas para o controle de ectoparasitos depende da
identificacdo dos principais antigenos desses parasitos. Uma série de critérios
podem ser aplicados a antigenos candidatos: o anticorpo do hospedeiro deve ter
acesso ao antigeno parasitario; o(s) antigeno(s) deve compartilhar estrutura
conservada, que permita seu sequenciamento, para utilizacdo de tecnologia
recombinante. BARRIGA (2002) sugere trés grandes grupos de antigenos: serino-
proteases; quimiorreceptores e neuropeptideos. Estudos realizados com proteases
secretadas pela larva em seus diferentes estadios de crescimento tém sido
realizados, onde serino-proteases de Hypoderma spp foram detectadas e
bioquimicamente caracterizadas. Estas proteases parecem estar envolvidas, ndo sé
no tecido larval e estimulo da resposta imune do hospedeiro, mas também na
formagao da resposta inflamatéria em torno da migragéo das larvas daquele parasito
(CHABAUDIE e BOULARD, 1992).

O conhecimento da resposta imune frente a antigenos, bem como a sua
caracterizacao, sera ferramenta indispensavel para a concepg¢ao de futuras vacinas,
contribuindo para a produtividade da pecuaria nacional e sendo a melhor opgao
ambientalmente sustentavel.

Métodos de vacinagdo contra artropodes tém sido desenvolvidos com
diferentes graus de sucesso; seu papel protetor contra ectoparasitos em geral, e
contra larvas causadoras de miiase, ainda € motivo de controvérsia, uma vez que
nao induzem o rapido efeito produzido por pesticidas quimicos (PRUETT, 1999).
Estratégias de vacinagdo sao consideradas uma importante ferramenta reduzindo a
populacdo de artrépodes parasitos. A partir da década de 90, as pesquisas para o
desenvolvimento de vacinas, concentram-se em dois tipos de antigenos vacinais:

antigeno convencional, produzido por larvas do parasito e antigeno “oculto”,
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produzido com fragmentos do parasito ou até mesmo substancias do seu
metabolismo obtidas a partir dos produtos de secreg¢ao e/ou excre¢ao (WILLADSEN,
1997).

Visando ampliar o conhecimento da resposta imunoldgica do hospedeiro
frente a dermatobiose, foram produzidos extratos de larvas L4, L, e L3 de Dermatobia

hominis com o objetivo de:

a) caracterizar as fragbes protéicas imunogénicas de cada instar larval,
separadas por SDS-PAGE, através da imunoeletrotransferéncia (Western
blotting);

b) identificar as proteinas imunogénicas contra os anticorpos policlonais
produzidos em coelhos e bovinos;

c) obter o sequenciamento da cadeia de peptideos das proteinas

imunogénicas através da espectrometria de massa.

Esses dados serdo de suma importancia para a obtengdo de um antigeno

candidato a uma possivel vacina recombinante para o controle da D. hominis
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2. MATERIAL E METODOS

A imunoeletrotransferéncia foi realizada com todos os extratos obtidos a partir
de larvas de D. hominis (L1, L2, L3 € mistura de L, e L3) com o objetivo de detectar
fracdes protéicas antigénicas contra os soros de coelhos e bovinos imunizados com

esses extratos.

2.1. OBTENCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS EM COELHOS E BOVINOS

Soros hiperimunes de coelhos e bovinos foram obtidos a partir da imunizagao
desses animais com extratos de larvas L;, Ly e L3 (CAPITULO 1). Foram aplicadas
trés doses do antigeno de larvas, de cada estadio larval, acrescidas do adjuvante de
Freund. As imunizacbes foram realizadas com intervalos de 15 dias, sendo a
primeira aplicagdo com o adjuvante completo e as subsequentes com adjuvante
incompleto. Os soros entdo foram armazenados (-20°C) até o momento de sua

utilizacao.

2.2. ELETROTRANSFERENCIA (Western blotting) E IMUNODETECGCAO DAS
FRACOES PROTEICAS OBTIDAS

Para analise da presenca de fragdes protéicas antigénicas do extrato de
larvas de D. hominis foram realizados ensaios de imunodeteccdo, por eletroforese
dos extratos (CAPITULO 1). A imunoeletrotransferéncia permite detectar fragdes
protéicas numa mistura de proteinas dando também informacdo acerca de sua
massa molecular. Inicialmente as proteinas foram separadas por SDS-PAGE e,
posteriormente, transferidas para uma membrana de nitrocelulose.

A membrana de nitrocelulose foi incubada com o anticorpo policlonal primario
que se ligou a proteina que se pretendia detectar, formando um complexo anticorpo-
proteina. Adicionou-se o anticorpo secundario conjugado a uma enzima, que se
ligou ao anticorpo primario. A enzima funciona como um sinalizador molecular que

permite a visualizagdo, na presenga de um substrato cromégeno, que dara origem a
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um precipitado insoluvel, localizando o anticorpo primario que por sua vez se ligou a

proteina.

2.2.1. Montagem da Cuba para a Transferéncia (blotting)

Ao término da eletroforese, verificada quando o indicador de corrida (azul de
bromofenol) atingiu o final, o gel foi removido e colocado, em recipiente plastico e
este, por sua vez, disposto sobre uma folha de espuma. Uma extremidade do gel foi
entdo identificada e montado o conjunto de placas, ficando assim disposto: folha de
espuma, papel filtro, gel, membrana de nitrocelulose (Hybond 303D - Amersham),
papel filtro e folha de espuma. Este conjunto foi entdo fechado em forma de
“sanduiche”, sendo que o gel ficou voltado para o pdlo negativo da cuba e a
membrana de nitrocelulose para poélo positivo. Tomou-se o cuidado de manter todo o

material sempre submerso em tampé&o de transferéncia (ANEXO 08).

2.2.2. Transferéncia (blotting)

Apdés a montagem do “sanduiche” anteriormente mencionado, este foi
acondicionado em cuba de transferéncia, que foi totalmente preenchida com a
solucdo tampao. A fonte de energia foi ligada e a transferéncia ocorreu com
voltagem constante de 24 volts, por um periodo de 14 horas, seguido de mais uma

hora com voltagem de 48 volts, ambas etapas sob refrigeracéo (4°C).

2.2.3. Coloracao do Gel de Poliacrilamida

Apos esse periodo a transferéncia foi avaliada com a coloragao do gel pelo
Coomassie e a coloragdo da membrana de nitro celulose pelo corante de Ponceau
(ANEXO 09). A eficiéncia da transferéncia foi verificada ao comparar as bandas

coradas no gel com as bandas coradas da membrana.
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2.2.4. Preparagao da Membrana de Nitrocelulose

Apos a coloragdo, a membrana foi seca em papel filtro e tiras,
correspondentes as linhas da corrida no gel de poliacrilamida, foram cortadas e
identificadas. Estas tiras de nitrocelulose foram submetidas a imunodetecgao, que é

um procedimento semelhante ao de um ELISA indireto.

2.2.5. Lavagem

As tiras cortadas foram acondicionadas em canaletas da placa de incubagéao
com 3 ml/canaleta de agua destilada, e deixadas sob agitagdo continua, em
agitador tipo gangorra, por trés minutos. Uma tira foi guardada para ser utilizada

como padrao.
2.2.6. Blogueio

A solugdo de bloqueio foi usada para bloquear os sitios de ligacdo nao
especificos. O bloqueio da placa foi feito utilizando-se 3 mL/canaleta de solucédo de
bloqueio (leite Molico® 3% e 0,05% tween 20, diluidos em PBS pH 7,4). A mesma foi
incubada por 60 minutos a temperatura ambiente, sob agitagao constante.
2.2.7. Segunda Lavagem

Apods o bloqueio as tiras foram lavadas, trés vezes, durante cinco minutos. As

duas primeiras lavagens foram realizadas com solugédo PBS pH 7,4 e a ultima com a

solugao de bloqueio. Todas com volume de 3 mL/canaleta e sob agitagao constante.

2.2.8. Incubagédo com Soros Hiperimunes
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Diluicbes seriadas, em solugdo de bloqueio, foram realizadas dos soros de
coelhos e de bovinos imunizados com extratos de larvas, para determinar a melhor
diluicdo dos mesmos. Os soros de coelho foram analisados nas diluicdes de 1000,
2000, 4000, e 8000 vezes. Enquanto os soros de bovinos imunizados foram
analisados nas diluigdes de 50, 100, 200 e 400 vezes.

Cada tira foi incubada com 3 mL/canaleta da solugéo, sob agitacdo continua.
Foram realizadas duplicatas das amostras para cada diluicdo, sendo possivel testar
diferentes periodos de incubagdo. Uma das amostras foi submetida a um periodo de
incubacado de duas horas em temperatura ambiente e a outra amostra “over night”
(aproximadamente 14 horas) a 4°C. Os soros de coelho e bovino foram avaliados a
fim de avaliar a reatividade cruzada, do soro de bovino hiperimune, contra o

antigeno de larvas de D. hominis.

2.2.9. Terceira Lavagem

Esta lavagem destinou-se a remocgéo de anticorpos que nao se ligaram aos
antigenos fixados na membrana de nitrocelulose. Procedeu-se de forma semelhante
a segunda lavagem, entretanto, este procedimento foi repetido seis vezes, sendo as

primeiros realizadas com PBS pH 7,4 e a ultima com solugao de bloqueio.

2.2.10. Incubagao do Conjugado

O conjugado foi diluido em solugéo de bloqueio e as tiras incubadas sob lenta
agitacdo continua a temperatura ambiente, por duas horas. Para o soro de coelho foi
utilizado anti-IgG de coelho peroxidase (Sigma, A-0545) e para os soros de bovino,
anti-lgG de bovino peroxidase (Sigma, A-7414). Foram avaliadas diluicbes de
1:1000, 1:2000 e 1:4000 para as amostras com soros de coelho e diluicbes de

1:500, 1:1000 e 1:2000 para as amostras com soros de bovinos.
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2.2.11. Quarta Lavagem

Apo6s o término da incubagao do conjugado, as canaletas foram lavadas seis
vezes, seguindo-se o0 mesmo protocolo da 32. lavagem. Sendo a ultima lavagem
realizada com tampao 6timo de incubagéo do substrato e do cromdégeno.

2.2.12. Substrato e Cromodgeno

Para enzima peroxidase o substrato usado foi o peréxido de hidrogénio
(H202). Como cromodgeno optou-se pelo Aminoetilcarbazole (AEC). A substancia 3-
amino 9-ethylcarbazol desenvolve uma cor avermelhada, sendo mais sensivel que o
cloronaphtol e resultando em menos reacao de fundo que a Diaminobenzidina
(ANEXO 10).

2.3. SEPARACAO DA FRAGCAO PROTEICA OBTIDA NA IMUNODETECGCAO

2.3.1. Imunoprecipitacao

A imunoprecipitagcdo € baseada na ligagao de anticorpos a agarose através da
proteina A, isolada da parede celular do Staphylococcus aureus. A proteina A
interage com a porgao Fc das moléculas de IgG de varias espécies. A sedimentagao
deste complexo por centrifugacdo proporciona a possibilidade de separacao de
proteinas especificas. Proteina A-Sepharose (SIGMA), que tem como principio a
ligacdo a residuos de tirosina na cadeia curta do anticorpo por interagao hidrofébica
(LIRIA e MIRANDA, 2005).

2.3.1.1. Preparagao das amostras

As amostras de extratos de larva de D. hominis, foram descongeladas e
centrifugadas (12.000g/10 min.), para se ter a certeza que todo o antigeno era
soluvel.

Equilibrou-se entdo o volume adequado de Proteina A-Sepharose com o

tampao de lise (ANEXO 11), para obter um pellet de 50 uL. Foram pipetados 100 ul
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da solucao de proteina A, centrifugados (14.000g/40 seg.) e acrescidos de 1,0 mL
de tampao de lise. Esta solugcdo foi novamente centrifugada (14.000g/40 seg.),

sempre desprezando o sobrenadante. Repetiu-se esta operagao por trés vezes.

2.3.1.2. Clareamento

Foram pipetados 1000 ul do extrato de larvas de D. hominis e transportados
para o frasco com 50 pl de proteina A. Incubou-se por duas horas a 4°C sob
agitacado constante. O material foi centrifugado (14.000g/40 seg.) recuperando-se o
sobrenadante que foi dividido em duas aliquotas. O pellet precipitado foi guardado a

- 20°C para servir como contra prova.

2.3.1.3. Imunoprecipitacao

Foram acrescidos 20 ul de proteina A e 10 pl de soro hiperimune (contra
larvas L3) as aliquotas da etapa de clareamento. Foram preparadas amostras com
soro de coelho e de bovino. As amostras foram incubadas over nigth, em geladeira
(4°C). Apos esse periodo as amostras foram centrifugadas (12.000g/2 min.) e o
sobrenadante desprezado. O pellet formado foi lavado com solugéo tampao de lise
por cinco a oito vezes, sendo a ultima realizada com tampao de lise acrescido de
SDS a 0,05%.

2.3.1.4. Eluigao

O imunocomplexo obtido foi eluido em tamp&o de amostra (ANEXO 12) e
fervido por 5 minutos. As amostras foram submetidas a centrifugagédo (10.000g/30
seg.) e o sobrenadante aplicado em gel de poliacrilamida a 10%, como ja descrito
anteriormente e submetidas a eletroforese. Como controles negativo foram usadas
amostras com soro pré-imune e o pellet recuperado na etapa de clareamento. Apos

a eletroforese as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e
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identificadas por reacdo de imunoperoxidase. O gel foi corado pelo Coomassie
(ANEXO 13).

2.4. SEQUENCIAMENTO DE AMINOACIDOS DA PROTEINA

2.4.1. Digestéao Tripsinica in situ de Proteinas Separadas por SDS-PAGE.

Apos a imunoprecipitacdo da amostra, a banda obtida, separada por
eletroforese em gel de poliacrilamida, foi recortada do gel com auxilio de lamina de
bisturi e submetida a digestdo enzimatica com tripsina. O duodecil sulfato de sodio
(SDS) e o corante Coomassie blue foram removidos por 3 lavagens de 15 minutos,
agitando em vortex, com 400 pl de bicarbonato de aménio 100mM contendo 50% de
acetonitrila. Por ultimo a amostra foi desidratada com 200 pl de acetonitrila pura, por
5 minutos, até que os fragmentos de gel ficassem esbranquigados. A acetonitrila foi
removida totalmente e os pedacos de gel secos em centrifuga rotatoria a vacuo
(SpeedVac, Savant) por cerca de 15 minutos.

A banda de gel seco foi re-hidratada com uma solucgao de tripsina (Promega)
a 0,5ug/20ul de acido acético 50 mM e apds o completo intumescimento do gel, a
tripsina foi removida e foi adicionado um volume de bicarbonato de aménio 0,1M
suficiente para cobrir completamente o gel, sendo incubado a 37°C por 24 horas.

A reacéo foi interrompida pela adicao de 5ul de acido féormico 5% e mantida
em temperatura ambiente por 30 min para extracdo dos peptideos. O extrato foi
conservado em freezer (-20°C) até o momento da analise por espectrometria de
massas.

Os peptideos obtidos por digestao tripsinica da amostra foram preparados em
micro-tip contendo resina de fase reversa (POROS R2, Perseptive Biosystems, USA)
previamente ativada com metanol, equilibrada com acido formico a 0,2%. A amostra
foi carregada em micro-tip e purificada de sais e outros componentes hidrofilicos
com 3 x 100ul de acido férmico a 0,2%, sendo os peptideos eluidos da resina em
30ul de uma solucdo de metanol a 60% em acido formico 5%. Neste solvente a

amostra foi diretamente infundida no espectrometro de massas.
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2.4.2. Espectrometria de Massa

A analise por espectrometria de massa identifica peptideos por meio da
massa dos compostos analisados. O espectrdmetro é constituido por uma fonte de
ions, um analisador de massa — que mede a relagdo carga/massa (m/z) do analito
ionizado — e um detector que registra o numero de ions para cada valor de m/z.

Os peptideos tripsinicos foram analisados em um espectrometro de massas
do tipo eletrospray triplo-quadrupolo (Quattro Il, Micromass, Manchester, UK)
utilizando uma origem eletropray do tipo nanoflow contendo um capilar de silica
fundida de 75um de didmetro interno, mantido a 4 kVolts, e 40 Volts no cone de
entrada e a uma temperatura de 100°C.

A amostra foi introduzida através de uma bomba tipo seringa (Harvard, Inc,
USA) a um fluxo de 300nl/min e os espectros de massa foram coletados na forma de
média de scans (15-30 scans) e processados com o software MassLynx v.3.3
(Micromass, Manchester, UK). A coleta de dados de massa utilizou varredura em
MS1 (400-1500 u.m.a) obtendo-se assim a determinacdo da massa dos peptideos
(peptide mass fingerprint). Cada ion de peptideo detectado foi submetido a CID-
MS/MS (daughter ion scanning) que promove a fragmentacdo do ion selecionado
por colisdo com argbénio na pressao parcial de 3,0 x 10™ mBar e energia variando
entre 20-30 eV originando fragmentos de ions do tipo b e y que foram utilizados para
a deducao das respectivas sequiéncias de aminoacidos dos peptideos.

