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A participacdo de moléculas e células nas respodtamatoria e imunolégica é
de primordial relevancia para o entendimento furetaal, basico, e especifico dos
mecanismos envolvidos na relacdo patdégeno-hosped@io caso particular desta
Dissertacdo, envolvendo o parasitismo por larvaeenatobia hominiem mamiferos, é
tema de exponencial interesse, pois a miias®phominis(zoonose neotropical) tem grande
importancia meédica e veterinaria, sobretudo, particoar determinando elevado prejuizo
econdmico a exploracdo pecuaria bovina, em espegcidrasil. Neste contexto, sdo ainda
incipientes os estudos, em natureza ou experimeqntal focalizam a relacdo do parasitismo
cutaneo pob. hominisem animais.

No presente ensaio experimental, o0 uso de roedoras modelo de laboratorio
para miiase pdd. hominis tem sido praticado no Departamento de Parasitolbg Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal dediGerais (ICB-UFMG) e ja resultou
em varias publicagbes, e vem norteando novos estudbntre eles, o que encerra esta
Dissertacéo de Mestrado

Especificamente, a proposta em apreco utiliza ragaxperimentalmente
reinfestados pob. hominise retratara a histopatologia da pele parasitadantiidistintos
periodos do desenvolvimento dos est&giasvais do inseto, associado & expressdo dos
leucécitos sanguineos do hospedeiro durante aamiias

O texto apresenta uma revisao de literatura mésaete, correlacionada direta
ou indiretamente com a proposta de trabalho. Tekde da em sequéncia aspectos da
resposta imunoldgica (humoral e celular), inflamat@® hematolégica dos hospedeiros a
miiases. Obviamente, a literatura consultada foibtem de fundamental importancia para
delinear o experimento, sobretudo em conexdo conetadologia, além do cronograma de
atividades para fins de conclusao do Mestrado.

Conforme pré-determinado pela Pés-Graduacéo dsitdogia, do ICB-UFMG,

o presente texto foi elaborado em sintonia com soéia¢cédo Brasileira de Normas Técnicas,

como preconizadas por Franca e Vasconc€log9).

1 Aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdonahida Universidade Federal de Minas Gerais (CETEEMG).
Protocolo: 106/2009.
2 0 termo estagio seréa utilizado nesta dissertaggrdrdo com Carlson, 1983.



Nascimento, M. F. A. Dissertacéo de Mestrado. Hispatologia da pele e expressao de leucdcitos sangugs em ratos reinfestados com 14 de 81
larvas de Dermatobia hominis (Linnaeu, Jr., 1781). Programa de P6s-Graduagao eParasitologia. ICB/UFMG. Fevereiro de 2010.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA



Nascimento, M. F. A. Dissertacéo de Mestrado. Hispatologia da pele e expressao de leucdcitos sangugs em ratos reinfestados com 15 de 81
larvas de Dermatobia hominis (Linnaeu, Jr., 1781). Programa de P6s-Graduagao eParasitologia. ICB/UFMG. Fevereiro de 2010.

2.1D. hominis

D. hominis Unica espécie no género, € um dos mais imposgtamsetos (Diptera:
Oestridad), cujas larvas s&o causadores de miiase cutan&médca Latina. O parasitismo
por larvas deD. hominis popularmente conhecido como berne, esta presestie o sul do
México até o norte da Argentina, exceto no ChileEEN, URBINA e ALBA, 1955;
GUIMARAES e PAPAVERO, 1999).

As larvas do diptero exercem parasitismo em maasif@gilvestres e domésticos),
e individuos humanos. Em natureza, a miiase atiraje frequentemente bovinos e canideos
domeésticos (RONCALLI, 1984), mas é para a pecua@miana, que o berne acarreta grandes
perdas econdmicas, sobretudo em decorréncia daaisgiio do couro e baixa producgéo de
carne e leite do rebanho (HALL e WALL, 1995).

Espécimes adultos d2. hominis(ou mosca do berne), medem de 1,0 a 1,2 cm,
tem cabeca amarelada com a parte superior eséta&,rharrom com tons de azul, e abdome
azul metalico (JAMES, 1947). Como adultos, eless&alimentam por possuirem o aparelho
bucal atrofiado (ndo funcional), vivem em médiasseias, e sobrevivem para copula e
reproducao utilizando de reservas nutricionaisipregnte estocadas durante a vida dos seus
estagios imaturos parasitarios (NEIVA e GOMES, 1917

Em natureza, os machos Be hominispossuem comportamento de agregacao
facilitando assim o0 encontro de outros espécimesa pexercer 0 acasalamento
(GUIMARAES, 1966). A maturidade sexual dos aduléostingida cerca de 4 horas apds
emergirem do pupario (BANEGAS e MOURIER, 196%ob a presenca de diferentes
ferormonios sexuais ocorre comunicagao quimicaracgsso de copula, moléculas expelidas
principalmente por individuos fémeas (GOMES, TRIEEBIRAS, 2008). Em laboratorio, a
cOpula ocorre, em média, durante nove minutos, lBoams sexos copulam repetidas vezes
(BANEGAS e MOURIER, 1967).

Apoés o acasalamento, as fémeadd&ominisdepositam os ovos sobre o corpo
de outros insetos (varias espécies de Diptera), faqneionam como vetores mecanicos

(foréticos). Nestes séo depositados em média B 2(80s por vez, os quais ficam aderidos

3 Familia classificada por Pape (2001), que contginebpécies distribuidas em 28 géneros (WOOD, 1987)
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no corpo dos foréticos (usualmente no abdomen)upta substancia colante excretada
durante a postura (NEEL, UBINA e ALBA, 1955; GUIMAES e PAPAVERO, 1999).
Aproximadamente 800 ovos podem ser depositadosigimtds foréticos (NEIVA, 1910). A
incubagdo dos ovos ocorre em sete dias (média)agvas de primeiro estagio ijLeclodem
dos ovos quando o vetor pousa sobre os hospeae#wsferos para repouso ou alimentacao
(HALL e WALL, 1995).

A penetracao ativa da larva na pele integra dodumsm é completada dentro de
5-10 minutos (NEIVA e GOMES, 1917) e ao chegar gid® mais profunda do tecido
subcutaneo, se intensifica o processo de interkg&ia-mamifero. A larva ndo migra pelo
hospedeiro como fazem muitos Oestridae (COLWELL|.H& SCHOLL, 2006), e na derme
profunda ocorrem duas metamorfoses larvais;(mlida para segundo estagio 5 b esta
para o terceiro estagio z)L.dentro de uma cavidade contornada e construiddeearréncia
de um processo inflamatério do tipo tumor furunsel(GUIMARAES e PAPAVERO,
1999). A média do periodo de parasitismo, em dias,trés estagios larvais € de 35-40 em
canideos (NEIVA e GOMES, 1917), 40-60 em bovin@sygrinos, 35-50 em cobaias, 25-35
em camundongos, 30-40 em ratos (JOBSEN e MOURIEBR2)1 e 46-54 em humanos
(DUNN, 1930).

Cessado o parasitimo a larvg biriforme, deD. hominis que mede cerca de 20
mm de comprimento e maximo de 0,8 cm de espessarajo hospedeiro, cai no solo e
imerge na terra, onde dois a trés dias apos teno iaifase de pupa. Em temperatura de 27°C
e umidade relativa de 70 a 80%, o periodo de pap@a de 27-78 dias (CATTS, 1982).
Cessado tal periodo, o adulto emerge do pupan@lmente durante as horas mais quentes
do dia (NEIVA e GOMES, 1917).

Experimentalmente, varios hospedeiros foram subloeia infestacdo por larvas
de D. hominis cades (NEIVA e GOMES, 1917), humanos (DUNN, 193@baias (NEEL,
URBINA e ALBA, 1955), coelhos, (LELLO, MOTA e PERACQOLN980; LELLO e
BOULARD, 1990; LELLO e PERACOLI, 1993), bovinos (MMEIRA-SEQUEIRA et al,
1996; SANCHO, CABALLERO e RUIZ-MARTINEZ, 1996), @& (JOBSEN e MOURIER,
1972; DE FILIPPIS e LEITE, 1997; EVANGELISTA e LHET 2005, GONCALVESet al,
2007; CARDOSOet al., 2009), camundongos (MOYA-BORJA, 1966; LELLO e RQOSIS
2003).

Quanto a resposta imune-humoral, os primeiros estddram realizados em
coelhos (MOTA, PERACOLI e LELLO1980; PERACOLI, LELLO e MOTA 1980), cuja



Nascimento, M. F. A. Dissertacéo de Mestrado. Hispatologia da pele e expressao de leucdcitos sangugs em ratos reinfestados com 17 de 81
larvas de Dermatobia hominis (Linnaeu, Jr., 1781). Programa de P6s-Graduagao eParasitologia. ICB/UFMG. Fevereiro de 2010.

imunizagcdo com macerado total de larvag €LL3) de D. hominisinduziram a producgéo de
anticorpos circulantes (n&o especificados). Tambiéimando coelhos imunizados (LELLO e
BOULARD, 1990) com macerado total de, lL,, L3, e L, + L3 foram observados niveis
elevados de anticorpos (ndo especificados) corgrantigenos das larvas. Estes animais,
quando subsequentemente infestados permaneceraml@antitulacdes dos anticorpos, 0s
quais decresceram logo apoés a saida da larva.s&ngga de imunoglobulinas (IgM e 1gG) foi
identificada em tecidos da pele de bovinos, queajdam sido parasitados naturalmente por
D. hominis (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al, 1996). Nestes ruminantes, quando
experimentalmente infestados, tanto IgM como Igfarfo detectadas na pele, margiando as
reacdes inflamatorias. Obviamente, o encontradodpg® 1, 2, 7 dias pos-infestacdo (dpi)
estava associado a miiase primaria (natural) dama#) os quais provinham de areas
endenes para dermatobiose.

