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RESUMO

CHAGAS, Walker Nunes. Avaliacdo das lesdes de pele e do leucograma em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) infestados por Stomoxys calcitrans (L) (Diptera:Muscidae). 2008.
38p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

O presente experimento teve como objetivos avaliar as alteragdes macro e microscopicas na
pele de coelhos, causadas pelas picadas da mosca Stomoxys calcitrans, em relacdo a diferentes
intensidades de infestacdo, a re-infestacdo e a animais nao parasitados, bem como analisar e
descrever a resposta leucocitaria sanguinea, nos animais dos diferentes grupos. O
Experimento foi conduzido no Colégio Técnico da UFRRJ, no municipio de Seropédica (RJ).
Trinta coelhos machos, Nova Zelandia brancos, com idade entre 96 e 105 dias, foram
divididos em cinco grupos, com seis animais cada e submetidos as infestacdes experimentais
por S. calcitrans em uma das orelhas, com trés, sete e quatorze moscas respectivamente. Um
outro grupo foi submetido a reinfestacdo, quinze dias apds, com quatorze moscas € no quinto
grupo os coelhos ndo foram submetidos as picadas (controle). Quarenta e oito horas apés a
infestacdo, foram realizadas a coleta de fragmentos de pele para avaliacdo histopatoldgica e
puncao venosa, com realizacdo de esfregago sanguineo para leucocitoscopia. No momento da
realizacdo das biopsias ndo foram observadas alteraces macroscopicas significativas e 0s
achados histopatolégicos indicaram que as infestacbes nos animais deste experimento
determinaram o desenvolvimento de dermatites do tipo perivascular e intersticial.
Microscopicamente, dezenove animais (79,2%) apresentaram hiperqueratose ortoceratética
compacta. Trés apresentaram acantose e crostas serocelulares (exudativas), com hemacias e
debris celulares. Um destes coelhos apresentou lesdo erosiva associada a crosta e discreta
espongiose. O edema intersticial, classificado como discreto a moderado, estava presente em
18 animais (75%). Foi evidenciada linfangectasia em 15 coelhos (62,5%). Onze coelhos do
grupo experimental apresentaram hemorragia intersticial (45,8%). Vinte e dois coelhos do
grupo experimental (91,7%) apresentaram congestdo dos vasos sanguineos. Algum tipo de
infiltrado inflamatorio foi observado em 15 coelhos (62,5%) dos grupos experimentais,
enquanto que nenhum coelho do grupo controle apresentou esta alteracdo. Treze coelhos
(54,2%) apresentaram infiltrado inflamatorio de polimorfonucleares, predominantemente
eosinofilico e 14 (58,3%) de mononucleares, predominantemente histiocitico, onde nédo foi
evidenciada a presenca de mastocitos. Os animais submetidos a reinfestacdo apresentaram
leucopenia e nos demais grupos experimentais foi observado linfocitopenia, eosinopenia, e
heterofilia e monocitose. Os achados histopatoldgicos sdo compativeis com as reagdes de
hipersensibilidade do tipo I. Os coelhos infestados por mais moscas apresentaram resposta
inflamatdria mais intensa e nos animais submetidos a reinfestacdo as alteracGes teciduais se
apresentam com maior intensidade. A infestacdo por S. calcitrans e a intensidade desta,
determina alteragfes no leucograma dos coelhos. Na reinfestacdo por S. calcitrans, o
leucograma é compativel com o de uma reagao cronica.

Palavras-chave: Stomoxys calcitrans. Les6es de pele. Leucograma.