A dedugao das sequéncias de aminoacidos foi realizada por submissdo dos
espectros de CID-MS/MS ao programa Biolynx (Micromass, Manchester, UK). Os
dados gerados por MS foram submetidos aos bancos de dados NCBI e Swiss-Prot
utilizando os sitios na internet Blast, ProteinProspector e Mascot, acessados
respectivamente em:

- www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
- www.prospector.ucsf.edu/
- www.matrixscience.com/search_form_select.html

na tentativa de identificar a(s) proteina(s).
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3. RESULTADOS

3.1. IMUNOELETROTRANSFERENCIA DAS PROTEINAS ANTIGENICAS
IDENTIFICADAS NOS DIFERENTES EXTRATOS DE LARVAS

Os extratos de cada instar larval foram testados contra os soros hiperimunes
produzidos em coelhos e bovinos. O extrato de larvas L1 ndo apresentou nenhuma

reacéo de imunodetecc¢ao no soro de coelho, nem no de bovino (FIGURA 01).

Extrato  Anticorpo policlonal
L Coelho Bovino

%

72 KDa > &

50 KDa >

39 KDa > h-ll

15 KDa >

FIGURA 01: Corrida eletroforética do extrato de larvas L; de D. hominis em gel de
poliacrilamida 12%, corado pelo Coomassie e sua imunoeletrotransferéncia para
membrana de nitro celulose, frente a anticorpos policlonais contra larvas L;
produzidos em coelho e de bovino, identificadas por reacdo de imunoperoxidase,
com o cromdgeno diaminoetilcarbazole.

A reacado antigeno/anticorpo com extratos de larvas de segundo estadio
permitiu revelar bandas protéicas na imunoeletrotransferéncia contra os soros de

coelho e bovinos com massa molecular entre 72 e 18 kDa (FIGURA 02).
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Os anticorpos produzidos em coelho revelaram proteinas diferentes daquelas
produzidas em bovinos, somente na sua intensidade de coloragao, pois as fragcoes
protéicas de 39 kDa reveladas no soro de coelho também podem ser visualizadas no
soro de bovinos, mas com muito menos intensidade. Por sua vez, as fragdes
protéicas de 26 kDa reveladas no soro de bovino, podem também ser visualizadas
no soro de coelho, mas com menor intensidade. Apenas a fragao protéica de 18

kDa, visualizada no soro de bovinos, ndo foi encontrada no soro de coelhos.

Extrato  Anticorpo policlonal
L, Coelho  Bovino
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<50 KDa

<39 KDa

<26 KDa

<18 KDa

FIGURA 02: Corrida eletroforética do extrato de larvas L, de D. hominis em gel de
poliacrilamida 12%, corado pelo Coomassie e sua imunoeletrotransferéncia
para membrana de nitro celulose, frente a anticorpos policlonais contra
larvas L,, produzidos em coelho e bovino, identificadas por reacdo de
imunoperoxidase, com o cromogeno diaminoetilcarbazole.

A imunodeteccédo de anticorpos de coelho e bovinos no extrato de larva Ls
revelou algumas fragdes antigénicas, com intensidade proeminente na banda de 50

kDa, para ambos os soros e com menor intensidade na banda de 26 kDa,
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principalmente no soro de coelho. Apenas no soro de coelho foi possivel identificar
uma fragcéo protéica de 18 kDa (FIGURA 03).

Extrato Anticorpo Policlonal
L, Coelho Bovino

<50 KDa

<26 KDa

<18 KDa

FIGURA 03: Corrida eletroforética do extrato de larvas Lz de D. hominis em gel de
poliacrilamida 12%, corado pelo Coomassie e sua imunoeletrotransferéncia
para membrana de nitro celulose, frente a anticorpos policlonais contra
larvas L, produzidos em coelho e bovino, identificadas por reacdo de
imunoperoxidase, com o cromogeno diaminoetilcarbazole.

Como as larvas de segundo e terceiro estadio sdo mais faciimente
encontradas no hospedeiro, um extrato com a mistura dessas larvas, na mesma
proporcao, também foi preparado e a imunodetec¢gdo com os anticorpos policlonais

de coelho e bovino mostrou uma fragao protéica de 50 kDa (FIGURA 04)
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FIGURA 04: Corrida eletroforética do extrato de larvas L, e L3 de D. hominis em gel de
poliacrilamida 12%, corado pelo Coomassie e sua imunoeletrotransferéncia
para membrana de nitro celulose, com anticorpos policlonais contra larvas L,
e Lz produzidos em coelho e bovino, identificadas por reacdo de
imunoperoxidase, com o cromégeno diaminoetilcarbazole.

3.2. PURIFICAGAO DA PROTEINA ANTIGENICA POR IMUNOPRECIPITAGCAO

Apds a realizagdo da reagado antigeno/anticorpo verificou-se que nos
diferentes estadios larvais havia uma proteina de 50 kDa que se ligava ao anticorpo.
Esta passou a ser denominada Dh50 e a ser a proteina alvo para ser purificada e
sequenciada. Para realizar a separagao foi usada a técnica de imunoprecipitacdo e
os anticorpos policlonais produzidos pelos animais imunizados com o extrato de
larvas foram usados para se ligar a proteina A, reconhecendo o antigeno especifico
(FIGURA 05).
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FIGURA 05: SDS-PAGE da imunoprecipitacdo do extrato de larvas L; de D.
hominis, corado pelo Coomassie, onde s&do observadas as
“lines”: (A)- soro hiperimune e prot A; (B)- antigeno e prot A; (C)-
antigeno, prot A e soro imune; (D)- pellet do clareamento; (E)-
sobrenadante ap6s clareamento.

A proteina antigénica do extrato de larvas, imunoprecipitada, foi analisada
pela imunodeteccdo (Western Blotting — descrito no item 2.2). As amostras
apresentaram imunorreatividade para o extrato tanto para o soro de coelhos, como
para os bovinos imunizados.

Na técnica de imunoeletrotransferéncia, foram realizados varios ensaios
usando anticorpos, contra as proteinas de D. hominis, combinando o soro de coelho,
como anticorpo primario, revelando a membrana com soro (anticorpo) de bovino, a
fim de verificar imunorreatividade (FIGURA 06).
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FIGURA 06: Eletrotransferéncia do extrato de larvas L; de D. hominis, corada
pela diaminaetilcarbazole, onde foram usados como anticorpo
primério, o soro de coelho, o anticorpo secundario, soro de bovino
e o imunoprecipitado com soro de coelho. As “lines” s&o as
mesmas da figura 05.

3.3. ESPECTROMETRIA DE MASSA DA PROTEINA Dh50

Confirmada a imunorreatividade a banda de 50 kDa foi removida e os
peptideos tripsinisados foram submetidos a espectrometria de massa. Em condicoes
experimentais especificas as moléculas se ionizam e vaporizam e os ions de valores
variados de massa/carga (m/z) sdo separados e detectados (SHEVCHENKO et al.,
1996). O conjunto de valores m/z possibilitou a determinagdo da massa molar do

peptideo em estudo, através de sua fragmentacéao e registro grafico (FIGURA 07).
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Figura 07: Mapeamento dos peptideos tripsinicos de proteina antigénica Dh50, obtida de extrato de larvas Ls; de
Dermatobia hominis, através da espectrometria de massa CDI-MS/MS.
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As sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir dos espectros de massas
estdo indicadas do N-terminal para o C-terminal, onde o C-terminal sera lisina ou
arginina, pois sédo peptideos obtidos pelo tratamento com tripsina.

As sequéncias geradas foram interpretadas a partir dos espectros de
fragmentacao (CID-MS/MS) do tipo y e b em concordancia com a massa molecular
determinada para cada um dos respectivos ions peptidicos detectados. O ion m/z
743, de acordo com o espectro de massa, pode ser deduzido em duas sequéncias
FFWDK ou FFWSR, as sequéncias obtidas estdo na TABELA 01. O mapeamento de

todos os peptideos encontra-se no ANEXO 14.

TABELA 01: SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS OBTIDOS PELA
FRAGMENTACAO DOS iONS PEPTIDEOS DO EXTRATO DE LARVAS
DE TERCEIRO ESTADIO DE D. hominis, GERADOS POR CID-MS/MS.

Seqliéncia de Aminoacidos fon m/z Massa molecular
NMYR 584 582,6
FFWDK 743 7418
FFWSR 743 7418
YLDLFACLK 543 1085,3
FIFYYFQHR 661 1320,5
WFFQLVDTHFK 735 1467.6
DLDPLFFNNTEVK 7 1551,7
FVDESPFGYPFDR 789 1575,6

As sequéncias obtidas foram submetidas aos bancos de dados para confronto
com as sequéncias depositadas nestes bancos (NCBI e Swiss-Prot).
Apos ter sido comparada com as diferentes sequéncias de proteinas

depositadas, ndo foi encontrada nenhuma similaridade com uma proteina ja descrita.
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4. DISCUSSAO

Ha poucos relatos sobre a resposta imunolégica as miiases cutaneas,
diferente daquelas produzidas pela infestagao de L. cuprina. No entanto, o aumento
de células de defesa ao redor de lesdes cutdneas encontrado em infestagdes de
Dermatobia hominis, Coclhiomya hominivorax e W magnifica, sugere um papel
importante anticorpo dependente (OTRANTO, 2001; PINTO et al., 2003).

Em estudos com outros dipteros, cujas larvas produzem miiases, verificou-se
que o seu estabelecimento nos tecidos do hospedeiro é facilitado pela producao de
enzimas digestivas que sao secretadas e/ou excretadas. Desta forma, estas
enzimas passaram a ser vistas como um elemento chave para o estabelecimento e
sobrevivéncia larval uma vez que sao responsaveis pela digestao extra-corporea de
proteinas integrais dos tecidos, auxiliando no estabelecimento e na nutricdo das
larvas (MUHARSINI et al., 2000).

Na bibliografia consultada ndo foi encontrado nenhum trabalho que fizesse
uma comparacgao entre os extratos obtidos com os diferentes estadios larvais de D.
hominis (L1, L, e L3). MOTA et al. (1980), observaram uma unica fragao protéica, na
eletroforese de extrato preparado com larvas L, e L3 de D. hominis. A técnica foi
realizada com gel inoagar n® 2, a 1%. BRANT (2004), caracterizou os produtos de
excrecao/secrecao de larvas de primeiro, segundo e terceiro estadios, bem como a
atividade proteolitica desses produtos em cada estadio do desenvolvimento larval e
encontrou fragdes protéicas distintas para os trés estadios larvais e uma banda de
proteina comum a todos os estadios de 62 kDa, muito embora, tenha trabalhado
com antigenos de secregao/excregéo, e ndo com as larvas inteiras.

No presente estudo foram observados componentes antigénicos dos extratos
obtidos de cada estadio larval de D. hominis (L1, L2,L3 € mistura de L, e L3) que
apresentaram similaridade nas fragcbes protéicas dos extratos nas bandas de 50
kDa. Algumas diferengas observadas entre os extratos sugerem diferengas na
composicao protéicas entre os estadios de larvas ou mesmo a acido de proteases
que estariam inibindo determinadas proteinas durante o desenvolvimento larval ou
ainda componentes antigénicos liberados durante o crescimento, muda, maturagao,
alimentacdo e excrecdo das larvas. Pequenas variacbes nas condicoes
eletroforéticas (£ 1 kDa) entre os extratos foram atribuidas a técnica e

desconsideradas na avaliagao pelo “software” Gel Pro Analyzer.
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A reacado dos componentes protéicos dos antigenos de D. hominis testados
com os anticorpos dos soros imunes de coelhos e bovinos seguiu 0 reconhecimento
pela imunoeletrotransferéncia (Western blotting). A imunodetecgéo para o extrato de
larvas L1 ndo revelou fragdes antigénicas para os soros de coelhos ou bovinos. Este
resultado corrobora com os apresentados, quando foi avaliada a cinética de
anticorpos de cada estadio larval através do ELISA (Capitulo I). Houve producgao de
anticorpos em niveis crescentes e com regressao linear de acordo com o numero de
aplicagdes recebidas do imundgeno, mas sem elevar o titulo do mesmo, a ponto de
desencadear uma resposta imune satisfatoria. Esse fato também foi observado em
ovelhas imunizadas contra L. cuprina (GINGRICH, 1982; BARON e WEINTRAUB,
1987). Os autores demonstraram que as larvas causadoras de miiases, produzem
trés enzimas digestivas, que sao secretadas nos tecidos adjacentes a sua
localizagdo, para digestdo extracorporea. Estas proteases mostraram-se
imunogénicas, pela producao de anticorpos especificos no hospedeiro. No entanto,
anticorpos produzidos, frente a infestacédo de larvas de primeiro estadio, n&o inibiram
esta atividade enzimatica. Este fato demonstra que larvas de primeiro estadio nao
sdo boas candidatas ao preparo de antigenos.

TELLAM et al. (1994) purificaram duas quimiotripsinas a partir de produtos de
excregao/secrecao de larvas de primeiro estadio de L. cuprina e verificaram que,
embora essas proteases induzissem a uma significativa produgdo de anticorpos,
essa resposta nao foi capaz de prevenir a infestacdo dos animais imunizados. Além
disso, verificaram que o soro dos animais vacinados nao teve atividade sobre as
larvas nos ensaios “in vitro”, concluindo que essas proteases ndao sdo candidatas
viaveis para a produgao de vacinas.

O extrato de larvas de segundo estadio possibilitou o reconhecimento de
algumas bandas protéicas na imunotransferéncia contra os soros de coelho e
bovinos. A diferenga observada na formagdo de bandas reveladas entre os soros
pode ser caracterizada apenas pela quantidade de anticorpos formados, uma vez
que a similaridade das bandas é praticamente a mesma (72; 50; 39; 26 e 18 kDa).
Apenas a banda de 18 kDa foi revelada no soro hiperimune de bovinos. Pequenas
diferencas nas fracbes protéicas, reveladas pela imunodeteccdo como extrato de
larvas de segundo estadio, para o soro de coelhos e bovinos, podem ser
identificadas pela intensidade de coloragcéo das bandas, o que sugere menor titulo

de anticorpos. Ja a fracdo protéica de 18 kDa, visualizada apenas no soro de
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bovinos, pode ser atribuida a reacéo cruzada, ou até mesmo a proteases produzidas
durante este estadio larval.

PIRES, et al. (2007), ao estudarem as serino-proteinases presentes dos
extratos de larvas L, e L3 de D. hominis verificaram similaridade para bandas
protéicas de aproximadamente 13 e 20 kDa para os dois extratos e a atividade desta
enzima inibida por proteinas de 30 kDa para os extratos de larvas L3 e 50 kDa para o
extrato de Ls.

INNOCENTI et al. (1995) verificaram que os polipeptideos presentes nas
glandulas salivares de Oestrus ovis constituem a principal fonte de imundgenos para
ovinos infestados. Posteriormente, TABOURET et al. (2001) demonstraram que os
produtos de excrecao/secrecao liberados pelas larvas de O. ovis sao produzidos no
tubo digestivo e glandulas salivares e que a principal fragdo antigénica esta presente
nas glandulas salivares de larvas, sendo constituida por um complexo protéico de 18
kDa. A caracterizagao dos produtos de excrecao/secrecdo dessas larvas revelou
gque a maioria das enzimas sao proteases do grupo serina secretadas no tubo
digestivo de larvas. Aléem de estarem envolvidas na atividade tréfica das larvas,
estas proteases foram relacionadas a evasao da resposta imune (TAUBORET et al.,
2003).

Proteases do tipo tripsina também predominam nos produtos de
secregao/excrecao de larvas de Chrysomya bezziana (MUHARSINI et al., 2000). De
acordo com esses autores, além de estarem envolvidas no desenvolvimento das
lesdes nos tecido dos animais, algumas podem construir potenciais alvos para o
desenvolvimento de vacinas, pois quando utilizadas como imundgenos produziram
reducéo do crescimento larval em ovinos.

Na imunodeteccdo de anticorpos de coelho e bovino, o extrato de larvas Ls,
no presente experimento, revelou algumas fragdes antigénicas, com intensidade
proeminente na banda de 50 kDa, para ambos os soros e com menor intensidade na
banda de 26 kDa, principalmente no soro de coelho. Apenas no soro de coelho foi
possivel identificar uma fracdo protéica de 18 kDa. Essa proteina poderia ser a
mesma identificada em extrato larval de O. ovis, encontrada por TABOURET et al.
(2001), devido a proximidade filogenética entre as duas espécies.

Neste trabalho a imunoeletrotransferéncia no extrato de larvas L3z revelou um

menor numero de fragdes antigénicas (50, 26 e 18 kDa), que os demais extratos,
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porém com maior intensidade, principalmente na banda de 50 kDa, que foi revelada
pela eletrotransferéncia em todos os estadios larvares.

O destaque de intensidade da formagao da banda, pode estar relacionado
com uma maior produgéo de anticorpos pelos hospedeiros, como ja foi comprovado
pelo teste ELISA nos animais imunizados (Capitulo I), além da maior atividade
metabdlica da larva de terceiro estadio, que esta relacionada a intensidade de
crescimento da larva, como sugerem TAUBORET et al., (2003) ao analisarem
serino-proteases de Oestrus ovis.

A mistura de extrato de larvas L, e L3 apresentou uma unica fragao
antigénica, com aproximadamente 50 kDa, de intensidade bastante evidente, o que
revelaria um titulo alto de anticorpos. O n&o aparecimento de bandas protéicas
similares na imunodeteccdo do extrato de larvas L, ou Lz provavelmente esta
relacionado a presenca de substancias inibidoras para algum tipo de proteina. A
mistura de extratos L, e L3 apresentou o mesmo comportamento que o antigeno
preparado apenas com larvas L3, muito embora com um titulo mais baixo de
anticorpos, como ja descrito no capitulo | deste trabalho, quando avaliados pelo
teste ELISA.

COLDITZ et al, (2002) estudaram a producdo de anticorpos em ovelhas
imunizadas com antigeno recombinante obtido a partir de células da membrana do
intestino de larvas L; de Lucilia cuprina. Muitos trabalhos estudando a resposta
imune de hospedeiros frente as infestacbes provocadas por larvas produtoras de
miiases tém sido realizados e concluem que larvas de terceiro estadio desenvolvem
melhor resposta antigénica que os demais estadios, este fato poderia justificar a sua
expulsédo do hospedeiro.