Sob o enfoque imunecelular, coelhos previamentaimados com macerado total
de L, + Lz de D. hominise subsequentemente infestados, apresentaramcalodk miiase,
inflamacdo com infiltracdo de eosindfilos (LELLOMA e PERACOL]J 1980). Grogaret
al. (1987) estudando um caso de miiase patdD. hominis,em individuo humano, revelou
na lesdo: infiltrado de linfoblastos, eosindfild&roblastos ativados, histiocitos maduros,
mastoécitos, e células plasmaticas, indicando hawea resposta imunoldgica complexa do
hospedeiro. Também em coelhos imunizados com nuwdodal de L + L3 - e posterio
infestacdo poD. hominis(LELLO e PERACOLI, 1993) - foi demonstrado que osnzais
imunizados desenvolviam uma resposta imunecelulais mapido, e que tinham maior
namero de leucécitos na pele do que nos coelhasaapefestados. Oliveira-Sequeahal.
(1996) em um ensaio sobre infestacfes experimetgai®vinos com larvas d® hominis -
que ja haviam tido naturalmente a miiase - obsamarande niumero de eosinofilos, além de
basofilos e mastocitos degranulados, na pele padasi

Em ratos de laboratdrio infestados com larvaB deominis(PEREIRA, LEITE e
LEITE, 2001), os achados histopatolégicos na pele revelgtee: aos dois dpi, a larva estava
rodeada por uma area inflamada com predominancneudteofilos; aos 4 dpi havia uma fina
camada de necrose proxima a larva, além de um g@nafwhero de neutrdfilos, linfécitos,

macrofagos, e raros eosindfilos e mastdci@isam os autores que, sucessivamente, 0
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processo inflamatério continuou crescente com feral¢do de fibroblastos e células
endoteliais, além do aparecimento de focos hemoo®gE que aos 18 e 20 dpi havia uma
espessa camada de necrose e producdo de fibragerada além de concentracdo de
neutrofilos, eosindfilos, linfocitos e mastocitespoucas células plasmaticas. Aos 25-30 dpi
havia reducdo da camada necrosada e do numeratléfiles e linfocitos, embora ocorresse
grande quantidade de eosindfilos, células plasasgdibras colagenas. Decorridos 30 dpi as
larvas deixaram o hospedeiro, quando entdo eraadada uma diminuicdo da cavidade que
contornava a larva e crescente infiltracdo de mde e muitas fibras coldgenas. E
finalmente aos 10 dias pés-emergéncia, a peledesga@sentava cicatrizacao.

Sobre a expresséo de eosinofilos e mastocitoslealpaatos com miiase pbr.
hominis(PEREIRA e LEITE, 2002), o numero de eosindfilossignificativo até os 10 dpi, e
em seguida decrescente até os 28 dpi, data pr@dremergéncia da larva do hospedeiro. Os
mastocitos foram significativos no inicio da inégsto (4 dpi) e aos 20 dpi.

Em infestacdo e reinfestacdo experimental de caomgo$ (LELLO e ROSIS,
2003), embora sem revelar andlise estatistica,s@olela pele tinha grande numero de
neutrofilos e raros eosindfilos. Durante o cursinflestacdo havia ao redor da larva uma area
de necrose seguida por células inflamatorias elflastos. Na reinfestacdo, ocorrida apés 30
dias da retirada da larva (com 5 dias ap0s a pnifestacdo), a inflamacéo na pele era intensa
um dia apos a reinfestacdo, com grande numero sleoéitns. A presenca de fibroblastos
circundando a area necrosada foi observada aos 3odgrupo reinfestado, e aos 7 dpi no
grupo apenas com a primoinfestagdo. Também em aongos infestados e reinfestados,
subpopulacdes de linfocitos: CD4 e CDS8 (linfécitdy e CD45 (linfécitos B) foram
analisadas (LELLO, 2006). Nestes roedores, as a®l@D4 foram significativamente
maiores, em nimero, do que CD#as o nimero absoluto de ambas as células for reai
animais reinfestados, enquanto que o numero dicling B teve aumento gradual em ambos
0s grupos de camundongos, sendo mais elevadonfiestaicao.

Quanto a aspectos blastogénicos, células do baca@adeindongos foram
examinadas aos 5, 10, 20 e 25 dpi d@nmominise 5, 10, 15, 30 e 60 dias pos-emergéncia da
larva (dpel) (GONCALVESet al.,2009). Tais células foram cultivadas em meio RPBYEL
contendo ou néo (controle) produtos de secrecatadess (PSL) d®. hominiscom idade de
5, 10, 15, 20 e 25 dias. Em cada grupo com cincmndongos testados nos meios de cultura,
0 numero de células foi significativo para 25 dpimn crescente aumento na seguinte ordem:
PSL-10 d, -25 d, -5d, -20 d, -15 dREMI. Resultados também significantes foram
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observados nos testes entre cada meio com céhtds te camundongos dpi ou dpel.
Particularmente, em cada dpel grupo versus menoifisiancia foi somente verificada para 10
dpel, na ordem crescente: PSL-5 d, -20 d, -25@,d;1-15 d e RPMI. Testes comparativos
foram também conduzidos entre grupos. Como sirftEsprovado que a miiase causou
deplecédo de células do baco, particularmente seiboefo PSL-10 e -15, tendo ocorrido
normalidade do numero de células aos 60 dpel.

Na avaliacao histopatolégica de linfonodos de raésstados conD. hominis
(CARDOSOet al., 2009) foram identificadas: aos 2 dpi hiperplasiaceatro germinativo,
com grande numero de centroblastos, células magdtcapoptoticas, além de uma discreta
area parafolicular. No paracortex linfonodal hataambém hiperplasia, com presenca de
células dendriticas, imunoblastos, e vénulas ehaisteom diapedese presenciada a partir
dos 4 dpi. Nesta mesma data, a paracortex, exipéadtasia do sinus medular como também
sinus dilatado, linfa, macrofagos, neutréfilos, thasos, e eosindfilos. Os corddes medulares
estavam expandidos e repletos de imunoblastodaséahitoticas e plasmacitos. Linfadenite
nao foi observada durante a miiase. Quanto a esgweate mastocitos, estes tiveram niumeros
similares nos animais controle e infestados, embooaresse aumento significativo, aos 7 e
15 dias pés-saida da larva (dpsl). Em contrastnefilia ocorreu tanto aos 4, 10, 15, 20, 28
dpi como também aos 2, 7, e 15 dpsl, principalmeageultimas trés observacdes de dpi e as
duas primeiras de dpsl. Aos 60 dpsl, final do expento, os tecidos do linfonodo exibiram
completa reparacao.

Com énfase a estudos sobre as alteracbes hemetslOBARBOSA,
SANAVRIA e BARBOSA 2003) foram observados semelhantes parametros (néo
significativos) de hemacias, das médias da leuatangiobal, e nas contagens absolutas e
relativas de linfécitos, em bovinos infestados expentalmente com larvas @e hominis.

A expressdo de leucécitos sanguineos circulantesadms experimentalmente
infestados conD. hominis(GONCALVES et al., 2007) foi analisada estatisticamente antes
(controle), durante [aos 6 ). 10 e 15 (L), 20 e 28 (k) dpi] e apds a miiase [aos 7, 15, 30,
60 (dpsl)] dos hospedeiros. Durante a infestacdmineero total de leucdcitos ndo apresentou
diferenca marcante quando comparado todos os grdpoanimais, todavia, diferencas
significantes foram assinaladas quando comparadoup®s entre si, sendo maiores no grupo
controle, 15, 20 ou 28, que aos 6 dpi. Em relagd® meutrofilos, os ratos coms L
apresentaram numero significativamente maior. Ssameh em numeros ocorreu para

eosinofilos ou linfécitos totais, exceto a fade 20 dpi comparando com 0s grupos de 6 ou
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10 dpi. Nenhuma diferenga significativa foi regsta entre o numero total de leucdcitos e
linfécitos; ocorrendo o contrario para neutrofilnss 7 ou 15 em comparacdo com 30 dpsl e

eosinofilos aos 15 versus 60 dpsl.

2.2 Outros Diptera Oestridae

2.2.1Hypoderma

Como todo Oestridae, larvas Hgpodermaséo também parasitos obrigatorios de
mamiferos (Rodentia, Lagomorpha e Artiodactyla)ngipalmente nas regides palearticas,
afrotropical e neartica (HALL e SMITH, 1993). Digetemente d®. hominis espécimes
fémeas ddHypodermadepositam ovos sobre os hospedeiros (aderidosehns) pQuanto as
L1 que eclodem, apds 3-7 dias de incubacdo dos suaspenetracdo na pele integra dos
hospedeiros € seguida por migracdo pelos tecidogntt 4-6 meses, até atingir uma
localizacéo final embaixo da pele, quando entdm&on uma miiase furuncular pos & Ls.

As consequéncias da hipodermose determinam tamb&wades prejuizos econdmicos,
sobretudo a pecuaria bovina, por perda de pesdugéo de leite e depreciacdo do couro. Ao
contrario deD. hominis que parasitam multiplos hospedeirblypodermé contém espécies
hospedeiro especifica. Usualmente o ciclo completdypodermadura 6-12 meses.

Resisténcia adquirida por bovinos a sucessivasstagfées naturais por
Hypodermafoi primeiramente assinalada por Carpenter, HewiiReddin(1914). Embora
ocorram fatores de resisténcia nas reinfestacées daminuicdo do numero de larvas viaveis
no hospedeiro, em ensaios com bovinos (COLWELL1?80bmetidos: a 100 (infestac&o
anica, primeiro grupo), 2 exposicdes de 50 larcas(intervalos de 15 dias, segundo grupo),
4 exposicoes de 25 larvas (aos 0, 9, 15 e 21 elgeito grupo) os niveis de anticorpos 1gG

foram semelhantes nos trés grupos de animais.

4 Em natureza, individuos humanos podem acidentaénagmesentar de forma transitéria: lesdes oftélsnini cutanea por
L,, e mais raramente ha o completo desenvolvimergdrée estagios larvais (ZUMPT, 1965).
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Em relacdo a resposta imune-humoral, ensaios foeatizados em coelhos
infestados com {.de Hypoderma bovigprimeiro grupo), infestados e reinfestados cqnale.
Hypoderma lineatunfsegundo grupo), e animais imunizados com extoa#b de larvas Lde
H. lineatum e fracBes parcialmente purificadas dos produtosabdécos das larvas,
compostas principalmente de colagenase (terceupoyr(BOULARD e WEINTRAUB,
1973). Como resultados os coelhos apenas infestemoes ambasHypoderma e nos
reinfestados exibiram titulos de anticorpos (aginés) que haviam aumentado rapidamente
entre 30 e 60 dias e permanecendo até cerca dep20Bm relagdo aos coelhos imunizados
com altas doses de antigeno, administrada emnééslos (intervalo de trés dias cada), as
aglutininas apareceram 5 dias ap0s o primeiro inoeudecresceram nos proximos 8 dias,
apesar dos dois outros indculos de antigeno. @sa@imunizados com apenas um inoculo
os resultados foram similares aos dos coelhos cémindculos, mas o titulo maximo de
anticorpos ocorreu aos 18 dias apo6s o 1° inoctibd muito menor. Nos coelhos inoculados
com baixas doses de antigeno (4 in6culos — dids9,,21) as aglutininas apareceram aos 20
dias apods o 1° inoculo, aumentando gradualmentapat&imadamente 50 dias e em seguida
tendo rapido decréscimo. Na analise imunoeletrtéarédo soro foi demonstrado que os
produtos metabdlicos das larvas foram mais imptasaque os extratos totais das larvas, na
estimulacdo de anticorpos.

