ASPECTOS IMUNOL@GICOS, ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E EFEITO
DE VARIAS DOSES DE IVERMECTINA SOBRE LARVAS DE
Dermatobia hominis (LINNAEUS JR., 1781)

(DIPTERA: CUTEREBRIDAE)

ALFREDO JOSE CORONADO FONSECA

1989



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOLOGIA

CURSO DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA
PARASITOLOGIA VETERINARIA

ASPECTOS IMUNOLOGICOS, ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E EFEITO
DE VARIAS DOSES DE IVERMECTINA SOBRE LARVAS DE
Dermatobia hominis (LINNAEUS JR., 1781)
(DIPTERA: CUTEREBRIDAE)

ALFREDO JOSE CORONADO FONSECA

SOB ORIENTACAO DO PROFESSOR
GONZALO EFRAIN MOYA BORJA

Tese submetida como requisi-
to parcial para a obtencao do
grau de Mestre em Medicina
Veterinaria, Area de Concen-

tracdo em Parasitologia Ve-

terinaria.

ITAGUAI, RIO DE JANEIRO
OUTUBRO, 1989



TITULO DA TESE

ASPECTOS IMUNOLOGICOS, ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E EFEITO
DE VARIAS DOSES DE IVERMECTINA SOBRE LARVAS DE
Dermatobia hominis (LINNAEUS JR., 1781)

(DIPTERA: CUTEREBRIDAE)

AUTOR
ALFREDO JOSE CORONADO FONSECA

TESE APROVADA EM: 10/10/1989

GONZALO EFRAIN MOYA BORJA

ARGEMIRO SANAVRIA .- /,

(14/2’ Al %ﬂ-z‘r_ﬂ—f

OSAMU KIMURA /




A MINHA MULHER

A MINHAS FILHAS

A0S MEUS AMIGOS,
PELA TERNURA
PELA PALAVRA DE ALENTO
PELO ABRAGO.

iv.



AGRADECIMENTO

Aos Drs. HAITY MOUSSATCHE e GONZALO MOYA, pelo exemplo

e 1lncentivo.

Aos Drs. JONAS PERALES e CHARLOTTE LANGENEGER pelo au-

xilio constante durante o trabalho.

Aos Professores do Curso de Pdés-Graduacdo em Medicina

Veterindria da UFRRJ pela ajuda.

BAos colegas do Curso de Pés-Graduacdo em Medicina Vete-

rindria pela colaboracéo.

Aos companheiros do Laboratério de Entomologia, com

quem compartilhamos todo este tempo de aprendizagem e amizade.



BIOGRAFIA

ALFREDO JOSE CORONADO FONSECA, filho de Witremundo Co-
ronado Medina e Ana Rebeca Fonseca Fergusson, natural de Fal-
cén, Venezuela, nasceu a 10 de dezembro de 1950. Concluiu o
curso de graduacdo em Medicina Veterindria em 1978, na Univer-
sidade Nacional de La Plata, Argentina.

No mesmo ano 1ingressou na Universidade Centro-Ociden-
tal da Venezuela no Conselho de Pesquisas, na Area de Parasito-
logia.

Em 1980 fez =estdgio na Universidade de 1Illinois, no
Colégio de Medicina Veterindria em culturas de hemoprotozod-
rios e técnicas de imunodiagnéstico de  doencas hemoparasitéa-
rias.

Em 1983 participou do III Curso Inter-Regional sobre
Isétopos em Parasitologia Veterindria no ILRAD, Kenya, através
do progrema PNUD da ONU.

Atualmente exerce as fungdes de Professor Agregado com

dedicacdo exclusiva na Catedra de Parasitologia e Doengas Para-



sitdrias da Escola de Ciéncias Veterindarias, na Universidade

Centro-Ocidental da Venezuela.



