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Subolesin recombinant of ortholog vaccine evaluation in dogs against tick
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806)

ABSTRACT - The R. sanguineus is the tick with most world wide distribution and
represents, as curiosity, the unique genus in Brazil. This acarus is associated to the
presence of its host, the dog, and is used as a vector to agents of high importance
diseases such as canine erliquiosis and babesiosis and humans’ botonose and
spotted fever. The present paper had the aim to evaluate the efficiency and to
characterize the induced immune answer by a mosquito subolesin recombinant
vaccine and orhtolog of the tick Ixodes scapularis against R. sanguineus. In this
evaluation six dogs were vaccine inoculated and other six were inoculated only with
the adjuvant. The animals were then challenged with experimental infestation to
evaluate vaccine’s efficiency. The tick dog’s cutaneous reaction was rated by
histopathology. Hyper sensibility cutaneous test with tick antigens was done to
estimate vaccinated dog’s immune answer alterations. Antibodies titles against the
vaccinal antigen were estimated by ELISA. Although there was a decrease in the
recovering rate of grubs and nymphs in the vaccinated animals there wasn'’t
statistical differences in biological parameters between the two experimental groups.
The vaccinated animals presented more discreet hemorrhages, necrosis and edema
at the tick’s fixation point. The cutaneous hyper sensibility of vaccinated animals was
exacerbated. The vaccinated animals presented an elevation in anti-subolesin
antibodies. It's been concluded that the tested vaccine doesn’t induce to a
remarkable resistance to the tick R. sanguineus in spite of it can modifcate the hot’s

reaction.

Key words: Dog, tick, R. sanguineus, subolesin, recombinant ortholog vaccine.
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Avaliacao de vacina recombinante de ortologo de subolesin em caes contra o
carrapato Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806)

RESUMO - O R. sanguineus é o carrapato com a mais ampla distribuicdo mundial, e
representa, a saber, a Unica espécie do género no Brasil. Este acaro esta associado
a presenca do seu hospedeiro, o cdo, e serve de vetor para agentes de varias
doencgas de elevada importancia como a erliquiose e babesiose canina e a febre
botonosa e maculosa nos humano. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a
eficacia e caracterizar a resposta imune induzida por uma vacina recombinante de
subolesin de mosquito e ortologo daquele do carrapato Ixodes scapularis contra o R.
sanguineus. Nesta avaliagdo seis caes foram inoculados com a vacina e seis
inoculados apenas com o adjuvante. Os animais foram entdo desafiados com
infestagdo experimental para avaliar a eficacia da vacina. A reagdo cutdnea dos
caes aos carrapatos foi avaliada por histopatologia. Teste cutdneo de
hipersensibilidade com antigenos do carrapato foi feito para analisar alteragées na
resposta imune dos cées vacinados. Titulos de anticorpos contra o antigeno vacinal
foram avaliados por ELISA. Apesar de uma diminuicdo na taxa de recuperacao de
larvas e ninfas em animais vacinados nao houve diferenca estatistica nos
parametros bioldgicos entre os dois grupos experimentais. Os animais vacinados
apresentaram hemorragia, necrose e edema mais discretos no ponto de fixagdo dos
carrapatos. A hipersensibilidade cutédnea dos animais vacinados estava exacerbada.
Os animais vacinados apresentaram elevacdo nos titulos de anticorpos anti-
subolesin. Conclui-se que a vacina testada ndo induz resisténcia apreciavel ao

carrapato R. sanguineus embora modifique as reagdes do hospedeiro.

Palavras- chave: Cao, Carrapato, R. sanguineus, subolesin, vacina
recombinante ortologo
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INTRODUCAO

Carrapatos sao ectoparasitas de importancia expressiva em virtude de seus
efeitos deletérios sobre a saude publica, saude do animal em geral e economia em
determinados paises, notadamente no Brasil. Estes parasitas transmitem uma
variedade maior de agentes patogénicos de que qualquer outro grupo de artrépodes,
uma lista que inclui riquétsias, protozoarios, espiroquetas, e virus (JONGEJAN;
UILENBERG, 2004).

Globalmente, carrapatos sao considerados o segundo vetor em importancia
na transmissdo de doencas infecciosas para o homem, perdendo apenas para
mosquitos (PAROLA; RAOULT, 2001). Na Europa e Estados Unidos estes parasitos
sdo0 os principais vetores de doencas infecciosas para o ser humano ao transmitirem
a doenca de Lyme e diversos outros bioagentes patogénicos (JONGEJAN;
UILENBERG, 2004; PIESMAN; 2004). Na América do Sul sdo responsaveis pela
transmissdo de uma zoonose de elevada taxa de mortalidade, a febre maculosa, que
tém causado preocupacdo crescente na saude publica (LEMOS et al., 1997;
LABRUNA et al., 2004). Mais recentemente comprovou-se no Brasil, em um modelo
experimental, a possibilidade de transmissdo da leishmaniose visceral canina por
carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus (COUTINHO et al., 2005).

No caso dos animais domésticos os carrapatos sao os principais vetores de
agentes patogénicos causando uma extensa lista de doengas infecciosas em
animais de producdo, de companhia e silvestres. Esta lista inclui doengas que
afetam seriamente a producdo animal como é o caso da cowdriose e teleriose,
particularmente na Africa e dos agentes da babesiose e anaplasma presentes
também no Brasil (JONGEJAN; UILENBERG, 2004). Animais de companhia séo
também muito afetados e doencas como erliquiose canina sdo atualmente
cosmopolitas e se constituem em uma das principais doencas infecciosas destes
animais (SZABO et al., 2001; JONGEJAN; UILENBERG, 2004).

Além de sua competéncia como vetores, carrapatos também causam danos
diretos por hematofagia, gerando perda sanguinea e queda na producao, traumas

locais que permitem o desenvolvimento de infeccbes secundarias e depreciacao do



couro e paralisia via toxinas (JONGEJAN; UILENBERG, 2004). Considerado apenas
o Brasil os prejuizos diretos e indiretos do carrapato na bovinocultura sdo estimados
em 2 bilhdes de dblares por ano (GRISI, 2002).