ABSTRACT

CHAGAS, Walker Nunes. Evaluation of skin lesions and hematology changes in rabbits
(Oryctolagus cuniculus) caused by Stomoxys calcitrans (L) (Diptera:Muscidae) 2008. 38p.
Thesis (Doctor in Veterinary Science). Instituto de WVeterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

This experiment aimed to evaluate and compare the macro and microscopic changes in the
skin of rabbits caused by the bites of Stomoxys calcitrans, for different levels, repeat attacked
and not attacked animals. The profile of leukocyte expression in circulating blood also was
analyzed. The experiment was conducted at the Technical College UFRRJ, in the
municipality of Seropédica (RJ). Thirty male New Zealand White rabbits, with 96 to 105 days
of age, were divided into five groups, each with six animals and subjected to bites of S.
calcitrans in one ear, with three, seven and 14 flies respectively. Another group was
submitted to repeat bites of 14 flies, and the fifth group was not submitted to S. calcitrans
(control). Forty-eight hours after the attack, fragments of skin were colleted for
histopathological. Blood samples also were colleted for hematology. The macroscopic
histopathological findings indicate that the bites led to the development dermatitis.
Microscopically, 19 rabbits (79,2%) developed hyperkeratosis. Three animals evidenced
acanthosis. Also in three animals were observed crusts of exudation with red blood cells and
cellular debris. One of these rabbits showed erosive lesions associated with the crust and
slight spongiosis. The interstitial edema, classified as slight to moderate, was present in 18
animals (75%). Dilated lymphatic vessels were found in 15 rabbits (62.5%). Eleven attacked
rabbits showed interstitial hemorrhage (45.8%). Twenty-two rabbits in the experimental group
(91.7%) showed congestion of blood vessels. Some kind of inflammatory infiltration was
observed in 15 attacked rabbits (62.5%), whilst no rabbit in the control group showed this
change. Thirteen rabbits (54.2%) showed inflammatory infiltrates of predominantly
polymorphonuclear and eosinophilic cells, and 14 rabbits (58.3%) evidenced of mononuclear
cells, predominantly histiocytes, but not mast cells. The animals submitted to repeat bites
showed reduction of leukocytes. The other attacked animals showed reduction of lymphocytes
and eosinophils and increase to neutrophils and monocytes.

Key words: Stomoxys calcitrans . Skin lesions. Leukometry.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento da producdo animal sempre teve nas parasitoses um dos seus
principais entraves. Tanto pelo comprometimento da sanidade dos rebanhos e
conseqiientemente da sua produtividade, quanto pelos altos custos envolvidos no controle dos
endo e ectoparasitas. O impacto destas afec¢es pode se tornar ainda maior, quanto maior for
a intensificacdo dos sistemas de criacdo. A partir desta realidade, diversos estudos para o
desenvolvimento de produtos e sistemas de manejo vém sendo empreendidos para minimizar
0S prejuizos causados por estes agentes.

Diferentes espécies de moscas se desenvolvem em associacdo aos seres humanos e
animais domésticos e cujos ciclos bioldgicos resultam em uma série de perdas econémicas.
Dentre estas moscas destaca-se Stomoxys calcitrans, espécie mais comum do género
Stomoxys, que ocorre na maioria dos paises do mundo e é comumente conhecida como mosca
dos estabulos ou mosca domeéstica picadora.

A mosca dos estabulos é um dos dipteros de maior importancia para a pecuaria
nacional pelos prejuizos econdmicos que determina (CAMPBELL et al., 2001; GRISI et al.,
2002), uma vez que a dor e o desconforto decorrentes de suas picadas condicionam no
hospedeiro uma situacéo de stress que leva a diminuicdo de ingestdo de alimentos e aumenta a
suscetibilidade a doencas, com reflexo direto na produtividade do rebanho, seja no ganho de
peso e/ou producéo de leite (BITTENCOURT, 2002).

A infestacdo por S. calcitrans pode causar sérios danos, seja pela espoliacdo sanguinea
ou por seu papel como potencial vetor de varios agentes patogénicos aos animais domésticos,
tais como protozoarios, fungos, bactérias, riquétsias e virus (GREENBERG, 1971). As lesdes
de pele causadas pelas picadas das moscas dos estdbulos podem propiciar o aparecimento de
infeccdes secundarias ou outras complicacdes, que por vezes comprometem seriamente 0
desempenho dos animais acometidos, além das reagdes sistémicas que também podem advir.
Nesta situacdo, faz-se necessaria a utilizacdo de farmacos e medidas higiénicas
(BITTENCOURT, 2002), determinando a elevacdo no custo de produgéo.