Em periodo de baixa infestacdo natural ggpodermasp. (entre 1995 a 2000) foi
demonstrado que na primoinfestacdo os bovinosativeuma baixa resposta de anticorpos
(IgG) por 4-5 meses, seguida com aumento, picom@os 7-8 meses pos-infestacdo. Nos
animais com maior carga parasitaria (mais que 2@$x os anticorpos foram detectados, nas
primeiras seis semanas (BOULARD, 2006).

Pesquisas adicionais, utilizando bovinos naturekgerimentalmente infestados
comH. bovise H. lineatum(BOULARD, 1969; BOULARD, 1970; BOULARD, SORIA e
SORIA, 1970) provaram que a resposta imune-humoral do edes@ advinha da
antigenicidade da colagenasde L (denominada hipodermina C — enzima liberada

continuamente pori). Outras enzimas, denominadas hipodermiinAs(serino protease), B

® Primeira colagenase descrita em invertebrado.
® Dos trés estagios larvais somentgtoduz hipodermina.
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(semelhante a tripsina), e D (semelhante a tripgs@adas de { de H. lineatumforam
usadas em experimentos sobre a interélygmdermabovino (BOULARD, 2006).

A dindmica da circulacdo de IgG anti-hipoderminafoC avaliada em quatro
grupos de bovinos experimentalmente infestados%®in deH. lineatum com auséncia ou
nao de uma primoinfestacdo natu(@OLWELL et al., 2008). Nos animais 0s anticorpos
anti-hipodermina C foram detectados em bovinos pegvia infestacdo apdés 6 semanas,
tendo pico maximo na semana 24, 25, e 32. Em &atras animais com prévia infestacao
natural (e submetidos a aplicacdo de larvicidas}tramam grande aumento das taxas de
anticorpos na terceira semana apos a infestac@&igygntal, com pico na semana 8, 24 e 26.

Em ensaios sobre lesdo cutanea recente (apés &&%),hem bovinos infestados
experimentalmente com larvas e lineatum(LOPEZ et al, 2005), 48 horas pés-infestacéo
(hpi) a reacdo da pele foi caracterizada por unttreddo inflamatério moderado na derme
superficial, por células mononucleares e rarosréas polimorfonucleares. Nos animais
reinfestados (apds 1 ano da primoinfestacdo) astsma pele foi mais intensa e extensa no
comeco da reinfestacdo. Um infiltrado perivasctoaobservado 6hpi na derme superficial,
principalmente por células mononucleares. A reagipele aumentou consideravelmente aos
12 hpi, podendo ser observado infiltrado inflamatgrerivascular com grande namero de
eosindfilos. Apds 48-96 hpi a resposta inflamaté@ra muito intensa com envolvimento da
derme tanto superficial como profunda caracterizagla presenca, sobretudo, de neutrofilos
polimorfonucleares, eosinodfilos e linfocitos. Emmk@s os grupos de bovinos o infiltrado
perivascular por linfécitos T CDJoi moderada no grupo apenas infestado e expeessis
animais reinfestados. Quanto aos linfécitos B,romais reinfestados tiveram grande nimero
destas células na derme profunda.

Varios mecanismos de imunomodulacdo envolvem #&patao de hipodermina
A na infestacdo de bovinos pdétypoderma como reducdo da producdo de citocinas
(NICOLAS-GAULARD, MOIRE e BOULARD 1995) e a expressao de receptores de
linfocitos, tais como CD2, CD4, CD18 (MOIRé& al., 1997, MOIRE, 1998). Ensaios com
purificados de hipodermina B e C apresentaram otispenente, meédia e nula atividade
imunossupressiva (BOULARD, 2006). Em funcdo da gemicidade e imunogenicidade
determinada pelas hipoderminas, varias investiga¢éen sido motivadas para fins de
controle da hipodermose, inclusive através do eseadinas (BARON e COLWELL, 1991b;
BOULARD, 2006).
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Bovinos imunizados com a combinacéo de purificatsipodermina A, B, e C
mais monofosforil lipidico A (MPL) ou apenas com ME infestados com larvas d¢.
lineatum (BARON e COLWELL, 1991a), tiveram significante aamio da proliferacdo dos
linfécitos in vitro, incubados com concavalina A, 4 e 12 semanas péstagao (pi), quando
comparados com o grupo controle. Por outro lad@no®ais imunizados com hipoderminas
mais MPL tiveram uma grande proliferacdo de linfigin vitro quando incubados com
extrato bruto de larvas;ldeH. lineatum em comparagdo com 0s animais imunizados apenas
com MPL.

Com énfase ao entendimento da participacdo deciasele LdeH. lineatumna
modulacdo da resposta imune dos hospedeiros (usexiiato bruto de 1 e fracles
purificadas das hipoderminas A, B, e C) na presencado de Con A, em ensaios sobre a
proliferac@o de células mononucleares do sanguiper, foram analisados bovinos com ou
sem prévia infestacdo pét. lineatum(PANADERO et al., 2009). A presenca das células
monucleares foi significativa nos animais reinfdeta sendo a hipodermina A a maior
inibidora da resposta proliferativa, seguida ppoberminas B e C, e extrato bruto das larvas.
Hipodermina A provocou aumento de IFN e-a supressdo da producédo de IL-10 em ambos
0s grupos de animais. Quanto a culturas de célldaanimais previamente infestados, a
hipodermina B reduziu a producdo de IL-10 quandomegada pela Con A. Nenhuma
modulacao na producédo de citocinas foi mediadahpadermina C. Nos testes com extratos
brutos de L ocorreu diminuigcéo significativa da producao di Hy, IL-4 e IL-10 nos grupos
estudados.

Também sobre a resposta de citocinas, em tecidéesda e no soro sanguineo
(sistémica), durante a penetracdo de larvadelH. lineatum (DACAL et al., 2009), trés
grupos de bovinos foram infestados com 25N0 primeiro grupo (sem exposicao prévia a
infestacdo), e nos segundo e terceiro grupos (guerh sido artificialmente infestados por 2
ou 3 anos consecutivos), foi observado aos 6 hpiaumento significante de IL-4 (nos
tecidos) dos reinfestados. Todavia, as Ild#ninuiram significativamente 48 hpi nesses dois
grupos de animais reinfestados. Células IL-1th pele, aumentaram no grupo sem prévia
infestacdo as 6hpi e as 48 hpi, enquanto que enosad grupos reinfestados o aumento
aconteceu apés as 12 hpi, com pico as 48 hpi. &&otais (IFN¥") mostraram um aumento
significante, em todos os grupos, 6 hpi. Subsegueste, essas células decresceram
significativamente no grupo 1 e 2 as 12 hpi, eahtet no grupo 3 o decréscimo foi

significante as 48 hpi. Com relacdo as citocidassoro, ndo houve diferengas significantes,
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entre os grupos, para IL-4 e IBN-No entanto, a concentracdo de IL-10 no soro foi
significativamente diferente entre os grupos: abdi2pré grupo 3 e 2 versus grupo 1; e as 48

hpi, pro grupo 2 versus 1.

2.2.20estrus ovis

Outro Oestridae de grande importancia médica eimatea € 0. ovis espécie
cosmopolita, cujas larvasdo agentes da mifase naso-sinusal de ovinosieaa(ZUMPT,
1965). A fémea dessa mosca, apos a copula, pdeslaas aberturas nasais dos hospedeiros,
devendo, em seguida, agrhudarem parade L; na cavidade naso-sinusal (HALL e WALL,
1995). O parasitismo das larvas (por 30-60 diagrrata manifestacbes clinicas nos
hospedeiros, como rinites, sinusites e lesdes mdnes, que induz a grandes prejuizos
econdmicos, incluindo até morte dos animais (DORES#t al.,2006).

Quanto a resposta imune-humoral durante a oestxpsFimental em ovinos, 1gG
e IgA foram detetados contra antigenos da glarshli@ar de larvas 1e Ls (TABOURET et
al., 2003). Durante a infestagdo natural foi tambémmenlado aumento de anticorpos em
ovinos adultos (IgM e IgG) e jovens (IgM, IgG, IgEUAREZet al.,2005).

Sob testes ELISA, IgG foi avaliada em trés grupesodinos, expostos a altas
taxas (ndo indicado pelos autores) de infestaciimaigorO. ovis(ANGULO-VALADEZ et
al., 2008) na pesquisa utilizando como antigenos: @srhtutos de larvas,| extratos de
glandulas salivares de larvag e extratos de glandulas salivares de langa#\ltos niveis de
IgG, em tecido lesado (local) e soro sanguinedéeisa) ocorreu quando foram usados
como antigenos glandulas salivares geou.Ls.

Em um ensaio para o diagnostico da oestrose (SANCAMDRADE et al.,
2005) — a partir de caprinos mantidos sob infestagdiural — produtos de secrecao e excrecao

de L,, considerados antigenos metabdlicos, forars efativos do que antigenos somaticos

7L, pode causar em individuos humanos leséo trarssivérilar, nasal, 6tica e faringeana. Raramesxell, s&o encontradas
em humanos (ZUMPT, 1965).



Nascimento, M. F. A. Dissertacéo de Mestrado. Hispatologia da pele e expressao de leucdcitos sangugs em ratos reinfestados com 25 de 81
larvas de Dermatobia hominis (Linnaeu, Jr., 1781). Programa de P6s-Graduagao eParasitologia. ICB/UFMG. Fevereiro de 2010.

(macerado total de,), sobretudo devido a sua correlagéo direta entestacao e a resposta
imune-humoral (IgG) dos hospedeiros. A resposti#rsisa de IgG em caprinos adultos e
jovens submetidos, respectivamente, a infestacfoahae experimental, com larvas Qe
ovis foi monitorada utilizando extratos de glandulasiveaés de k como antigeno
(ANGULO-VALADEZ et al., 2009). Os anticorpos, em animais jovens, ndo foram
estatisticamente diferentes. Nos animais adultasyel de IgG estava correlacionado com a
prevaléncia da oestrose nestes animais.

Quanto a resposta inflamatdria da oestrose natumabvinos Van-khanlet al.,
(1996) verificaram na membrana mucosa do septo nasal diosais infestados (versus
controle) duas vezes mais mastocitos, 17 vezes magnofilos; estas Ultimas se
apresentaram 29 e 58 vezes mais na concha e s&h respectivamente. Com efeito, os
autores admitiram a existéncia de hipersensibiddadirante a oestrose. Em estudos
subsequentes com ovinos e caprinos naturalmergstados con®. ovisVan-Khanhet al.,
(1999)assinalaram intensa inflamacao, mais evidente @nosyvsobretudo pela presenca de
mastocitos. Para a resposta imunecelular na oeséxqserimental Tabourett al, (2003),
observaram no local da miiase, hiperplasia, metaptaeosinofilia, além de linfocitos T e B,
macrofagos e mastocitos.