INDICE

Padginas

INTRODUCAO 1.
RESPOSTA IMUNE HUMORAL EM BOVINOS INFECTADOS COM Der-

matobia hominis (L. Jr., 1781) (DIPTERA: CUTEREBRI-

DAE) E TRATADOS COM IVERMECTINA 3.
2.1. Revisdo da Literatura 3.
2.2. Material e Métodos 4.
2.3. Resultados e Discussao 8.
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA HEMOLINFA DAS LARVAS DE

Dermatobia hominis L. Jr. 12.
3.1. Revisdo de Literatura 12.
3.2. Material e Métodos 13.
3.3. Resultados e Discusséao 14.
CONCLUSOES 19.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 20.



TABELA 1.
TABELA 2.
TABELA 3.

INDICE DE TABELAS

P4dginas
Niveis de anticorpos em bovinos infestados ex-
perimentalmente com Dermatobia hominis detec-
tados por imunodifusdo dupla em diferentes pe-
riodos pdés-infestacgédo 9.
Efeito de diferentes doses de ivermectina em
bovinos contra larvas do segundo instar de
Dermatobia hominis 11.

Atividade antibacteriana da hemolinfa de lar-
vas de Dermatobia hominis contra bactérias dos
géneros Staphylococcus e Streptococcus incuba-

das a 37°C por 24 horas 17.



INDICE DE FIGURAS

Paginas
FIGURA 1. Reagdo de imunodifusdo dupla em placa 1 -
Antigeno 7.
FIGURA 2. Efeito inhibitério da hemolinfa de Derma-
tobia hominis contra Streptococcus sp. 15.

FIGURA 3. Efeito inhibitério da hemolinfa de Derma-
tobia hominis contra Staphylococcus epi-

dermidis 16.



RESUMO

Foi avaliado o comportamento imunogénico das larvas de

Dermatobia hominis em bovinos, bem como o efeito de diferentes
doses de ivermectina contra as larvas desse parasita. Igualmen-
te foi avaliada a capacidade antibacteriana da hemolinfa das
larvas de D. hominis frente as Dbactérias dos géneros Staphylo-
coccus e Streptococcus.

Os bovinos infestados apresentaram um incremento nos
niveis de anticorpos doze dias apdés a infestacgdo, detectado pe-
la técnica de imunodifusdo dupla. A ivermectina, injetada nas
doses de 100, 50, 25 e 12,5 Mg por kilograma de peso vivo mos-
trou wuma eficdcia de 100% de <controle <contra as larvas de D.
hominis em todos os grupos tratados.

A  hemolinfa extraida de D. hominis mostrou um efeito
antibacteriano in vitro —contra Staphylococcus aureus, S. epider-

midis, S. caprae e Streptococcus sp.



SUMMARY

The immunogenic behaviour ant the susceptibility of
larvae of D. hominis to ivermectin 1in experimentally infected
bovines were analised at the Federal Rural University of Rio de
Janeiro. The haemolymph activity against Dbacteria belonging to
genera Staphylococcus and Streptococcus  were evaluated too.
Infected bovines showed an increase in antibody titers, detected
by the double diffusion test against D. hominis. Bovines arti-
ficially infested with Dermatobia larvae were treated subcuta-
neously Dby infection of ivermectin at 100 50, 25 e 12,5 ug/kg

of body weight. Ali dosages provided 100 per cent control.



1. INTRODUCAO

0O <ciclo evolutivo de Dermatobia hominis compreende as

fases de ovo, larva, pupa e adulto. A fase larval ¢é estritamen-
te parasitdria e ocorre no tecido subcutdneo de vertebrados ma-
miferos, produzindo uma miiase ©primdria de tipo furunculosa.

Entre os hospedeiros conhecidos da fase larval de D.

hominis destacam-se bovinos, caninos, caprinos, suinos e equi-
nos (NEIVA, 1910). O homem também pode ser eventualmente afeta-
do, podendo o casionar dano irreversivel ao <cérebro e levar a

morte (ROSSI & ZUCOLOTO, 1973) .

Em bovinos, D. hominis representa uma amea¢a & pecua-
ria, deixando sentir seu efeito na produgdo de couros (MARDSEN
et al., 1979). Levantamentos realizados na América Latina, 4&rea

de dispersdo de D. hominis estimaram as perdas causadas por es-
se parasito em 200 milhdes de délares por ano (GUIMARAES & PAPA-
VERO, 1966).

