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SUMARIO: Amostras de carrapatos Boaphilus microplus, provenientes de bovinos da raga holandesa e
mesticos, imunizados com a vacina GAVAC™, foram coletados para avaliagao de alteragdes histologicas
no trato digestivo. Selecionou-se fémeas alimentadas sobre animais vacinados e controles, em diferentes
niveis de ingurgitamento. Apds sererm inoculadas com formaldeido a 10% nas placas peritrematicas e
abertura anal, foram fixadas com alfinete entomoldgico em parafina solidificada e banhadas com solucao
tampao fosfato, sendo posteriormente dissecadas. As algas intestinais foram removidas e separadas de
outros drgaos internos. Os cortes foram corados pela hematoxilina e eosina e, tricrémio de Masson. Na
microscopia otica, ohservou-se destruigio de células digestivas, secretoras e, em casos mais severos,
ceiulas basofilicas, permanecendo apenas a 1Amina basal. Gcorreu ainda erosdo e ruptura da parede
intestinal e exiravasamento do contelido digestivo para a cavidade celomatica. Tais lesbes incompatibilizam

0 processo de oogénese neste carrapato.

PALAVRAS - CHAVE: Boophilus micropius, vacina, histopatologia, intestina.

INTRODUCAOQ

A produgdo de uma vacina eficiente conlra o Boophilus
nricropiuy tem merceido mator atengao per parte dos
pesquisadores nas iltimas duas décadas, A primeira indicagao
de controle imunoldgico de carrapatos fot leita por TRAGER
(1939), obtendo sucesso ao vacinar cobaios com exlratos
brutos de Dermacentor variabifis,

Eswdos conduzidos por ALGER & CABRERA (1972);
SCHLEIN & LEWIS (19703, demonstraram bom desempenho
na reposta imune em coelhos, mwoculados com extratos
inestinais de Anopheles stephensi, ¢ de diferentes orgios de
Stomoxys caleitrans, respectivamente. ALTLEN &
HUMPHREYS (1979) indicaram as possibilidades de produzir
vacinas contra artropodes empregando novos antigenos
funcionais.

Os ixodideos ém o habilidade de evadir a resposta imune do

hospederre, devido o multiplicidade de efeits provocados pela

atividade farmacoldgica dos componentes salivares
(SAUER,1977: BROWN & ASKENASE 1984 INOKLUMA ¢
aiflf, 1993).

Devido a ineficiéncia dos anligenos salivares (ALLEN.
1979, WIKEL, 1988}, pesquisas foram direcionadas a encontrar
anligenos ocultos, naqueles orgdos que nido estio
normalimente expostos a0 hospedeiro.

Q isclamento da glicoproteina B 86, a partir da superficie
de membrana de células digestivas do B, microplus por
WILLADSEN et eifii., (1989) proporcionou o desenvolvimento
de eficientes imunogenos. A recombinagio desta glicoproteina
em Pichia pastoris (RODRIGULZ er afii. 1994, nduzin un
aumento nw polencial tmunogénico, pois nesta Cxpressio
sceregdo ocorre de forma glicosilada, originando mintsculas
particulas denominadas de antigeno recombinanate Bim 86 ¢,
0s carrapatos alimentados sobre 0s animais vacinados sofrem
severos danos a nivel intestinal,

() ohjetivo do presente trabalho, foi avaliar as alteragdes
histologicas do wato digestivo do B, microplus, pela agio de
anlicorpos contra o antigeno recombinante Bm 86,
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Fig. 1 - Lesdes no trato digestivo de fémeas de Boophilis microplus pela agao de anticorpos anti- rBm 86 “Gavac'™” A - Células digestivas
apresentandc alteragbes no citoplasma e no nucleo (400X); B - Células digestivas ausenles e células secretoras em numero reduzido com
citoplasma vacuolizado (400X): C - Destruigio total das células secretoras e digestivas e alteragdes nas células basaofilicas (400X); D -

Auséncia das células digestivas & secretoras.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas témeas de 8. microplus com diferentes
niveis de ingurgitamento, alimentadas sobre bovinos
imunizados com a vacina “GAVAC™ - tBm 86, e animais
controfes. Qs carrapatos foram classificadas de acordo com
aparéncia visual em afetadas ¢ aparentemente normais, para
aqueles provenientes de animais vacinados, a partir de 30, 40,
50, 60 ¢ 70 dius apds a vacinagao. Para os provenientes de
aotmais controles. somente se padronizou o tamnanho em maior
ouigual a4 mm.