Antigenos obtidos de células intestinais de larvas de terceiro estadio de L.
cuprina foram detectados através do Western blotting com anticorpos produzidos em
ovinos. Esses anticorpos produziram uma diminuicdo de 85% na infestacdo de
ovinos imunizados em relacdo ao grupo controle (BOWLES et al., 1996). Em
estudos realizados com infestagdes pela Hypoderma spp, em bovinos, foram
isoladas algumas proteinas de secreg¢ao e excregao de larvas L3, as quais deram
origem a antigenos denominados Hipoderminas. A caracterizagdo bioquimica das
hipoderminas abriu uma nova era na pesquisa de vacinas, embora o papel protetor
de vacinas contra Hypoderma spp seja controverso (BARON e COLWELL, 1991;
CHABAUDIE et al., 1992; TELLAM e BOWLES, 1997). Larvas de terceiro estadio
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foram testadas para a producgéo de anticorpos contra as mesmas enzimas digestivas
(hipoderminas) e demonstraram uma eficiéncia de resposta de 88,5% em relagéo ao
grupo controle. Esta enzima, denominada hipodermina A, foi entdo escolhida como
imundgeno, e clonada para producéo de vacina recombinante (PRUETT, 1999).

A utilizagdo da massa molecular de peptideos gerados por espectrometria de
massa para identificacdo de proteinas é bastante difundida (HENZEL et al., 1989).
Para serem traduzidos em informagéao bioldgica, os espectros de ions de peptideos
sao confrontados com sequéncias depositadas em bancos de dados com o auxilio
de softwares especificos, que geram listas de proteinas com diferentes graus de
homologia com o dado experimental (RUSSELL et al.,, 2004). Esses bancos de
dados sao formados a partir do depdsito de sequéncias descobertas nas pesquisas
dos varios projetos genoma. Esta € a maior dificuldade para identificar as
sequéncias obtidas, uma vez que o genoma da D. hominis ainda ndo esta descrito.
Devido a existéncia de grandes regides do DNA nao codificarem genes, tem sido
utilizada a alternativa de sequenciar apenas as regides codificadoras, dando origem
aos bancos de etiquetas de sequéncias expressas (ESTs) ou de genomas
expressos (LIPPERT et al., 2005)

Os recentes avangos em imunologia e biotecnologia tém estimulado muito a
investigacdo sobre o controle de doengas parasitarias através da vacinagdo. A
vacinagdo com uma proteina de Hypoderma spp, clonada, produziu 90% de
protecao contra infestagbes subsequentes (BARRIGA, 2002). Deste modo espera-se
conseguir resultados semelhantes com a D. hominis, uma vez que estes
ectoparasitos pertencem a mesma familia e possuem caracteristicas etiopatogénicas

bastante semelhantes e n&o s&o conhecidos os seus genomas.



92

5. CONCLUSOES

o A fracao protéica do extrato de larvas de D. hominis, reconhecidamente

antigénica pelo soro de bovinos tem a massa molecular de 50 kDa;

o A espectrometria de massa dessa proteina gerou o sequenciamento de sete

polipeptideos;

° A proteina aqui identificada, Dh50 nao apresentou similaridade e homologia

com as sequéncias ja depositadas em bancos de dados (NCBI e Swiss-Prot).
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IMUNOHISTOQUIMICA EM LARVAS DE TERCEIRO ESTADIO DE

Dermatobia hominis (Linnaeus Jr., 1781)

Resumo: O presente trabalho tem por objetivo a caracterizar as reacdes
antigeno/anticorpo nas larvas de D. hominis através da identificacao e localizagao de
proteinas antigénicas nos tecidos larvais. Para atingir os objetivos propostos foi
usado como ferramenta o meétodo imunohistoquimico. A avaliagdo dos cortes
histolégicos foi baseada no sistema Avidina-Biotina-Peroxidase, utilizando-se soros
policlonais produzidos em coelhos e bovinos. A reatividade histoquimica evidenciada
pela reacdo antigeno/anticorpo pode ser observada em toda a extensao das larvas
L, e L3 de D. hominis, evidenciando que os anticorpos produzidos por animais
vacinados tém total acesso aos epitopos no tecido larval. A utilizacdo de anticorpos
policlonais contra D. hominis de bovinos e de coelhos produziu o mesmo padrao de

resposta imunohistoquimico.

Palavras-chave: imunohistoquimico,  avidina-biotina-peroxidase,  anticorpos
policlonais, Dermatobia hominis.
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IMMUNOHISTOCHEMISTRY IN LARVAES OF Dermatobia hominis
(Linnaeus Jr., 1781)

Abstrat: The goal of the current study was to characterize antigen-antibody
reactions in D. hominis larvaes through identification and localization of antigenic
proteins in larval tissues by means of immunohistochemistry technique. The
evaluation of histological sections was based on avidin-biotin peroxidase system
utilizing polyclonal antibodies produced in rabbits and bovines. Immunohistochemical
reactivity was observed in the whole body extension of D. hominis L, and Lj larvaes;
this was indicative that antibodies produced by vaccinated animals had total access
to epitopes in larval tissues. Furthermore, utilization of rabbit and bovine polyclonal

antibodies against D. hominis had similar pattern of immunohistochemical response.

Key words: immunohistochemistry, avidin-biotin peroxidase, polyclonal

antibodies, Dermatobia hominis.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, varios trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de
conhecer melhor os mecanismos de acdo da Dermatobia hominis, enfocando
principalmente as alteragdes do tecido cutdneo dos hospedeiros frente ao
parasitismo (PECAROLLI et al., 1980; SANAVRIA et al., 1987; OLIVEIRA-
SEQUEIRA et al.,, 1996; LELLO et al., 1999; PINTO et al., 2003 e FERNANDES,
2004). Algumas miiases como as causadas por califorideos e sarcofagideos podem
provocar lesbes com intensa destruigao tecidual, outras, no entanto, se desenvolvem
em ferimentos cutaneos ou penetram pela pele do hospedeiro desenvolvendo-se na
derme e em camadas mais profundas do tecido cutaneo.

Devido a este mecanismo de agdo das larvas, o organismo do hospedeiro
desenvolve resposta imune a agressao. A intensidade ou efetividade desta resposta
esta diretamente ligada a extensao da leséo ou ao periodo de permanéncia da larva
no hospedeiro (PRUETT, 1999). OTRANTO e STEVENS (2002) verificaram que a
resposta do hospedeiro frente a infestacao de larvas produtoras de miiases depende
do estado de saude do hospedeiro, da biologia da larva, do local parasitado, da
natureza da larva e dos mecanismos de defesa especificos contra a larva.

As larvas permanecem por algum periodo no hospedeiro alimentando-se
continuamente dos fluidos teciduais, células e microorganismos presentes na area
ao redor da inflamagao (LEITE, 1988). Ao mesmo tempo, estas larvas podem liberar
na lesao, antigenos de secregao ou excrecao, indicando que estudos detalhados do
trato digestorio dessas larvas poderiam contribuir para o melhor entendimento da
relagao destas substancias com os mecanismos de defesa do hospedeiro.

Poucos sao os trabalhos que descrevem a anatomia interna de D. hominis.
REIS et al. (1994) compararam o trato digestério de espécimes adultos desta
espeécie, com as moscas adultas de Cochliomya hominivorax e detectaram
semelhangas, porém puderam constatar que as D. hominis ndo apresentam
glandulas salivares e papo, o que pode explicar porque os adultos desta espécie néao
se alimentam. As microvilosidades do intestino de D. hominis sdo pouco frequentes
nas larvas L4, aumentando nos estadios subsequentes, muito provavelmente
associadas a menor atividade celular exigidas nesta fase de desenvolvimento
(EVANGELISTA e LEITE, 2005). A membrana peritréfica também ainda ndo é

formada no estadio de L4, estando bastante desenvolvida no estadio de L3, o que
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favorece os mecanismos de defesa das larvas contra a resposta inata dos
hospedeiros. Este mecanismo de defesa nao é apresentado pela Hypoderma bovis,
que nao possui membrana peritrofica nos trés estadios larvares (COLWELL e
LEGGETT, 2004).

As glandulas salivares de larvas de D. hominis tém morfologia anatémica
tubular, semelhante a encontrada em insetos hematéfagos, diferentemente das
glandulas salivares de outros dipteros da mesma familia, que apresentam anatomia
globular das glandulas. Esta diferenca anatémica estd relacionada com a
capacidade da D. hominis secretar, em grande quantidade, enzimas que permitam
as larvas de primeiro estadio iniciar sua vida parasitaria no tecido cutaneo de
mamiferos (LEITE e EVANGELISTA, 2002)

Assim, como em outras larvas de insetos, o intestino € o 6érgdo mais longo e
importante do terceiro estadio de D. hominis, responsavel pela digestdo e absorgao
de nutrientes (DOW, 1986). Como tem a necessidade de ingerir alimentos
continuamente, o intestino € formado basicamente por um segmento unico, como
observado em insetos hematéfagos (TERRA et al., 1996) e semelhante a
Hypoderma bovis (BOULARD, 1969) e Gasterophilus intestinalis (KEILIN, 1944). O
epitélio intestinal é constituido por células epiteliais simples, formando a membrana
peritréfica, seguindo o padrdo encontrado em larvas de dipteros como: Lucilia
cuprina, Calliphora spp e Musca domestica e em adultos de Stomoxys calcitrans,
Chrysomya rufifacies e Haematobia irritans (PEREIRA e LEITE, 2003).

Técnicas histologicas de microscopia eletrénica foram utilizadas para estudar
as alteragdes teciduais provocadas pelas larvas em seus hospedeiros. Grande parte
destes trabalhos retrata o tipo de reacéo celular desencadeada pela agresséo da
larva, outros descrevem alteragdes dos constituintes das larvas, como a hemolinfa.
FARALDO e LELLO (2003) estudaram as reacgbes de defesa das células granulares
e dos hemécitos nos mecanismos de encapsulacdo de substancias estranhas as
larvas L;. Estes estudos confirmam o importante papel da resposta celular nos
mecanismos de controle parasitario.

Estudos baseados no mecanismo de resposta imune desencadeado pelas
larvas de diversos insetos, procuram definir o papel dos hemdécitos nessa defesa. Os
hemécitos circulam livremente na hemolinfa, mas apds a invasao de bactérias,

fungos, virus ou protozoarios, rapidamente migram para o local da infec¢do, onde
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fagocitam e destroem os invasores (SILVA et al.,, 2000; RUSSO et al., 2001). Os
fatores naturais de defesa sao constituidos por aglutininas, lisozimas e fatores de
imobilizagdo. Tais fatores podem estar envolvidos no reconhecimento de moléculas
estranhas, de modo similar as aglutininas (GOTZ e BOMAN, 1985; RATCLIFFE et
al., 1985; RATCLIFFE, 1986).

Nos insetos, a natureza das moléculas de reconhecimento ndo esta bem
definida. Alguns receptores associados a membrana dos hemocitos e outros
soluveis na hemolinfa sdo capazes de reconhecer e aglutinar diretamente os
patdgenos, enquanto outros podem induzir a ativagdo de cascatas proteoliticas
(PATHAK, 1993).

O estudo dos hemdcitos através da microscopia 6ptica gerou controvérsias
quanto a identificagcdo devido as diferentes fungbes que podem assumir ao longo do
desenvolvimento. Os principais tipos presentes em varias ordens de insetos sio:
prohemdécito (PR), plasmatécito (PL), granulécito (GR) e oenocitéide (OE). Os
hemocitos PR s&o considerados por diversos autores como stem cells, ou seja,
células que originam outros tipos celulares. Quando as particulas ou invasores
possuem dimensdes ou numero consideravel, estes hemdcitos participam da
encapsulacao celular e da formacao de nodulo (GUPTA, 1985; TANADA e KAYA,
1993). A encapsulagdo é um processo desencadeado quando patdogenos invasores
muito grandes ou numerosos para serem fagocitados, sdo envolvidos em agregados
multicelulares, podendo formar capsulas ou nédulos ao redor do invasor
(RATCLIFFE et al., 1985; PECH et al., 1995; MEYER-FERNANDES et al., 2000). Os
fluidos corporais dos insetos possuem uma variedade de fatores de defesa humoral,
naturais ou induzidos. Hemocitos dos dipteros, D. hominis e Chrysomya
megacephala, ja foram descritos por FARALDO e LELLO (2003).

A imunohistoquimica (IHQ) € um método diagnéstico que tem como objetivo
detectar um antigeno tissular ou celular, através da utilizagdo de um anticorpo
especifico dirigido contra este componente celular. Na bibliografia consultada
nenhum estudo histoquimico foi realizado com a larva de D. hominis.

SANAVRIA et al. (1987) e OLIVEIRA-SEQUEIRA et al. (1996) analisaram a
reacao histopatoldgica e imunolégica da pele de bovinos infestados por larvas L de
D. hominis. LELLO et al. (1980) e PINTO et al.,, (2003) estudaram a reagao

inflamatéria causada pelo berne, em coelhos imunizados e descreveram a
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importante resposta eosinofilica observada devido a formagcdo do complexo
antigeno-anticorpo.

PEREIRA et al. (2001) coletaram amostras de pele de ratos
experimentalmente infestados com larvas Ly de D. hominis e observaram que as
primeiras células encontradas no infiltrado foram os neutrofilos. Apos o sétimo dia de
infestacdo, quando as larvas de segundo instar formaram-se, as células
predominantes foram os neutréfilos e linfécitos, e apdés a formagdao da Ls,
predominaram os eosinofilos e neutrofilos.

LELLO et al. (1999) compararam a resposta tissular de coelhos infestados
artificialmente por D. hominis ndo imunizados e imunizados com extratos de larvas e
comprovaram que a reagao inflamatéria nos animais imunizados era mais intensa e
precoce do que nos animais apenas infestados. As células predominantes no
infiltrado inflamatoério foram os neutrofilos e eosindfilos, que apareceram apds as
primeiras 24 h no grupo imunizado.

LELLO e ROSIS (2000) mostraram que em camundongos o contato prévio
com o antigeno estimulou a rapida presenca de eosindfilos. PEREIRA e LEITE
(2002) constataram a produgao e a presenga de eosindfilos em ratos infestados
artificialmente e observaram que L4 e L3 estimulam maior produgao destas células.
Posteriormente, FERNANDES (2004) observou resultados semelhantes com bovinos
infestados naturalmente.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo a caracterizagao das
reagdes antigeno/anticorpo em larvas de D. hominis através da identificacédo e
localizagdo de proteinas antigénicas nos tecidos larvais com o auxilio de métodos

imunohistoquimicos.
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2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado em duas etapas. A primeira foi a obtencdo de
anticorpos policlonais (Capitulo Il, item 2.1) para estudo da ligagdo dos anticorpos
aos epitopos antigénicos e a segunda fase constituiu na obtengédo e preparo dos
cortes histoldgicos para estudo imunohistoquimico.

As larvas de D. hominis destinadas a preparacéo histologica, para os testes
imunohistoquimicos, foram obtidas no campo em animais infestados, como descrito

no Capitulo 1.

2.1. FIXACAO DAS LARVAS DE D. hominis PARA OBTENCAO DOS CORTES
HISTOLOGICOS

As larvas selecionadas para realizagao dos testes imunohistoquimicos foram
preservadas em dois meios para fixagdo: Bouin e formalina tamponada (ANEXOS 15
e 16 ). As larvas foram classificadas segundo seu estadio, em L, e L3 e separadas
em frascos distintos contendo os meios para fixacdo. As larvas submetidas ao
fixador de Bouin permaneceram submersas no meio por até 14 horas e as larvas
fixadas na formalina tamponada, por 24 h. Apds esse periodo as larvas foram

lavadas em alcool 70% e preservadas neste meio até o momento de sua utilizagao.

2.2. PREPARO DO MATERIAL PARA INCLUSAO EM PARAFINA
2.2.1. Desidratagao da Amostra.
As larvas foram desidratadas em série de etanol diluido em agua: 70, 80, e

90% e por ultimo em etanol absoluto, permanecendo submersas 15 minutos,

repetindo-se esses banhos, por trés vezes, em cada concentragao de etanol.
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2.2.2. Diafanizacao

As larvas foram transferidas para uma mistura de etanol absoluto e xilol na
proporgao 3:1 (V/V) durante 15 minutos e a seguir para misturas 1:1 e 1:3 por igual
periodo. O material foi transferido para o xilol puro e em seguida submerso em
solugcado de xilol e parafina 1:1, mantendo-o em estufa por 30 minutos. As larvas
foram retiradas desta solugcdo uma a uma e submersas em parafina pré-aquecida a
60°C, em compartimentos cubicos individuais medindo 2,5 x 1,5 x 2,0 para que o
material pudesse ser emblocado, assim que o resfriamento da parafina a

solidificasse.

2.3. PREPARO DAS LAMINAS COM OS CORTES HISTOLOGICOS

O bloco de parafina contendo a larva foi entdo aparado e levado ao
micrétomo para realizagao dos cortes. Cortes histolégicos de 4um foram distendidos
sobre laminas de vidro para avaliagdo em microscépio optico. Dois tipos de Iaminas
foram utilizados: laminas comuns e silanizadas.

Com uma pinga, os fragmentos da navalha de cortes foram colocados em
Banho-Maria com agua destilada a 45° a 50°C. Os cortes foram separados um a um
usando delicadamente a pinga e deixados no banho-maria até que esticassem para
poderem ser “pescados” com as proprias laminas previamente preparadas. As
laminas foram levadas a estufa a 50 a 60° para secar, por 24 horas. Desta maneira,

a parafina derrete bem e os cortes grudam satisfatoriamente na lamina.