O desenvovimento de uma vacina é um processo longo e caro. Deve-se
pesquisar por um antigeno protetivo, adjuvante adequado, produto com preco
compativel, de uso facil e inécuo. No caso de artrépodes vetores uma dificuldade
adicional sdo os mecanismos de evasao do parasito que eficientemente controlam
as reacoes de seu hospedeiro (BROSSARD; WIKEL, 2004). Este controle permite a
hematofagia do parasito, mas também cria um meio privilegiado na pele e linfonodos
regionais do hospedeiro para a transmissdo de patégenos intracelulares inoculados
pelo vetor (FERREIRA et al., 2003). Assim sendo, a pesquisa de antigenos vacinais
adequados e que sejam efetivos apesar dos mecanismos de evasao do parasito é
uma etapa crucial. Um gargalo nestas pesquisas € a avaliagdo da protecdo induzida
pelos diversos antigenos candidatos gerados. Este processo necessariamente
passa pela inoculagao dos antigenos no hospedeiro a ser favorecido pela vacina e o

desafio com os vetores alvo da vacina.



II. REVISAO DE LITERATURA

II.1 O Rhipicephalus sanguineus

O carrapato Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE, 1806) esta presente em
todos os continentes do planeta, onde parasita primariamente o cdo doméstico.
Embora ele tenha se originado na regido afrotropical, sua distribuicdo quase
cosmopolita se deve as migragdes humanas pelo mundo, levando consigo o cao
doméstico (Walker et al., 2000). A introdugao do R. sanguineus nas Américas pode
ter ocorrido recentemente, durante a colonizacao européia a partir do final do século
XV, ou mesmo anteriormente, os relatos de fosseis de cdes domeésticos no Peru,
Bolivia e México datados para antes do século XV (LEONARD et al., 2002).

No Brasil, R. sanguineus nao era encontrado nos estados de Minas Gerais,
Sao Paulo e na regido Sul até antes de 1906, quando era bastante abundante na
Bahia, Sergipe, Maranhdo, Para, Mato Grosso e em algumas localidades da cidade
do Rio de Janeiro. De 1910 em diante, esta espécie tornou-se bastante abundante
no Rio de Janeiro e nos demais estados das regides Sudeste e Sul (ARAGAO, 1911;
1936). Nas Uultimas décadas, tanto a prevaléncia quanto a intensidade das
infestacdes por este carrapato em cdes vém aumentando. No Rio Grande do Sul,
por exemplo, este carrapato foi citado de baixa ocorréncia em 1947, tendo sido
encontrado em apenas 1 (1,29%) de 77 cdes examinados (CORREA, 1955). Cinco
décadas mais tarde, este mesmo carrapato foi encontrado em 48,8% de 450 caes da
cidade de Porto Alegre (RIBEIRO et al., 1997).

Atualmente, o R. sanguineus é considerado, juntamente com as pulgas, os
principais ectoparasitas de cdes em todo o Brasil. Em Uberlandia foi constatada em
levantamento realizado em 2007 a infestacdo de, aproximadamente, 30% dos caes
da area urbana do municipio pelo carrapato R. sanguineus (Luis Gustavo Antunes
Souza, comunicacao pessoal). Tal fato é retratado pela grande atengdao com que a
industria farmacéutica veterinaria trata este carrapato; até o inicio da década de
1980, ndo existia no mercado brasileiro nenhum produto comercial carrapaticida com
indicagdo especifica para tratamento de R. sanguineus em caes. Atualmente, ha

dezenas de produtos, das mais diversas formulagcbes e apresentacoes,



representando um consideravel faturamento da linha veterinaria das industrias
farmacéuticas do Brasil.(LABRUNA, 2004).

Por ser um carrapato da familia Ixodidae, o R. sanguineus apresenta trés
formas parasitarias dentro de seu ciclo de vida: larva, ninfa e adulto, este ultimo é o
Unico estagio com dimorfismo sexual. Em revisao realizada por Labruna (2004) o
autor observa que cada estagio parasita o hospedeiro por alguns dias, trés a sete
dias para larvas e ninfas, cinco a dez dias para fémeas adultas e mais de 15 dias
para machos adultos. Neste periodo se alimenta principalmente de sangue, mas
também de linfa e restos tissulares da derme e/ou epiderme lesada por diversas
enzimas proteoliticas secretadas pela saliva do carrapato. No final do periodo
parasitario, as larvas e ninfas ingurgitadas se desprendem do hospedeiro para fazer,
no ambiente, a ecdise para o proximo estagio evolutivo, sendo ninfas e adultos,
respectivamente. As fémeas ingurgitadas, que foram fertilizadas pelos machos sobre
0 hospedeiro, se desprendem deste para fazerem a postura de ovos no ambiente.
Cada fémea pode colocar de 1000 a 3000 ovos, que apds incubagdo de algumas
semanas, dardo origem as larvas. Os machos, que ficam sobre o hospedeiro por
varios dias ou semanas, nao ingurgitam ou ndo aumentam nitidamente de tamanho,
mas podem fertilizar varias fémeas neste periodo. A duragdo das fases de
desenvolvimento em vida livre (ecdise, postura e incubagao dos ovos) pode variar de
poucas semanas a alguns meses, sendo inversamente proporcional a temperatura
ambiente. A viabilidade dessas formas de vida livre é influenciada principalmente
pelas condigdes microclimaticas (especialmente umidade relativa) do local onde o
carrapato ingurgitado se encontra para dar sequéncia ao ciclo. Nado ha estudos que
evidenciem com clareza a duracédo de cada geragao do R. sanguineus em condi¢coes
naturais no Brasil.

O cédo domeéstico € o unico hospedeiro primario conhecido para os trés
estagios parasitarios (larva, ninfa e adultos) de R. sanguineus, para os quais, nao
desenvolve imunidade efetiva (SZABO et al., 1995), refletindo uma perfeita
adaptacao parasito-hospedeiro. Este fato demonstra que um Unico cao pode servir
por tempo indeterminado como hospedeiro adequado para todos os estagios
parasitarios do R. sanguineus, e que a presenca de um ou mais caes é um fator

condicional ao estabelecimento de uma populagdo de R. sanguineus num



determinado local. As principais areas do corpo dos caes que o R. sanguineus
parasita sdo a cabecga, pescogo, dorso, orelhas e espacgos interdigitais.

