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Influéncia do antigeno vacinal rBm 86 sobre os parametros
biolégicos da fase ndo-parasitaria do Boophilus microplus
(Canestrini, 1887)

Influence of vaccinal antigen rBm 86 about biological parameters of the non-
parasitic stages of Boophilus microplus (Canestrini, 1887)

César Augusto Mora Hernéndez,* Carlos Luiz Massard,** Cleber Oliveira Soares, ***
Adivaldo Henrique da Fonseca****

Resumo

O antigeno vacinal rBm 86, GAVAC™, foi avaliado contra Boophilus microplus (Canestrini, 1887) sob condicdes de
laboratério. Foi observado em carrapatos provenientes de bovinos vacinados, comparado ao grupo controle, redugao
significativa no peso da teleégina (p < 0,05), peso da postura (p < 0,01) e nimero de ovos (p < 0,05). A sobrevivéncia
larval maxima foi de 63 dias para o grupo teste contra 160 dias para o grupo controle. As alteragdes nos parametros
biolégicos da fase ndo-parasitaria pode contribuir para o decréscimo da populagéo deste carrapato nas pastagens.
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Introducao

O desenvolvimento de resisténcia ou de imunidade contra
0 Boophilus microplus apés exposigao natural ou experi-
mental, tem sido reconhecido h& muitos anos por diferen-
tes autores (Johnston e Bancroft, 1918; Trager, 1939a;
Wagland, 1975). A primeira evidéncia de controle
imunoldgico de carrapatos foi publicada por Trager (1939b).
Este autor obteve sucesso ao vacinar cobaios com extra-
tos brutos de Dermacentor variabilis. Nas Ultimas duas
decadas, a produgdo de uma vacina eficiente contra o B.
microplus tem merecido maior ateng&do por parte dos pes-
quisadores.

As pesquisas desenvolvidas na Australia por Johnston et
al. (1986); Kemp et al. (1986); Opdebeeck et al. (1988) e
Willadsen et al. (1989), foram pioneiras em relag&o ao con-
trole do B. microplus utilizando extratos antigénicos purifi-
cados a partir de células intestinais desta espécie.
Willadsen et al. (1989) isolaram e caraterizaram a
glicoproteina Bm86, a partir da superficie de membranas
de ceélulas digestivas do B. microplus. Esta glicoproteina
foi posteriormente adaptada em Escherichia coli(Rand et
al., 1989); em Aspergilus nidulans e A. niger (Turnbull et
al., 1990); em baculovirus (Richardson et al., 1993) e em
Pichia pastoris (Rodriguez et al.,1994), para a obtenc&o
do antigeno vacinal que garantiu alto nivel de imunidade.

O antigeno recombinante rBm 86, desenvolve alto nivel de
imunidade nos bovinos, ocasionando severos danos aos
carrapatos que se alimentarem em bovinos vacinados.
Estes danos manifestam-se na redugdo do nimero e ta-
manho das fémeas alimentadas, redug&o da oviposigao e
na fertilidade dos ovos, reduzindo o potencial reprodutivo
dos carrapatos em geragées sucessivas e levando a dimi-
nuigao das populagdes nas pastagens (Wikel, 1982; 1988;
Cobon et al., 1995; Rodriguez et al., 1995).

Né&o foi encontrada na literatura documentacéo suficiente-
mente detalhada da influéncia de imunégenos sobre os
diferentes aspectos da biologia do B. microplus. Assim,
este estudo visa avaliar os parametros bioldgicos da fase
nao-parasitaria do B. microplus procedentes de bovinos
imunizados com o antigeno vacinal rBm 86 - GAVAC™,

Material e métodos

Os carrapatos foram coletados diretamente dos hospedei-
ros com o esquema completo de vacinagao (trés semanas
apos a 3*dose) e de animais controles, selecionando para
este objetivo fémeas 34 mm de comprimento. As fémeas
foram colocadas em frascos de vidro e transportadas ao
laboratério, onde foram lavadas e secas em papel filtro,
conforme metodologia de Stewart et al. (1982). Posterior-
mente, procedeu-se a pesagem individual, sendo cada fé&-
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mea identificada e colocada em placa de petri em grupo
de 20, aderidas a fita adesiva pela face dorsal do idiossoma.
Ap0s este procedimento, todos os grupos foram coloca-
dos em estufa com Umidade Relativa (UR) de 80 + 5% e
Temperatura 28 +1°C conforme metodologia preconizada
por Davey et al. (1984). As coldnias foram estabelecidas
com 980 teledginas para o grupo teste e 410 para o grupo
controle, coletadas aleatoriamente. Uma vez finalizada a
postura, as massas de ovos individuais foram pesadas,
aliquotadas e levadas para incubadora tipo B.O.D. nas
mesmas condi¢goes descritas acima.