2.3.1. Silanizagao de Laminas

Laminas de vidro foram previamente silanizadas a fim de que os cortes
histolégicos permanecessem aderidos a I|édmina durante o processo
imunohistoquimico. As laminas de vidro foram lavadas em solugdo de Extran e
submetidas a banho em solugédo de HCI 1N por 20 minutos, em seguida foram
lavadas em agua destilada por 3 vezes e transferidas para solugcdo de acetona P.A.

por 20 minutos. Apds esse periodo as laminas foram secas em temperatura
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ambiente e imersas em solugdo de organosilano 2% (3-aminopropiltrietoxisilano,
Sigma A-3648)

2.4. IMUNOHISTOQUIMICA

As laminas tratadas com organosilano contendo cortes de tecido foram
desparafinadas, hidratadas e submetidas a técnicas de recuperacédo de antigenos,
contra os soros policlonais de coelhos e bovinos, com a finalidade de expor os

epitopos teciduais para as reagdes imunohistoquimicas.

2.4.1. Preparo das Laminas

As laminas, contendo o tecido de larvas, foram retiradas da estufa e
submetidas a imers&o em xilol por 30 minutos, repetido por duas vezes. Em seguida
as laminas foram reidratadas em solugdo de etanol diluido em agua, nas
concentragbes de 90, 80, 70 e 50% por banhos de imersdo subseqientes e com

intervalo de 3 minutos.

2.4.2. Bloqueio da Peroxidase Endégena

As laminas foram entdo lavadas em agua destilada por trés minutos e imersas
em solucdo PBS (pH 7,2), durante cinco minutos, por duas vezes. Apos essa
lavagem foram imersas em solugao de metanol e perdxido de hidrogénio 1%, por 45

minutos, a fim de que a peroxidase enddgena fosse eliminada.

2.4.3. Bloqueio de Ligacdes Inespecificas

Apo6s o bloqueio da peroxidase as laminas foram lavadas em PBS por cinco

minutos, repetindo-se a operagao. As laminas foram novamente lavadas com

solugéo de Triton®-X100 (Sigma — 234729) 0,05% em PBS, por 5 minutos e em
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seguida submetidas a solugdo de BSA (soro albumina bovina) 1% em PBS, por 1

hora em camara umida e a temperatura ambiente.

2.4.4. Diluicdo dos Anticorpos Policlonais Produzidos em Coelhos e Bovinos

Para a ligagdo dos anticorpos policlonais contra antigenos de D. hominis
foram usados anticorpos obtidos em coelhos e bovinos imunizados com extrato
bruto de larvas L3 e bovinos imunizados com a proteina Dh50. Foram estabelecidas
diluicbes distintas para os soros hiperimunes de coelhos e de bovinos. Para obter
diferentes diluicbes, trés laminas de larvas L; foram preparadas e cada uma
contendo, dois cortes histolégicos, sendo um usado para controle negativo. As
diluicbes para os soros de coelho, foram de 1:250; 1:500; 1:1000 e 1:2000 e para os
soros de bovino, 1:50; 1:100 e 1:200. A diluigdo dos soros foi realizada com BSA 1%
e a solugdo colocada sobre os cortes de tecido de maneira que ficasse totalmente
recobertos, um circulo feito com lapis dermatografico, ao redor do corte, serviu de
auxilio para que a solugdo nao saisse do corte. No controle negativo n&o foi

adicionado o anticorpo.

2.4.5. Aplicagao do Kit Avidina-Biotina-Peroxidase

Apos aplicagdo do anticorpo primario, as laminas foram deixadas em camara
umida a 4°C na geladeira over night. Apés 18 a 20 horas de incubagao, foram entdo
lavadas duas vezes em PBS pH 7,2 por 5 minutos. As laminas foram incubadas com
o Kit LSAB® (Dako K-0679), pronto para o uso, aplicando-se 100uL de biotina sobre
os cortes de cada lamina, incubando em camara umida por 10 minutos, em seguida
as laminas foram viradas para remover o liquido e aplicou-se a streptoavidina da

mesma maneira, com o mesmo intervalo de tempo.
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2.4.6. Revelagao da Reacgao Imunohistoquimica

As laminas foram lavadas em PBS durante cinco minutos, por 3 vezes e a
reacao revelada pela adicdo do DAB (Diaminobenzidina Tetrahidrocloridro Sigma, C-
5637) (ANEXO 17), por aproximadamente 20 minutos. As Iaminas foram lavadas em
agua corrente e contra-coradas com Hematoxilina - Eosina (ANEXO 18). A seguir
desidratados em banhos sucessivos de agua corrente, alcool 50, 70, 80, 90% e
absoluto, xilol e cobertos com laminula usando-se resina sintética.

Apos o preparo as laminas foram analisadas em microscopio Optico com

aumento de 100x.
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3. RESULTADOS

Para o desenvolvimento da técnica de imunohistoquimica com larvas de D.
hominis, ndo ha na literatura, uma metodologia previamente proposta para o preparo
de laminas e meios de fixagdo. Desta forma, além do emprego da técnica houve a
necessidade de padronizar o método. O primeiro parametro avaliado foi o emprego
de dois tipos de laminas de vidro, comum e silanizadas. Os resultados mostraram
que nao ha diferenca na aderéncia das amostras (cortes) utilizados no
desenvolvimento da técnica, podendo-se usar laminas comuns, o que diminui os
custos e a execugao do preparo.

No que diz respeito aos meios de fixagdo das larvas antes do corte
histolégico, a formalina tamponada e o fixador de Bouin. Observou-se que o
emprego do segundo fixador resultou na melhor preservacédo das estruturas
teciduais da larva, provavelmente por permitir um corte mais preciso do tecido
(TABELA 01).

TABELA 01: CARACTERISTICAS pOS FIXADORES UTILIZADO$ PARA O
PREPARO DAS LAMINAS DO CORTE HISTOLOGICO DAS
LARVAS DE D. hominis.

o Fixadores
Variaveis

Formalina tamponada BOUIN
Integridade do corte + 4+
Fixagao na lamina ++ F++
Silanizagcao ++++ FH++
Coloragao ++++ 4+
Imunohistoquimica + 4

Legenda: ++++: muito bom; +++: bom; ++: regular; +: ruim

Na avaliacdo das diluicbes dos anticorpos empregadas no processo
imunohistoquimico, optou-se pelas diluicbes de 1:100 para o soro de bovinos e de
1:500 para o soro de coelhos (FIGURAS 01, 02 e 03). As diluigdes acima de 1:100
para bovinos, assim como as acima de 1:500 para coelhos, apresentaram baixa
imunorreatividade e as diluigdes de 1:50 e 1:250 mostraram reacgdes inespecificas

de fundo (background) para os soros de bovinos e coelhos, respectivamente.
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FIGURA 01: Fotomicrografia de cortes corados pelo H.E. de larvas de D. hominis.
(A) células da cuticula das larvas, controle negativo. (B) setas
indicando a reacdo imunohistoquimica, por anticorpos policlonais em
bovinos contra larvas L;, na parede das larvas. Aumento
microscopico de 100X.

FIGURA 02: Fotomicrografia de cortes corados pelo H.E. de larvas de D. hominis.
(A) células da cuticula das larvas, controle negativo. (B) setas
indicando a reacdo imunohistoquimica, por anticorpos policlonais em
coelhos contra larvas L; na parede das larvas. Aumento
microscopico de 100X.
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FIGURA 03: Fotomicrografia de cortes corados pelo H.E. de larvas de D. hominis.
(A) controle negativo. (B) setas indicando a reacdo
imunohistoquimica, por anticorpos produzidos em bovinos contra a
proteina Dh50 — Aumento microscoépico de 100X. (C) setas indicando
a reacdo imunohistoquimica, por anticorpos produzidos em bovinos
contra a proteina Dh50 — Aumento microscépico de 400X.

Os resultados obtidos para a avaliagdo imunohistoquimica dos cortes de
tecidos de larvas L3 de D. hominis, utilizando os anticorpos policlonais produzidos
em coelhos e em bovinos, apresentaram reatividade similar para ambas as espécies
sem diferencga significativa entre as mesmas.

Também pdde ser observado que a reagao antigeno-anticorpo foi encontrada
em toda a extensao das larvas, demonstrando que a proteina imunogénica presente
nas larvas da D. hominis e, portanto, ndo tem localizacdo especifica. Este teste foi
realizado com o objetivo de determinar a localizagao das proteinas na larva e saber
se os anticorpos produzidos teriam acesso aos epitopos nas larvas.

Ja a reacao imunohistoquimica apresentada nos cortes das larvas L3 frente
aos soros produzidos em animais imunizados com a proteina Dh50, indicou que a
sua localizacido esta na membrana da larva e no espacgo entre as fibras musculares
da larva, o que permitiria a ligagdo com anticorpos no caso de uma imunizagao
(FIGURA 03).
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4. DISCUSSAO

O sistema de avaliagdo imunohistoquimica usando Avidina-Biotina-
Peroxidase recomenda o tratamento prévio das l|aminas de vidro com 3-
aminopropiltrietoxisilano (BOENISCH, 2001). Todavia, durante nossos experimentos
verificamos que a opgao pelas laminas comuns atende os requisitos técnicos
basicos, além de diminuir os custos com a realizagdo da metodologia.

A fixacdo das larvas, em meios distintos teve como objetivo selecionar a
melhor metodologia, uma vez que ndo ha na literatura a indicagcédo do melhor meio
de fixagcao de larvas para realizacdo de testes imunohistoquimicos. O fixador ideal
deve preservar a morfologia do tecido apds o corte, além de prevenir a extragao,
difusdo e deslocamento do antigeno durante as etapas que se seguem a fixacéo,
nao pode interferir com reacbdes subseqientes na localizagdo do antigeno
(BANCROFT & COOK, 1994). O fixador de Bouin é a base de acidos picrico e
acético e apesar de ndo ser o mais recomendado pela literatura especializada na
fixagdo de tecido para a imunohistoquimica, apresentou resultados mais satisfatorios
que a utilizagcao da formalina tamponada na preservacao dos tecidos larvais.

A fixacdo em formalina promove ligagées multiplas entre os grupos amino e a
formagdo de pontes de metileno entre os varios aminoacidos presentes nos
peptideos de uma determinada proteina e desta com as proteinas adjacentes. Estas
multiplas ligagdes bloqueiam o acesso de anticorpos aos epitopos alvo, mascarando
o antigeno. Provavelmente, em fungao desta acdo, a formalina tamponada néo se
mostrou adequada no preparo deste tipo de amostra.

Outra dificuldade observada no preparo das amostras foi a fixacao das larvas
ainda vivas. ApoOs os primeiros cortes histolégicos pode-se verificar que as larvas
eram rompidas e o material permanecia muito friavel, o que dificultava a confeccgao
da lamina. Desta forma, novas larvas foram colhidas de animais infestados e apds
serem lavadas em solugéo fisioldgica, foram submergidas em solugao fisiolégica
aquecida a 50°C, com a finalidade de produzir a sua morte e ao mesmo tempo
permitir um relaxamento muscular. Apds a constatacdo da morte das larvas, estas
foram secas em papel filtro e entdo submersas nos meios de fixagdo. Apods o
periodo de fixacdo das larvas, estas foram seccionadas, com auxilio de bisturi, no
sentido longitudinal, para que o fixador penetrasse com maior facilidade nos tecidos.

Essas larvas permaneceram submersas nos meios por um periodo de mais 4 horas,
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sendo entdo transferidas para o éalcool 70%. Esses procedimentos propiciaram
cortes das larvas sem as alteragdes morfoldgicas anteriormente descritas.

Os nossos resultados sugerem importantes contribuigdes no estudo do
mecanismo antigénico das larvas de D. hominis, das quais podem ser destacados
dois fatos relevantes, o primeiro € o mapeamento tissular da larva, apontando a
localizacdo da proteina antigénica pela observagdo dos anticorpos acoplados aos
epitopos no tecido larval. O segundo, de importancia para o desenvolvimento
metodoldgico da técnica de imunoshistoquimica de tecidos de larvas, diz respeito ao
preparo das laminas e a escolha do fixador, que dispensa o uso do organosilano e

aponta o Bouin como fixador potencial para este tipo de amostra.
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5. CONCLUSOES

A reatividade histoquimica evidenciada pela reagdo antigeno/anticorpo pode ser
observada em toda a extensao das larvas Lz de D. hominis, evidenciando que os
anticorpos produzidos por animais vacinados tém total acesso aos epitopos no

tecido larval;

A utilizagdo de anticorpos policlonais contra D. hominis de bovinos e de coelhos

produziu 0 mesmo padrao de resposta imunohistoquimico;

A reagao imunohistoquimica observada nas larvas por anticorpos contra a proteina
Dh50, evidenciou a sua presenca em algumas células da cuticula e em segmentos

entre as suas fibras musculares;

Considerando os parametros que apresentaram resultados satisfatérios para a
aplicagao em imunohistoquimica em larvas de D. hominis, recomenda-se o uso de

l&minas comuns e a fixagcdo em Bouin.
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IMUNIZA(;AO DE BOVINOS COM PROTEINA ANTIGENICA PURIFICADA DE
D. hominis - Dh50 kDa

Resumo: O desenvolvimento de vacinas para controlar ectoparasitos depende da
identificacdo dos principais antigenos. Antigenos candidatos devem ter acesso aos
anticorpos formados; serem administrados em quantidade suficiente, e a formagao
do complexo antigeno-anticorpo deve alterar a fisiologia do parasito. Além disso, os
antigenos precisam possuir estrutura e ou sequéncia conservada com
caracterizagcao protéica, permitindo assim o uso de métodos recombinantes para
expressar esse antigeno. Este trabalho teve como objetivo imunizar bovinos com
uma fragcao antigénica purificada (Dh50) do extrato de larvas de Dermatobia hominis
e submeté-los a um desafio a campo, em regido sabidamente infestada por este
ectoparasito. Trés grupos de bovinos foram selecionados, sendo o grupo A
imunizado com a proteina purificada, grupo B imunizado com extrato bruto de larvas
e o grupo C que serviu de controle. A cinética da producao de anticorpos contra a D.
hominis foi acompanhada pela absorbancia do teste ELISA no soro dos animais,
onde foi possivel comprovar diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos. O
numero de nodulos cutdneos observados em cada tratamento foi distinto (p<0,01)
para os trés grupos de animais. O grupo A apresentou 4,2% dos nédulos cuténeos
totais, o grupo B, que recebeu o extrato bruto de larvas, 7,6% e o grupo C (controle)
apresentou 88,2% dos nodulos. Os anticorpos produzidos pelos bovinos imunizados
e a comparacdo do numero de noédulos cutaneos encontrados nesses animais
permitiu concluir que os extratos obtidos a partir de larvas de D. hominis, foram
imunogénicos para bovinos, conferindo uma eficiéncia de 90,67% em relagéo ao
grupo controle. A proteina de 50 kDa, extraida do extrato bruto de D. hominis,
mostrou ser um antigeno candidato bastante promissor a produgéo de vacina efetiva

contra a dermatobiose.

Palavras-chave: vacina, antigénica, nédulos, Dermatobia hominis.
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IMMUNIZATION OF BOVINES WITH ANTIGENIC D. hominis PURIFIED PROTEIN
- Dh50 kDa

Abstract: Vaccine development for ectoparasites control depends on identification of
main parasite antigens. Antigen candidates must allow access of produced
antibodies, be administrated in enough quantity and have conserved structure or
amino acid sequences allowing, after protein characterization, the use of
recombination techniques to produce organisms that express the antigen. Likewise,
formation of antigen-antibody complex must change parasite physiology. The goals
of the current study were to immunize bovines with purified antigenic fraction (Dh50)
of Dermatobia hominis larval extract and to submit theses mammals to field
challenge in region infested with this ectoparasite. So, three groups of bovines were
selected; “A” and “B” groups had been immunized with the purified protein and raw
larval extract respectively, and “C” group was used as control. Kinetics of antibodies
production was accompanied in sera of bovines by means of enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA); ELISA data analysis indicated significant difference (p<0.05)
among “A”, “B” and “C” groups. Similarly, the number of cutaneous nodules due to
parasite infection was distinct (p<0.01) in the three groups of bovines; “A” group had
4.2% of the total cutaneous nodules, while “B” and “C” groups had 7.6% and 88.2%
of them, respectively. Based on comparison among “A”, “B” and “C” groups regarding
the amount of antibodies produced by immunized bovines and the number of
cutaneous nodules found in the animals, we conclude that the extracts obtained from
D. hominis larvaes were immunogenic for bovines, yielding an efficiency of 90.67% in
comparison to control. The 50 kDa protein, purified from raw D. hominis larvae
extract, is one promising candidate antigen to produce an effective vaccine against

dermatobiosis.

Key words: vaccine, antigenic, nodules, Dermatobia hominis.
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1. INTRODUCAO

A relagao parasito/hospedeiro é estabelecida pelo modo de alimentagao do
parasito no hospedeiro. O habito alimentar dos ectoparasitos leva a lesdes na pele e
tecidos subcutaneos pela inflamagdo ou perda de sangue. Estas lesdes estédo
normalmente associadas ao prurido, eritema, escoriagdes, papulas, liquenificagao e
ferimentos sujeitos a infecgdes secundarias (WALL, 2007).