O R. sanguineus é um carrapato de habitos nidicola (do latim nidi=ninho;
cola=que permanece). Portanto, € um carrapato que passa as fases de vida livre nas
habitacdes ou locais de repouso de seu hospedeiro. Em se tratando dos caes, estes
locais de repouso ou habitagbes podem ser, entre outros, a propria casa do cdo, um
cébmodo de uma residéncia, um canto de um quintal. Desta forma, todas as fases de
desenvolvimento em vida livre do carrapato (ecdises, postura e incubacédo dos ovos)
se passam em frestas ou buracos presentes nas paredes ou teto destes locais onde
o cédo vive. E interessante observar que ao final de um repasto sanglineo, os
carrapatos nidicolas tendem a se desprender do hospedeiro quando este ultimo se
encontra no interior do abrigo, a fim de garantir o ciclo nidicola naquele ambiente, de
forma que o estagio subsequente do carrapato nao tenha dificuldade de encontrar o
hospedeiro para dar seqiiéncia ao ciclo (LABRUNA., 2004)

Os estagios ingurgitados de R. sanguineus, apresentam geotropismo negativo
apés se desprenderem do hospedeiro, propiciando para que as fases de ecdise,
postura e incubacdo dos ovos se passem acima do nivel do solo onde o céo vive
(LABRUNA; PEREIRA, 2001). Tal comportamento é extremamente diferente de
outras espécies de carrapatos do Brasil (ex. Amblyomma cajennense, Boophilus
microplus, Dermacentor nitens), cujas formas ingurgitadas apresentam geotropismo
positivo apds se desprenderem de seus hospedeiros. O comportamento geotrépico
negativo exercido pelos estagios ingurgitados de R. sanguineus sao extremamente
importantes no sentido de favorecer para que uma populagao de carrapatos colonize
residéncias contiguas em uma determinada area, pois propicia para que 0s

carrapatos atravessem barreiras fisicas verticais, tais como muros e paredes.

IL. 2. A imunidade a carrapatos e a transmissao de doencas infecciosas

Hospedeiros apresentam uma imunidade variavel frente a espécies diversas
de carrapatos. A imunidade pode ser manifestada da segunda infestacdo em diante,
ou seja, apds uma sensibilizagao prévia. Por exemplo, cobaias desenvolvem intensa
resisténcia a R. sanguineus (CHABAUD, 1950), embora o hospedeiro natural, o céo,



ndo expresse resisténcia destacavel, mesmo apés diversas infestacdes (SZABO et
al., 1995). O grau de resisténcia adquirida em cada hospedeiro é avaliado através de
parametros biolégicos dos carrapatos alimentados em hospedeiros em infestagdes
sucessivas (SZABO et al., 1995). De forma geral os hospedeiros naturais nao
expressam uma resisténcia apreciavel a carrapatos e mecanismos ecolégicos sao
responsaveis pelo controle dos mesmos na natureza. Uma observagao relevante é a
capacidade superior de transmissdo de agentes infecciosos em hospedeiros
susceptiveis, nao resistentes, associada a uma eficiente imunomodulacao local,
regional e sistémica dos mecanismos reativos do hospedeiro pela saliva do
carrapato (BROSSARD; WIKEL, 2004).

IL. 3. Controle de carrapato através de vacinas

Como carrapatos podem atingir infestacdes de intensidade insuportavel,
principalmente em animais domeésticos, varios métodos sdo empregados no seu
controle. Entre estes, os mais utilizados sao os acaricidas aplicados em animais ou
no ambiente. Estes, entretanto, deixam residuos nos produtos de origem animal,
podem intoxicar e de forma mais grave, perdem sua eficacia por selecao de cepas
resistentes de parasitos (GRAF et al., 2004). Ao mesmo tempo o desenvolvimento
de novos acaricidas demanda muito tempo e é caro, reforcando a necessidade de
novas alternativas para controle das infestacdes de carrapatos (GINSBERG., 2001)
Entre as possibilidades de controle de carrapatos, uma das mais promissoras € o
uso de vacinas baseadas em antigenos do(s) carrapato(s) alvo (DE LA FUENTE et
al., 2004).

Com excecao de algumas doencas como a febre amarela, vacinas contra
doencgas transmitidas por artropodes nao estdo disponiveis. De maneira geral, o
controle destas doencas é feita através do controle do vetor e tratamento dos
individuos doentes. Esta forma de lidar com o problema, entretanto, deriva no
aumento da resisténcia dos vetores a inseticidas e dos patégenos as drogas
utilizadas no tratamento (DE LA FUENTE; KOCAN, 2003; Kocan et al., 2003;
WILLADSEN, 2004; KISHORE et al., 2006; SPERANCA; CAPURRO, 2007).



Recentemente foi descrito o subolesin, um antigeno do carrapato Ixodes
scapularis e demonstrou-se tanto por RNA de interferéncia (RNAi) como por testes
de imunizagdo com a proteina recombinante, diversos efeitos contra o carrapato
como, protecdo contra infestacdo, reducdo da sobrevivéncia e reproducao,
degeneracao do intestino, glandula salivar, tecidos da reprodutivos e embrides e
diminuicdo dos niveis de infeccdo do vetor por Anaplasma marginale e A.
phagocytophilum (ALMAZAN et al., 2005a, 2005b; DE LA FUENTE et al., 2006a,
2006¢; NIJHOF et al., 2007; KOCAN et al., 2007). Demonstrou-se também ser o
subolesin do carrapato uma proteina intracelular e conservada nos ixodideos e
insetos (DE LA FUENTE et al., 2006a). Embora a funcéo biolégica do subolesin
permanecga desconhecida, ela poderia estar envolvida na regulagdo da expressao
génica e modulagao da alimentacao, reproducdo e desenvolvimento do carrapato
(CANALES et al., 2009).

A caracterizagdo de antigenos protetores conservados e comuns a diversos
artropodes vetores, como o subolesin, sugerem a possibilidade de seu uso no
controle de multiplas espécies de vetores. Estes antigenos representam, portanto,
um primeiro passo para o desenvolvimento de vacinas universais para o controle da
infestacao de vetores e dos patégenos por estes transmitidos. (de la Fuente et al.,
2006 )

O presente trabalho relata a avaliacdo de uma vacina contra o carrapato do
cdo, R. sanguineus, baseada no ortologo da sublesin, identificada em mosquitos e
cuja capacidade protetora foi caracterizada em experimentos de RNAi e/ou métodos
imunolédgicos em carrapatos e flebotomineos (Canales et al., 2009). Esta avaliagéo
fez parte de um projeto multi-institucional de desenvolvimento e teste da vacina
contra outras espécies de carrapatos (/xodes scapularis e Amblyomma americanum)
e flebotomineos ( P. perniciosus) envolvendo trés instituicdes da Espanha (Instituto
de Investigacion en Recursos Cinegéticos, Centro Nacional de Microbiologia, do
Instituto de Salud Carlos e Departamento de Patologia Animal da Facultad de
Veterinaria), o México (Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia da Universidad
Auténoma de Tamaulipas), Estados Unidos (Department of Veterinary Pathobiology,
Center for Veterinary Health Sciences, Oklahoma State University) e Brasil

(Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia)



III. OBJETIVOS

1.