Foram realizadas observagdes diarias, com o objetivo de
avaliar a duragcdo do periodo de pré-postura conforme
metodologia descrita por Hitchcock (1955). Este periodo
foi calculado a partir do dia da colheita até o dia do inicio
da postura. Para determinar o periodo da postura, foram
feitas observagdes didrias de cada fémea, a partir do déci-
mo dia de oviposigdo. As posturas foram separadas e pe-
sadas, adicionando cada dia ovos encontrados até o final
da oviposigao. Este periodo foi obtido somando os dias a
partir do inicio até o final da mesma.

Ao final da ovoposi¢do, a massa de ovos de cada fémea foi
pesada e calculado o nimero de ovos conforme recomen-
dagbes de Sutherst et al. (1978) e Stewart et al. (1982),
tomando como parametro 20.000 ovos por grama.

Para expressar o indice de eficiéncia reprodutiva e eficiéncia
nutricional, estes parametros foram calculados de acordo com
a metodologia descrita por Bennett (1974a). Os resultados
sa0 expressos em dados percentuais, relacionando o peso
da postura com o peso da fémea ingurgitada corresponden-
te, afim de obter o indice de eficiéncia reprodutiva (IER). Para
encontrar o indice nutricional (IEN), dividiu-se o peso da pos-
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tura pela diferenga do peso da fémea apds a coleta e o peso
residual desta ao final da postura.

O periodo de incubago foi considerado como aquele compre-
endido entre o primeiro dia de postura até o inicio da eclosdo
dos ovos, conforme estabelecido por Oliveira et al. (1974), e 0
periodo de eclosao foi considerado entre o primeiro e o Ultimo
dia da eclosdo. O calculo do porcentual de ecloséo foi realiza-
do10 dias apds o término da mesma e estimado visualmente,
conforme metodologia descrita por Davey et al. (1984). A so-
brevivéncia das larvas de ambas colbnias estudadas, foi tam-
bém determinado por avaliagéo visual.

Para a avaliagédo estatistica dos dados obtidos nos
parametros biolégicos, empregou-se a andlise da variancia
(ANOVA) (Gomes, 1987).

Resultados

No referente a pré-postura, no presente estudo foi em me-
dia de 2,8 dias, com periodo minimo de 2,0 e méximo de .
3,0 para a col6nia de fémeas coletadas de bovinos vacina-
dos; emrelagdo as fémeas da coldnia controle foi em média
de 3,4 dias com periodo minimo de 3,0 e méaximo de 4,5.

O periodo de ovoposigao teve uma duragdo média de 23 dias,
com periodos minimos de 20 e maximo de 25 para a colbnia
controle; observando-se a média de 16 dias, com intervalos
de 14 dias minimo e 18 dias maximo para as fémeas
coletadas de bovinos vacinados. Da colbnia teste, 51
teledginas, e 11 da coldnia controle n&o realizaram postura.

Para teledginas teste, a produgéo de ovos, em média, foi
de 1.734 ovos. Na coldnia controle, foi em média de 2.246
ovos. A média da oviposi¢cao do grupo teste diferiu signifi-
cativamente (p<0,05) a do grupo controle (Tab.1).

Tabela 1: Andlise estatistica dos parametros biolégicos das coldnias de B. microplus

Pte Ppo Pqu Nov Pin Pee ler "~ len
FV QM QM QM QM QM QM QM QM
TRAM 14179,76* 5045,43* 398,6198"° 1787621* 37,72744"° 9,798265"° 176,9235"° 8,778245"°
RES 1897,10  629,3344 5652120 248429,5 55,11855  724,1595  77,29408  133,5553
cv 20,317 26,290 41,332 26,252 33,068 34,620 19,708 19,627
Méximo 380.0 200.0 320.0 4000.0 37 100.0 92.0 100.0
Med.CV 199,73° 96,9° 59,97% 1734° 21,7% 78,64" 42,97% 63,53"
Minimo 40,0 0 10.0 10 0 0 0
Maximo 420.0 260.0 210.0 5200 40 100.0 92.8 100.0
Med.SV 243,70  112,95" 52,6" 2246" 24,26" 79,00% 47,90" 61,3"
Minimo 70.0 0 10.0 18 0 0 0