0 método convencional de controle de D. hominis ¢é ba-

seado exclusivamente na aplicacao de inseticidas, destacando-se



entre eles a ivermectina com alto nivel de efetividade (LOMBAR-
DERO et al., 1983). Outros métodos de controle tém sido propos-
tos, destacando-se entre eles a esterilizagcdo de machos por ra-
diacodes ionizantes (JOBSEN, 1976) e a utilizacao de antigenos
larvais (MARIN, 1975; MOTA et al., 1980).

O surgimento de individuos <com resisténcia aos inseti-
cidas quimicos impde a necessidade de procurar <cada vez mais
os métodos alternativos de controle (BROWN & PAL, 1971; WHAR-
TON, 1976) . Nesse sentido, a inducdo artificial da resisténcia
do hospedeiro contra o parasito merece uma consideragdo espe-
cial na integragdo de esquemas de controle (WIKEL, 1984).

A flora bacteriana associada & D. hominis tem sido bem

caracterizada (SANCHO et al., 1986), porém, a contaminacao se-
cunddria por larvas de outros dipteros é excepcional (MOYA,
1982).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o comportamen-
to imunogénico das larvas de D. hominis em bovinos infestados
experimentalmente, bem como efeito de diferentes doses de iver-
mectina contra larvas desse parasita. Avaliou-se ainda, o efei-
to antibacteriano da hemolinfa das larvas do terceiro instar de
D. hominis contra bactérias dos géneros Staphylococcus e Strep-

tococcus 1isoladas de caprinos.



2. RESPOSTA IMUNE HUMORAL EM  BOVINOS INFECTADOS COM

Demortobia hominis (L. Jr. 1781) (DIPTERA:

CUTEREBRIDAE) E TRATADOS COM IVERMECTINA

2.1. Revisdo de Literatura

A antigenicidade dos extratos obtidos de larvas de Der-
matobia hominis foi demonstrado inicialmente por MARIN (1975) e MO-
TA et al. (1980). Nesses trabalhos, o imunbégeno foi preparado a
partir do antigeno somdtico obtido da centrifugacdo do extrato ho-
mogeneizado das larvas do segundo e terceiro instar de D. homi-
nis. Esse antigeno, quando injetado em coelhos foi capaz de pro-
vocar uma resposta imune humoral detectada ©pelas técnicas de i-
munodifusdo dupla e hemaglutinagcdo passiva. Uma dose de reforgo
desse antigeno somdtico provocou uma resposta imune secundaria
com titulos méximos de anticorpos uma semana apdés a inoculacédo
do mesmo (MOTA et al., 1980). PERACOLI et al. (1980) wutilizando
coelhos ©previamente imunizados com antigenos somdticos e infes-
tados com larvas de D. hominis mostraram um incremento desses

titulos trés semanas apdés a infestacdo, decrescendo em seguida.



Esses mesmos autores, quando infestaram coelhos sem imunizacéo
prévia, detectaram o aparecimento de uma resposta imune muito
baixa e de curta duracao.

A ivermectina, um produto do metabolismo secundario
da bactéria Streptomyces avermitilis exibe um amplo espectro
de acdo contra o parasito, Dbloqueando a transmissdo pdés—-sindp-
tica do impulso nervoso (CAMPBELL, 1981).

Em bovinos, a 1ivermectina mostrou-se 100% eficaz con-

tra D. hominis quando injetada na dose de 200 wug por kilograma
de peso vivo (Lg/kpv) (LOMBARDERO et al., 1983; LEITE & LIMA,
1984) . SANAVRIA & MOYA (1985) encontraram um periodo residual

de 10 a 14 dias em Dbovinos tratados a dose de 200 ug/kpv.

O presente trabalho teve <como objetivo avaliar o com-

portamento imunogénico das larvas de D. hominis em bovinos in-
festados experimentalmente bem como o efeito das diferentes

doses da ivermectina contra larvas desse parasito.