A avaliacdo histopatoldgica das lesdes de pele causadas por infestacdo experimental
de S. calcitrans, bem como do perfil leucocitario propiciara um maior conhecimento do
desenvolvimento da reacdo inflamatdria causada pelas picadas da mosca dos estabulos, bem
como dos mecanismos de resisténcia e/ou suscetibilidade a infestacdo destas moscas, por
parte de seus hospedeiros.

Assim sendo, as questdes que nortearam esta pesquisa remetem as alteracfes anatomo-
histopatoldgicas na pele dos coelhos em relacdo a intensidade de infestagédo por S. calcitrans;
ao fato da reagdo se apresentar de maneira local; as caracteristicas do infiltrado inflamatorio, e
as alteracdes no perfil leucocitario sanguineo.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivos:

- Auvaliar as alteragbes macro e microscopicas na pele de coelhos, causadas pelas
picadas de S. calcitrans, principalmente em relacao a resposta inflamatoria;

- Analisar a resposta leucocitaria sangliinea de coelhos submetidos a diferentes
intensidades de infestacéo e a reinfestacdo por S. calcitrans;

- Comparar as alteragGes anatomo-histopatoldgicas da pele, causadas pelas picadas de S.
calcitrans em coelhos, em relacdo a diferentes intensidades de infestacdo e a re-
infestacéo.



2 REVISAO DE LITERATURA

Stomoxys calcitrans, espécie mais comum do género Stomoxys, ocorre na maioria dos
paises do mundo e € comumente conhecida como mosca dos estdbulos ou mosca doméstica
picadora, sendo de presenga relativamente comum em paises tropicais. No estado do Rio de
Janeiro, em quinze propriedades visitadas no municipio de Quatis (RJ), a mosca dos estabulos
s6 ndo foi observada em duas (PIRES et al., 2003).

A mosca dos estabulos possui o tamanho semelhante ao de Musca domestica,
coloracdo cinza, com quatro listras escuras longitudinais no térax, abdémen mais curto e mais
largo apresentando trés manchas escuras no segundo e terceiros segmentos abdominais. Ela
pode ser prontamente reconhecida por sua probdscida pontiaguda, proeminente, direcionada
para frente e localizada entre os palpos curtos (URQUWART et al., 1996).

As fémeas de S. calcitrans podem ovipor lotes de 25 a 50 ovos, em matéria vegetal em
decomposicdo, como feno e palha, principalmente contaminados por urina e esterco, além de
cama de frango, restos de silagem e de alimentos que ficam ao redor dos cochos de
alimentacdo. Nestes locais também ocorre o desenvolvimento de larvas e pupas. O ciclo
evolutivo completo, desde o ovo até a mosca adulta pode levar de 12 a 60 dias, dependendo
principalmente da temperatura e umidade, onde o clima tropical favorece a reproducdo
(BITTENCOURT; MOYA BORJA, 2000; URQUWART et al.,, 1996). Neste sentido,
Bittencourt e Moya Borja (2000) observaram no municipio de Espirito Santo do Pinhal (SP),
0 maior nimero de moscas infestando bovinos e equiinos, no periodo de outubro a dezembro.
A partir deste periodo, a quantidade de moscas por animal comecava a decrescer,
provavelmente em virtude do aumento da pluviosidade (200 mm), que levando ao aumento
excessivo da umidade poderia eliminar as larvas presentes no solo. Da mesma forma o
namero de moscas também diminuia quando a precipitacdo pluviométrica acumulada era
inferior a 50 milimetros, onde as larvas provavelmente também eram afetadas pela baixa
umidade.