Em ovinos infestados por cinco sucessivas semam®c ovis(YACOB et al.,
2004) foram registrados: acumulo de mastocitosdeitos e eosinofilos na mucosa do trato
respiratorio superior; aléem de um significante aglongde eosinoéfilos nos tecidos da traquéia,
brénquios e pulmbes. Também foi demonstrado quesind@ilia sanguinea estava mais
elevada aos 4 dpi, acompanhado por um pico maxoneste aos 4 dias apds a segunda
infestacao.

Também em ensaios com ovinos infestados e ou séaales com L.de O. ovis
(JACQUIET et al., 2005), foram avaliados: um grupo de animais iafiss por trés vezes
(dia 8, 43 e 78), havendo um tratamento com ivetimelarvicida) no dia 64; um segundo e
terceiro grupos foram apenas infestados; no entarterceiro grupo recebeu tratamento com
corticoide (imunossupressor) com efeito de perststéde 1 a 2 semanas - 24 horas antes da
infestacdo. Todos 0s grupos receberam tratamento igermectina antes do inicio do
experimento, e 0s grupos 2 e 3 receberam outra dosératamento no 14 dpi. O
desenvolvimento das larvas foi mais rapido no grtugiado com corticoides (grupo 3), € nos
demais grupos de animais, as larvas se desenvolemiamente. Nenhuma diferenca nas

taxas de estabelecimento das larvas foi notadadp comparado os grupos infestados ou
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reinfestados. Nos grupos de animais com infestagéma (grupos 2 e 3): houve um pico de
eosinofilos sanguineos duas semanas apos a irdestdg grupo 1 dos animais reinfestados
foi observado picos de eosindfilos de 1 a 3 semapas cada infestacdo; 4 a 5 semanas
depois o numero de eosinodfilos retornava aos v&ldeeprévia infestacdo. O grupo 1 teve
significativamente mais eosindfilos, aos 7 diassapderceira reinfestacdo, que os grupos 2 e
3 aos 7 dpi. Aos 14 e 21 dias apos a terceiraesimfdo no grupo 1, e aos 14 e 21 dpi no
grupo 2 foi observado nos animais valores similaee®osinofilos, entretanto estes valores

foram significativamente mais altos que os do gr8ipo

2.2.3Cuterebra

Larvas de espécies @riterebra que tem exclusiva distribuicdo no Novo Mundo,
também provocam mifases cutafeato tipo hospedeiro espécie-especifico, em animais
mamiferos silvestres: roedores, lagomorfos e pam@HALL e SMITH, 1993), sendo a
maioria das espécies, parasitos de roedores oméafms (WEISBROTH, WANG e SCHER
1973). Usualmente a infestacdo ocorre nos animaeng atraveés da penetracao devia
orificios naturais, pois as fémeas do inseto dégmsovos proximos ao ninho, ou em trilhas
percorridas pelos hospedeiros. Ao penetrar,;a rhigra pelo hospedeiro (HUNTER e
WEBSTER, 1973) e alcanca os tecidos subcutanedg, muda parade Ls. Geralmente o
parasitismo € de 30 dias, sendo o ciclo completopwb a ovo, em cerca de dois meses
(LEITE e WILLIANS, 1988).

O uso de camundongollys musculus, Peromyscus boylii Peromyscua leugopus
Peromyscus pectoral)s gerbil Gerbillus gerbillug, ratos Sigmodon hispidyse coelhos
(Oryctolagus cuniculys infestados comCuterebra fontinella(GINGRICH e BARRET,
1976); gerbisM. musculus, P. leucopws P. pectoraliscomo hospedeiros susceptiveis as
larvas deC. fontinella revelou serem estas trés ultimas mais susceptiwgando as 1L
penetraram via nasal ou anal, ao contrario do goeria pela via pele (injecdo subcutanea)

ou ocular.

8 Podem acidentalmente causar miiase em individumsihos
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A resposta imune-humoral de animais de laborat@dtms e camundongos, a
antigenos (macerado total dg) Ide C. fontinellafoi monitorado durante a primo e multi-
infestacdo (PRUETT e BARRETT, 1983). Em ratos aaomenor positividade a infestacao,
depois de duas exposi¢des, ao contrario de camgadajue exibiram mais susceptibilidade
em ambos 0s modos de infestacéo.

A histologia patolégica cutanea da miiase @ofontinela (C. angustifrongemP.
leucopusnaturalmente infestadbavia densa camada de necrose proxima a larvadsegge
um infiltrado leucocitério difuso, principalmenters neutrdéfilos, além de eosinofilos, células
plasmaticas e linfécitos. Seguindo-se, logo apéaida da larva, a presenca de extensa area
de infiltracdo granulocitica, resultando depois @oatriz cutanea (PAYNE e COSGROVE,
1966).

Em infestacdo natural de coelhos parterebra buccataoi possivel observar, na
pele, trés distintas area de lesdo: a primeiranflamacdo aguda, sendo os neutréfilos as
células predominantes; a segunda, de fibrosegeecaita de inflamacao cronica, consistindo
de linfécitos, células plasmaticas, e macrofagosliteis (WEISBROTH, WANG e SCHER
1973).

Estudando um caso (biépsia) de miiase @aterebrasp., em individuo humano
(DELSHAD et al., 2008), foi observado no infiltrado inflamatérioutefilos e eosindfilos
circundando a larva.

Quanto as alteracdes hematoldgicasPdéeucopusnfestados naturalmente com
C. fontinella (DUNAWAY et al.,, 1967) h& registro de diminuicdo de eritrocitos e
hemoglobina e aumento de leucdcitos.

Ensaios realizados com roedorEasmias striatusBENNETT, 1973) infestados
experimentalmente conCuterebra emasculatomprovaram que os tipos de leucocitos
sanguineos variam com o estégio larvar no hosped2inimero de linfocitos decresceu com
a presenca dazl e ap0s a saida desta larva do hospedeiro o nudesias células
aumentaram. Sobre neutrofilos, estes eram em nubes® no inicio da infestacdo, e
aumentando nos subseglentes estagios larvaissdecd® da 3. O numero de mondcitos
aumentou durante a segunda metade da infestaggerérocitos duplicaram em nuimero nos

animais parasitados.
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2.3 Outros Diptera causadores de miiases

Outras espécies de muscomorfas ndo Oestridae sabérta de grande
importdncia médico-veterinaria, dentre elasicilia cuprina, Cochliomyia hominivoragx
Chryzomya bezzianatodas Calliphoridae; @Nohlfahrtia magnifica (Schiner, 1862) e
Sarcophagdaaemorrhoidalisambas Sarcophagidae (HALL e SMITH, 1993).

Embora as larvas de cuprind sejam parasitas facultativas, certas populacdes do
inseto podem causar miiase cutanea (denominadéckieira) em animais, principalmente
ovinos, resultando em grandes prejuizos econénmionsy perda de peso, 13, fertilidade, e até
a morte de animais (TELLAM e BOWLES, 1997). A espéé cosmopolita, mas as
populacbes que provocam miiases (durante cercadiesyestdo mais presentes na Africa e
Australia (HALL e SMITH, 1993). A pré-contaminacady pelo ou pele dos animais, por
bactérias € um fator atrativo (odor) para que a®és do inseto depositem ovos, sobre 0s
quais, apos 24 horas asdclodem e dao inicio a miiase.

Quanto a resposta imune-humoral em racas de ovedb&sentes ou susceptiveis
a dermatite bacteriana e infestadas com larvak. daiprina, anticorpos IgE foram mais
identificados nos tecidos da pele dos animaistesgiss a dermatit¢COLDITZ et al, 1994).
Semelhantes estudos com excregdo e secrecdo;€le+tlL; (O'MEARA, NESSA e
SANDEMAN, 1997), demonstraram a presenca de anticorpos nqlggy, IgM, 1gG), tanto
em animais susceptiveis como resistentes a mitageetanto, houve uma grande variacao
individual na especificidade dos anticorpos, praague a resisténcia a infestagdo pode ser
independente dos anticorpos do soro. Por outro, ladtbora no exsudato das feridas
houvesse alto nivel de IgG, estes anticorpos remmmam poucos antigenos em comparacao
com o0s anticorpos do soro dos mesmos animais, isdgeque o exsudato contém poucos
anticorpos funcionais.

Em ovinos imunizados com ovalbumina e infestadan @rvas del. cuprina

(SANDEMAN et al., 1995), imunoglobulinas (IgG total, e IgG especifianti-ovalbumina)

® Podem acidentalmente causar miiase em individumsihos
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eram degradadas, ao nivel de 60% (lgG total), moslatos inflamatoério, 6 horas pos-
infestacdo, enquanto para IgG especificos o infdicde 75%. Ensaiof vitro revelaram
serem enzimas do extrato bruto de larvas, tripsi@agquiotripsina, responsaveis pela
degradacédo dos anticorpos, fato animador para endelvimento de vacinas, pois a
passagem de anticorpos clivados através da marirdfica (membrana que reveste o
alimento dentro do intestino médio da larva), tarecesso a moléculas (antigenos) secretadas
pelas células intestinais do inseto imaturo.

A imunizacdo de ovinos, via intradérmica, com ani@s recombinantes de
matriz peritréfica: peritrofina 44, 48 e 95 decuprina(COLDITZ et al.,2002), provou haver
elevacédo de anticorpos especificos anti-peritraim@ele (local de inoculacéo).

Quanto a resposta inflamatéria e imunecelular d&asai porL. cuprina
(BOWLES, GREY e BRANDON, 1992), foi observado ndepée ovinos: neutréfilos,
eosinofilos, macréfagos, e varios linfocitos: B,04, TCD8 e TCRy$, sendo semelhante a
quantificacdo dos trés primeiros tanto na primontpuaas reinfestagdes, sugerindo nao haver
memoria imunologica nos animais. Em ovinos suseeisti e resistentes a dermatite
bacteriana, e infestados com larvasLdeuprinahavia presenca de eosinofilos na pele dos
susceptiveis, enquanto que nos animais com baiaadadermatite a migracdo de neutrofilos
para o sitio inflamatério foi mais intensa (COLDI&Zal, 1994). A presenca de neutrofilos e
eosinofilos na pele lesada de ovinos infestadosrerpntalmente com 500, ldeL. cuprina
foi observada durante 8 dias sucessivos (COLDITZI., 2005). Semelhantes ensaios, com
100 L de L. cuprina (ELHAY et al., 1994) evidenciaram na pele presenca de CD45
neutroéfilos, eosindfilos, macréfagos, além de lkitids expressando marcadores de superficie
tipicos de células T (CD4, CD8p, TCR). Tais células tendo pico maximo 48 horas pos
infestacdo. Na avaliacdo dos niveis de mMRNA (ohdieldecidos congelados) citocinas IL-6,
IL-1a, IL-1B, IL-8 tiveram niveis aumentados.