*Significativo ao nivel de P< 0,05. — ** Significativo ao nivel de P< 0,01. — Médias com letras diferentes na coluna apresentam diferencas
significativas. — NS N&o significativo. — Pte/g. Peso da tele6gina. — Ppo/g. Peso da postura. — Pqu/g. Peso da quendgina. — Nov. Numero de ovos.
— Pin. Periodo de incubagdo. — Pec. Periodo de eclos&o. — ler. Indice reprodutivo. — len. Indice nutricional. — Med.CV. Média da col6nia teste -

Med.SV. Média da coldnia controle.
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Emrelagdo a viabilidade das posturas, observou-se que a:

80% + 5%, ambas coldnias expressaram 6timo desempe-
nho na fertilidade, obtendo-se indices de eclosao de 78,64%

para a coldnia teste e 79% para col6nia controle, nao dife-
rindo significativamente & analise da variancia p>0,05 .

(Tab.1). Entretanto, durante o experimento, observou-se o
fato da rapida deterioragao de larvas eclodidas da coldnia
teste, em comparagdo as da coldnia controle.

A média do periodo de incubagao observado foi de 21,7
dias para coldnia teste, enquanto na coldnia controle foi
de 24,2 dias. Entretanto, o periodo médio de incubagéo
para ambas col6nias nao diferiu significativamente (p>0,05).

A andlise do peso das teledginas, cuja média foi de 0,243g

para coldnia controle e 0,199g para a col6nia teste, diferiu

significativamente (p<0,05), demonstrando portanto, que as -

fémeas alimentadas sobre bovinos vacinados apresentam
um comprometimento ao repasto sanguineo, sendo, por

conseguinte, altamente significativa a diferenga entre os.
pesos das posturas de ambos grupos, ao nivel de (p<0,01).*

A percentagem de fémeas que ndo conseguiram ovipositar
foi mais evidente na col6nia teste, em relagédo a controle,

sendo, portanto, a média do nimero de ovos por postura -

entre as colbnias significativamente diferente (p< 0,05).

O parametro do peso residual ao final da postura, o qual
esta intimamente relacionado ao indice de eficiéncia

reprodutiva e ao indice de eficiéncia nutricional, ndo diferiu

significativamente entre as coldnias (p>0,05) o que € ex-
plicavel, pois, tratando-se da coldnia teste, o peso residu-
al foi maior, pelo fato da conversao do sangue ingerido em
ovos ser menor devido as alteragdes celulares do intesti-
no; o numero de fémeas sem postura foi maior, além do
numero de teledginas analisadas neste grupo ser 42%
superior ao grupo controle (Tab. 1).

As larvas da colbnia teste conseguiram sobreviver em con-
di¢cdes de laboratério até 63 dias, em contraste aos 160
dias verificados na coldnia controle. Outro fato observado foi
gue larvas da coldnia teste perdem viabilidade de infestagao
a partir da quinta semana de eclosao, encontrando-se mor-
talidade crescente a partir da sexta semana..

Discussao

O periodo de oviposi¢ao, aqui verificado, encontra-se den-
tro dos parametros fisioldgicos normais, nao se observan-
do alteragdes significativas, corroborando com as obser-

vacgbes de Bennet (1974b), o qual afirma compatibilidade

da oviposicéo e desenvolvimento embrionario entre o limite
minimo de 15,6°C e maximo de 40°C. Quanto a duragéo
deste periodo, enquadra-se nas observagdes feitas por
Alvarado e Gonzales (1979) que, trabalhando em condi-
¢Oes idénticas as aqui detalhadas, observaram 16 dias
como minimo.e 19 como maximo. Isto se deve ao fato de
utilizarem carrapatos mantidos em laboratério, os quais
sdo menos eficientes quanto ao aspecto reprodutivo
(Stewart et al., 1982). Em relagéo a umidade relativa, ndo
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..se observou influéncia significativa durante a oviposicao,

concordando com as observagbes de Kitaoka e Yajima
(1958), os quais afirmam que a umidade tem pouco ou
nenhum efeito sobre a postura.

A duragéo do periodo de postura, assim como a produgéo

- de ovos, depende da fémea estar ou nao fertilizada (Oliver

Jr., 1974), havendo uma correlagdo linear entre o peso da
teledgina e a quantidade de ovos produzidos (Kitaoka e
Yajima, 1958), sendo indispensavel que a fémea ingira um

.volume minimo de sangue para dar inicio a postura.