Habitos alimentares distintos permitiram a evolugcdo de varias espécies de
ectoparasitos ao longo de milhares de anos, com isso a adaptagao desses parasitos
frente a condi¢cdes adversas, ficou mais facil, possibilitando uma maior resisténcia
das espécies. Com a evolugdo dos ectoparasitos houve consequentemente a
evolugdo dos hospedeiros, estabelecendo estratégias de agéo para o seu controle
desde a migragdo em massa, da populagao afetada, para areas livres de
parasitismo, até o desenvolvimento de respostas imunes. (STEVENS et al., 2006).

Nos ultimos anos, o papel dos antigenos produzidos a partir de larvas
causadoras de miiases e a resposta imunomoduladora dos hospedeiros, tém sido
amplamente investigados principalmente para Hypoderma lineatum e Lucillia
cuprina. Muito embora, as informacgdes obtidas nesses estudos ainda sejam iniciais
quando comparadas aos estudos realizados com outros artropodes, como 0s
carrapatos e alguns mosquitos (OTRANTO e STEVENS, 2002). Por outro lado, para
espécies de miiases de interesse localizadas exclusivamente na América Latina,
como a Dermatobia hominins, ndo existem estudos a respeito da capacidade
antigénica de suas larvas.

A escolha dos artropodes a serem estudados deu-se, ndo sO pelo expressivo
prejuizo econémico causado, como também pelo fato desses parasitos (carrapatos e
mosquitos) apresentarem distribuicdo mundial. Outro fator que contribuiu para o
desenvolvimento destas pesquisas foi o habito alimentar dessas espécies no
hospedeiro, uma vez que parasitos hematéfagos podem desenvolver mecanismos
de antigenicidade mais especificos (PATARROYO et al., 2002).

Artropodes que se alimentam de sangue tem uma elevada produgao de
substancias candidatas a antigénicas gragas as inumeras proteinas responsaveis
pelos mecanismos de acdo de fixacdo e alimentacdo no hospedeiro. Esses
artrépodes constituem um extraordinario exemplo de evolugdo convergente, sendo

que cada espécie de artropode hematéfago desenvolveu um mecanismo particular
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para o0 problema, através da expressdo, na sua saliva, de uma complexa e
redundante mistura de inibidores de vasoconstricao (MEJIA et al., 2006).

O desenvolvimento de vacinas para controlar ectoparasitos depende da
identificacdo dos principais antigenos. Antigenos candidatos tém sido estudados em
diversas espécies, mas algum sucesso soO foi obtido com carrapatos. ELVIN et al.,
(1994) consideram que os candidatos vacinais devem ter acesso aos anticorpos
formados serem administrados em quantidade suficiente, e a formagao do complexo
antigeno-anticorpo deve alterar a fisiologia do parasito em questdo. Além disso, os
antigenos precisam possuir estrutura e ou sequéncia conservada com
caracterizagao protéica, permitindo assim o uso de métodos recombinantes para
expressar o antigeno candidato.

No caso dos carrapatos, o estudo de proteinas retiradas dos seus intestinos
possibilitou a descoberta de uma sequéncia de aminoacidos que passou a ser
clonada e expressa e entdo utilizada como imundgeno para os bovinos parasitados.
A vacina atua principalmente para controlar a populagao das larvas de carrapatos
disponiveis para infestagdo, em vez de proteger individualmente os bovinos
(WILLADSEN et. al., 1995). Além disso, € mais eficaz quando utilizada associada ao
controle quimico dos parasitos adultos, quando as infestagbes ultrapassam os
limites aceitaveis (WILLADSEN e KEMP, 2003).

E conhecido também, que a distribuicdo de uma populagdo de parasitos nos
hospedeiros ndao é uniforme e acredita-se que a imunidade inata e a resisténcia
adquirida contribuam para isso. Desta forma, a aplicagdo de uma vacina eficaz
permitiria o aumento da populacdo de hospedeiros resistentes possibilitando a
reducao da infestagdo e o controle da populagéo de parasitos (PRUETT, 1999).

Quanto as larvas produtoras de miiases, os estudos relacionados se
concentram apenas em espécies distribuidas no hemisfério norte, Australia, Nova
Zelandia e Africa, principalmente dos géneros Hypoderma spp e Lucillia spp.
JOHNSTON et al. (1992) imunizaram ovelhas com extratos de segundo estadio, de
larvas de Lucilia cuprina, preparados com as larvas inteiras e somente com a
cuticula dessas larvas. Os resultados obtidos levaram a conclusdo de que o extrato
feito com a larva inteira proporcionou uma melhor resposta imune do hospedeiro.

No caso de infestagbes pela Hypoderma spp foram isoladas algumas
proteinas de secregcédo e excregao das larvas, as quais deram origem a antigenos

denominados Hipoderminas. A caracterizacdo bioquimica das hipoderminas
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representou importante avango nos ensaios de vacinagado, embora o papel protetor
ainda seja discutido (BARON e COLWELL, 1991; CHABAUDIE e BOULARD, 1992;
TELLAM e BOWLES,1997).

Os poucos estudos disponiveis sobre a relagdo parasita/hospedeiro
envolvendo D. hominis referem-se apenas a resposta imune celular ou humoral dos
hospedeiros frente a presenca de larvas nos tecidos, ou a inoculacdo de extratos
larvais. A resposta imune celular contra a D. hominis foi verificada por diversos
autores, comprovando a importante participagdo de eosindfilos e neutrofilos (LELLO
e PERACOLI, 1993; BARBOSA et al., 2000; PINTO et al.,, 2003 e FERNANDES et
al., 2007). Além da resposta imune celular, a resposta humoral também pode ser
importante na defesa do hospedeiro contra as larvas. Assim, FERNANDES et al.
(2007) investigaram os niveis de anticorpos produzidos por bovinos imunizados com
extrato de larvas de D. hominis e verificaram uma correlagdo negativa entre o
numero de nodulos cutaneos e o titulo de anticorpos sorologicos dos animais
imunizados, indicando um possivel papel desses anticorpos no controle deste
parasito.

A resposta imune dos hospedeiros aos ectoparasitas envolve vias efetoras
como anticorpos, complemento e células (BROWN et al, 1982 e BROWN e
ASKENASE, 1983 e 1985) e suas vias regulatérias que compreendem citocinas,
células apresentadoras de antigenos e linfocitos T (LAMOREAUX et al, 2000). Os
componentes efetores agem limitando a alimentagdo do parasito e, quando séo
ingeridos, causam lesdes nos tecidos do mesmo. Como consequéncia, 0 numero de
parasitos alimentando-se de forma eficaz, em um hospedeiro resistente acaba
reduzido (BROWN e ASKENASE, 1983; BROWN et al, 1984).

O processamento dos antigenos consiste na introdugdo de antigenos
protéicos nas células apresentadoras de antigenos, na degradacgédo proteolitica
dessas proteinas em peptideos, na ligacdo dos peptideos as moléculas recém-
montadas do MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade), e na exposigao
dos complexos peptideo-MHC a superficie das células apresentadoras de antigeno,
para o reconhecimento potencial pelas células T.

WOODLAND e BLACKMAN (2006) sugerem que o numero e as
funcdes das células T diminuem com a progressao da idade, porém ha um numero
crescente de células de memoaria. Assim, com o aumento da idade, a resposta imune
poderia ser mediada por células de memoaria, o que implicaria no contato prévio com
o patégeno para que ocorra resposta satisfatéria frente a uma imunizagao.
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Este talvez seja o principal aspecto negativo do uso de antigenos ocultos,
pois ndo havendo exposicéo frequente do hospedeiro ao antigeno, como acontece
com antigenos salivares, torna-se dificil a preservagcdo de imunidade eficiente
(TRIMNELL et al, 2002). Todavia, estas vacinas reforgam a idéia de que a
imunoprofilaxia adotada com antigenos melhor selecionados possa ser uma maneira
eficiente de se fazer o controle da infestagao parasitaria. Acredita-se que uma vacina
baseada em um conjunto de antigenos, ocultos e ndo ocultos, possa produzir uma
resposta mais satisfatoria para a reducéo da infestacao.

Antigenos ocultos sdo aqueles ndo expostos ao sistema imune do
hospedeiro durante uma infestagdo natural, embora os antigenos ocultos sejam a
base das vacinas comerciais e tenham sido estudados em outros ectoparasitos,
como Lucilia cuprina, experimentos com antigenos naturalmente expostos ao
sistema imunoldgico do hospedeiro associado a antigenos ocultos, demonstram o
potencial da associagao de diferentes alvos em uma mesma vacina (TRIMNELL, et
al., 2002).

A biotecnologia empregada na producg&o de vacinas envolve além de estudos
basicos para isolar antigenos candidatos, a avaliagdo da resposta imunoldgica,
desenvolvimento de técnicas de clonagem, otimizagdo de resposta do hospedeiro,
experimentos de campo, avaliagdo de mercado e registro do produto. Nas ultimas
décadas o numero de pesquisadores trabalhando no controle de artréopodes por
vacinas é muito pequeno e os resultados encontrados nem sempre sao promissores
(BARON e COLWELI, 1991; CHABAUDIE et al., 1991).

Neste sentido, FERNANDES et al (2007) comprovaram um indice 71 %
de protecédo contra a infestagdo em bovinos pela vacinagdo com antigeno soluvel
bruto de larvas de D. hominis, comparados a bovinos n&o vacinados. Sendo assim,
pelos resultados obtidos com este estudo preliminar, seria possivel estabelecer o
controle desta parasitose através de vacinacdo, entretanto, € necessario verificar
quais fragbes antigénicas que estdo presentes no antigeno bruto e quais
proporcionariam protecdo aos animais.

A presente investigagado teve como objetivo imunizar bovinos com uma fragéo
antigénica purificada do extrato de larvas de D. hominis e submeté-los a um desafio
a campo, em local e animais sabidamente infestados por este parasito. Os
anticorpos produzidos pelos bovinos imunizados e a comparagdo do numero de
nodulos cutaneos encontrados nesses animais fornecera dados importantes para
subsidiar novas estratégias de controle para a dermatobiose.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. OBTENGAO DA PROTEINA ANTIGENICA

A fragao protéica, identificada por imunoeletrotransferéncia, como antigénica,
foi separada do extrato bruto de larvas Lz de D. hominis através da
imunoprecipitacdo e submetida a eletroeluicdo para retirada da fragado de 50 kDa do

extrato de larvas.

2.1.1. Separagao da Fracdo Antigénica do Extrato Bruto de Larvas

A banda antigénica identificada pelo seu peso molecular de 50 kDa foi
retirada do gel apos a eletroforese em gel de poliacrilamida, com auxilio de bisturi.
Uma vez separada, a banda, foi cortada em diversos fragmentos e submetida a
eletroeluicdo, realizada de acordo com HUNKAPILLER et al. (1983).

O material excisado foi colocado dentro das pipetas da cuba de eletroeluigcao
na presenga de tampao de SDS-PAGE (Tris 25mM, Glicina 192mM, SDS 0,1%), em
seguida uma membrana de dialise (Sigma-Aldrich) foi acondicionada na extremidade
inferior da pipeta, amarrando as extremidades. Feito isto, a cuba eletroforética
contendo tampao SDS-PAGE, nos dois compartimentos, foi submetida a uma
corrente de 6 mA por aproximadamente 5 horas. Apos este periodo, o liquido
presente dentro da membrana foi coletado e a solugao obtida armazenada.

Uma aliquota desta amostra foi submetida a dosagem de proteina. Nesta
aliquota foi realizada a remocédo do SDS, através da eletrodialise. O material foi
acondicionado em membrana de didlise e acoplado na pipeta da cuba de
eletroeluigcdo, devidamente fixada na extremidade inferior. O compartimento inferior
da cuba foi preenchido com aproximadamente 600mL de tamp&o de eluicdo sem
adicao de SDS. O conjunto foi entado ligado a uma corrente de 10mA por 2 horas.
Apos esse procedimento foi realizada a leitura de proteina da amostra pelo método
de BRADFORD (1976).
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2.1.2. Preparagao do Antigeno para Imunizagao

ApOs a separagéo da proteina antigénica, o material aliquotado foi submetido
a centrifugacédo, com o auxilio de uma membrana para concentracdo do antigeno
presente na amostra (AMICON® ultra centrifugal filter unit — MILLIPORE)

O material obtido foi separado em frascos estéreis e armazenado (-

20°C), em volume suficiente para a inoculagdo em um animal.

2.2. SELECAO E MANEJO DOS ANIMAIS

Os animais utilizados pertencem a uma propriedade localizada no municipio
de Mairinque-SP, onde se verificou um intenso parasitismo por D. hominis em todos
0s animais da regiao.

Foram utilizados 16 bovinos mesticos com idade e sexo variavel de um a
nove anos de idade, que receberam um numero de identificagcdo de 1 a 16. Os
animais eram criados em regime extensivo com pastoreio continuo, em campo
nativo.

O inicio do periodo experimental foi marcado pela selecdo dos animais
(FIGURA 01) que foram submetidos a quatro coletas semanais de sangue, com a
finalidade de identificar, através do teste ELISA, os animais que apresentaram
menor titulo de anticorpos para a infestacdo de D. hominis.

Os animais foram entado divididos em trés grupos ficando dispostos:

- GRUPO A: quatro animais a serem imunizados com a proteina (Dh50)

antigénica a D. hominis.

- GRUPO B: quatro animais a serem imunizados com extrato bruto de

larvas de D. hominis.
- GRUPO C: oito animais que n&o receberam nenhum imundgeno e

serviram como grupo controle.
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FIGURA 01: Bovinos mesticos selecionados para a imunizacdo com a proteina Dh50 e
extrato bruto antigénico de larvas de D. hominis, no municipio de Mairinque-
SP.

Apds a selegdo, os animais dos grupos A e B foram confinados em estabulo
telado por um periodo de 77 dias, para evitar contato com insetos vetores e assim
evitar a infestagcao pela D. hominis, antes do inicio das imunizagoes.

Todos os animais receberam tratamento contra ecto e endoparasitos, pela
aplicacdo de Moxidectina (Cydectin® Fort Dodge), na dose de 0,2mg/Kg de peso.
Os procedimentos relacionados ao manejo dos animais e a coleta de material foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade
Federal do Parana (CEEA/UFPR), processo n°. 23075.02931/2007-09, certificado
251 (ANEXO 05).

2.2.1. Imunizagdo dos Animais

Aos 15 de setembro de 2007 animais do Grupo A foram imunizados com a
proteina imunogénica do extrato de larvas L3 e os do Grupo B com o antigeno bruto
de larvas de D. hominis, ambos acrescidos do adjuvante de Freund (Sigma
Chemical Company). Nos animais do grupo A foi aplicado um macerado de bandas

protéicas recortadas do gel de poliacrilamida, acrescido de solugdo antigénica
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resultante da eletroeluicdo, em igual volume. Para cada animal foram utilizadas
quatro tiras de bandas protéicas, recortadas do gel, com 11,5 cm de comprimento,
que foram maceradas com 2,0 mL da solugao eletroeluida, acrescida de 2,0 mL do
adjuvante completo de Freund.

Os animais imunizados do grupo B receberam a primeira dose de 2,0 mL do
extrato bruto de larvas L3 de D. hominis, acrescida de partes iguais do adjuvante
completo de Freund.

Apos 15 dias, os animais, desses dois grupos receberam uma segunda
imunizagdo, composta dos mesmos antigenos e do adjuvante, porém foi utilizado o
adjuvante incompleto de Freund (Sigma Chemical Company). A terceira imunizagao
foi repetida 15 dias apds a aplicagdo da segunda dose, sendo idéntica a esta ultima.

Todos os animais imunizados receberam trés doses do imundgeno, com
intervalos de quinze dias. As doses (4 mL) foram inoculadas por via subcutanea, na
regido da escapula, seguindo os mesmos critérios estabelecidos por FERNANDES et
al. (2007). Os animais foram imunizados pela via subcutanea, uma vez que a via
através da qual o antigeno é administrado, afeta a magnitude e o tipo da resposta
imune obtida. De acordo com JANEWAY e TRAVERS (1997), os antigenos injetados
por via subcutdnea em geral induzem as respostas mais fortes, enquanto que os
antigenos injetados diretamente na corrente sanglinea tendem a induzir tolerancia ou

insensibilidade.

2.3. TESTE ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

A cada quinze dias 10mL de sangue foram colhidos, através da pung¢do da
veia jugular esquerda de cada animal (apd6s contengcdo). As amostras foram
submetidas a centrifugacao, para retirada do coagulo, e as aliquotas, em duplicata,
de soro foram guardadas e congeladas para posterior realizacdo do teste

enzimoimuniensaio.

O método de enzimoimunoensaio foi usado no presente trabalho para detectar,
no soro de bovinos imunizados, anticorpos especificos contra antigenos de larvas L3

de D. hominis. A técnica foi padronizada para o presente estudo e seguiu os principios
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propostos por FERNANDES et al. (2007), o protocolo adotado esta descrito no ANEXO
06.

O principio da técnica € uma reagao de cor. A coloragao faz-se presente
quando a enzima peroxidase, integrante do conjugado, desdobra o substrato. Para
que haja manifestacdo de cor € preciso que ocorra uma série de eventos em
sequéncia. Estes eventos tém inicio com a sensibilizagdo da placa com o antigeno

até a afericao da cor pelo leitor de placas.

2.4. NUMERO DE NODULOS CUTANEOS

A cada quinze dias os ndédulos de larvas de D. hominis foram contados e
mapeados seguindo-se a mesma metodologia dos experimentos realizados por
PINTO et al. (2003) e FERNANDES et al., (2007).