O trafico de linfécitos através da linfa eferents tinfonodos pré-escapulares, em
ovinos infestados e reinfestados experimentalmente larvas de.. cuprina (BOWLES et
al., 1994) foi caracterizado por um aumento de T C&4 relacdo a T CD&as primeiras 48
horas apos o inicio da lesdo, enquanto que apb®ra® as células T CD&xcederam as T
CD4'. Para a reinfestagdo, o aumento das T 'CIdB pronunciado e ocorreu durante as
primeiras 48h. A porcentagem de linfécitos B, IFNe receptores de IL-2 embora tenham

aumentado os niveis foram maiores nos animaisastados.
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Na tentativa de vacinar ovelhas com macerado tieal; (BOWLES et al,
1996), achados histopatologicos da miiase indicargresenca de CD4+, TGR, e células
CD1 (papel especializado na apresentacédo de aosidipidicos), localizadas logo abaixo da
epiderme das ovelhas vacinadas. Em uma revisaenadi®, tsobre miiases em ovinos (NASH
et al.1996), foi postulado que no inicio da inflamacdaidey ha grande infiltrado de
neutroéfilos, eosinodfilos, macrofagos e células daderhans, acompanhada por linfocitos em
discretas areas adjacentes ao local inflamado eMalgsada foram detectadas elevados niveis
de citocinas, TNF, enquanto linfocinas IL{l IL-6 e IL-8 tinham baixos valores, estes
altimos tendo provavel envolvimento na homeostatdar da pele.

A infestacéo experimental de ovinos com 5Q@&L. cuprinadurante sucessivos
dias (8 dias) e - aplicacédo de inseticida no dédimo- induziu miiase cutanea moderada a
grave (COLDITZet al, 2005). Nos animais, foi detetado, na pele lesaidacinas pro-
inflamatorias: IL-1a, IL-1b, IL-6 e IL-8; além ddesacdo nas concentracdes de cortisol.
Entre outros fatores, as citocinas pré-inflamagjraincipalmente IL-6, induziram mudancas
no metabolismo energético, na utilizacdo dos ancidog, no comportamento e apetite dos
animais. Cortisol, IL-6 e consequéncias metabdldasesposta na fase aguda sao sugeridos
como os principais fatores dos efeitos sistémiensadores de danos na la desses animais.

Outra espécie de grande importancia médica-veteigd. hominivorax cujas
larvas sé@o parasitos obrigatorios de mamiferos,niéatia, por oito dias), inclusive humanos.
A miiase é enzodtica em paises do Caribe e Amédcaul (exceto Chile) (WYSS, 2000). O
sucesso com a erradicdo desta mosca, desde osskktiaos Unidos da América do Norte
(GALVIN e WYSS, 1996) até o Panama (BERMUDEZ al., 2007), resultando em
custo/beneficio de 1:4, ndo tem motivado maioresesses em estudos da interacéo parasito-
hospedeiro. Todavia, ha dois tipos de anticorpoaationais especificos para distingdo de
ovos e larvas d€. hominivorax por teste de ELISA, que permite distinguir estiasm
obrigatoria de casos de miiases facultativas, teodo agente etiolégico outras espécies de
Calliphoridae americanasCochliomyia macellaria, Phormia regina, Phaeniciarisata,
Calliphora vicing Chrysomya rufifacieFIGAROLA et al.,2001)

Em ensaios experimentais com tle C. hominivorax(THOMAS e PRUETT,
1992), em ovinos, IgG especifico (usado como antigextrato bruto de larvas;)Lfoi
detectado que persistiu por 2 meses, com picoroitte semana.

Em adicdo, outra espécie da mesma familia, com cespebiologicos e

patologicos semelhantesCa hominivoraxé C. bezzianacom zoogeografia limitada ao velho
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mundo, particularmente de ocorréncia em paises fii@aA Asia e Austrélia (HALL e
SMITH, 1993). Nao obstante, seu controle ndo obsexcesso com o uso da técnica de macho
estéril praticada para as moscas da bicheira aameridor tal efeito a possibilidade de ser
produzida uma vacina contra a bicheira @obezziandem sido explorada através de ensaios
com macerado total de;Lmatriz peritréfica, e cardia (proventriculo ourgm anterior do
intestino médio) de 4, o que provou induzir reacdo imunolégica, comificante reducdo do
crescimento das larvas em ovelhas (SUKARSII4I.,2000).

Dados histopatolégicos da infestacdo natural deinbevcom C. bezziana
(HUMPHREY, SPRADBERY e TOZER, 1980), fez mensaatanso infiltrato inflamatorio
de neutrofilos, com hemorragia e necrose assoa@dkiesenvolvimento das larvas, devendo a
fase de cicatrizacdo, quando apresentava eosim@ilnastocitos, ocorrer subsequentemente.
Mudangas hematoldgicas e bioquimicas foram tamlagistradas no soro: decréscimo de
proteinas total e progressivo aumenta de globyladés de neutrofilia e anemia.

Particularmente na familia Sarcophagidae, dois rgénsdo mais importantes:
Wohlfahrtia e Sarcophaga devendo os espécimes adultos fémeas, de ambgénesos,
depositarem larvas sobre vertebrad@¢. magnifica € a mais importante espécie, de
ocorréncia no velho mundo: Europa, Asia e Africd\lH e SMITH, 1993). Raros estudos
sobre a resposta imune-humoral de ovelhas a antgde 3 de W. magnifica usando
glandulas salivares, intestino, cardia, cuticulacenado total da larva (FARKAS, HORNX e
GYURKOVSZKY, 1998), identificou que apenas o antigeno de glasdsalivares foi
especifico para teste de ELISA. Em um caso de enfiasincular causado p@v. magnifica
em crianca, altos niveis de anticorpos IgE, e Bggmte eosinofilia sanguinea foram descritos
(TUYGUN et al.,2009).
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3 JUSTIFICATIVA
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A importancia médica e veterinaria e hominisé devida ao fato de seus trés
estagios larvais serem parasitos cutaneos, istcadsadores de miiases obrigatorias de
mamiferos, inclusive humanos; tendo maior énfasecassequéncias do parasitismo a
exploracdo pecuaria, determinando elevados pre&jigzonémicos, sobretudo a producédo de
animais bovinos no Brasil. Em adi¢c&o, a distingde aspectos histopatologicos em cada fase
larvar e a expressao dos leucécitos sanguineoseingestacdo experimental, pretende
fornecer informacdes inovadoras que venham alicezcau subsidiar novas pesquisas. A
Dissertacao tem essencialmente carater de revggact@s basicos ou fundamentais, os quais
possam alicercar principios aplicativos que venhmortear o controle da dermatobiose,

enfermidade que continua enzoodtica e endémica reridanLatina.
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4 OBJETIVOS
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4.1 Objetivos gerais

Estudar os aspectos histopatoldgicos e a expreksd@ucocitos sanguineos do
berne em ratos submetidos a reinfestacdo, asssct@mo a cronologia da miiase e com o

desenvolvimento de cada estagio larvabdaominis

4.2 Objetivos especificos

Estabelecer parametro para o uso do rato/berne coodelo para ensaios
experimentais focalizando o inseto e ou a suadelagm o hospedeiro.

Verificar o desenvolvimento das larvas duranterdestacao.

Usando de parametros acima, cronologia e desenveito, avaliar o processo

inflamatdrio na pele lesada e a expresséo de l@as@anguineos nos animais.
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5 METODOLOGIA
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5.1 Obtencdo e manutencéo das larvas

Larvas deD. hominis foram colhidas de bovinos naturalmente infestados,
sacrificados em frigorificos, e usadas para iniai@riacdo do inseto em laboratorio. Apos a
coleta, as larvas foram transferidas para fraseosdio, contendo serragem umedecida (com
agua destilada), até o transporte para o Labooati@&iEntomologia Médica e Veterinaria, do
Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG. As Ilarni@ram condicionadas, no
laboratério, em Béqueres (150 ml), cada um comodiavas, contendo serragem esterilizada
e umedecida diariamente. Os Béqueres foram tamgadosela de nylon, presa com elastico
e mantidos em estufa B.O.D., sob temperatura dé 26tmidade relativa de 80-90%. Apos
48 horas, as pupas formadas foram removidas d@fdaodopo e parcialmente enterradas na
serragem, de maneira que seus espiraculos fiqukatee para cima.

Moscas adultas, emergidas no interior dos Béquebdislas a partir de 28 dias do
estagio de pupas, foram transferidas, por casars, tpbos de plastico, medindo 2,5 cm de
didmetro por 5,0 cm de comprimento, para fins dsa@amento, do modo como fizera Smith
(1973). Tao logo fosse efetivada a copula, a féfoeseparada do macho e transferida para
frascos de vidro (500 ml), com tampa telada, cafdenada um, 5-8 insetos foréticbsusca
domestica)capturados no campo, nos quais ocorreu a postagavbs deD. hominis Os
foréticos, que continham ovos foram contidos erscira de vidros e mantidos em estufa
incubadora B.O.D. a 25°C e umidade relativa de @®;Ydurante o periodo de 7 dias, para a
incubacédo dos ovos.

Para a ecloséo das larvas, estas foram estimytatsproximacédo dos ovos de
D. hominisa pele de ratosR@attus norvegicyse, simultaneamente, submetidos a,CO
expirado por um individuo humano. As larvas recé&oeidas foram coletadas com o auxilio
de um pincel e posteriormente utilizadas em engaiomis, para infestacdo e reinfestacao

experimental dos roedores.
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5.2 Infestag&o experimental de roedores e coleta dmostras

Todos os ensaios com animais estdo de acordo ezadtm pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, que j& dprovado, como protocolo
n.106/2009.

Foram utilizados no estudo 20 ratos (macMistar (R. norvegiculs peso médio
de 200 gramas, subdivididos em 4 gupos de cinanasicada. Dois grupos (1 e 2) foram
infestados com 4 larvas @& hominisrecém-emergidas, depositadas em 4 distintas deeas
regido dorso-lombar. Apos 6 dias da infestacdo),(dsi roedores foram reinfestados com 4
larvas. Um grupo 3 (controle positivo), serviu paraesenvolvimento, emergéncia natural
das larvas, formacéo de pupas e viabilidade dogasdeD. hominis e um grupo 4 (controle
negativo). Os ratos foram mantidos, por gruposgeaionlas de plastico (com tampa de arame),
forradas com maravalha (esterelizada), e alimestadm racéo balanceada (Labina — Purina)
e aguaad libitum.