No laborutorio os carrapatos foram lavados em dgua
destilada € sceos com papel filtro, Lm seguida, procedeu-se &
tnoculagao de formaldeido a 10% nas placas espiraculares e
abertura anal na dose de 50-150 pl por artropede. Para isto,
utlizou-se seringas de 1 mie aguthasn® 27.5 GG. Uma vez injetadas,
as femeas foram deixadas em repouso por 10 minutos, fixando-
as a seguir com alfinetes entornologicos em placas de Petri
contendo parafina solidificada ¢ solugiio tampéo tosfato pH 7.4,

Os cortes hislologicos foram examinados em microscdpio
(LETTZ DIALUX 20 LS}, ¢ as folomicrogratias realizadas com
camara (WILD MPS 12) acoplada ao microscopio. O niimero
de observagdes foi realizado de acordo a metodologia descrita
por AGBEDE & KEMP (1985),

RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo dos cortes histoldgicos de intestino de
carrapatos visivelmente afelados ¢ aparentemente normais,
encontrou-se alteragdes mortologicas das células intestinais
em dilerentes niveis de intensidade. A lesdo frequentemente
observadas foi a destruicdo de célulus digestivas e secretoras,
Em casos mais severos, os danos atingivam as células
basofilicas, permanecendo apenas a lamina bhasal; ocorrendo
ainda eroséio e ruptura da paredce intestinal e, o consequente
extravasamento do conteQdo intestinal para a cavidade
celomatica. (Fig. 1).
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Alteragdes do trato digestivo de Boophilus microplus.

Fig. 2 - Les@es no trato digestivo de fémeas de Boophilus microplus,
pela acdo de anlicorpas anti - rBm 86 - “Gavac™: Lesfes observadas
a0 50°, 60F e 70 dias, respectivamente. A - Degeneraco inicial das
células digestivas (160X); B - Acentuada degeneragao das células
digestivas, secreteras e basofilicas (250X); C - Destruigio das céiutas
digestivas, secretoras, basofilicas e da lamina basal (400X).

Em carrapatos aparentemente normais, coletados aos 30
dias de iniciada a vacinagio, ndo for possivel detectar
alteragies morfoldgicas nas células digestivas, o que ndo
significou que estivessem livres da agdo dos anticorpos
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Fig. 3 - Lesces no trato digestivo de féemeas de Boophilus micropius,
naturalmente despreendidas, pela agdo de anticorpos anti - rBm 86
- “Gavac'™". A - Vacuolizagdo das célutas digeslivas, secretoras e
basofilicas {(400X); B - Vacuolizag@o acentuadas das céluias
digestivas, secretoras e basofilicas e degenerago das células
basofilicas (400X).

especificos. Fol possivel detectar alteragdes estruturais a partir
dos 40 dias de iniciada a vacinacfio, obscrvando-se lesOes,
principalmente, nas células digestivas. Fntre 0 50° ¢ 0 70 dia
apds 4 vacinagdo, encontrou-se severos danos nas células do
trata digestivo do B, micraplus, cvidenciando-se a destruigiio
de células digestivas, secretoras, basofilicas, bem como aruptura
da ldmina basal (Fig, 2). Em fémeas desprendidus nuturalmente,
em avangado estigio de ingurgitamento, as lesées encontradas
foram mais caracteristicas pela vacuolizagio do citoplasma das
células digestivas, secretoras e basotilicas (Fig. 3).