A mosca dos estabulos ataca principalmente bovinos, eqliinos e em menor extensdo 0s
suinos, cdes e o proprio homem (URQUWART et al., 1996; GUIMARAES, 1984). Segundo
Yeruham e Braverman (1995), a intensidade de infestacdo por S. calcitrans esta relacionada
ao odor e as reacOes dos hospedeiros ao ataque das moscas. Nos eqinos, Bittencourt e Moya
Borja (2000) constataram que 70% das moscas preferiam picar e sugar o sangue dos membros
tordcicos, concentrando-se nas regides abaixo do joelho, principalmente na canela,
apresentando uma media de trés moscas infestando esta regido nos periodos de menor
incidéncia, e quinze moscas em média, nos periodos de maior infestacdo. Esta ocorréncia esta
relacionada com a maior dificuldade de movimentacdo dos membros toracicos, com a
abundante vascularizacdo superficial e com um menor reflexo cutaneo (tremor),
impossibilitando que as moscas fossem espantadas com eficiéncia nestas regides. Todd (1964)
relatou que a preferéncia de S. calcitrans por picar a superficie dos membros toracicos dos
animais, poderia ser devida ao fato da pele ser mais fina e por possuir um grande namero de
capilares superficiais, o que facilitaria a ingestao de sangue.

Nos bovinos, os membros toracicos também sdo os mais acometidos, seguidos dos
membros pélvicos e do térax. A dificuldade na movimentacdo dos membros toracicos, uma
vez que eles suportam de 60 a 65% do peso corporal, parece ser uma das principais causas
para que estas areas sejam as mais acometidas pela infestacdo de S. calcitrans
(BITTENCOURT; MOYA BORJA, 2002). Pires et al. (2003) observaram preferéncia da
infestacdo nos membros toracicos, seguidos do térax, abdome, membros pélvicos e pescogo



em bovinos. A partir destas constatagdes, pode-se estimar a quantidade de moscas no corpo,
tomando como base a quantidade de moscas nos membros toracicos.

Os cdes também sdo acometidos por S. calcitrans geralmente na face ou nas orelhas.
Muitas moscas sdo comumente encontradas nas pontas das orelhas ou na dobra da mesma,
quando estas estdo voltadas para baixo. (YERUHAM e BRAVERMAN, 1995; SCOTT et al.,
1996).

2.1 Alteracdes Anatomo-histopatoldgicas

De um modo geral a maioria das picadas de insetos na pele dos animais apresenta
inicialmente lesGes circulares eritematosas, com 0.5 a 2.0 cm de didmetro, que podem evoluir
para areas focais de necrose com ulceracdes, alopecia e formacdo de crostas.
Histologicamente, a area de necrose pode alcancar a derme profunda e as lesbes recentes
apresentam infiltrado inflamatorio perivascular a difuso, com variado nimero de eosindfilos,
neutréfilos, linfdcitos e macréfagos. Edema e hemorragia podem estar presentes. (JUBB et al.,
2007). Para Yeruham e Braverman (1995), relativamente poucas informacgdes estdo
disponiveis sobre a infestacdo de moscas dos estdbulos como causa de lesdes de pele em
animais domésticos.

Para Cotran et al. (1999) e Mc Gavin e Zachary (2007), as reacBes as picadas de
insetos sdo variadas e incluem irritacdo, anemia e hipersensibilidade, dentre outras. As lesdes
podem ocasionar queda de pelos, formacdo de crostas hemorrégicas, eritema e escoriacGes
secundarias causadas pelo préprio animal ao se cocar, especialmente aqueles com
hipersensibilidade as picadas de mosca. A lesdo classica da pele nos locais das picadas exibe
um infiltrado perivascular em forma de cunha de linfocitos, histiécito e eosindfilos no interior
da derme. Pode haver uma zona central de necrose epidérmica excessivamente focal, logo
abaixo da qual podem ser encontradas partes bucais birrefringentes do inseto. Também podem
ser observados hemorragia e edema da derme; areas necroticas na epiderme; infiltrados peri-
vasculares de linfécitos, mononucleares e eosinofilos, que também podem ser identificados na
epiderme no caso de foliculites e furunculoses. Pode se observar a ocorréncia de espongiose,
resultando em bolhas intra-epidérmicas. A presenca de hiperplasia, paraqueratose e
hiperqueratose na epiderme, pode estar associada ao trauma ocasionado pelo préprio animal
em funcéo do prurido. .