2.5. ANALISE ESTATISTICA

A metodologia empregada para a analise dos dados, foi a de modelos lineares
generalizados, apropriadas para variaveis que apresentam distribuicbes de
probabilidade da familia exponencial (normal, gamma, Poisson e binomial). Foram
adotados como ferramentas os programas estatisticos: Sistema para Analises
Estatisticas e Genéticas (SAEG, 8.0, 2002) e ASRemL (GILMOUR, et al. 2002). O
teste de LILLIEFORS (SAEG) foi utilizado para verificar a distribuigdo normal dos
dados.

Na avaliagdo do numero de nddulos observados ao longo do experimento em
funcado dos tratamentos adotados, utilizou-se a distribuicdo de Poisson com funcao de

ligacdo logaritmica, cujo modelo matematico ficou assim estabelecido:

Yik = pt+ Tit by(xi)+ bz(Xi)2 + bS(Xi)3+ €ijk
onde:

p= constante geral;
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T; = efeito de tratamento (i = 1, 2, 3);

by by e bs = sdo os coeficientes linear, quadratico e cubico, respectivamente, de
regressao do numero de nédulos em fungdo dos meses;
x; = efeito do periodo da coleta;

ejj = residuo ou erro aleatorio;

Para a analise da absorbancia do teste ELISA em funcdo dos tratamentos
durante o experimento, foi adotada a distribuicdo gamma com fungdo de ligagcéo
logaritmica e o modelo matematico semelhante ao procedimento anterior, modificando-
se apenas a variavel numero de nédulos pela absorbancia do teste ELISA.

Para verificar o numero de nodulos, em de cada tratamento, os dados obtidos
foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia, utilizando-se o Software SAEG (Universidade
Federal de Vigosa, 2002)
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3. RESULTADOS

A selec¢ao dos animais da propriedade para imunizacdo com extrato protéico
de D. hominis foi baseada na absorbancia dos soros dos bovinos, usando o teste
ELISA e obtidas em coletas semanais (TABELA 01). O periodo de coletas foi
definido baseado nos dados de literatura sobre a sazonalidade e dinamica
populacional para a D. hominis (PINTO et al. 2002 e FERNANDES, 2004), sendo
neste considerada baixa infestagdo e ficando compreendido entre 25 de junho e 15
de julho de 2007.

TABELAO1: ABSORBANCIA DOS SOROS BOVINOS FRENTE AO ANTIGENO DE
Dermatobia hominis NO TESTE ELISA, REALIZADO PARA A SELECAO DOS
BOVINOS A SEREM IMUNIZADOS NO PERIODO DE 25 DE JUNHO A 15 DE

JULHO.
Coletas (data)

animais 25/jun 2ljul gl 15/ul abs“jré;’;da
1 0,120 0134 0117 0123 0124
2 0,151 0,149 0135 0167 0,151
3 0,202 0,184 0214 0198 0,200
4 0,187 0471 0142 0158 0,165
5 0,179 0135 0153 0127 0,149
6 0,097 0124 0098 0101 0105
7 0,164 0,154 0159 0161 0,160
8 0,286 0254 0237 0246 0256
9 0,208 0,198 0215 0194 0,204
10 0,220 0203 0178 0186 0,197
11 0,135 0,116 0110 0108 0,117
12 0,304 0287 0293 0281 0,291
13 0,284 0276 0291 0249 0275
14 0,088 0,412 0097 0103 0,100
15 0,174 0,186 0169 0183 0178
16 0,162 0477 0163 0143 0,161

ApoOs a anadlise das absorbancias os animais foram entdo dispostos em trés
grupos de acordo com a média das mesmas. Procurou-se estabelecer o critério de
imunizar (grupos A e B) os animais com menor titulo de anticorpos para a D. hominis
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aléem de escolher para esses grupos, animais que apresentassem caracteristicas
semelhantes quanto a pelagem e idade. Desta maneira os grupos ficaram dispostos
de acordo com as TABELAS 02, 03 e 04.

TABELA 02: ABSORBANCIA DO TESTE ELISA, APRESENTADA PELOS ANIMAIS
SELECIONADOS PARA O GRUPO A, EM COLETAS SEMANAIS, NO
PERIODO DE 25 DE JUNHO A 15 DE JULHO DE 2007.

Animais

25/jun 2/jul 8/jul 15/jul
(Grupo A)
1 0,120 0,134 0,117 0,123
4 0,187 0,171 0,142 0,158
6 0,097 0,124 0,098 0,101
16 0,162 0,177 0,163 0,143

TABELA 03: ABSORBANCIA DOS SOROS DO TESTE ELISA, APRESENTADA PELOS
ANIMAIS SELECIONADOS PARA O GRUPO B, EM COLETAS SEMANAIS,
NO PERIODO DE 25 DE JUNHO A 15 DE JULHO DE 2007.

Animais
25/jun 2/jul 8/jul 15/jul

(Grupo B)
2 0,151 0,149 0,135 0,167
11 0,135 0,116 0,110 0,108
14 0,088 0,112 0,097 0,103
15 0,174 0,186 0,169 0,183

TABELA 04: ABSORBANCIA DO TESTE ELISA, APRESENTADA PELOS ANIMAIS
SELECIONADOS PARA O GRUPO C, EM COLETAS SEMANAIS, NO
PERIODO DE 25 DE JUNHO A 15 DE JULHO DE 2007.

Animais
25/jun 2/jul 8/jul 15/jul
(Grupo C)
3 0,202 0,184 0,214 0,198
5 0,179 0,135 0,153 0,127
7 0,164 0,154 0,159 0,161
8 0,286 0,254 0,237 0,246
9 0,208 0,198 0,215 0,194
10 0,220 0,203 0,178 0,186
12 0,304 0,287 0,293 0,281

13 0,284 0,276 0,291 0,249
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A preparagao do imundégeno a ser aplicado nos animais do grupo A foi
realizada com base nos dados anteriormente estabelecidos por FERNANDES et al.
2007, ao imunizarem bovinos com extrato bruto de larvas. A dose para cada animal
foi determinada em 4,76mg de proteina, por aplicacdo. Para o calculo da proteina,
foi recortada do gel de poliacrilamida a banda antigénica e apds eletroeluicao e
dialise foi dosada a concentracéo protéica da amostra obtendo-se 1,19mg. Portanto,
foram utilizados quatro géis de eletroforese para a extragdo da dose a ser inoculada
em cada animal a ser imunizado. O volume da dose foi de 4,0 mL, acrescido do
adjuvante completo de Freund na primeira imunizacdo e do adjuvante incompleto
nas imunizacdes subsequentes.

Os animais do grupo B receberam imunizagdo com o extrato bruto de larvas
para que se pudesse comparar os efeitos da resposta imune em bovinos submetidos
as mesmas condi¢gdes e em regido geografica altamente infestadas pelo parasito,
uma vez que, em experimento realizado por FERNANDES et al. (2007) os resultados
foram obtidos numa regido de baixa incidéncia de dermatobiose.

A cinética da produgao de anticorpos contra a D. hominis foi acompanhada
pela absorbancia do teste de ELISA no soro dos animais, TABELA 05.



TABELA 05:  ABSORBANCIA OBTIDA PELA TECNICA DE ENZIMOIMUNOENSAIO — ELISA E NUMERO DE NODULOS DE LARVAS DE
Dermatobia hominis OBSERVADOS EM BOVINOS, EM COLHEITAS QUINZENAIS, NO PERIODO DE 15 DE SETEMBRO A 16 DE
DEZEMBRO DE 2007.

15/set 29/set 13/out 02/nov 17/nov 02/dez 16/dez

Grupos Animal
néd D.O néd D.O néd D.O néd D.O néd D.O néd D.O néd D.O

1 0 0,134 0 0,389 0 0,425 0 0,664 2 0,694 9 0,815 5 1,026
A 4 0 0,152 0 0,405 0 0,578 0 0,926 3 1,033 7 1,178 6 1,261
6 0 0,103 0 0,381 0 0,437 0 0,469 2 0,503 2 0,497 1 0,481
16 0 0,131 0 0,369 0 0,507 0 0,466 0 0,398 3 0,502 3 0,477
2 0 0,125 0 0,345 0 0,532 0 0,671 4 0,698 7 0,903 9 1,052
B 11 0 0,102 0 0,315 0 0,427 1 0,735 5 0,908 6 0,878 11 1,178
14 0 0,101 0 0,215 0 0,278 0 0,305 1 0,408 5 0,634 7 0,947
15 0 0,188 0 0,194 0 0,315 0 0,578 5 0,874 8 1,085 10 1,003
3 0 0,183 2 0,193 5 0,209 18 0,304 11 0,215 25 0,408 17 0,398
5 0 0,121 4 0,207 2 0,112 26 0,256 18 0,187 29 0,345 25 0,321
7 0 0,154 0 0,189 8 0,215 15 0,222 19 0,195 27 0,209 15 0,187
8 3 0,241 6 0,292 2 0,198 19 0,215 23 0,232 34 0,348 30 0,329
c 9 0 0,187 2 0,190 3 0,213 38 0,412 27 0,398 39 0,330 29 0,224
10 0 0,162 9 0,242 5 0,379 42 0,525 33 0,561 62 0,494 45 0,538
12 2 0,279 7 0,328 4 0,298 8 0,287 14 0,229 31 0,367 27 0,304
13 1 0,225 4 0,257 11 0,302 29 0,455 12 0,364 26 0,397 29 0,415
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Quanto a cinética de anticorpos apresentada pelos animais nos diferentes
grupos, foi possivel estabelecer curva de regressao significativamente diferente
(p<0,05) para os trés grupos, de acordo com as coletas realizadas, como mostra a
FIGURA 01.

Quando se analisa o numero de nodulos e os valores de absorbancia (TABELA
05) do teste ELISA, € possivel verificar que alguns animais apresentam valores
menores ou maiores que o esperado em fungdo do numero de nddulos, levando em
consideracgao o valor do “cut-off’, que ficou estabelecido em 0.190. Isto fez com que os
valores encontrados ndo assumissem uma distribuicdo normal, por esse motivo, optou-
se por analisar o comportamento de cada grupo em relagdo ao teste em funcdo do
namero de nddulos. Os dados do teste ELISA foram ajustados para a curva de

regressao.
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FIGURA 02: Comparacao das absorbéncias da reacdo antigeno-anticorpo, através do
teste ELISA, distribuidas ao longo das colheitas quinzenais de sangue, em
bovinos imunizados e no grupo controle.

O comportamento dos anticorpos nos bovinos imunizados com a proteina Dh50
(grupo A) e os animais imunizados com o extrato bruto (grupo B) em relagdo ao longo
do periodo experimental foi estatisticamente diferente dos animais do grupo C
(p<0,05). A variacdo na produgdo de anticorpos durante o periodo do experimento
(FIGURA 02), pode ser facilmente observada quando comparadas as curvas de

regressao estabelecidas para os diferentes tratamentos, onde os animais do grupo
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controle, apesar de mostrarem uma curva de regressao linear, mantiveram seus

resultados de absorbancia inferior aos grupos imunizados.

O numero de nodulos cutaneos observados em cada tratamento (TABELA 06)

foi distinto (p<0,01) para os trés grupos de animais. O grupo A, animais que

receberam a proteina antigénica apresentou 4,2% dos ndédulos cutaneos totais, o

grupo B, que recebeu o extrato bruto de larvas, 7,6% e o grupo controle apresentou
88,2% dos nddulos.

TABELA 06:

NUMERO DE NODULOS CUTANEOS DE D. hominis ENCONTRADOS
NOS ANIMAIS DE CADA GRUPO EXPERIMENTAL, DE ACORDO O DIA
DE COLETA

Numero de nédulos

Coletas Proteina Atg bruto Controle
(Grupo A) (Grupo B) (Grupo C)
15/set 0 0 6
29/set 0 0 34
13/out 0 0 40
2/nov 0 1 195
17/nov 7 15 157
2/dez 21 26 273
16/dez 15 37 217
Total 43° 79° 922°

Valores seguidos de letras diferentes, na linha, diferem significativamente (p<0,01) pelo teste de Tukey.

Esses resultados comprovam uma eficiéncia da imunizagado dos animais com

a proteina Dh50 de 91% em relagéo aos animais que nao receberam o imunogeno.
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4. DISCUSSAO

A utilizacao de animais de laboratério para o acompanhamento dos resultados
de uma vacina, € particularmente atraente devido a disponibilidade de varios
modelos de ensaios imunolégicos para estudos. No entanto, dado a variabilidade
nas respostas imunes de diferentes espécies, animais de laboratério nunca serao
um substituto para a realizacdo de ensaios na espécie em questdo e podem até
mesmo fornecer enganosa informagdo (DALTON e MULCAHY, 2001). Os testes de
campo, realizados com a espécie para qual o antigeno foi desenvolvido, sdo de
fundamental importancia ndo s6 para a avaliagdo e caracterizagdo da protecao
efetiva de uma vacina, como também pela avaliagdo da seguranga das mesmas.
Diante deste quadro, optou-se por imunizar bovinos com extratos de larvas de D.
hominis numa propriedade rural voltada a exploracao mista de carne e leite, com
baixos indices técnicos de produtividade e com altos niveis de infestagdo por
dermatobiose.

A selecdo dos animais para a formagao dos grupos foi realizada de maneira
que em cada grupo houvesse animais com caracteristicas similares de pelagem e
idade. De acordo com varios autores (BELATO et al.,1986; BRITO et al., 2001;
PINTO et al.,, 2002; MOZZAQUATRO e SANAVRIA 2003 e FERNANDES et al.,
2007) animais com pelagem escura s&do mais predispostos a infestagdo por larvas
de D. hominis e ainda por se tratar de um rebanho com animais de faixa etaria
distinta, teve-se a preocupagdo de manter em cada grupo, animais de idade
aproximada. O declinio das respostas imune celular e humoral, de acordo com a
evolugdo da idade séo descritos por diversos autores (LINTON e DORSHKIND,
2004; MURASKO e JIANG, 2005). Este declinio € um problema clinico significativo
porque os idosos se tornam altamente sensiveis a infecgdo e, simultaneamente,
tendem a ser menos adequados para dar resposta as vacinas.

O desencadeamento da resposta imunolégica aos antigenos de
ectoparasitos, permitiu que os hospedeiros se tornassem mais capazes de tolerar ou
minimizar os danos causados. Assim, tem sido sugerido que o periodo prolongado
de co-evolugdo entre o parasito e seu hospedeiro resulta em associagado de reduzida
patogenicidade (BOYCE e WEISENBERGER, 2005)

Outro critério importante estabelecido, neste trabalho, para a selegcao dos

animais foi o titulo de anticorpos pré-existentes contra antigenos de larvas de D.
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hominis, determinado pela média das absorbancias obtidas na analise do teste de
enzimoimunoensaio. Este teste ja havia sido padronizado por FERNANDES et al.
(2007) em imunizagdes de bovinos. Foram selecionados para imunizag&o os animais
que apresentaram titulos mais baixos de anticorpos contra a D. hominis, permitindo
que a cinética de anticorpos apds a imunizagao possa ser melhor avaliada, sem a
influéncia de anticorpos pré-existentes.

Buscou-se também trabalhar com animais mesticos e sem raca definida
criados em condi¢gdes de campo e com baixa tecnologia, uma vez que a selegéo de
animais geneticamente superiores para as caracteristicas produtivas, combinada as
melhores praticas de manejo do rebanho, tém trazido um importante aumento da
susceptibilidade a ectoparasitos (WALL, 2007).

O periodo para o inicio da imunizacdo dos animais foi escolhido de acordo
com varios estudos envolvendo a dindmica populacional da D. hominis (MAIA e
GUIMARAES, 1985; RIBEIRO et al., 1989; PINTO et al., 2002; MAIO et al., 2002 e
MOZZAQUATRO e SANAVRIA et al.,, 2003). Estes autores encontraram para
diversas regides geograficas, uma mesma caracteristica de distribuicdo
populacional, com maior ocorréncia de nddulos de Dermatobia hominis nos animais,
nos meses de primavera e verao, com pico no més de novembro e diminuicdo do
numero de nodulos nos meses de junho e julho. Desta maneira, a realizagdo das
imunizagdes neste periodo permite alcangar o nivel maximo de producédo de
anticorpos antes do pico populacional de parasitos.

Sob o controle de todas estas variaveis mencionadas foi possivel atribuir ao
tratamento composto por uma fragao antigénica purificada do extrato de larvas de D.
hominis a melhor resposta dos animais imunizados. Apesar de que os animais que
receberam imunizacdo com o extrato bruto de larvas L3 de D. hominis, também
conferiu imunidade aos animais, visto o baixo numero de ndédulos contados,
semelhantes ao grupo que recebeu a proteina Dh50. Antigenos brutos preparados
com extrato total de larvas podem apresentar melhor resposta imune, como foi
encontrado por GINGRICH (1982), ao avaliar a sobrevivéncia de larvas de
Hypoderma spp em animais imunizados com extrato bruto de larvas.

A cinética de producdo de anticorpos presentes no soro de animais
naturalmente infestados, que reagiram especificamente com as proteinas purificadas
e com o extrato bruto de larvas, foi avaliada pelo método ELISA indireto. Esses

dados podem ser comparados aos obtidos por FERNANDES et al. (2007), onde
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comprovaram que 0s animais nao imunizados apresentaram absorbancias abaixo do
valor do nivel de corte, ou seja, considerados negativos, o que indica que um
pequeno numero de nddulos de larvas, nao € suficiente para induzir a formagao de
anticorpos em niveis adequados. Entretanto, os animais do grupo C (controle, ndo
imunizados) apresentaram absorbancias acima do nivel de corte, pelo fato de
estarem infestados por um grande numero de larvas.