2.2. Material e Métodos

Animais: Foram utilizados dez Dbovinos mestigos com pe-
so médio de 136 kg, divididos em cinco grupos de dois animais.
Eles foram mantidos nos estdbulos da Estagcdo de Pesquisas Pa-

rasitoldégicas W.O. Neitz da UFRRJ, Itaguai, RJ.

Obtencdo das larvas: Larvas do terceiro instar de D.

hominis foram extraidas de bovinos abatidos no matadouro de



Nilépolis, Estado do Rio de Janeiro. Em seguida, apenas as lar-
vas com pesos superiores a 400 mg foram incubadas sob serragem
umidecida em condicgdes de laboratério para obtencao dos adul-
tos. Esses adultos eram colocados imediatamente em gaiolas jun-
tamente com exemplares de Musca domestica para eles servirem de
foréticos para os ovos de D. hominis.

Em seguida, os vectores eram capturados e colocados em
BOD a temperatura de 25°C e 60-70% de wumidade. Apdés 6 dias, as
larvas foram estimuladas a ecloséo, colocando-se a massa de o-
vos sobre a palma da médo. Nove larvas do primeiro instar foram

colocadas sobre a pele dos bovinos com ajuda de um estilete.

Obtencdo dos soros: Amostras de 5 ml de sangue Jjugular

foram coletadas aos 0, 12, 19, 26 e 33 dias apdés a 1infestacdo.

Os soros eram separados logo e mantidos a -10°C até o momento
de serem utilizados.

Tratamento: Doze dias apds a infestacao, os animais
foram revisados para determinar o numero de larvas vidveis. A
seguir, 0s animais foram pesados e tratados com ivermectina
(22,23-dihidro avermectin B; Merck, Sharp & Dohme) por via sub-

cutdnea segundo o seguinte esquema:

Grupo Lg/kpv



C 25,0
D 12,5
E —
Periodo residual: Duas semanas apdés o tratamento, os a-

nimais do grupo D foram reinfestados com 10 larvas do ©primeiro

instar de D. hominis.

Obtencdo dos antigenos: Larvas do terceiro instar de D.
hominis eram colocadas em placas de Petri contendo 5 ml de solu-
¢do de NaCI 0,15 M e mantidas em estufa a 34°C. Apdés 24 horas
de incubacgéo, o liquido sobrenadante nas placas era centrifuga-

do e congelado a -10°C até o momento de ser utilizado.

Deteccdo de anticorpos: Os anticorpos circulantes nos
soros dos dez Dbovinos, foram determinados pela técnica de imuno-
difusdao dupla, Utilizando ©placas de Petri de 5 ocm de didmetro
contendo 5 ml de &gar a 1% em solugcdo de NaCl 1,4 M (Fig. 1). Os
orificios de 6 mm de didmetro eram preenchidos com 40 ul dos so-
ros a serem testados. No orificio central era colocado o anti-
geno a concentragdo de 2 mg/ml. Os soros foram testados em dilui-
¢bes sucessivas de razdo 2, a partir de soro sem diluir até uma
diluigcdo de 1:64. Soro fetal Dbovino foi wusado como controle ne-

gativo.



FIGURA I. Reagdo de imunodifusdo dupla em placa. 1 - Antige-

no.



2.3. Resultados e Discusséo

Resposta Imune:

Nove dos dez animais apresentavam anticorpos contra D.
hominis antes da infestacdo experimental. Os titulos desses an-
ticorpos aumentaram até 64 vezes em relagdo ao titulo inicial
doze dias apdés a infestacéao (Tab. 1). Esses resultados confir-
mam a antigenicidade das larvas de D. hominis, capazes de pro-
vocar uma resposta imune secunddria em bovinos.

A wutilizacdo de um antigeno obtido "in vitro" a par-
tir de secregbes e/ou excrecdes das larvas do terceiro intar
de D. hominis capaz de detectar anticorpos no soro dos Dbovinos
infectados, sugere a possibilidade de ser esse antigeno metabd-
lico mais eficiente do que aquele obtido pela maceracdo das lar-
vas (antigeno somdtico) em provocar a resposta imune sob condi-
¢des naturais. O revestimento quitinoso das larvas ndo seria en-—
tdo um obstdculo para o acesso das substédncias antigénicas ao
sistema imunitdrio do hospedeiro como propde PERACOLI et al.
(1980), toda vez que esse antigeno ¢é produzido pelas larvas vi-

vas, provavelmente durante o ©processo de alimentacao.