Segundo Perris (1995), a hipersensibilidade as picadas de insetos é uma das principais
causas de prurido e dermatites em equinos e os insetos mais freqliientemente envolvidos sdo
Culicoides sp., S. calcitrans e Haematobia irritans. Antigenos presentes na saliva destes
insetos desencadeiam uma resposta imunologica com a producédo de Imunoglobulina E (IgE),
gue uma vez ligada aos receptores de membrana de mastocitos e baséfilos, determinam a
degranulacdo de mediadores inflamatorios e substancias vasoativas, resultando na
vasodilatacéo e edema observados na pele dos animais afetados.

Segundo Cotran et al. (1999), a resposta imune que pode advir destes antigenos
exogenos assume diferentes formas, desde um prurido de pele a uma reacdo anafilatica,
potencialmente fatal em casos extremos. As diferentes reacGes observadas sdo denominadas
reacOes de hipersensibilidade e podem ser desencadeadas pela interagdo destes antigenos com
suas respectivas imunoglobulinas ou por mecanismos imunes mediados por células. Estas
reacOes de hipersensibilidade séo classificadas, nos processos imunologicos, em quatro tipos,
a saber:

Tipo | — se desenvolve rapidamente, a partir da liberacdo de substancias vasoativas e citocinas
quimiotaticas para células inflamatorias;

Tipo 1l — mediada por imunoglobulinas dirigidas contra antigenos presentes na superficie de
células e outros componentes teciduais;



Tipo Il - induzida por imunocomplexos (antigeno-anticorpo), que produzem lesdo tecidual
em conseqiiéncia da ativacdo do sistema complemento;

Tipo IV — mediada por linfdcitos T, incluindo as reacGes do tipo tardio classico (células T
CD4) e a citotoxidade direta (células T CDS8).

Tizard (2002) relata que S. calcitrans esta envolvida na hipersensibilidade tipo | em
bovinos e eqliinos. Se os animais forem alérgicos aos antigenos da saliva desses insetos, as
picadas resultam no desenvolvimento de uma urticaria acompanhada por um prurido intenso.
Entretanto nem todos os animais respondem desta maneira aos alérgenos dos artropodos, uma
vez que cerca de 30% dos animais acometidos podem mostrar uma reagéo retardada (tipo 1V)
em 24 a 48 horas.

Diversas reacdes de hipersensibilidade do tipo | apresentam duas etapas bem
definidas. Na primeira etapa, inicial, observa-se vasodilatacdo, extravasamento vascular e
espasmo de musculo liso ou secrecfes glandulares. A segunda etapa inicia-se 2 a 8 horas ap0s
a exposicao inicial e pode durar varios dias. Esta reacdo mais tardia se caracteriza por um
infiltrado tecidual mais intenso com eosindfilos, neutrofilos, mastdcitos, baséfilos, mondcitos
e linfocitos. Neste tipo de reacdo, os mastdcitos e basofilos tém um papel destacado
(COTRAN et al., 1999).

Os mastocitos localizam-se proximos a vasos sanguineos, abaixo do revestimento
epitelial, onde as reacBes do tipo | costumam acontecer. S&o células arredondadas, com
nucleo esférico e central e o citoplasma rico em granulos baséfilos. Sua membrana apresenta
receptores de Fc para IgE e cuja ligacdo determina a degranulacdo de mediadores primarios,
como a histamina, envolvidos na resposta aguda. Também sdo liberados os mediadores
secundarios, envolvidos na fase tardia da resposta do tipo I, recrutando mais leucdcitos,
principalmente eosindfilos. Esta resposta inflamatéria da fase tardia esta diretamente
envolvida nos sintomas da hipersensibilidade do tipo | (COTRAN et al., 1999).

Souza et al. (2005) descreveram um surto de dermatite alérgica sazonal em ovinos,
associada a picada de mosquitos, observaram que as lesdes ocorriam principalmente nas
orelhas e ao redor dos olhos, focinho e labios. Identificaram dois padrdes de lesdo: no padrdo
agudo havia acentuado eritema, associado a grande quantidade de papulas, pustulas, colaretes
epidérmicos e crostas. No padrdo crénico, areas liquenificadas, ulceradas, exsudativas,
crostosas, alopécicas e, por vezes, hemorragicos. Microscopicamente, em ambos os padrdes
de lesdo havia acentuada hiperceratose paraceratotica laminada e ortoceratética compacta
associada a intensa acantose irregular e hipergranulose. A principal diferenca entre os dois
padrdoes de lesdo consistia no infiltrado inflamatdério. Os ovinos recentemente afetados
apresentavam infiltrado perivascular superficial rico em eosinofilos. Muitos desses eosinéfilos
estavam degranulados e podiam ser observados na derme em intima associacdo com fibras
colagenas hialinizadas e de aspecto flocular. Em algumas areas, os eosindfilos infiltravam a
epiderme formando pustulas. Nas lesbes cronicas, o infiltrado de eosinofilos era escasso e
havia predominio de linfocitos, plasmdcitos e macréfagos.