O desenvolvimento de vacinas contra parasitos inicialmente foi embasado na
utilizacdo de extratos brutos de larvas ou até mesmo dos diversos estadios dos
parasitos adultos. Na ultima década essas vacinas tém sido obtidas a partir de
glicoproteinas, carbohidratos ou proteinas antigénicas, que passariam a ser produzidas
pelo processo da proteina recombinante (CRAMPTON e VANNIASINKAM, 2007).
Embora todo o organismo que origina uma vacina recombinante possa conter a
mesma caracteristica antigénica, o processo pelo qual a proteina recombinante é
produzida poderia resultar na perda das caracteristicas estruturais cruciais a
imunogenicidade dessa proteina, em seu estado nativo (HEIN e HARRISON, 2005).
Assim, a vacina recombinante pode ser menos eficaz do que o conjunto do organismo
a base de vacina.

A maioria das vacinas parasitarias séo vacinas vivas que estimulam uma
reacao imune no hospedeiro, mimetizando a infecgdo natural. As vacinas atualmente
disponiveis sdo baseadas em fragdes antigénicas do parasito. Apenas uma vacina
contra uma ectoparasitose esta atualmente disponivel, que é contra o carrapato
bovino Boophilus microplus, baseada em uma proteina recombinante (Bm86). A
proteina antigénica utilizada para a vacina esta presente no intestino do carrapato.

Além da identificagdo de antigenos protetores, o estudo da indugéo de
imunidade tem recebido especial atengao por pesquisadores. O numero de genomas
sequenciados aumenta rapidamente e oferecem a perspectiva de identificar
possiveis alvos para a produgdo de vacinas. Abordagens protedmicas também
poderiam ser utilizadas para definir interacbes entre proteinas de um parasito e
respostas imunes efetoras (DALTON, et al., 2003).

Os fatores que podem influenciar no resultado das vacinas, em relagcao aos
parasitos, incluem: dose do antigeno, numero de doses aplicadas, tipo do adjuvante
e local de administragcdo. Ainda pode haver influéncia de outros patégenos, se
individuos que receberam uma vacina, estiverem infectados por outros agentes

patogénicos, estes podem prejudicar a produgao de células de defesa Th1 e Th2 e
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dificultar a producéao de anticorpos pelo hospedeiro (DALTON e MULCAHY, 2001).
Células Th1 sao responsaveis por coordenar a resposta celular mediada por
macrofagos ativados considerados mais importantes para a protegdo contra
protozoarios parasitos, ja as células Th2, pela resposta envolvendo mastécitos,
eosindfilos e IgE que sao importantes para resisténcia a helmintos.

As células T devem ser capazes de proliferar, produzir citocinas e ter
possibilidade de migrar para o local requisitado. Além disso, a populagéo de céluas
T deve expressar um diversificado leque de receptores para assegurar o
reconhecimento dos antigenos adequados (WOODLAND e BLACKMAN, 2006).

A saliva ou as fezes dos ectoparasitos podem produzir antigenos,
estimulando respostas imunes em alguns individuos levando a hipersensibilidade
(VAN DEN BROEK et al.,, 2003). Diversos trabalhos tém sido realizados com o
objetivo de caracterizar essas respostas a fim de selecionar antigenos candidatos ao
desenvolvimento de vacinas contra ectoparasitos. A vacinagdo contra infecgdes
parasitarias ainda é ineficaz, apesar de décadas de pesquisas e milhdes de ddlares
investidos. Uma razao € que as infeccdes parasitarias, contrariamente aos causadas
por virus ou bactérias patogénicas, tendem a ser crénicas. Isto €, em primeiro lugar,
porque muitas vezes os parasitos podem suscitar uma resposta imune inadequada e
ineficaz no hospedeiro, ou atenuar o seu sistema imune, impedindo assim uma
sdlida e eficaz resposta imunoldogica pelo reconhecimento de antigenos (COX,
1997).

Além disso, parasitas muitas vezes exibem diversas estratégias de evasao a
resposta imune, como a variagdo antigénica, molecular ou de mimetismo, tanto no
plano individual como da populagao afetada. Além disso, eles exibem um complexo
ciclo de vida com caracteristicas biolégicas que dificultam o desenvolvimento de
uma vacina contra eles (GOOD et al., 2004).

Um mecanismo de protecdo, desencadeado pelo artrépode, para desativar o
sistema imunoldgico inato e adaptativo do hospedeiro, que agiria no seu epitélio
intestinal, € formado ao redor da membrana peritréfica dos insetos hematéfagos
(SHAO et al. 2001). A membrana peritrofica € uma estrutura anatémica em forma de
filme, composta de quitina e proteinas (peritrofinas), que separa o alimento do
epitélio do intestino médio. Esta membrana protege o epitélio de microorganismos e
da abrasdo, e possui outras fungdbes baseadas no fato de que a membrana

peritréfica promove a compartimentalizacdo de enzimas, que incluem: aumento da
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eficiéncia digestiva através da diminuicao da taxa de excreg¢ao das enzimas, além de
anular a inibicdo de enzimas envolvidas na digestdo terminal, presentes na
superficie do epitélio, impedindo que o alimento entre em contato com elas
(BOLOGNESI, 2005).

Os mecanismos de defesa do parasito representam um aumento da pressao
de selecdo por polimorfismos, havendo diferentes epitopos antigénicos e
consequentemente alterando a antigenicidade de substancias que poderiam ser
selecionadas como candidatas a vacinas (TRIMNELL et al., 2005).

Contudo, na maior parte dos casos, as infecgbes parasitarias conferem
imunidade a subseqlientes infeccbes quando o mesmo parasito invade o
hospedeiro, demonstrando assim o potencial de uma estratégia vacinal (SCOTT,
2005).

A parasitose causada por Lucilia spp € uma miiase cutdnea de ovinos que
ocorre principalmente na Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul e Reino Unido,
trazendo prejuizos muito significativos, principalmente para a industria de |a
(ELKINGTON et al., 2007). Varios mecanismos de controle para esta ectoparasitose
foram desenvolvidos, mas todos sem o sucesso esperado. Uma solugao intermédia
seria uma vacina eficaz. Embora tenham sido utilizados recursos significativos para
o desenvolvimento de uma vacina contra esta ectoparasitose, ainda ndo houve
qualquer sucesso comercial (COLDITZ et al., 2006)

As dificuldades com a concepc¢ao e desenvolvimento de uma vacina contra a
miiase nos ovinos estdo relacionadas com a inexisténcia de relatos da imunidade
protetora observada em condi¢cdes de campo. Nenhuma das estratégias de
imunizacdo que avaliaram a capacidade de producido de anticorpos, para retardar
sobrevivéncia larval apresentaram resultados satisfatoriamente positivos, para
justificar a necessidade de progressos na dire¢cdo de uma vacina comercial
(ELKINGTON, et al, 2007).

Convém evidenciar que varios antigenos preparados com os diferentes
instares de larvas de L. cuprina, foram usados para elevar os niveis séricos de IgG,
além de preparados com antigenos de secrecado/excrecdo e serino-proteases
purificadas, tendo este ultimo alcangado os maiores titulos. Entretanto todos os
resultados satisfatérios s6 foram obtidos com experimentos in vitro.

A principal justificativa para o fracasso dos experimentos a campo esta

apoiada na demora para a producado de anticorpos.O tempo necessario para o
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anticorpo especifico atingir o seu pico € consideravelmente mais longo do que o
tempo despendido pelas larvas, para estabelecer uma substancial ferida na pele de
ovinos (EAST et al.,1992).

Outro ponto importante a ser questionado no sucesso de uma vacina é a via
de administragdo do imundgeno. Experimentos realizados contra infestagbes por
Lucilia spp, em ovinos demonstraram resultados satisfatorios apenas quando a via
nasal foi utilizada para a aplicacdo. Ovelhas que receberam aplicagdo de
imundgenos por via subcutédnea ou por via intradérmica, ndo apresentaram resposta
imune satisfatéria. Como as miiases sao larvas que atuam na superficie da pele, a
resposta mediada por IgE tem papel mais ativo e € melhor desencadeada quando
estimulada pelas mucosas, como no caso da aplicagdo de antigeno via intranasal
(HAGEL et al., 2004)

As serino proteases secretadas pelas larvas de Hypoderma lineatum foram
identificadas como responsaveis pela lise do colageno e da fibrina, além de
participar da imunomodulagdo. A principal serino protease caracterizada é a
hipodermina, responsavel pela inibicdo do inicio da memdria imunoldgica, reduzindo
o numero de linfécitos no hospedeiro (CHABAUDIE e BOULARD, 1992).

A utilizacdo de produtos quimicos para o tratamento de infec¢des parasitarias
nao é sustentavel a longo prazo, devido ao aparecimento de parasitos resistentes
aos medicamentos. Os residuos quimicos nos alimentos aumentaram as
preocupagdes dos consumidores sobre o que estdo ingerindo. Também ha
preocupacgdes indesejaveis sobre como esses residuos podem afetar o meio
ambiente (DALTON e MULCAHY, 2001).

Um marco importante no desenvolvimento de vacina contra ectoparasitos foi o
langamento da primeira vacina obtida por engenharia genética, expressa em E. coli,
TickGardTM®, produzida pela Biotech - Austrdlia, contra o carrapato bovino
Boophilus microplus (WILLADSEN et al., 1995). Uma vacina recombinante
semelhante, GavacTM®, produzido na levedura Pichia pastoralis, foi desenvolvida
em Cuba e comercializadas por Heber Biotec AS (GARCIA-GARCIA et al., 2000).

A vacina induz a formagao de anticorpos que se ligam a molécula Bm86 nas
células intestinais causando lise das mesmas, assim, interfere diretamente nas
condicdes de alimentacido do carrapato. Contudo, a vacina nao tem efeito imediato
sobre o numero de carrapatos (infestacdo pode ser reduzida em 20-30%), mas

prejudica a capacidade reprodutiva das fémeas. Ao longo do tempo, a utilizagdo da
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vacina pode reduzir o numero de carrapatos sobreviventes entre as geragdes em 70-
90%. A principal vantagem da vacina é a redugédo da dependéncia em relagéo ao
uso de acaricidas (DALTON e MULCAHY, 2001).

Atualmente existe uma variagao bastante grande do numero de animais que
respodem satisfatoriamente a vacina, contra o antigeno Bm86, os animais pouco ou
nao responsivos a imunizagdo contribuiriam para o restabelecimento da populacao
de carrapatos. A solugao para tal problema foi a inclusdo de novos antigenos na
vacina, a molécula Bm95, deu origem a nova vacina, TickGard PlusTM®, garantindo
uma maior € mais longa duracao da resposta imune (GARCIA-GARCIA, 2000).

Muitas vacinas podem encontrar a suas maior e mais imediata aplicagao no
controle estratégico integrado. A oportunidade do uso das vacinas juntamente com o
controle quimico, pode causar sinergismo, levando a uma redugdo no uso de
parasiticidas. Ha indicios de que lactonas macrociclicas aplicadas aos carrapatos
em bovinos vacinados, sdo muito mais eficazes do que quando usadas
isoladamente. E possivel que a vacina, ao induzir danos ao tubo digestério durante a
alimentagao, também facilite a penetracao do acaricida (PIPANO et al., 2003).

Ha uma série de vacinas que estdo em desenvolvimento, contra outros
ectoparasitas, como Hematobia irritans, Chrysomya bezziana, Pediculus humanos,
Lucilia cuprina e Hypoderma lineatum, sendo esta ultima licenciada para
comercializagédo (DALTON e MULCAHY, 2001). Um dos grandes problemas para o
desenvolvimento de vacinas contra parasitos € a falta do interesse comercial.
Algumas vacinas ja desenvolvidas obtiveram excelentes resultados de eficacia, mas
ainda sao pouco comercializadas. Um exemplo deste quadro € a vacina contra o
Dictyocaulus viviparus (helminto) que é extremamente eficaz contra as infec¢cdes em
bovinos, mas apresenta algumas desvantagens, como exigir a freqliente exposigao
dos bovinos a infecgédo natural (SMITH e ZARLENGA, 2006) e ineficaz na protegéo
de outros hospedeiros, como os veados (JOHNSON et al., 2003). Outra vacina
desenvolvida contra o Echinococcus granulosus (helminto) também é bem sucedida,
mas a permanéncia da imunidade tem curto periodo (GAUCI et al., 2005)

Estes problemas talvez sejam os responsaveis pelo pouco estudo em relagao
ao parasitismo pela a D. hominis. Experimentos comprovando a resposta
imunoldgica de animais infestados tém sido realizados na tentativa de elucidar os
mecanismos efetores dessa resposta. Larvas de D. hominis infestando coelhos
previamente imunizados induziram o aumento de titulos de anticorpos, mais
rapidamente do que nos coelhos ndo imunizados. Estes titulos mantiveram-se ainda
altos mesmo depois das larvas de terceiro estadio terem abandonado o hospedeiro
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(PERACOLI et al.,1980 ;LELLO e PERACOLI ,1993). Esses resultados corroboram
com o presente experimento onde os resultados confirmam existir diferenca no
padrao da resposta imune entre os animais infestados naturalmente e os
imunizados, concordando com os resultados encontrados por FERNANDES et al.
(2007).

LELLO e BOULARD (1990) comprovaram a melhor resposta humoral de
coelhos imunizados com antigenos utilizando larvas L, e L3, do que em animais
onde foram aplicados antigenos preparados com apenas um estadio larval (L4 ou L,
ou L3). Os extratos preparados com apenas um estadio larval ndo produzem
resposta anamnésica, ou quando o fazem, esta apresenta titulos muito baixos e
pouco duradouros.

Embora o tratamento convencional para o controle de parasitas possa ser
eficaz, preocupagdes de ordem publica a cerca dos residuos quimicos nos produtos
de origem animal sdo constantes. Por esta razdo, as vacinas vém se constituindo
em importante estratégia no controle das parasitoses (CRAMPTON e
VANNIASINKAM, 2007).
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5. CONCLUSOES

o Os extratos obtidos a partir de larvas de Dermatobia hominis foram

imunogénicos para bovinos;

e A proteina de 50 kDa, extraida do extrato bruto de D. hominis, mostrou ser um
antigeno candidato bastante promissor a producado de vacina efetiva contra a

dermatobiose;

o O numero de nédulos de larvas de Dermatobia hominis encontrado nos animais
do grupo controle foi extremamente mais alto, em relacdo aos animais

imunizados;

e A imunizagao de bovinos com a proteina Dh50 comprovou uma eficiéncia de
91% no controle da infestagao pela D. hominis. Estes resultados indicam que
as perspectivas de obtencdo do controle da dermatobiose, através vacinacéo,

podem ser alcancadas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A erradicagao completa dos parasitos, principalmente pelo uso de substancias
quimicas, ndo € uma pratica sustentavel ou opcdo economicamente viavel. Sem
uma estratégia elaborada, limitada geograficamente, o uso indiscriminado de
inseticidas, na melhor das hipdteses, sé contribuiria para a selegao de parasitos
resistentes (WALL, 2007).

A preocupagdo com a saude humana e ambiental, pela utilizacdo de
compostos neurotéxicos, como os organoclorados, organofosforados e piretroides,
tem contribuido para retirada gradual e restricdo em algumas areas de todo o mundo
(EISLER et al.,, 2003). Esta tendéncia tem sido contrabalangada pelo
desenvolvimento de novas drogas inGbcuas ao meio ambiente com principios ativos
como, o Fenilpirazol e o Cloronicotinil. No entanto, o rapido desenvolvimento e
disseminagao da resisténcia adquirida aos inseticidas ja atingem a maioria dos
grandes grupos de ectoparasitos (BOSSARD et al., 2002; JAMES, 2002). A ameaca
da resisténcia aos medicamentos existentes é provavelmente a principal motivagao
para o desenvolvimento de vacinas contra ectoparasitos (VERCRUYSSE et al.,
2004).

O desenvolvimento de uma vacina comercial € um processo longo e dificil,
além disso, a produgcdo de imunobiolégicos nem sempre é atrativa frente as
estratégias agressivas de vendas dos produtos quimicos (HOMMA et al., 2003), os
quais geram mais lucros as grandes empresas do setor.

A vantagem das vacinas € que nao deixam residuos quimicos, portanto s&o
de utilizacado aceitavel para o meio ambiente. Grandes empresas tém investido no
desenvolvimento de tecnologias para a obtengdo de vacinas, muito embora, o uso
de determinadas drogas ainda traga uma margem de lucro mais vantajoso além da
aplicacdo desses produtos, muitas vezes, ser mais facil. Cada um desses fatores
apresenta um grande desafio para os cientistas envolvidos no desenvolvimento de
vacinas.

O conhecimento epidemiolégico de uma parasitose permitira desenvolver
programas estratégicos de controle parasitario com o uso das vacinas. Mesmo que
ela num primeiro tempo, ndo seja comercialmente atraente, seu uso pode ser

importante em programas de controle integrado, o que resultara, ao longo do tempo,
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na reducao da populagcdo de parasitos com menos utilizagédo de produto quimico ou
até mesmo sem o0 seu uso.

DALTON e MULCAHY (2001) destacam que os elementos cientificos que irdo
tornar as vacinas contra parasitos uma realidade, sdo o profundo conhecimento da
biologia e fisiologia dos mesmos, ou seja, como se alimentam, como sobrevivem no
hospedeiro, como realizam a penetragdo nos tecidos e como evitam o
reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro. Sera necessario elucidar a
interagédo parasito—hospedeiro para que a busca de antigenos candidatos permita o
desenvolvimento de uma vacina.

Entretanto, o avango do conhecimento de técnicas aplicadas na biotecnologia
de vacinas como isolamento e clonagem de proteinas, sequénciamento de DNA,
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e expressdo de proteinas recombinantes
sao fundamentais no desenvolvimento de novas vacinas. O numero de sequéncias
genéticas na base de dados tem aumentado significativamente e fornece
informagdes importantes na busca por moléculas ou genes que desempenham
fungdes bioldgicas essenciais e possam ser utilizadas como antigenos (KNOX et al.,
2001).