O emprego desse antigeno metabdlico em nossos experi-
mentos, em lugar de um antigeno somdtico, poderia explicar o a-
parecimento de altos titulos de anticorpos em bovinos apds a in-
festacdo com larvas de D. hominis e sem necessidade de uma imu-

nizacdo prévia com extratos larvais.



TABELA 1. Niveis de anticorpos em bovinos infestados experimen-

talmente com D. hominis detectados por imunodifusdo

dupla em diferentes periodos pds-infestacéo.

Dias pds—infestacao

Grupo Animal
ne 0 12 19 26 33
A 161 1:8 1:32 1:8 1:16 1:16
162 - 1:64 1:32 1:8 1:8
B 151 1:8 1l:64 1:8 1:8 -8
163 1:16 1:64 1:8 1:8 :8
C 160 1:8 1:16 1:16 1:16 .
180 1:8 1:32 1:8 1:16 1:8
D 146 1:8 1:64 1:8 1:8 1:8
150 1:16 1:64 - 1:8 1:8
E 147 1:8 1:64 1:8 1:8 :8
158 1:16 1:16 1:8 1:8 :8
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ii.

TABELA 2. Efeito de diferentes doses de ivermectina em bovinos

contra larvas do segundo instar de D. hominis.

\ N9 de larvas viaveis )
Dose Animal Eficacia
ug/kpv ne Dia 0 Dia 14 -
100,0 161 8 0 100
162 7 0 100
50,0 151 8 0 100
163 8 0 100
25,0 160 8 0 100
180 7 0 100
12,5 146 8 0 100
150 7 0 100

158 6 6 -




3. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA HEMOLINFA DAS

LARVAS DE Dermatobia hominis L. Jr.

3.1. Revisadao da Literatura

O efeito antibacteriano de homogenados de intestino e de
cuticula de larvas de D. hominis —contra estafilococos de origem
humana e bovina foi demonstrado por PICADO (1935). O mesmo autor
assinala a auséncia de infecgdo Dbacteriana ativa no local da pe-
netracdo e desenvolvimento das larvas de D. hominis.

SANCHO et al. (1986) caracterizaram a flora Dbacteriana
associada a D. hominis, indicando o fato de ndo serem observados
processos bacterianos secundarios como resultado do parasitis-
mo por D. hominis.

BENNETT (1955) assinala a auséncia de contaminag¢do bac-
teriana ao redor das larvas de Cuterebra emasculator, parasita
de roedores selvagens.

LANDI (1960) wutilizando hemolinfa de larvas dos géneros
Cuterebra, Cephenemyia, Oestrus, Gasterophilus e Hypoderma, de-—

monstrou um efeito Dbacteriostdtico contra varias espécies de Sar-
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cina e Micrococcus.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a ativida-
de antibacteriana da hemolinfa de D. hominis contra bactérias

dos géneros Staphylococcus e Streptococcus.

3.2. Material e Métodos

Hemolinfa: larvas do terceiro instar de D. hominis e-

ram lavadas em &lcool 70° e 90° e seguidamente em 4&gua destila-

da estéril. A hemolinfa era coletada das larvas através de uma

incisdo da cuticula e recolhida em tubos plédsticos estéreis (ti-

po Eppendorf). A oxidagdo da hemolinfa era impedida acrescentan-
do-se fenil-tio urea (concentracéao final aproximada 0,1%). A
hemolinfa era centrifugada por 10 min. e o sobrenadante coloca-

do em vidros com capacidade para 2 ml e mantida a -10°C até uti-

lizacdo.

Bactérias: foram fornecidas pela Unidade de Apoio ao
Programa Nacional de Pesquisa em Salde Animal (UAPNPSA) da EM-
BRAPA, Seropédica, RJ. As bactérias foram isoladas da pele (Sta-
phylococcus aureus e S. epidermidis) e de leite (Staphylococcus
caprae e Streptococcus sp.) de caprinos respectivamente.