A estrutura histolégica do intestine destes artropodes, ¢
composta por uma membrana basal coberta de fibras
nmusculares longitudinais e circulares, formando varias camadas
(BALASIIOV, 1972). Este mesmo autor descreveu trés tipos
celulares para o epitélio intestinal de Hyalomma asiaticum, 0s
quais denominou de células de reserva, digestivas e
secretoras, sugerinda que estas originam-se de uma Yinica
cétula fonte. Enquanto TILL (1961); TATCHLLL (1964) ¢
CHINERY (1964), afirmaram que a parcde do ntestino &
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constituda unicamente por células epiteliais, ¢ que a sua
estrutura ¢ fungio € variavel de acordo com o nivel de
mgurgitamento e da fase do ciclo bioldgico, Entretanto,
AGBEDE & KEMP (1985), concordaram com o critério de
BALASHOV (1972) quanto a origem dos tipos celulares,
acrescentando porém gue as célulus basais encontram-se em
wdos os instares. Estes autores classificaram as células
intestinais do B micropius em cinco tipos celulares: célula
busal, digestiva, secretora (S1), secretora (S2) e célula basofilica,
esla ultima persiste até a morte das fémieas. Assim, no presente
estudo adotou-se 4 classiticagdo de AGBEDE & KEMP (1985)
para a andlise citologica.

O sangue dos anunais vacinados mgendo pelos carrapatos,
contem altos nivels de anticorpos ¢ outros elementos como o
complemento que mediam a resposta imune. Segundo AGBEDE
& KEMP, (1986); KEMP ef afii, (1986), os anticorpos
especificos se fixam na membrana das células digestivas,
Justificando assim os danos mortoldgicos.

Os anticorpos junto ao complemento, provocar severos
danos na auséncia de leucocitos (AGBEDL & KLEMP, 1986,
WILLADSEN eradil, 1989). Entretanto, WILLADSEN & KEMP
(1988), sugenram gue o complemento pode ou ndo ser
gssenclal, uma vez que demonstraram que o soro de bovinos
nnunizados reage com a superficie das células intestinais c,
que a intervencao de anticorpos com as células digestivas
resulta em uma marcunte nibigio de suas atividades
endociticas, que precede lesdes celulares deleetavers.

A aparente auséneia de alteragdes celulares nos carrapatos
coletados aos 30 dias apos a vacinagdo, pode dever-se ao fato
dos baixos niveis de anticorpos neste periodo. Entretanto
AGBEDE & KEMP (1987), demonstraram que ha um blogqueio
das atividades endociticas nas células digestivas de carrapatos
coletados 12 horas apés niciada a alimentagdo.

AGRBEDE & KEMP (1986) registraram severas alteragdes
histoldgicas ne intestino de carrapatos alimentados, /i vitro e
fivive, rCs semanas apos a lerceira dose da vacina; quando
os niveis de anticorpos circulantes encontra-se 1o pico
maximo. Fato semelhante foi observado durante a presente
pesquisa em fémeas oriundas de bovinos naturalmente
infestados. entre o 30 e 70" dia apos o inicio da vacinacio.

As alteragdes provocadas no trato digestivo do 8. microplus
pela agdo dos anticorpos anti-rBm 86, justificam as cbservagdes
macroscopicas encontradas em fémeas mortas, ou emn fémeas
parcialmente ingurgitadas aderidas na pele do hospedeiro, Estas
[@mneas apresentavam aspectlo “seco” g, aquelas em adianlado
estago de mgurgitamento apresentavam coloragho allerada,
variando entre o roseo ¢ © azul escuro. Fendmeno também
observado em estabulo ¢ a campo por outros autores (FRAGOS0O
et alii, 1995; MASSARD er adii, 1995; RODRIGUEZ ef afii, 1995).
Assim tais lesdes incompatibilizam o processo de oogénese
neste carrapato e interrompe seu ciclo vital.
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SUMMARY

Samples of the tick Boophilus microplus, from Holstein and
crossbred immmumzed cattle with the “Gavac'™"*
collected to evaluate the histological changes on their
digestive tract, Enporged females, under differemt levels,
collected from vaccinated and control animals, were chosen
and inoculated with 10% tormaldehyde through the spiraculur
plates and anus. These females were then fixed, by entomalegical

\/‘ZlCCil'lt'i1 WETS

pins, on solid paraffin and rinsed in phosphate buffered solution
{(PBS), for further dissection. Gur caecae were removed and
separated from other internal organs. Sections were stained by
hematexylin-eosin and Masson’s triple. By light microscopy,
it was observed destruction of digestive and sccretory cells
and, in extreme cases, of the basophilic cells, remaining only
the basal lamina. There was also rupture of the gut caccae
with contents leakage Lo the haemocele cavity, These lesions
damage the oogenesis process in this tick.

KLY WORLD: Boophilus microplus, Vaccine, Histopathology,
Midgut.
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