Os valores observados para o limite maximo de postura na
colénia controle encontram-se préximo ao relatado na lite-
ratura, onde, segundo Davey et al. (1980), é de 5.466 ovos
e o limite maximo de postura na-colonia teste difere signi-
ficativamente da colénia controle (Tab.1). Os aspectos

- quantitativos da oviposi¢ao de B. microplus desafiados a

imundgenos nao foram relatados em detalhe até o presen-

-te na literatura, sendo, portanto, esta a primeira observa-

¢ao da influéncia de uma vacma sobre a eliminagao de
ovos nesta espécie.

Tomando a média como pardmetro de avaliagdo, para o
periodo de incubagao, esta assemelha-se aos valores re-
portados por Hitchcock (1955) e Gonzales et al. (1975),
que foram respectivamente 21-27 dias e 21-24 dias; nao
obstante, Bennet (1974a) assinala 29 dias de incubagéo,

- 0 que contrasta com essa observagéo, assim como as de
- Roveda (1954) citado por Nufiez et al. (1982), que variou

entre 40-50 dias.

A curta longevidade e baixo poder de fixagao das larvas da
coldnia teste em relagé@o a coldnia controle é de grande
importancia para controlar B. microplus nas pastagens.
De acordo com as observagdes de Gonzales (1995), que
afirma que as larvas tém capacidade de sobreviver por mais
de 200 dias, embora nao tenham capacidade de infestar o
hospedeiro. Apenas, nos primeiros 90 dias, possuem vita-
lidade suficiente para buscar o hospedeiro e fixar-se. Nufiez
et al. (1982) também relatam longevidade das larvas por
250 dias, in vitro.

Uma das possiveis explicagbes, no que refere a curta
longevidade das larvas no presente estudo na coldnia tes-
te, reside no fato de que aproximadadmente 5-10% da
particula heme ingerida passa para o desenvolvimento dos
odcitos (Kitaoka, 1961). O complexo heme dos ovos é uma
proteina diferente da hemoglobina do hospedeiro. Logo
depois da quebra da hemoglobina, algumas partes de ferro
e heme passam a hemolinfa, ligando-se a proteinas espe-
cificas do carrapato. Este novo tipo de composto, ferro-
proteina, € denominado de hemixodovina (Bremner, 1959).
A fung¢do da hemixodovina aparentemente é de reserva
protéica durante a embriogénese, e de reserva energética
nas larvas em jejum (Balashov, 1972).

A outra possibilidade reside no fato de que, apés o des-
prendimento das fémeas ingurgitadas do hospedeiro, o
reticulo endoplasmatico rugoso das células intestinais




comega a reorganizar-se, sintetizando granulos, o que
corrobora o efeito dos componentes séricos sobre as cé-
lulas digestivas das teledginas, e o consequente efeito na
oviposigao (Coons et al., 1982; Agbede e Kemp, 1986). O
material secretado por estas células do B. microplus se
faz nos espagos extracelulares das dobras basais, que
estao em contato com a hemolinfa (Agbede e Kemp, 1987).
Desta forma, pode ser relacionado o curto periodo de so-
brevivéncia nas larvas de B. microplus de primeira gera-
¢do, descendentes de fémeas, procedentes de bovinos
vacinados com o antigeno vacinal rBm 86. Consequente-
mente, este fato poderia explicar a redugao acentuada de
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larvas no pasto e o poder de fixagdo sobre os animais
vacinados.

A reducdo na populagdo desta espécie de carrapato acon-
tece pelo fato de alterar os processos biolégicos, especi-
almente o processo metabdlico da digestéo, afetando ge-
ragbes que se sucedem. Consequentemente, a reprodu-
¢éo torna-se menos eficiente e a capacidade de sobrevi-
véncia das larvas diminui substancialmente. As alteragGes
nos parametros biolégicos da fase nao-parasitaria do B.
microplus é mais um fato que contribui para a redugao da
populagao deste carrapato nas pastagens.

The vaccinal antigen rBm 86, GAVAC4, was evaluated against Boophilus microplus (Canestrini, 1887) under laboratory
conditions. Reductions in: engorged female tick weight, (p<0.05), egg mass weight (p<0.01), egg number (p<0.05), were
observed in B. microplus, surviving from vaccined compared to control cattle. Maximum larval survival was 63 days in
ticks from vaccinated cattle and 160 days from controls. Alterations in such biological parameters can contribute to

decreases in populations of this tick species in the pasture.

Keywords: tick vaccine; cattle tick biology; Boophilus microplus.
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