Cada rato dos grupos 1-3 foram previamente anadtesi via intraperitoneal,
com uma mistura de 0,64 g/ml de cloridrato de ketarmt 0,02 g/ml de cloridrato de xilazina,
na dose de 1,25ml/kg de peso vivo. Em seguidarvadarecém-emergidas foram colocadas
na regiao dorso-lombar/animal, previamente raspagas 6 dpi, cada rato dos grupos 1 e 2
foram reinfestados com 4 larvas em distintas a(éasso-lombar) da primoinfestacdo. As
datas das biopsias (excisionais) de tecidos cusamentendo a larva, em cada animal, uma
da infestagéo e uma outra da reinfestacéo ocorrdi@uaipi e 4 dpr, 28 dpi e 22 dpr (grupo 1);
15 dpi e 9 dpr, 20 dpi e 14 dpr (grupo 2). Tamlbéram feitas bidpsia nos animais controle
negativo (PEREIRA, LEITE e LEITE, 2001; PEREIRA EITE, 2002).

5.3 Exame histopatoldgico

Os fragmentos de pele biopsiado dos roedores foliaadas em formol
tamponado (CARSON, MARTIN e LYNN, 1973) em PBS pH & posteriormente embebido

em parafina. Os tecidos foram seccionados camm 4de espessura, coradas com hematoxila-
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eosina, Dominici, azul de toluidina e tricomicoMallory; e histologicamente examinados ao

microscopio optico a semelhanca de como fizeraraiReleite e Leite (2001).

5.4 Exames de sangue

De todos os grupos de ratos foram também colhith@staas de sangue, na ponta
da cauda, conforme esquema do QUADRO 1, para cgadede esfregaco em laminas e
contagem de leucdcitos.

Os esfregacos foram fixados em metanol e coradmsMay-Grunwald-Giemsa
em concordancia com estudos prévios em ratos (GQNES et al, 2007). Como
previamente definido, um total de 200 células (riéilbs, eosindfilos, linfécitos pequenos,
linfécitos grandes, linfocitos totais e mondcitgg)r lamina foram contadas para testes
estatisticos ndo paramétricos (Kruskal-Wallis e Md#rhitney U-test) sob o nivel de

significancia de P < 0,05, usando o software Graghgrism 4.0.

QUADRO 1
Grupo de ratos e intervalo de tempo da coleta g@si@as de sangue para contagem

especifica de leucdcitos

GRUPO IDADES DAS COLETAS
1° grupo (experimental) 6 dpi e O dpr; 10 dpi eo# d5 dpi e 9 dpr;
20 dpi e 14 dpr; 28 dpi e 22 dpr.
2° grupo (experimental) 6 dpi e O dpr; 10 dpi eo# d5 dpi e 9 dpr;
20 dpi e 14 dpr; 28 dpi e 22 dpr.
4° grupo (controle negativo) 6, 15 dpb

Abreviatura: dpb: dias pds-biotério; dpi: dias jrifestacao; dpr: dias pds-reinfestacao.
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6 RESULTADOS
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6.1 Susceptibilidade dos roedores

Os hospedeiros controle positivo apresentaram 108%nfestacéo, 40% deles
tinham 4 larvas, e 60% 3 larvas. Neles, o perialdasenvolvimento das larvas ocorreu em
média de 30 dias. Uma amostra de 15 espécimesvdes llecém-emergidas deram formacgéao
a pupas, das quais emergiram adultos férteis.

Nos hospedeiros reinfestados, as larvas estavagirimeiro estagio (1) aos 6 dpi
e 4 dpr; no segundo estagig)laos 10 dpi, 15 dpi, 9 dpr e 14 dpr; e terceitagie (L) aos
20 dpi, 28 dpi e 22 dpr (FIG. 1).

Um sumario do numero de larvas que se desenvolverasn hospedeiros
reinfestados esta na TABELA 2.
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TABELA 2
Numero de larvas presente nos animais (5/grupdpteada biopsia de pele lesada por larvas

deDermatobia hominis

Datas das bidpsias NUmero de animais NUmero dadarv

Infestacao / Reinfestacdo

6 dpi e O dpr 8 4/ -

2 3/-
10 dpi e 4 dpr 6 4/4
3/2
2/4
2/3
2/2
15 dpi e 9 dpr 2 4/3
412
3/3
3/2
2/1
1/2
1/1
20 dpi e 14 dpr 2 3/2
3/1
2/2
2/1
1/3
1/1
28 dpi e 22 dpr 1 3/2

1 1/3

3 1/1

N S

N RPN R R

W Rk, N R

Abreviatura: dpi: dias pos-infestacéo; dpr: dias-pgEinfestacao.
Nota: aos 10 dpi e 4 dpr, 15 dpi e 9 dpr, 20 dpt elpr, 28 dpi e 22 dpr foram feitas biopsias
da lesdo da pele com larva da infestacdo e outrairfastacéo - 5 animais em cada idade.
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6.2 Histopatologia da leséo

Na primoinfestacéo, os fragmentos de pele aos 1LQRB. 2 e 3), apresentava
processo inflamatério exsudativo contendo neut$fé eosinodfilos, que alcangava o trajeto
inicial da invaséo da larva, além de espessa cadmaeutrofilos ocorria no entorno da L
seguidos por marcante numero de eosindfilos. Naolésmbém foi observado neoformacao
vascular e producéo de fibras colagenas, com fisstds e células endoteliais ou prevaléncia
de uma delas. Aos 15 dpi (FIG. 4), a necrose o@ipapessa area em torno da larva, seguido
por inumeros neutréfilos e poucos eosindfilos. Hmssivel observar nesta idade
neoformacdes vascular e conjuntiva. Aos 20 dpi (Bl)Gocorria acentuada fibrose e reducéo
do infiltrado inflamatério, havendo adjacente a stencamada de necrose, intensa
neoformacéo capilar e producao de fibras colagex@s28 dpi (FIG. 6), a leséo inflamatoria
era ténue (delgada faixa) que continha também grandero de plasmacitos, tendo além,
extenso contorno de necrose. Em sintese, o prooeffamatorio era ascendente até os 20
dpi, decrescendo depois. Nesta cronologia, quard@s mroximo da larva maior era a
extensdo da area de necrose e inflamacao.

Nas fracOes de pele lesada da reinfestacao, aps #I&6. 7) ocorria inflamacao
exsudativa, com neutréfilos e muitos eosindfilosteg dltimos chegando a formar
aglomerados de células. Junto a larva, havia predmtia de neutrofilos, seguidos por
marcante numero de eosindéfilos e auséncia de meafdo vascular ou conjuntiva. Nesta
mesma idade foi identificado também necrose cirandd a larva. Aos 9 dpr (FIG. 8), estava
mais espessa em torno da, Lseguida por neutréfilos e muitos eosinofilos, épor
visivelmente menos expressivos em namero do qué dps, além de neoformacgdes vascular
intensa e conjuntiva. A inflamacdo aos 14 dpr (F8p.possuia, sequencialmente, area
necrosada mais espessa, proximoailimeros neutréfilos e poucos eosindfilos, alénm d
neoformacdes vascular intensa e conjuntiva. A pa&tdogia aos 22 dpr (FIG. 10)
evidenciava delgado contorno de infiltrado infladmet e extensa area de necrose.

Quanto aos mastdcitos, nas observacdes dpi eatpbera ndo tenham sido feitas
analises estatisticas — estes tinham menor presasgaeas inflamadas.

Nos animais controle a pele ndo apresentava altesdgstopatoldgicas (Fig. 11).
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FIGURA 1 — Fotografia da pele do dorso de rato cluas lesdes
na pele com larvas d2 hominisapés 28 dias da infestacdo (seta) e
22 dias da reinfestacgao.
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FIGURA 2 - Fotomicrografia de fragmentos de pelerat® experimental infestado com
larvas deD. hominisaos 10 dias pés-infestacao; coloragéo por HE. rggem panoramica.
(B) Neutrdfilos no orificio de penetragédo da lar{@) Detalhe da foto B. (D) Predominio de
eosindfilos proximo a larva. (E) Predominio de mé8ios e neoformacao vascular e
conjuntiva. (F) Neutrofilos e neoformagéo vasculasterisco verde — cuticula da larva;
cabeca de seta azul — infiltrado de neutrofilosa sermelha — eosindfilos; seta preta —
neoformacao vascular.
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FIGURA 3 - Fotomicrografia de fragmentos de pelerat® experimental infestado com
larvas deD. hominisaos 10 dias pés-infestacdo. (A) Neoformacgédo vaseuleonjuntiva;
coloragdo por HE. (B) Neoformacado conjuntiva; ca¢éo por tricromico de Mallory. (C)
Neoformacéo conjuntiva; coloracdo por tricomicdvidlory. (D) Neoformagdo conjuntiva;
tricomico de Mallory. Seta azul — neoformacgéo véscasterisco vermelho — cuticula da
larva.
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e rato exyertal infestado
com larvas deD. hominisaos 15 dias poés-infestacd@) Imagem panoramica;
coloracéo por HE. (B) Necrose e neoformagéo vaseutonjuntiva; coloracao
por tricromico de Mallory. Asterico branco — ne@pseta azul — neoformacéo
vascular; seta vermelha — cuticula da larva.

larvas deD. hominisaos 20 dias pos-infestacd®) Fibrose intensa; coloracéo por HE.
(B) Imagem panoramica; coloracéo por tricromicoMiglory. (C) Fibrose intensa;
coloracéo por tricrémico de Mallory. Seta vermethzuticula da larva.
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FIGU agmentos de pele de rato exmatal infestado com
larvas deD. hominisaos 28 dias p0Os-infestacao; coloracao por HE. (89rbke junto a
larva. (B) Infiltrado de plasmécitos. (C) Fibrosenecrose. (D) Necrose, ao centro

colonia de bactérias. Asterisvermelh(— necrose
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FIGURA 7 - Fotomicrografia de fragmentos de pele de rato éxwertal infestado com
larvas deD. hominisaos 4 dias pés-reinfestacdo. (A) Imagem panoraroaaracao por
HE. (B) Predominio de eosindfilos; coloracdo por. KEE) Infiltrado inflamat6rio com
predominio de eosindfilos; coloracdo por HE. (D) skbaitos na area inflamada;
coloragéo por azul de toluidina. Asterisco vermetiocal de implantagdo da larva; seta
preta — eosinofilo; asterisco verde — cuticda larva evidenciando os espinhos; seta
vermelha — mastacito.
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FIGURA 8 - pele de rato éxgertal infestado com
larvas deD. hominis aos 9 dias poés-reinfestacdo; coloracdo por HE. I(Adgem
panoramica. (B) Predominio de eosindfilos. Cabecaatia preta — musculos; seta azul —
eosindfilos.