Determinar o efeito de vacina com proteina recombinante de ortologo de

subolesin de mosquitos sobre carrapato R. sanguineus em caes domésticos.

Determinar o efeito de vacina com proteina recombinante de ortologo de
subolesin de mosquitos sobre aspectos imunopatolégicos da reacao de caes
contra carrapatos R. sanguineus, através da reatividade cutanea com a
inoculacdo de extrato de carrapato na extremidade do pavilhdo auricular
(Teste cutdneo de hipersensibilidade), nas diferencas da reagédo local do
hospedeiro ao carrapato (histopatologia), e na resposta imune humoral (Teste
ELISA).



IV. MATERIAL E METODO

IV. 1. Carrapato

Para o experimento utilizou-se larvas, ninfas e adultos do carrapato R.
sanguineus da col6nia do Laboratério de Ixodologia da FAMEV-UFU. Os exemplares
iniciais desta col6nia foram recolhidos de caes da cidade de Uberlandia-MG. Para a
manutencao da colbnia dos carrapatos, os diversos instares do acaro (larva, ninfa e
adulto) foram alimentados em coelhos (Figura 1).

Para a alimentacdo dos carrapatos estes ficam restritos aos hospedeiros por
camaras de plastico transparente (Szabd et al., 1995) coladas com material atoxico
ao seu dorso depilado. E a ecdise dos instares ingurgitados, ovipostura das fémeas,
bem como para sua simples manutencdo, os acaros sao mantidos em estufa B.O.D.

(Figura 1) com auséncia de fotoperiodo, temperatura constante de 27-28°C e

umidade em torno de 85%.

Figura 1. Manutencéo da colénia de R. sanguineus em laboratério. 1A - Coelho com
camara de alimentacédo. 1B - A estufa B.O.D.

IV. 2 Hospedeiro experimental
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Foram utilizados 12 cées, 8 sem raca definida e 4 Red heeler, machos e
fémeas, com cinco a seis meses de idade, vacinados (trés doses de octupla e uma
de raiva) e vermifugados antes dos experimentos. Ragdo comercial e dgua foram
fornecidos ‘ad libitum’. Na fase pré-experimental e experimental os cées foram
mantidos no canil experimental do Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Uberlandia ou em casas particulares (figura 2).

Figura 2. Manutengcdo dos hospedeiros experimentais. 2A — Canil
experimental do Hospital Veterindrio. 2B - Residéncia particular e cdo em

experimento.
IV. 3. Antigeno vacinal

Para os experimentos utilizou-se ortélogo recombinante de sublesin da larva de
mosquito Aedes albopictus e expresso em Pichia pastoris. A vacina foi produzida
conforme detalhado por CANALES et al., (2009).

IV. 4. Protocolo de vacinacao com a proteina recombinante

Céaes do grupo teste (n=6) foram vacinados com doses de 1 ml contendo
100ug de antigeno recombinante e adjuvante (montanide ISA 50 V2 - Seppic, Paris,
Franca). Os caes do grupo controle (n=6) foram vacinados com a mesma dose € 0
mesmo adjuvante, mas com solugéo salina substituindo o antigeno. Cada animal foi

inoculado duas vezes por via subcutdnea com intervalo de um més entre as
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aplicagbes. As vacinas e respectivos controles foram enviados em frascos
codificados para o Laboratério de Ixodologia da Universidade Federal de Uberlandia
sendo, portanto os experimentos realizados as cegas (Figura 3). Para vacinagao os
animais foram contidos manualmente, o local da aplicacdo sofreu assepsia com
alcool iodado e os produtos (antigeno ou salina) inoculados com seringas estéreis e
descartaveis.

As vacinagles e infestagdes foram realizadas em duas etapas, na primeira
com quatro animais controle e trés testes e na segunda com dois animais controle e

trés testes.

Figura 3. Frascos codificados contendo vacina ou solu¢do controle.

IV. 5. InfestacGes experimentais

As infestagdes experimentais serviram para observar um possivel efeito da
vacina sobre parametros biol6gicos dos carrapatos. As infestacbes experimentais
foram realizadas 30 dias apds a segunda dose das vacinas. Para as infestacdes
foram utilizadas 250 larvas, 50 ninfas e 55 adultos (25 fémeas e 30 machos). Os
carrapatos foram restritos aos animais por camaras de alimentacdo coladas ao
dorso depilado dos animais (Figura 4) conforme descrito por Szabd et al., (1995). As
formas imaturas (larvas e ninfas) foram liberadas em uma camara e os adultos em
outra. Os caes foram tranquilizados para montagem das camaras com acepromazina
0,2%, na dose de 0,1 ml por kg, de peso vivo, via intramuscular e tricotomizados na
regido do térax e abddmen. Os carrapatos foram liberados 24 horas apés a
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montagem das camaras com intervalo de tempo necessario para que a cola
secasse. ApOs a infestacdo as camaras foram observadas diariamente e os
carrapatos alimentados (ingurgitados) que se desprenderam recolhidos. Os
carrapatos adultos eram entdo pesados e acondicionados individualmente em
frascos transparentes identificados e com aeracéo. Larvas e ninfas foram pesadas e
acondicionados nos frascos em grupos diérios.

Os frascos com carrapatos eram mantidos em dessecador em estufa BOD
conforme descrito anteriormente para a colbnia e os seguintes parametros biolégicos
observados: pesos das fémeas ingurgitadas (PFl), da ninfa ingurgitada (PN) e da
massa de ovos (PMO); periodo de ingurgitamento (pING), periodo pré postura (pPP)
e incubacao (pINC); taxa de recuperacao de ninfas (TRN), taxa de recuperacao de
larvas (TRL), taxa de eclodibilidade (%ECLO), taxa de ecdise de ninfas (TEN), taxa
de ecdise de larvas (TEL) e indice de eficiéncia de conversao da reserva alimentar
em ovos (IECO).Considerando:
pING: numero de dias decorridos desde a liberacdo dos carrapatos sobre o
hospedeiro até o seu desprendimento, ingurgitada ou semi- ingurgitados.
pPP: nimero de dias decorridos desde o desprendimento da fémea até o inicio da
ovipostura.
pINC: numero de dias decorridos desde o inicio da oviposicao até o inicio da eclosdo
das larvas.