As picadas de S. calcitrans sdo dolorosas e sangram inicialmente, determinando lesdes
na pele dos animais acometidos, como dermatite necrotica nas orelhas de cdes, dermatite
exudativa nos membros de equinos e dermatites em bezerros (YERUHAM e BRAVERMAN,
1995). Quinn et al. (1983) e James e Moon (1998), observaram que apos a inje¢do subcutanea
com extrato de Stomoxys as reacdes clinicas mais intensas eram mais evidentes nas primeiras
24 horas, mas as alteracdes podiam ainda ser observadas por até 72 horas ou mais.

Moorhouse (1972) estudando as lesdes causadas pela mosca dos estabulos,
verificou ao longo de trés anos que os bovinos apresentavam reacdo de hipersensibilidade a
picadas desta mosca, que por sua vez levaram a formacdo de lesGes cutaneas nos membros
torécicos, associado a um edema acentuado, principalmente ao redor dos joelhos. Stork (1979)
também citou que as picadas poderiam causar reacdo de hipersensibilidade com formacao de
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vesiculas na epiderme dos animais. Guglielmone et al. (1999), estudando lesGes de pele
causadas por picadas de H. irritans e S. calcitrans em vacas Holandesas, observaram
hiperemia além de infiltrados inflamatorios com predominancia de mononucleares e
eosindfilos.

Num estudo realizado com eqinos infestados por S. calcitrans, verificou-se que estes
animais apresentaram papulas com mais de 4 mm de diametro, além da queda e ericamento de
pelos como também a formacdo de crostas. A andlise histopatoldgica da bidpsia da pele
evidenciou uma dermatite perivascular superficial e profunda, com eosinofilos e
mononucleares (PERRIS, 1995). Baker e Quinn (1978) também observaram edema cutaneo e
marcada eosinofilia, com vasos sangliineos tortuosos e dilatados em biopsias de pele de
equinos infestados por Culicoides sp. e S. calcitrans.

Jubb et al. (2007) relatam que a hipersensibilidade equina a infestacdo por Culicoides
se desenvolve pelo padrdo do tipo I, como também pelo padrdo do tipo IV. Na reacdo
imediata (tipo I) formam-se papulas, com intenso prurido, que pode causar auto-mutilacdo por
parte dos animais acometidos, mascarando as lesfes primarias e resultando em escoriacdes,
Ulceras, crostas e alopecia, que na cauda, determina o tipico “rabo de rato”. Histologicamente
observa-se dermatite perivascular superficial ou profunda, com infiltrados de eosindfilos e
linfocitos. Acantose, espongiose, hiperqueratose e focos necréticos podem estar presentes na
epiderme. ErosGes e ulceracdes associadas a inflamacdo neutrofilica, sdo resultantes da auto-
mutilacdo. A derme apresenta variado edema e aumento de mastdcitos, que podem estar
degranulados. Em alguns casos, infiltrado eosinofilico difuso, com degeneragdo de colageno
ou foliculite podem ser observados.