FIGURA 9 -Fotomicrografia de fragmentos de pele de rato éxgetal infestado com larvas
de D. hominisaos 14 dias pos-reinfestacd®,) Fibrose intensa; coloragdo por HE. (B)
Fibrose intensa; coloracéo por tricrémico de Mallor
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FIGURA 10 -Fotomicrografia de fragmentos de pele de rato éxgertal infestado com
larvas deD. hominis aos 22 dias pos-reinfestacdo. (A) Necrose comtrendid de
eosindfilos e neutrofilos; coloragdo por HE. (Bpréise; coloragdo por tricromico de
Mallory. Seta vermelha — eosindfilos.

i 15

FIGURA 11 - Fotomicrografia da pele de rato
controle, sem miise p@. hominis.
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6.3 Expresséao de leucdcitos sanguineos

Levando em consideragéo as datas corespondemtestacao e reinfestacéo, isto
€ dpi e dpr, a TAB. 3 indica os valores numéricos tkucdcitos. Como para 0s estudos
hematoldgicos os ratos estavam igualmente infestadeinfestado, foi convencinado indicar
nas tabelas e nos graficos dpi=dpr.

O numero de neutréfilos (FIG. 12) foi significatimante diferente quando
comparado pelo teste Kruskal-Wallis com numero @sgjvo maior para 6 dpi = 0 dpr,
controle, 20 dpi = 14 dpr, 10 dpi = 4 dpr, 28 d@i@2=dpr, 15 dpi = 9 dpr. Quando comparados
0 numero de células entre os grupos, pelo testenMalitney os neutréfilos foram
significativos: pro 10 dpi = 4dpr versus controbgativo e 6 dpi = 0 dpr, pr6 15 dpi = 9 dpr
versus controle negativo e 6 dpi = 0 dpr, pré 20=dp4 dpr versus 6 dpi = 0 dpr, pré 28 dpi

= 22 dpr versus controle negativo e 6 dpi = 0 dpr.
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FIGURA 12 - Numero de neutrdéfilos do sangue desratmtrole e reinfestados

com larvas d®ermatobia hominis
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TABELA 3

Numero total (N), média (X), mediana (M) e desvaal@io (DP) de neutréfilos, eosindfilos, linfocifmegquenos, linfocitos grandes, linfocitos

totais e mondcitos no sangue de ratos controletivega reinfestados com larvas Behominis

53 de 81

Grupo Neutrofilo Eosindfilo Linfécito pequeno Landito grande Linfécitos totais Mondcito
N X ™M DP N X M DP N X ™M DP N X M DP N X M DP N X M DP

Controle 231 46,2 45 3 46 4 23 152304 29 6,9 582 1164 119 94 734 146,8 148 2,7 12 24 2 23

6dpi=0 189 37,8 42 128 19,2 17 7,9 138 27,6 22 22,5 547 109,4 100 23,7 685 137 140 143 306 1 112

dpr

10dpi= 355 71 66 184 10 8 8 131 26,2 18 175 464 928 90 21 595119 116 188 0O O O O

4 dpr

15dpi= 412 82,4 79 10 98 9 51 167334 31 18 367 734 82 175 5341068 113133 5 1 1 1

9 dpr

20dpi= 294 58,8 60 14,3 94 9 29 196392 41 145 449 89,8 90 10,2 645129 131 119 14 28 0 44

14 dpr

28dpi= 397 794 76 6,6 42 3 46 12024 23 9,7 453 906 87 154 5731146 122 14 9 18 0 4

22 dpr

Abreviatura: dpi: dias pés-infestacéo; dpr: dias-pEinfestagéo.
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Os eosindfilos (FIG. 13) aumentaram significativateena seguinte progressao
ascendente: 28 dpi = 22 dpr, controle, 20 dpi @4 15 dpi = 9 dpr, 10 dpi = 4 dpr, 6 dpi =
0 dpr. Diferencas significativas foram encontraéiase o nimero de eosindfilos: pro 6 dpi =
0 dpr versus controle negativo, 20 dpi = 14 dpBealgi = 22dpr; pré 15 dpi = 9 dpr versus

controle negativo.
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FIGURA 13 - Numero de eosindfilos do sangue desratmtrole e reinfestados

com larvas d®ermatobia hominis

O numero de linfécitos pequenos (FIG. 14) ndo fognificativamente diferente
quando comparados pelos testes Kruskal-Wallis onn&hitney. Enquanto os linfécitos
grandes (FIG. 15) foram expressivos e numero sdgunordem: 15 dpi = 9 dpr, 20 dpi = 14
dpr, 28 dpi = 22 dpr, 10 dpi = 4 dpr, 6 dpi = 0,dgontrole. Entre 0s grupos o niumero de
linfécitos grandes foi significativo: pré contrategativo versus 15 dpi = 9 dpr, 20 dpi = 14
dpr e 28 dpi = 22 dpr; pré 6 dpi = Odpr versus fb=d9 dpr.

Para os linfécitos totais (pequenos e grandes) .(AI&§ ocorreu aumento
significativo na seguinte ordem: 15 dpi = 9 dpr,dg8 = 22 dpr, 10 dpi = 4 dpr, 20 dpi = 14
dpr, 6 dpi = 0 dpr, controle. Em analise dos liitfig totais (nos diferentes periodos) foi
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observado signiicancia: pro controle negativo v@fi€udpi = 4 dpr, 15 dpi = 9 dpr, 20 dpi =
14 dpr e 28 dpi = 22 dpr; pr6 6 dpi = Odpr versbhiglfi = 9 dpr.

N&o houve diferenca significanca para a quantifioats mondcitos (FIG. 17).
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FIGURA 14 - Numero de linfécitos pequenos do sardpieatos controle e

reinfestados com larvas @=rmatobia hominis
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FIGURA 15 - Numero de linfécitos grandes do sandgieatos controle e

reinfestados com larvas @&=rmatobia hominis
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FIGURA 17- Numero de mondcitos do sangue de rainfr@ale e reinfestados

com larvas d®ermatobia hominis
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7 DISCUSSAO
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Paralelamente com fazem outros agentes causadomiatses cutanea, larvas [de
hominisda inicio a penetracdo na pele integra do mamifgli@ando simultaneamente de
mecanismos fisicos, pelas maxilas e espinhos deutat(DE FILIPPIS e LEITE, 1997) e,
quimicos, por provaveis moléculas de secrecdo-e&oréPIRESet al, 2007; BRANTet al
2010) - até entdo mais estudadas em outras espieci@sstridae, extd. lineatume H. bovis
(COLWELL et al, 2006). No processo, que dilaceram e liguefazeteados do hospedeiro,
a larva L3, que ndo migra pelo mamifero, ao contrario dograticam espécies deuterebra
e Hypoderma(SLANKY, 2007; COLWELLet al, 2006), se fixa na derme profunda e sofre
desenvolvimento por metamorfoses ou mudanca gepdra L, e desta para sLEsta,
espontaneamente, sai do hospedeiro aos 30 dpindtewelesdo cutanea sofrer cicatrizagao
nos 10 dias subsequentes (PEREIRA, LEITE e LEIDB12

Larvas deD. hoministem ainda a capacidade de exercer parasitismo gtiplos
hospedeiros, de diferentes ordens, fato que cantdemdo um desafio interpretativo, pois
usualmente os Oestridae perpetram o parasitisnuetieso-especifico (PAPE, 2006). E bem
provavel que os estagios larvais Be hominis tenham iniciado o habito de parasitar
mamiferos desde o Paleoceno (60 milhdes de ards),affuando entdo o inseto ja coexistia
com ancestrais de mamiferos, pois tal periodotragispresenca de fosseis do invertebrado
(TOWNSEND, 1942) e o surgimento de roedores pnvo#i(ZUMPT, 1957; KOWALSKI,
1981).

O uso de murideos como modelo experimental f@arahominis tem dado
contribuicdes, ainda incipiente, para o entendimelat relacado parasito-hospedeiro (LELLO,
2006). Em decorréncia deste fato e em funcdo daseelade de se obter informacdes
adicionais sobre o tema, esta Dissertacdo, comdinoagdo de um trabalho prévio
(PEREIRA, LEITE e LEITE, 2001), tenta responderagdcbes motivadas também por
outros estudos ja divulgados pelo Departamentaadasiologia do ICB-UFMG (PEREIRA e
LEITE, 2002; GONCALVESet al, 2007; GONCALVESet al, 2009; CARDOSCet al.,
2009; LEITE, NASCIMENTO e SERAFIM, 2010). Outrassi relevante, associado ao
experimento agora em foco, é a evidéncia da pemtarsaisceptibilidade de mamiferos as
reinfestacdes naturais por larvas@lehominise de outros oestrideos, pré-requisito também
requerido por outras espécies de parasitos, tagltaiftos (HOTEZet al, 2008) como
protozoarios (ARIZONGet al, 2007).
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Comprender melhor o processo de imunomodulagédo umdragulacdo entre
hospedeiro-parasito tem sido uma suscitacdo pentear{elOSTE, TORRES-ACOSTA e
AGUILAR-CABALLERO, 2008; OKWOR e UZONNA, 2009; HEWISON, GRAINGER e
MAIZELS, 2009) que requer também o entendimentoasipectos do curso inflamatério
(associado a citologia hematolégica) como agorard@ininarmente apresentado nesta
Dissertacao.

A positividade de 100% de infestacdo nos ratoss@mies dados) até 6 dpi, tendo
40% deles 4 Le 60% 3 I, e a ocorréncia das metamorfoses das larvas dedpdsdpi (L
para L) e 15 dpi (L para L) confirmam os resultados prévios utilizando raimo modelo
de infestacéo experimental por larvaddddnominis(PEREIRA e LEITE, 2002).

O parasitismo pob. hominis(agora apresentado) indica que a presenca da L
primoinfestacdo (no inicio da infestacdo) influemcino desenvolvimento da;Llda
reinfestacdo (menor nimero de larvas viaveis).e Egb pode ter sido corraborado também
pela L, recém-formada (da primoinfestacéo), isto €, dedei$ dpi. No caso particular dos
achados histopatoldgicos, a pele apresentava ucegso inflamatério contendo neutrofilos e
eosindfilos aos 10 dpi, contrastando com a infl&imagos 4 dpr que era mais rica em
neutréfilos e abundantes eosindfilos, estes ultiohegando a formar aglomerados de células.