%ECLO: porcentagem de eclosdgo de larvas avaliadas visualmente por 3
avaliadores.
IECO = PMOx100

PFI
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b

Figura 4. Camaras de alimentacdo e infestacdo experimental dos caes. 4A-
Camaras de alimentagdo. 4B — Seringas adaptadas para liberacdo das formas
imaturas dos carrapatos para as camaras de alimentacdo. 4C - Adultos, ninfas e
larvas de R. sanguineus. 4D - Cao com camara de alimentagéo e colar elizabetano.
4E e 4F - Camaras com infestacao de caes com carrapato.
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IV. 6. Alteracoes microscopicas no ponto de fixacao dos carrapatos em

animais teste e controle

A analise histolégica no ponto de fixacdo dos carrapatos foi realizada para
verificar possiveis alteracbes na reacdo dos hospedeiros vacinados contra o
carrapato adulto e esta ilustrada na Figura 5. As amostras de pele parasitada foram
coletadas ao final das infestagbes no ponto de fixagdo das ultimas fémeas em
ingurgitamento. Os caes foram tranquilizados com acepromazina na dose de 0,1 ml
por kg de peso vivo, intramuscular, e no local da bioépsia foi realizado anestesia local
com lidocaina.

A carrapata fixada foi seccionada na altura das pegas bucais para evitar o
desprendimento voluntario e depois foi realizada bidpsia através da excisao da pele
(epiderme, derme e hipoderme) do hospedeiro com auxilio de um saca bocado
(“punch”).

Os fragmentos de pele foram colocados em formol tamponado (ph-7,0)
durante 24 horas e depois transferidos para solugcdo de alcool a 70%, fixados e
processados de acordo com técnicas histologicas de rotina. Estes fragmentos foram
entdo seccionados para obtencdo de cortes seriados de 4um de espessura. As
laminas obtidas foram coradas com duas técnicas de coloragdo: hematoxilina-
eosina e may-grunwald & giemsa; o primeira, para observar aspectos gerais da
reacdo ao carrapato, e a segunda para evidenciar células inflamatérias,
especialmente baséfilos e mastécitos. A avaliagdo das segdes foi qualitativa e semi-
guantitativa baseada em escores seguindo a seguinte escala: - (auséncia/negativo);
+ (pouco/intensidade baixa); ++ (numero moderado/intensidade média); +++

(nimero elevado/intenso).
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Figura 5. Etapas da biopsia realizada com saca bocado em caes para obtencao de
amostra de pele parasitada pelo carrapato R. sanguineus. 5A — area parasitada
apos retirada da camara de alimentacao; 5B — Aplicacao do anestésico local; 5C e
5D. incisdo de pele com “punch”. E. incisdo de pele. F. retirada do fragmento de

pele. 5G — Ferida cirargica remanescente
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IV .7. Teste cutaneo de hipersensibilidade

Teste cuténeo de hipersensibilidade foi realizado para verificar se a vacina alteraria
a resposta imune do cdo ao carrapato R. sanguineus. Este teste permite uma
andlise quantitativa através da mensuragcdo do grau de distensdo tecidual, e
qualitativa pelo surgimento temporal de um aumento de espessura. De uma forma
mais especifica, o padrdo reativo pode fornecer indicios de maior ou menor
envolvimento da imunidade humoral histaminéide (hipersensibilidade imediata), ou
de anergia no processo (SZABO et al., 1995b). O teste cutaneo foi realizado
utiizado como antigeno, o extrato de carrapato preparado de adultos nao
alimentados do carrapato R. sanguineus.

IV .7. 1 . Extrato de Carrapato

Extrato de carrapatos adultos ndo alimentados do carrapato R. sanguineus
foram mortos por congelamento em nitrogénio liquido e triturados em salina
tamponada com fosfato (PBS) estéril, refrigerada, pH 7,2, em um grau e pistilo de
porcelana mantidos em cama de gelo picado. A suspensdo resultante, de
aproximadamente 10%(p/v), foi entdo ultra sonicada a 20 Mhz em trés ciclos de 10
segundos cada e um de 60 segundos em um aparelho de ultra-som (Branson
Sonifier 250). Em seguida o extrato foi centrifugado a 12000 g por uma hora a 4°C, o
sedimento descartado e o sobrenadante resultante filtrado através de filtros millex-
GV (Millipore) de 0,22um de porosidade. Foram obtidos, com este método10 ml de
extrato de carrapato adulto ndo alimentado. A concentracdo protéica, presente,
presente no extrato, determinada de acordo com o0 método de Lowry et al. (1951), foi
de 2,5mg/ml. Esse extrato foi armazenado a -20 °C até o seu uso.

IV .7.2. Teste cutaneo de Hipersensibilidade

Para o teste cutdneo de hipersensibilidade, a extremidade do pavilhdo
auricular dos caes foram tricotomizados na face dorsal e ventral com muito cuidado

para evitar ferimentos acidentais. Em seguida, desengordurou-se a orelha dos
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animais com alcool e foi marcado na face interna e correspondente externa, uma
circunferéncia de 1 cm de didmetro. Neste local inoculou-se, intradermicamente, 0,1
ml de extrato de carrapato, contendo 25ug de proteina soluvel diluido em salina
tamponada por fosfatos (PBS). O mesmo volume, apenas de PBS, foi injetado na
orelha direita para controle das reacdes inespecificas induzidas pelo ato da injecéo.
A avaliagéo da reacgao foi realizada medindo-se a espessura da orelha 10 minutos, 1
hora, 2h, 6h, 24hs, 48hs, 72hs e 96 hs ap6s a inoculagdo com um espessimetro de
papel (Mitutoyo, Kawasaki, Japan).

Os resultados deste teste foram expressos em porcentagem de aumento da
espessura do pavilhdo auricular esquerdo (teste) em relacao a espessura inicial (pré
inoculagéo). O valor do aumento percentual do pavilhdo direito foi descontado do
esquerdo para se subtrair a reacao inespecifica induzida pelo ato da inoculacdo e a
distensao dos tecidos pelo volume de liquido inoculado.O teste cutaneo foi realizado

uma semana apos o término da infestagao pelos carrapatos.
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Figura 6. Teste cutdneo de hipersensibilidade. 6A e 6B caes com area a ser
inoculada na orelha demarcada. 6C Inoculacdo de extrato. D. mensuragdo da

espessura da orelha com espessimetro.