O granuloma eosinofilico em equino, que se apresenta com papulas arredondadas,
firmes, ndo alopécicas, tem etiologia desconhecida, mas ha suspeitas de que esta relacionado
com reacOes de hipersensibilidade a picada de insetos. Microscopicamente observam-se focos
eosinofilicos irregulares, variando de pequenos a grandes, compostos de eosinofilos
degranulados e colageno degenerado. Os focos de colagendlise podem formar estruturas
chamadas de “figuras em chamas”, que sdo geralmente rodeadas por um infiltrado
eosinofilico intenso, acompanhado de reacdo granulomatosa composta de macrdéfagos e as
vezes células gigantes (GROSS et. al., 2005; JUBB, et al., 2007 apud TEIXEIRA e
AMORIM, 2006). Verissimo et al. (2002) observaram um maior nimero de mastocitos nas
dermes superficial e profunda em vacas da raca Nelore, mas os numeros ndo foram
estatisticamente diferentes dos achados nas racas Holandesa (PO) e Pardo-Suica. Estes
resultados sugerem que 0 numero de mastocitos encontrados nas dermes superficial e
profunda de bovinos europeus, zebuinos e mestigos, pode estar relacionado com o tipo e
intensidade da reagdo inflamatdria, como também com a resisténcia destes animais aos
ectoparasitas.

Nos cdes, as picadas resultam em exsudacdo de soro e sangue que ocasionam eritemas
e crostas hemorragicas, com prurido varidvel de médio a grave, presumivelmente refletindo a
auséncia ou a presenca de sensibilizacdo (YERUHAM e BRAVERMAN, 1995; SCOTT et
al., 1996).

Na hipersensibilidade felina a picadas de insetos, os achados histopatologicos
demonstram moderada acantose e espongiose, com variavel erosdo, ulceragdo e exudagdo. A
derme apresenta intensa inflamacdo eosinofilica perivascular e perifolicular, com alguma
degranulagdo que determina colagendlise e as “figuras em chamas”. Edema e algumas vezes
hemorragia, estdo presentes (GROSS et al., 2005).



2.2 Perfil Leucocitario Sanguineo

Os diferentes tipos de leucdcitos sdo as células de defesa do sangue que possuem
caracteristicas e funcdes especificas. Eles se subdividem em leucdcitos granulécitos e
agranuldcitos, em funcdo da presenca ou ndo de granulos especificos no citoplasma. Os
leucdcitos granuldcitos sdo os neutréfilos, eosindfilos e basofilos; enquanto que o0s
agranuldcitos se subdividem em linfocitos e mondcitos. A morfologia dos leucdcitos é,
geralmente, semelhante em todos os mamiferos. Alguns animais, entretanto, ndo possuem
neutrofilos como os lagomorfos e vérias espécies de roedores, como a capivara. Para cumprir
as funcbes dos neutrofilos, esses animais possuem uma célula que apresenta caracteristicas
tintoriais semelhantes ao eosindéfilo, chamada de heterdfilo. Os heter6filos dos lagomorfos sdo
células grandes com nucleo multilobulado, excéntrico e granulos intracitoplasmaticos
eosinofilicos alongados. (JAIN, 1986; FELDMAN et al.,, 2000; CAMPBELL, 2004,
ALMOSNY e MONTEIRO, 2007).

Os basofilos sdo células arredondadas e que possuem granulos também redondos de
coloracdo geralmente escura. Os eosinofilos dos mamiferos possuem granulos eosinofilicos.
Em coloracdo citoquimica pelo método de Sudan Black B, observa-se que os granulos do
eosinofilo sdo grandes, redondos ou arredondados e se coram em verde oliva metalico. Os
mondcitos sdo geralmente as maiores células presentes no sangue. Possuem citoplasma de
coloracdo cinza-azulada com granulacdes delgadas e frequentes vacuolos. Possuem,
geralmente, um Unico ndcleo que pode variar em forma de ovdide a riniforme. Os linfécitos
dos coelhos sdo pequenos, de formato redondo, com citoplasma basofilico, podendo
apresentar granulos azurofilicos. (JAIN, 1986; FELDMAN et al., 2000; CAMPBELL, 2004;
ALMOSNY e MONTEIRO, 2007).