Ao longo dos ultimos 15 anos, os avangos cientificos obtidos com o
isolamento e caracterizagédo de proteinas, as técnicas imunologicas e os métodos de
clonagem genética, puderam proporcionar a producdo de varias vacinas contra os
parasitos. Muitas dessas vacinas ja estdo no mercado mas todas ainda apresentam
deficiéncias, nos resultados obtidos ou no modo de obtencgao industrial.

Os resultados obtidos no presente experimento contribuem para o acumulo de
informacdes importantes para o processo de producdo de vacina contra a
dermatobiose. De posse destas informagdes, nosso grupo vem dando continuidade
na pesquisa visando a extragcdo do RNA das larvas de terceiro estadio de D. hominis
para a construcdo de biblioteca de cDNA. O isolamento e amplificagdo de
fragmentos do DNA poderiam entdo ser clonados para a produgdo de proteina
recombinante.

Neste presente trabalho foi possivel delinear trés primers aleatérios na
tentativa de obter a amplificacdo dos mesmos. A dificuldade existente para a
clonagem e expressao da proteina imunogénica deve-se a inexisténcia do genoma
da D. hominis. O conhecimento do genoma contribuira sobremaneira com a

obteng¢ao de uma vacina efetiva para o controle da dermatobiose.
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E importante ressaltar que o conhecimento a cerca dos mecanismos de
antigenicidade deste parasito ainda € muito pequeno e por isso mais pesquisas

devem ser desenvolvidas buscando responder a estas questdes.
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ANEXO 01:

Reativo de Bradford:

- 40mg azul de cromassie G250
- 20 mL Etanol absoluto
- 40 mL de acido fosférico 85%

- 100 mL agua destilada q.s.p.

ANEXO 02:

Solugdes utilizadas para a eletroforese:

1) TAMPAO DE CORRIDA:

- 3,0g de tris.

- 14,49 de dlicina.

- 1,0g de SDS.

- Corrigir o pH para 8,3.

2) TAMPAO DE AMOSTRA:

- 2,5 mL de solugao D.

- 5,0 mL de solugao C.

- 2,0 mL de glicerol.

-0,1 mL de EDTA 0,1 M.

- 0,2 mg de azul de bromofenol.

- H,O deionizada qg.s.p 20 mL.

3) PREPARO DO GEL:

a) Solucéo A: - 30 g acrilamida.
- 0,8 g bis-acrilamida.
- H,O destilada 100 mL.

b) Solugao B: - 18,15 g de Tris.
- H,O destilada g.s.p 100 mL.
- Corrigir o pH para 8,8.
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c) Solucéo C: -5gde SDS.
- H20 destilada g.s.p 50 mL.

d) Solugao D: - 3,0 g de Tris.
- H20 destilada g.s.p 60 mL.
- Corrigir o pH para 6,8.

e) Persulfato de aménia 10%:
- 0,5 g de persulfato
- H2O destilada q.s.p 5 mL.

ANEXO 03:

Composigao do gel de acrilamida com concentracao de 12%:

- 6,6 mL agua destilada

- 8,0 mL acrilamida 30%

-5,0 mL Tris 1,5M pH 8,8

- 0,2 mL SDS 10%

- 0,2 mL persulfato de amdnio 10%

- 0,2 mL TEMED (tetraetilmetilenediamina)

ANEXO 04:

Para a obtencao do gel de empilhamento foram utilizados:

- 2,1 mL de agua destilada

- 0,5 mL acrilamida 30%

- 0,38 mL tris 1,0M pH 6,8

- 30 uL SDS 10%

- 8 yL TEMED (tetraetiimetilenediamina)
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ANEXO 06

Protocolo para a prova enzimoimunoensaio - ELISA.

Para a realizagéo do teste ELISA foram seguidas as seguintes etapas:

a)

Adsorc¢ao da placa:

- 100uL/pocinho, da solugéo de antigeno diluido em tampao carbonato
0,05M, pH 9,6.

Armazenar a placa a 4°C “overnight”:
- incubacéao durante 14 horas.
Lavar a placa com a solugao de lavagem:

- repetir por 3 vezes.

Bloquear a placa:

- usar 100uL/pocinho.
Incubar a placa em estufa a 37°C por 60 min.

Lavar a placa com a sol. de lavagem:

- repetir por 3 vezes.

Diluir as amostras de soro:

- diluir em tampéao de incubacéo e adicionar 100uL/pocinho.
Incubar a placa em estufa a 37°C por 60 min

Lavar com solugdo de lavagem

- repetir por 6 vezes.

Adicionar o conjugado:
- diluir o conjugado em tampao de incubacgao e distribuir

100uL/pocinho.

Incubar a placa por 60 min. em estufa a 37°C

Lavar a placa com solugao de lavagem:

- repetir por 6 vezes.
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m) Adicionar o substrato:
- diluir 4 mg do substrato em tampao citrato pH 5,0 e acrescentar 4uL
de H202.

n) Incubar a placa em estufa a 22°C, por 20 min.

0) Parar a reagdo com o acido sulfurico:

- usar 50 pL/pocinho de solugao de H,SO4 a 5%.

p) Leitura da absorbancia com o filtro de 492nm de comprimento de onda.

Solucdes utilizadas para a execuc¢ao técnica:

1) TAMPAO CARBONATO:

- Solugédo A, 1,1g de Na,COg3 para 200 mL de H,O deionizada.
- Solugéo B, 4,2g de NaHCO3 para 1 L de H,0O deionizada.

- Corrigir o pH para 9,6, adicionando a solugao A em B.

2)SOLUCAO DE LAVAGEM:

- 9,0g deNaCl.
- 0,5g de Tween 20.
- H,0 deionizada g.s.p 1000 mL.

3) SOLUCAO DE BLOQUEIO:

- caseina 2%
- 0,05% de Tween 20, diluidos em PBS.
4) PBS (0,05M com 0,15 M de NaCl, pH7,4), obtido a partir de:
- Solugao A: - 7,1g NayHPO,.
- 8,8g NaCl.
- H,O deionizada qg.s.p 1000 mL.
- Solugao B: - 1,4g NaH,PO.,.
- 1,88g NaCl.
- H,O deionizada q.s.p 200 mL.

- Corrigir o pH para 7,4, adicionando a solugéo B em A.



5) TAMPAO DE INCUBACAO:

- Solugao A, 0,25% caseina; 0,05% de Tween 20, diluida em PBS.

- Solucao B: - 62,5 mL de solugao de bloqueio;

- 0,25 mL Tween 20;
- 500 mL PBS pH 7,4.

6) TAMPAO CITRATO:

- 7,109 NazHPO4

- 5,199 acido citrico.

- H2O deionizada g.s.p 1000 mL.
- Corrigir o pH para 5,0.

ANEXO 07:
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Absorbancias obtidas através da densidade 6tica pela técnica de imunoensaio

- ELISA, realizados nos quatro grupos de animais imunizados.

Periodos de Colheita (em dias)

Antigenos Animais  “zero” 15 30 45 60 75

L, 1 0,038 0,097 0,349 0,394 0,567 0,367

2 0,021 0,118 0,218 0,435 0,489 0,402

L, 3 0,066 0,105 0,206 0,272 0,304 0,274

4 0,040 0,259 0,649 0,548 0487 0,304

L, S 0,034 0,130 0,373 0,311 0,289 0,174

6 0,016 0,236 0,301 0,278 0,282 0,156

Lol 7 0,020 0,137 0,221 0,187 0,173 0,117

8 0,022 0,162 0,225 0,183 0,169 0,132




ANEXO 08:

1) Tampao de transferéncia:
-3,0 gde TRIS
- 14,4 g de Glicina
- 1,0 gde SDS
- H2,0O g.s.p. 1000 mL
(corrigir pH p/ 8,3 ¢/ HCI)

ANEXO 09:

Corante de Ponceau
- 0,2% Ponceau M/v

- acido acético 3%

ANEXO 10:

Aminoetilcarbazole (AEC)

- solugao estoque: - 0,4 g de 3-amino 9-etilcarbazole
- 100 mL de dimetilformamida

- 0,67 mL da sol. estoque

- 10 mL de acetato de sddio 0,1 M pH (5,2)

- 10 pL de H202 30%

ANEXO 11:

Tampao de lise (Imunoprecipitacéo)

-100 mL PBS pH 7,2
- 1,0 mL triton X-100 (ou NP-40)
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ANEXO 12:

Tampao de amostra (elui¢ao)
-0,45g TRIS
-0,59 SDS
- 2,0 mL glicerol
-0,1mLEDTA 0,1 M
- 0,2 mg azul de bromofenol
- H,O g.s.p. 20 mL

- 240 uL 2-mercaptoetanol (no momento do uso)

ANEXO 13:

Coomassie
- 0,25 g Coomassie Brilhante R250
- 50 mL de metanol
- 10 mL acido acético
- H,O qg.s.p. 100 mL



ANEXO 14:

Mapeamentos dos peptideos obtidos por CID-MS/MS

NELSON-UFPR- PROT LARVA INSETO, in situ tryp poros R2 30ul 60%Me0H, 5% formic acid. nwflow
2007-NELSON-UFPR-29 1 (1.016) Cn (Cen 4, 50.00, Ht); Sm (SG, 2x3.00); Sb (15,1000 3, 5m (3G, 3x3.00)

Daughters of 584ES5+

00 87 . 1.90e5
174.9
119.8
235.0
%_
157 8
bl 199 290 564.1
154 | R
9.7 ~ 1231 203.9 . " e
- ¥ 459.4
534 9 o573
3354
~| 1009 (kIS 217.0 g 92 33N1S a90g 4212 4535 555 1
| L Lyl T RN OO P ot -
kel b IHH.,Ilnllnllllg ..l'....l.'...l...'.!..l..,l....l....:...'.ll...l.!....l.'..|.'|!.|.|.,.'.'.:||....,|..'..'|'!.'..,.l...|!.'.'.:.|..'.:.l.l..'||.'.'.'.||!.|..ll.!!.|,.|.'..l'..'.l.,..'.'.'l....'l.'..'.;...'.||.|.'.. el bbbt e 172
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 900 320 340 360 980 400 420 440 480 480 500 520 540 560 580

Associated Spectrum Datafile: 2007-NELSON-UFPR-29

Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 2.00%

Average Mass = 582.6662, Monoisotopic Mass = 582.2479
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NELSON-UFPR-PROT LARVA INSETO, in situ tryp poros R2 30ul 60%MeOH, 5% formic acid. nwflow
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NELSON-UFPR- PROT LARVA INSETO, in situ tryp poros R2 30ul 60%MeOH, 5% formic acid. nwflow
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NELSON-UFPR-PROT LARVA INSETO, in situ tryp poros R2 30ul 60%MeQH, 5% formic acid. nwflow

2007-MELSCM-UFPR-12 1 {1.073) Cn (Cen,4, 30,00, HE), 5m (55, 2x3.00), 5h {15,10.00 ); Sm (55, 3x3.00)
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CID-MS/MS do ion m/z 543[M+2H"] — Mw 1085.3
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NELSON-UFPR-PROT LARVA INSETOQ, in situ tryp poros R2 30ul 60%MeQOH, 5% formic acid. nwflow
2007-MELSON-UFPR-19 1 (1.147) Cn {Cend, 50.00, Ht); Sm (SG, 2%3.00); Sh (15,1000 §; Sm (SG, 3x3.00)
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Associated Spectrum Datafile: 2007-NELSON-UFPR-19
Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 2.00%
Average Mass = 1320.5009, Moncisotopic Mass = 1319.6346
Fesidues: 1-9 proposed
N-Terminus = H, C-Terminus = OH
Fragment ions: Monoisotopic/Average {(1750) m/z ratios with 1 positive charge{s).
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NELSON-UFPR-PROT LARVA INSETO, in situ tryp poros R2 30ul 60%MeOH, 5% formic acid. nwflow
2007-MELSON-UFPR-21 1 {1.147) Cn {Cen4, 50.00, HLY; Sm (SG, 2¢3.007; Sh (15,1000 ), Sm (5G, 3x3.00)
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Associated Spectrum Datafile: 2007-NELSON-UFPR-21
Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 2.00%

Average Mass = 1467.675%1, Monoisotopic Mass = 1466.7241
Residues: 1-11 proposed
H-Terminus = H, C-Terminus = OH
Fragmemt ions: Monoisotopic/Average {17500 mz ratios with 1 positive charge(s}).
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CID-MS/MS do ion m/z 735[M+2H"] — Mw 1467.6
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NELSON-UFPR-PROT LARVA INSETQ, in situ tryp poros R2 30ul 60%MeOH, 5% formic acid. nwflow
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Associated Spectrum Datafile: 2007-NELSON-UFPR-23

Mass Window = 0.80 amu, Threshold = 2.00%

Average Mass = 1551.7014, Monoisotopic Mass = 1550.7511

Residues: 1-13 proposed

H-Terminus = H, C-Terminus = OH

Fragment ions: Monoisotopic/Average (1750) miz ratios with 1 positive charge(s).
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CID-MS/MS do ion m/z 777[M+2H"] — Mw 1551.7



NELSON-UFPR-PROT LARVA INSETQ, in situ tryp poros R2 30ul 60%MeQH, 5% formic acid. nwflow
2007-MELSON-UFPR-24 1 (1.398) Cn (Cen 4, 5000, HEy; Sm (SG, 2¢3.00); Sh(15,10.00 ); Sm (56, 3x3.00)
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CID-MS/MS do ion m/z 789[M+2H"] — Mw 1575.6
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ANEXO 15:

Solugao de BOUIN

- Solugao saturada aquosa de acido picrico: 750 mL
- Formol 36-40%: 250 mL
- Acido Acético Glacial: 50 mL

Técnica de fixagao:

Fixar pedagos de até 0,5 cm de espessura em Bouin durante 14 horas (5
horas no minimo). Deixar as amostras fixadas over nigth em agua dentro do préprio
frasco onde foi fixado. Lavar em agua corrente e armazenar em alcool 70%, até sua

utilizagao.

ANEXO 16:

Solugao neutra fosfato tamponada de formol

- Formaldeido 37-40%: 100 mL

- Agua destilada: 900 mL

- Fosfato de Na monobasico (NaH2P0O4.H20): 40¢g
- Fosfato de Na dibasico anidro (Na2HPO4): 6,5¢g

Técnica de Fixacao:

Fixar durante 6 a 24 horas, dependendo do tamanho da peca e manter em

alcool 70% até sua utilizagao.

ANEXO 17:

ALBUMINA

- Clara de ovo: 50 mL
- Glicerina: 50 ml
Misturar bem. Filtrar em uma gaze. Colocar uma pequena gota em uma das

extremidades da lamina e espalhar de uma s6 vez com o dedo.
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ANEXO 18:

DAB (Diaminobenzidina)

- 1 comprimido de 10mg de diaminobenzidina, Sigma (C-5637)
- 15 mL de TBS, pH7,6
- 12 pL de H202 30%
Dissolver o comprimido de DAB em solugéo de TBS (0,01M Tris HCI, 0,15M Na

Cl, pH7,6), ao abrigo da luz. Adicionar a agua oxigenada no momento do uso.

ANEXO 19:

EOSINA

- 0,25 g de eosina amarela em po (soluvel em agua)

- 100 ml de agua destilada

HEMATOXILINA DE HARRIS

- 1 g de hematoxilina cristalizada

- 10 ml de éalcool absoluto

- 20 g de alumen de potassio ou de amdnio

- 200 ml de agua destilada

- 0,5 g de 6xido de mercurio (vermelho)

- 8 ml de acido acético glacial (optativo)
Preparo do corante:

Dissolver a hematoxilina no alcool ligeiramente aquecido, dissolver o alumen
em agua aquecida. Misturar as solugbes e aquecer até ferver. Tirar do fogo e
adicionar imediatamente e aos poucos o 6xido de mercurio (agitando para nao
explodir). Resfriar a solugdo o mais rapidamente possivel, mergulhando o frasco
num vasilhame (ou na pia) contendo agua fria. Acrescentar o acido acético e filtrar.

Estocar em vidro escuro. Dura cerca de 3 meses. Deve-se filtrar a solugdo toda vez
que for usar.
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Coloragdo HEMATOXILINA-EOSINA

Desparafinar e hidratar os cortes. Corar com hematoxilina, por 2 a 10 minutos.
Lavar em agua corrente por 10 minutos. Caso necessario, proceder a diferenciagao
em alcool-acido: solug¢do alcodlica de HCl a 1% (1 ml de HCI em 99 ml de alcool
70°). Controlar a diferenciagdo ao microscopio até chegar a intensidade desejada.
Lavar rapidamente em agua corrente, apos a diferenciacédo. Corar pela eosina por 2
minutos. Lavar em agua corrente (até que a agua esteja limpa). Passar pela bateria

de desidratagao: alcool 70°, alcool 95°, alcool 100°, xilol € montar.

Observacoes:

a) A hematoxilina cora os nucleos primariamente em vermelho e a
posterior lavagem em agua corrente converte a coloragao para o azul.

b) O procedimento de diferenciagdo da hematoxilina em alcool-acido
raramente € necessario e deve ser feito nos casos em que ocorre uma
supercoloragao.

d) A eosina sofre diferenciagdo com o alcool 70°; por isso esta passagem
deve ser rapida. Se, por acaso, o corte ficar muito descorado ao ser
passado pelo alcool 70°, passa-lo novamente pela agua e recoloca-lo na
eosina.
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