IV. 8. Avaliacao da resposta imune humoral de caes ao antigeno vacinal.

A avaliacdo da resposta imune humoral foi realizada com soro dos caes
vacinados e controle através de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Para tal soro dos
caes foi obtido no dia da primeira vacina (dia 0) e quinze dias ap6s a segunda dose
(dia 45) Apds padronizagéao do ensaio o teste ELISA foi realizado da seguinte forma:
placas de ELISA com 96 orificios (NUCI®) foram sensibilizadas com o antigeno,
previamente diluido 80ug em tampao carbonato (100 ul por orificio) e incubadas
overnight a 4°C, permitindo a ligagdo do antigeno a microplaca. No dia seguinte, foi
removido a solu¢cdo de antigeno e a placa lavada trés vezes com tampédo de
lavagem (PBS-T20), em volume de 100 pl por orificio. Para o bloqueio da placa foi
utilizado um PBS-T20 e leite em pé Molico® na concentragdo de 5% durante uma
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hora a 37 °C, a solugdo foi lavada trés vezes com PBS-T20. Acrescentou-se 0s
soros dos caes 1:800, diluidos em tampédo de bloqueio, em volumes de 100
ul/orificio. Foi Incubado por uma hora a 37 °C, removido a diluicdo dos soros e lavou
trés vezes com liquido de lavagem. Remove-se o anticorpo anticdo (KPL 1:2500
conjugado com enzima peroxidase). Acrescentou 100 [l por orificio de uma solugao
de OPD (ortofenilenodiamina) preparada em tampao citrato- fosfato acrescentado de
0,001% de H0,. Incubou por 15 minutos a 37°C. A reagdo foi interrompida pela
adicao de 50 [l por orificio de uma solucdo de H>SO4 2M. Os resultados foram
obtidos com base na leitura da densidade ética (D.O.) espectrofotdmetro com filtro
de 492 nm.

IV. 9. Anadlise Estatistica

Os dados dos parametros bioldgicos dos carrapatos alimentados em animais
vacinados e controle foram comparados pelo teste T ndo pareado e diferencas foram
consideradas significativas se P < 0,05. O mesmo teste foi utilizado para comparar
0s aumentos de espessura no teste cutaneo de hipersensibilidade dos dois grupos
de caes. Neste caso as comparagbes foram realizadas apenas entre os mesmos

tempos péds-inoculagao dos animais teste e controle.
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V. 1. Parametros bioldgicos dos carrapatos alimentados em animais vacinados

ou controle

Os dados biolégicos dos carrapatos alimentados em cées estao

apresentados nas Tabelas 1 a 3 e Figuras de 8 a 10. Os parametros biolégicos das

larvas, ninfas e adultos dos carrapatos ndo diferiram significativamente quando

alimentados em cées vacinados com sublesin ou em cées controle. Apesar de nao

significativa, foi digna de nota a recuperagdo menor de ninfas e larvas dos cées

teste.

Tabela 1. Parametros biolégicos de fémeas do R. sanguineus alimentadas em caes

do grupo vacinado com subolisin e caes controle, Uberlandia, Minas Gerais, 2007.

Dados bioldgicos

Vacinado (n=6)

Controle (n=6)

Média + SD Média + SD
Recuperagéo (%) 70.0 £27.2 69.3 £ 36.5
Peso de ingurgitamento (mg) 141.9+11.8 138.9+10.6
Peso da massa de ovos (mg) 52.2 +371 59.7 £24.6
Periodo de ingurgitamento (dias) 7.1+03 6.9+0.5
Periodo de pré-ovipostura (dias) 59+14 55%20
Periodo minimo de incubacao dos ovos(dias) 19.0 £3.3 21.0+£1.9
Ecloséo dos ovos (%) 70.1 £23.1 69.4 +16.2
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Tabela 2. Parametros bioldgicos de ninfas do R. sanguineus alimentadas em caes

do grupo vacinado com subolisin e caes controle, Uberlandia, Minas Gerais, 2007.

o Vacinado (n=6) Controle (n=6)
Dados bioldgicos . o

Média £ SD Média + SD
Recuperagao (%) 50.7 £+ 14.6 61.3 £40.0
Peso de ingurgitameto (mg) 40+04 3.8+0.3
Periodo de alimentagao (dias) 52+0.7 48 +0.6
Periodo minimo de ecdise (dias) 13.8+1.8 13.6 £2.3
Ecdise (%) 88.7 +15.9 91.8+7.8

Tabela 3. Parametros bioldgicos de larvas do R. sanguineus alimentadas em caes

do grupo vacinado com subolisin e cées controle, Uberlandia, Minas Gerais, 2007.

R Lo Vacinado (n=6) Controle (n=6)
.Parametros Biologicos . .

Media = SD Média £ SD
Recuperagao (%) 23.6 +14.1 40.3 £30.5
Peso de ingurgitamento (mg) 0.28 £ 0.08 0.29 £0.11
Periodo de ingurgitamento (dias) 4503 46 0.5
Periodo minimo de ecdise (dias) 9.8+1.1 10.6+1.6
Ecdise (%) 90.7£10.5 77.0+31.6
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Figura 7. Pardmetros biologicos de fémeas alimentadas em caes vacinados com

subolesin (Vacinado) e caes controle, Uberlandia, Minas Gerais, 2007.
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FIGURA 8. Parametros biolégicos de ninfas alimentadas em céaes vacinados com

subolesin (Vacinado) e caes controle, Uberlandia, Minas Gerais, 2007.
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FIGURA 9. Parametros biol6gicos de larvas alimentadas em céaes vacinados com

subolesin (Vacinado) e caes controle, Uberlandia, Minas Gerais, 2007.
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V.2. Alteracoes microscopicas no ponto de fixacao dos carrapatos em animais
teste e controle

Os resultados destas observacdes estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5.
Nao foi possivel analisar amostras de todos os caes, pois em alguns a coloragéo ou
os cortes obtidos ndo foram adequados. Observaram-se em ambos 0S Qrupos
solugdo de continuidade da epiderme no local de alimentacdo do carrapato,
presenca do cone de cemento (massa homogénea eosinofilica sobre o epitélio do
hospedeiro, produzido pelo carrapato para melhor fixacao a pele), niveis variados de
hiperplasia e espongiose epidérmicas e apoptose ocasional de queratinécitos. Na
derme foram observados em graus variados edema, areas de necrose liquefativa
justapostas ao local de fixacdo do artrépode, hemorragia e infilirado de células
inflamatérias (Tabela 4 e figura 11). No infiltrado inflamatério observou-se
predominantemente neutréfilos (tabela 5), mas também algumas células
mononucleares e raros eosinofilos. Mastécitos foram observados freqlientemente,
porém em sua maioria na periferia das lesées. De forma geral, as diferengas nas
alteracdes histolégicas na pele de cées vacinados e controle foram pequenas.
Observou- se, entretanto, hemorragia, edema, necrose e infiltrado celular mais

intensos nos caes controle.