Placas de petri contendo meio de <cultura foram semea-
das com Dbactérias, utilizando-se duas placas ©para cada espécie
de bactéria utilizada. A semeadura era feita <com ajuda de "swa-

bs" estéreis. Em seguida, 10 pl da hemolinfa (diluigdes de 1:1
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até 1:16) eram colocadas em cada ©placa. As ©placas eram mantidas
na geladeira (8-10°C) por 60 min. para permitir a difusdo da he-
molinfa e 1logo em seguida colocadas em estufa a 37°C por 24 ho-
ras. Apdés esse periodo, era feita a leitura dos resultados Dba-
seando-se no halo de inibigcdo em volta da amostra aplicada (Fig.

2 e 3).

3.3. Resultados e Discusséao

A  tabela 3 mostra os resultados obtidos. A hemolinfa
das larvas de D. hominis mostrou um efeito inibidor no cresci-
mento de S. aureus e S. epidermidis, espécies Dbacterianas mais

comuns na pele dos animais e do homem. A espécie S. aureus é
responsdvel pela contaminacdo em feridas da pele, sendo o mi-
crorganismo mais frequentemente isolado de abscessos e outros
processos bacterianos secunddrios ativos (SIMMONS, 1935) . Ou-
trossim, ambas as espécies fazem parte da flora bacteriana asso-
ciada de D. hominis, representando 34% (S. aureus) e 12,5% (S.
epidermidis) (SANCHO et al., 1986). LANDI (1960) ndo encontrou
qualquer efeito na hemolinfa das larvas dos géneros Cuterebra,
Cephenemyia, Oestrus, Gasterophilus e Hypoderma contra S. au-
reus, embora tenha encontrado algum efeito contra Staphyloco-

ccus citreus.

SANCHO et al. (1989)* sugere a possibilidade da exis-

* Comunicacdo escrita, 28/08/89.
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FIGURA 3.

Efeito inhibitério da hemolinfa
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TABELA 3. Atividade antibacteriana da hemolinfa de larvas de D.

hominis contra bactérias dos géneros Staphylococcus e

Streptococcus 1incubadas a 37°C por 24 horas.

Hemolinfa {diluigdoes)

Bactérias

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16
Staphyfococcus aunews + + + + +
‘Staphylococcus epideamiddis + + + + +
Staphylococcus caprae + + + + +
Sthepiococcus sp. + + + + -

+ Inibicao.

-~ Crescimento.
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téncia de dois fatores os quais, juntos ou isoladamente, pode-
riam explicar a auséncia de processos bacterianos ativos asso-
ciados a D. hominis. O ©primeiro seria um fator imunoldgico as-
sociado a ©pele Dbovina que inibiria o desenvolvimento bacteria-
no. O segundo fator seria algum produto da larva com ativida-
de anti-bacteriana.

Os nossos resultados, sem restar importdncia de algum
processo imunolégico a nivel da pele, apontam para a existén-
cia de alguma substancia presente na hemolinfa com demonstra-
da atividade antibacteriana. Possivelmente, essa substédncia
tenha acesso ao tubo digestivo da larva de D. hominis e seja
excretada durante o processo alimentar, inibindo o crescimen-
to Dbacteriano da flora presente na lesdo onde se aloja a lar-

va de D. hominis.



4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho com Der-

matobia hominis ©pode-se concluir:

1. A presenga de larvas de D. hominis em bovinos provo-
ca uma resposta imune humoral com incrementos de até 64 vezes
0os valores iniciais dos anticorpos circulantes detectados pela

técnica de imunodifusdo dupla;

2. A dose de ivermectina pode ser diminuida até 12,5
Lg/kpv sem interferir na sua efetividade contra D. hominis, pos-

sibilitando um controle mais econbmico;

3. A presenga de compostos com atividade antibacteriana
na hemolinfa das larvas de D. hominis é responsdvel pelo contro-

le na flora bacteriana associada a lesdo causada pelo parasito.
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