Os tecidos da pele lesados pejabs 15 dpi apresentavam inimeros neutrofilos e
alguns eosininodfilos, além de neoformacdo vasciul@nsa e conjuntiva. Este processo
embora semelhante ao que ocorreu aos 9 dpr, segdist nesta data pelo predominio de
eosindfilos, porém menor em nimero que aos 4 dpeakdo rica em eosinofilos ocorrida
principalmente no inicio da reinfestacdo pode eatapciada com a imunidade adquirida. A
eosinofilia provavelmente € uma resposta aos posdyimiotaticos das glandulas salivares e
intestino médio secretados/excretados pelas la&Bs hominis.

A intensa fibrose e reducéo do infiltrado de ndilo® e eosinodfilos verificada
aos 14 dpr e 20 dpi foram mais expressivas aospR0Ads 28 dpi e 22 dpr os aspectos
histol6gicos ndo mostram distingdes.

No contexto geral o processo inflamatorio da irfe&b continha tipos celulares ja
referidos para dermatobiose natural, pgr ém humano, citados por Grogahal (1987).
Comparando com prévios estudos experimentais, Iisaidgstopatologica dos dpi (de agora)
tém dissemelhanca a presenca de mastocitos (edaetofilos) em coelhos (LELLO,
OLIVEIRA-SEQUEIRA e PERACOLI, 1999); e marcante ngnm de macrofagos, mastocitos
e linfécitos citado em ratos infestados (PEREIREJ|TE e LEITE, 2001).
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Se comparado (0s nossos relatos) com o Unico registreinfestacdo de roedores
(camundongos) pdd. hominis— apos retirada de 4-5 larvas aos 5dpi e reirf@std0 depois
(LELLO e ROSIS, 2003) - os aspectos celulares dnmacdo ndo é tdo distinto,
considerando o periodo de 0-18 dpr estudado petoeionados autores. Confrontando com
outras miiases, semelhantes resultados foram tesspara ovinos reinfestados c@n ovis
(YACOB et al.,2004) e para bovinos reinfestados ceimlineatum (LOPEZ et al., 2005),
diferindo, respectivamente, pelo acimulo de mast®ce presenca de linfocitos.

Quanto aos neutrofilos na lesdo, estes também foidemtificados na
dermatobiose, ratos infestados (PEREIRA, LEITE, EITE, 2001) e camundongos
reinfestados (LELLO e ROSIS, 2003); roedoResleucopuscom C fontinella (PAYNE e
COSGROVE, 1966); ovinos infestados e reinfestad®@WLES, GREY e BRANDON,
1992) ou reinfestados, por dias sucessivos, tonsuprina (COLDITZ et al., 2005); e
humano infestado co@uterebrasp. (DELSHADet al.,2008). Os nossos resultados indicam
que a presenca de neutroéfilos, sobretudo no ini@imfestacdo, pode estar relacionada com
uma resposta nao especifica da imunidade inata.

Sobre a eosinofilia cutanea, esta tem sido umataaes nos relatos da
dermatobiose, referida em: coelhos imunizados ausgseguindo a infestagdo (LELLO,
MOTA e PERACOLI, 1980), humanos naturalmente irddes (GROGANet al., 1987),
bovinos (OLIVEIRA-SEQUEIRAet al., 1996), ratos infestados (PEREIRA, LEITE, e
LEITE, 2001; PEREIRA e LEITE, 2002) e camundongesfestados (LELLO e ROSIS,
2003). Em miiase por outros dipteros, eosinofilimliém esta presente nos tecidos da pele: de
em P. leucopusinfestado comC. fontinella (PAYNE e COSGROVE, 1966), coelhos
infestados con€. buccata WEISBROTH, WANG e SCHER, 1973); ovinos camcuprina
infestados e reinfestados (BOWLES, GREY e BRANDQN92) ou apenas infestados
(ELHAY et al., 1994; TABOURETet al., 2003); bovinos infestados e reinfestados com
HypodermaLOPEZet al.,2005; BOULARD, 2006); e em humano infestado cduterebra
sp. (DELSHADet al., 2008). Eosinofilia € também descrita na mucosa -ferstgeal em
ovinos comO. ovis, tanto naturalmente infestados (VAN-KHANEt al., 1996) como
reinfestados (YACOERet al., 2004). Assim com Oliveira-Sequeied al. (1996) e Pereira e
Leite (2002) este trabalho sugere que o grande mideeeosinéfilos nos fragmentos de pele
parasitada podem ser importantes mediadores dastasgpos danos causados pelas larvas.

Células mastociticas estdo sempre associadas semoeD. hominis(GROGAN
et al.,1987; OLIVEIRA-SEQUEIRAet al.,1996; PEREIRA, LEITE, e LEITE, 2001). Sob a
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modulagéo destas células na lesdo da pele, elase@n mais no inicio da infestagdo em
bovinos (OLIVEIRA-SEQUEIRAet al.,1996) e aos 4 e 20 dpi em ratos (PEREIRA e LEITE,
2002), fato que nao se repetiu no atual experimgmoyvavelmente devido a simultaniedade
da infestacao e reinfestacdo dos animais. O emaehtio de mastécitos em outras miiases foi
relatado na mucosa de pequenos ruminantes comtaigdes porO. ovis ovinos (VAN-
KHANH et al., 1996; TABOURET,et al., 2003), ovinos e caprinos (VAN-KHANIgt al.,
1999) e em animais reinfestados experimentalmermeC OB et al., 2004). Embora estas
células tenham multiplas funcdes, véarias delassatt@sconhecidas, os mastocitos podem ter
atividade imunoregulatéria e participar da respasta hospedeiros contra alergia e doencas
causadas por helmintos (COSTA, WELLER e GALLI, 1997

Em relacdo a contagem dos neutrofilos sanguinestsdas prévios realizados
com ratos (GONCALVESet al., 2007) verificaram aos 28 dpi nUmero expressivdaie
células, contrastando com o presente trabalho qteimaior nimero aos 15 dpi = 9 dpr.
Dados semelhantes foram demonstrados por BennéB)(1&m ensaios cod. emasculator
em roedor silvestre$. striatus que relataram numero pequeno de leucocitos mm inia
infestacdo, aumentando nos estagios subsequentEsirescendo com a presenca da L
Pesquisas realizadas com ovinos resistentes epsiveie a dermatite bacteriana (COLDITZ
et al, 1994) e infestados coin cuprina por 8 dias consecutivos (COLDIT&t al., 2005)
diferiram do presente estudo, respectivamentenfiorapresentarem expressao na contagem
das células, e revelarem aumento dos neutrofile2nd, 11, 13 e 15 dpi.

Quanto ao numero significante de eosinéfilos samgmos ratos aos 6 dpi, o
artigo de Goncalvest al. (2007) ndo mostrou tal ocorréncia na mesma dasse®elhanca
com a presente Dissertacdo séo os resultados aegosinifilos em ovinos apos reinfestacao
comO. ovis (YACOB et al.,2004; JACQUIETet al., 2005) ; ovinos infestados (resistentes
ou ndo a dermatite bacteriana) (COLDIEZ al., 1994) ou reinfestados com cuprina
(COLDITZ et al., 2005) tiveram aumento das células logo apés ataxféo, e significancia
nos 3,7 e 15 dpi, respectivamente.

A falta de namero expressivo de linfocitos pequesmrsguineos (neste estudo),
contrasta com os resultados de Goncadtes. (2007) que revelaram significancia das células
aos 10 dpi. Quanto aos linfocitos grandes e totlissangue, houve significancia no dia da
reinfestacdo em contraste com Goncaleesal. (2007) e Colditzet al. (1994) que nao
observaram numero expressivo das mencionadas £é€lDk dados agora apresentados se

mostraram semelhantes a outros realizadosTcastriatusinfestados cont. emasculatono
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qual foi detectado decréscimo do numero de lind§citom a presenca da (BENNET,
1973). Aumento de leucécitos totais foi identifioagn animais infestados naturalmente com
C. fontinella(DUNAWAY et al,1967).

Quanto ao numero de mondcitos, o presente estéddonmstrou diferenca
significativa, dados que diferem da descri¢do denBe(1973), quando registrou aumento de

tais células na segunda metade da infestacdo deresesilvestres co. fontinella
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8 CONCLUSAO
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1 No presente estudo foi comprovada a viabilidadeRd norvegicuscomo
modelos experimentais para larvadddénominis

2 O parasitismo poriLde D. hominisindicou que as larvas da primoinfestacéo
influenciaram no desenvolvimento dada reinfestagéo.

3 A lesédo da pele da reinfestacdo foi distinta dasada pela infestacdo
(primoinfestacao), principalmente no inicio (4 dmQr marcante eosinofilia.

4 A resposta sistémica dos hospedeiros durantiestagao-reinfestacdo, atraves
do exame de células da circulagdo sanguinea, maogt® neutrofilos, eosinofilos, linfécitos
grandes (ativados) e totais (grandes e pequenusizas) aumentaram significativamente em
namero.

5 Apesar da intensa resposta imune do hospedeiparasita provavelmente
possui um eficiente mecanismo de escape, secretatdtancias capaz de alunar os efeitos
da resposta imune.

6 A partir dos dados acima referidos, ensaios cemghtares, em laboratério e ao
nivel de campo, serdo conduzidos para fins deresal@entos adicionais da relacdo parasito-

hospedeiro durante e apds a dermatobiose.
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ANEXO A - Lista de espécies de insetos e mamiferagm seus respectivos autores
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A.l Insetos

Calliphora vicina(Robineau-Desvoidy, 1830)
Cochliomyia hominivoraxCoquerel, 1858)
Cochliomyia macellarigFabricius, 1775)
Chryzomya bezzianilleneuve, 1914)
Chryzomya rufifacie@Macquart, 1843)
Cuterebra buccat#Fabricius, 1775)
Cuterebra emasculatdFitch, 1856)
Cuterebra fontinelldClark, 1827)
Dermatobia hominigLinnaeus Jr. 1781)
Hypoderma bovi¢Linnaeus, 1758)
Hypoderma lineaturs (De Villers, 1789)
Lucilia cuprina(Wiedmann, 1830)

Musca domesticéLinnaeus, 1758)
Oestrus ovigLinnaeus, 1761)

Phaenicia sericatdMeigen, 1826)
Phormia regina(Meigen, 1826)
Sarcophaga haemorrhoidal{gallen, 1816)

Wohfahrtia magnificdSchiner, 1862)

A. 2 Mamiferos

Gerbillus gerbillus(Olivier, 1801)
Mus musculuglLinnaeus, 1758)

Oryctolagus cuniculufLinnaeus, 1758)
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Peromyscus boyl{iBaird, 1855)
Peromyscus leucopiRafinesque, 1818)
Peromyscus pectorali®©sgood, 1904)
Rattus norvegicu@Berkenhout, 1769)
Sigmodon hispiduéSay e Ord, 1825)

Tamias striatugLinnaeus, 1758)