FIGURA 10. Fotomicrografia de pele de céo vacinado, parasitada pelo carrapato R.

sanguineus adulta. Solugcdo de continuidade epidérmica (seta) sob o cone de

cemento do carrapato (cc), infiltrado leucocitario dérmico, hemorragia (circulo).

Hematoxilina eosina, objetiva 10x.

Tabela 4. Alteragdes microscopicas da epiderme e derme no local de fixagdo de

carrapatos Rhipicephalus sanguineus em cées vacinados com subolesin e cées

controle, Uberlandia, Minas Gerais, 2007.

Caes
Vacinado Controle

Aspectos 3 7 10 11 4 5 6 8 9
gerais

Hiperplasia | + + + + + ++ + + + + + +
Espongiose + + + + + + + ++ +
Exocitose - - + - + - + + +
Necrose + + + + ++ ++ + + + +
Hemorragia + + + + +++ | ++ | +++ | 4+ +
Edema ++ + + + ++ ++ ++ ++ +
Infiltrado ++ ++ ++ | ++ |+ |+ | 44+ + ++
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Tabela 5. Infiltrado celular inflamatério no local de fixacdo de carrapatos
Rhipicephalus sanguineus em caes vacinados com subolesin e caes controle,
Uberlandia, Minas Gerais, 2007.

Caes
Vacinado Controle
Células 3 7 10 11 4 6 9
Neutrofilo + + + + +++ ++ ++ + +++ + +
Mastdcito ++ + + + + + +
Mononucleares + + ++ + + + +
Eosindfilo - - + - - T i
Basofilo - - - - - - -

V.3. Teste cutaneo de hipersensibilidade

Os resultados do teste cutaneo de hipersensibilidade estdo apresentados na
Tabela 6 e Figura 12. O teste cutaneo nao foi realizado em um animal controle
porque o animal precisou ser deslocado para outra cidade. Os animais do grupo
vacinado apresentaram aumento imediato da espessura da orelha (10 minutos apos
inoculagéo) induzido pelo extrato de carrapato. (Os animais controle apresentaram
uma reagao moderada aos 10 minutos e 48 horas apds inoculacao. As reacdes do
grupo vacinado e controle diferiram significativamente com 6 e 96 horas apos

inoculagéo (P< 0.05).
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Tabela 6. Aumento na espessura do pavilhdo auricular de caes induzido pelo

extrato de R. sanguineus em caes vacinados com subolisin ou controle, Uberlandia,

Minas Gerais, 2007.

Aumento da espessura na orelha (%)

Tempo pos Vacinado Controle
i - (n=6) (n=5)
inoculagao Média + SD Média + SD
10 min 43.7 +38.1 10.2+94
1h 3251274 50+£7.1
6h 32.5+33.8 22149
24h 41.5+37.6 6.5+6.2
48h 29.0 +22.9 9.2+9.2
72h 28.6 +22.1 7.2x83
96h 36.5+26.9 3.6 + 3.1
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Figura 11. Aumento na espessura do pavilhdo auricular de cées induzido pelo
extrato de R. sanguineus em cées vacinados com subolesin ou controle, Uberlandia,
Minas Gerais, 2007

V.4. Avaliacao da resposta imune humoral de caes ao antigeno vacinal

A titulagdo de anticorpos anti-subolesin de caes vacinados e controle por teste
ELISA esta apresentado na Figura 13. Os dados de trés caes foram eliminados por
inconsisténcia dos dados por possivel erro de identificacdo dos tubos. Observou-se,
apenas nos animais vacinados, um aumento no titulo de anticorpos reagentes contra

subolesin apds as duas inoculagdes.
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Anticorpos contra subolesin ortologa de mosquito
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Figura 12. Anticorpos de cades contra subolesin de mosquito nos grupos vacinado e
vacinado antes da inoculagdo da vacina (retdngulos negros) e 45 dias apo6s a

vacinacao (retangulos brancos), Uberlandia- MG, 2007

V.5. Observacoes Clinicas

Observou-se em trés animais teste e trés animais controle abscessos no local

da inoculagdo da vacina ou adjuvante.
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Figura 13. Abscessos no local de inoculag&o da vacina nos céaes.
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VI. DISCUSSAO

Na comparacdo dos dois grupos experimentais observou-se que a vacina
interferiu no sistema imunolégico do cao, Os resultados encontrados, entretanto, ndo
demonstraram diferengas significativas no desempenho dos carrapatos alimentados
em animais vacinados e controle. Por outro lado, percebeu-se, embora sem
significancia estatistica, uma recuperacao de ninfas e larvas maior no grupo controle
do que no teste. Estes resultados indicam que na forma atual a vacina néao é eficaz,
mas que, provavelmente, aumentando o numero de animais no experimento e/ou
aumentando a dose protéica da vacina um efeito significativo podera ser obtido
contra as formas imaturas do carrapato. Resultado desta magnitude nao teria
aplicacdo imediata, mas seria muito significativo. Isto porque o cdo nao desenvolve
uma resisténcia efetiva contra o R. sanguineus, mesmo apés multiplas infestacoes
(SZABO et al., 1995a) indicando uma capacidade eficiente de lidar com as reagdes
imune, inflamatéria e hemostatica do seu hospedeiro. Também merece mencao que
até o momento nenhum outro antigeno de eficicia, mesmo que parcial, contra o R.
sanguineus foi apresentado na literatura. Por ultimo deve-se ressaltar que se trata
de antigeno ort6logo e ndo aquele do carrapato.

Considerando o0 contexto acima mencionado, o desenvolvimento de
abscessos no local da aplicagdo é ainda uma preocupagdo remota. Entretanto,
havendo o desenvolvimento de uma vacina comercial o adjuvante tera que ser
modificado, pois estas reacdes seriam inaceitaveis para um produto comercial.

As observagodes histolégicas ndo indicaram diferengas extremas entre o grupo
vacinado e o grupo teste. De forma geral as reagbes observadas em ambos os
grupos foram semelhantes aquelas ja descritas para esta relacdo hospedeiro-
parasita e caracterizadas por alteracées dérmicas e epidérmicas inespecificas e um
infiltrado inflamatério predominantemente neutrofilico (THEIS; BUDWISER, 1974;
SZABO; BECHARA, 1999). Como j4 foi citado, cdes ndo desenvolvem resisténcia a
esta espécie de carrapato e, portanto, a infiltracdo celular intensa na pele deste

hospedeiro, mesmo modulada por uma reacdo imune, ndo representa uma reacao
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eficaz. Neutrofilos sdo considerados células primariamente fagocitarias, mas
possuem capacidade limitada de secregao elementos imunomoduladores (LLOYD;
OPPENHEIM, 1992; CASSATELLA, 1995). Entretanto, apesar da semelhancga das
alteracbes observadas no ponto de fixagdo do carrapato em animais controle e
vacinados, merece mencao a presenca de alteracdes inespecificas no ponto de
fixagdo do carrapato mais intensas particularmente da hemorragia, necrose e edema
em animais controle. Embora o significado destas alteragcdes seja especulativo
poderiam indicar uma reacdo mais vantajosa para o carrapato pois estes em area
com maior hemorragia e necrose (tecido liquefeito) poderiam teriam seu repasto
sanguineo facilitado.

Os testes cutaneos de hipersensibilidade (TCH) sao amplamente utilizados na
identificacdo de alérgenos especificos em individuos atépicos ou alérgicos. Nestas
situacbes estdo envolvidas, principalmente, reacdes de hipersensibilidade do tipo |
ou anafilatico e a tardia ou tipo IV (SZABO, 1995c). Porém em outras situacdes
estes testes cutdneos podem sugerir 0 mecanismo potencial de reacdo do
hospedeiro ao carrapato. O termo potencial € importante, pois na relagao habitual de
parasitismo a saliva do acaro interfere nesta reacao.

Neste experimento o TCH foi realizado para verificar a predominancia,
auséncia ou presenga de reagdo imediata ou tardia aos antigenos do carrapato de
animais vacinados e controle. A distensdo dos tecidos neste contexto permitiu uma
andlise das reacbes de cada hospedeiro a antigenos dos carrapatos sem
interferéncia da saliva deste acaro. Avalia-se na TCH, a distensdo tecidual
associada ao processo inflamatério induzido pelo extrato. Compdem tal distensdo
tecidual, o edema resultante de aumento local de permeabilidade dos vasos de
microcirculacdo e o acumulo de células inflamatérias como conseqiéncia do
fenémeno de quimiotaxia.

O teste cutdneo permite uma analise quantitativa através da mensuragao do
grau de distensao tecidual, e qualitativa pelo surgimento temporario do aumento
temporario da espessura da pele. De uma forma mais especifica, o padrao reativo
pode fornecer indicios de maior ou menor envolvimento da imunidade humoral
histamindide (hipersensibilidade imediata) e da imunidade celular (hipersensibilidade

tardia), ou de anergia no processo. Os resultados anteriores (SZABO, et al 1995b)
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mostraram que os cdes sensibilizados por infestagbes manifestam uma reacéo
imediata intensa, mas ndo uma tardia aos antigenos de carrapato. Reacao esta nao
manifesta durante o parasitismo. Neste trabalho foi observado que os animais
controle apresentaram reacbes reduzidas ao extrato enquanto animais vacinados
apresentaram reagdes mais intensas e significativas com 6 e 96 horas pés estimulo.
A reacdo reduzida nos animais controle possivelmente ocorreu a menor
concentracdo (metade) de antigenos usada no teste em relagdo aquela do trabalho
de Szabd (1995b). Esta atitude foi tomada para permitir a visualizacao melhor das
diferencas entre animais vacinados e controle. Uma reacdo de hipersensibilidade
imediata intensa poderia se sobrepor e mascarar reagdes mais tardias e menos
intensas.

De fato observou-se uma reacado imediata mais intensa nos caes vacinados,
reacdo esta que se prolongou por todo o periodo de observagdo. Novamente o
significado desta reagdo dos animais vacinados é desconhecido, mas indica que a
vacina com um antigeno ortologo foi capaz de induzir uma alteragdo na resposta
imune de caes contra antigenos do carrapato R. sanguineus. Esta observacao
reforca a tese de que seria interessante repetir este teste com doses protéicas
maiores ou com numero maior de vacinagoes.

O teste imunoenzimatico (ELISA) foi usado neste projeto para avaliar a
soroconversdo dos animais vacinados e assim confirmar o reconhecimento
especifico dos vacinais pelos caes do grupo teste em oposicdo aos do grupo
controle. Observou-se nestes ensaios um aumento no titulo de anticorpos reagentes
contra subolisin apdés as duas inoculagdes nos animais vacinados mas ndo nos
animais controle. Estes resultados podem mostraram que a subolesin foi
especificamente reconhecido pelo sistema imunolégico do céo.

No contexto geral de avaliagdo deste projeto desprende-se que a vacina da
forma apresentada esta longe de um produto comercial. Porém considerando intima
relacado do carrapato alvo, o R. sanguineus com seu hospedeiro, o céo, e a eficacia
dos mecanismos de evasdo deste parasito frente aos processos reativos do
hospedeiro, os resultados sdo promissores pois foi detectada uma interferéncia na
resposta imune do cdo. Neste ponto € importante ressaltar que até o momento

apenas duas vacinas comerciais anti-artropodes foram langcadas no mundo, ambas
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contra o carrapato do boi, o Boophilus microplus e ambas baseadas no mesmo
antigeno (DE LA FUENTE et al., 2007). Estas vacinas, entretanto, ndo foram um
sucesso comercial principalmente pela dificuldade e limitagdes em sua utilizagéo,
muito embora sejam um marco cientifico e estabelecimento de conceito na pesquisa
de vacinas. Da mesma a vacina testada neste projeto € um marco cientifico pela
utilizagcdo de antigenos ortélogos e testes anteriores com RNAIi. O trabalho nesta
linha deve continuar para obtencdo de um produto de boa eficicia. As regides
afetadas pela leishmaniose e carrapatos em caes certamente de beneficiardo de tal
produto.
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VII. CONCLUSAO

Conclui-se que a vacina recombinante e ortologo de subolesin em caes nao induz
resisténcia ao carrapato R. sanguineus na dose e apresentacdo testada mas
modifica os aspectos imunopatolégicos (TCH, Teste ELISA e Histopatoldgico) do
hospedeiro aos antigenos do carrapato.
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