Os neutrofilos/heterofilos aumentam em infecgBes bacterianas agudas e estimulos
fagocitarios, como em hemolises e podem estar normais em infec¢des cronicas ou diminuem
em infeccBes virais. Em infeccbes agudas os mamiferos podem apresentar
Neutrofilos/heterofilos toxicos, com o citoplasma basofilico (azulado), vacuolizado ou com
corpusculos de Dohle. Doencgas infecciosas cavitarias determinam uma leucocitose
neutrofilica de grande intensidade enquanto em choques septicos, 0s animais costumam
apresentar leucopenia devido a neutropenia/heteropenia, 0 que implica em prognostico
reservado a desfavoravel. Tal fato pode estar associado a resposta medular deficiente (baixo
estimulo quimiotaxico), mielodisplasia ou destruicdo periférica maior que a reposicao
medular. Reducédo dos valores da leucometria global sem melhora clinica do paciente podera
significar um prognostico sombrio. Enterites bacterianas determinam leucocitose neutrofilica
acompanhada de monocitose (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007; CUBAS et al., 2007).

A monocitose, normalmente, esta relacionada a afeccdes cronicas ou doencas
infecciosas especificas e a neoplasias. Enquanto que a diminuicdo de mondcitos
(monocitopenia) pode ser de dificil caracterizagdo, uma vez que os valores de normalidades
minimos sdo baixos, necessitando de exames sucessivos. No entanto, o significado clinico
tem pouca importancia. (WALLACH e BOEVER, 1983; ALMOSNY e SANTQOS, 2000;
ALMOSNY e MONTEIRO, 2007).

A funcgdo dos Basofilos ainda ndo esta completamente esclarecida. Em alguns animais
acompanham as eosinofilias ou estdo relacionados a ocorréncia de infecgdes/infestacdes
parasitarias. Eosinofilias costumam estar relacionadas a processos alérgicos e parasitarios.
Nos casos de processos alérgicos superagudos, ocorrem grande reducdo no numero dessas
células (eosinopenia). A diminuicdo de eosindfilos pode ser de dificil caracterizagdo, uma vez
que os valores minimos de normalidade sdo baixos, necessitando de exames sucessivos. A

6



eosinofilia também pode aparecer em processos cronicos, normalmente associada a outras
alteracdes como neutrofilia/heterofilia, monocitose ou linfocitose. A funcéo dos eosinofilos
ainda ndo estd completamente esclarecida nas aves e pode apresentar diferencas ao comparar
com mamiferos. Entretanto, em casos de alergias e parasitoses, podemos observar a elevacéo
do numero dessas células (CAMPBELL, 2004; ALMOSNY e MONTEIRO, 2007).

Para Fowler (1986), a leucocitose de animais selvagens pode estar associada ao
estresse e isso poderd interferir na analise do leucograma. Os processos infecciosos agudos,
como os de origem bacteriana, normalmente estdo acompanhados de leucocitose. Entretanto €
importante observar que doencas inflamatorias superagudas costumam determinar leucopenia
devido a rapida mobilizacdo de neutrofilos (heterdfilos) para os 6rgaos-alvo (WALLACH e
BOEVER, 1983; CAMPBELL, 1991; ALMOSNY e MONTEIRO, 2007).

A linfocitose € uma caracteristica de afeccdes virais ou de fase de resolucdo de
infeccBes bacterianas e é relativamente freqliente em filhotes. O leucograma de convalescenca
normalmente esta associado a valores normais dos demais leucocitos sangiiineos, e na
infeccdo viral ativa pode haver neutropenia. Nas condi¢cdes de estimulo imunoldgico
prolongado, como em doencas autoimunes ou periodos vacinais repetidos, como pode ser
observado nos filhotes, pode ocorrer linfocitose. A linfopenia pode estar associada a fase
aguda da inflamacdo, associada a neutrofilia e eosinopenia. O uso de corticosteroides
determina grave linfopenia, assim como o estresse prolongado que eleva os niveis enddgenos
de cortisol. Algumas doencas inflamatorias poderdo determinar respostas intensas, bem como
0 aparecimento de atipias celulares. Essa reacdo pode acontecer em mamiferos, mas ocorre
com mais frequéncia em répteis e ndo deve ser confundida com desordens mielo ou
linfoproliferativas. (CAMPBELL, 2004; ALMOSNY e MONTEIRO, 2007).

Swist et al. (2002), desenvolveram um estudo com bovinos que foram expostos a
extratos de glandulas salivares de S. calcitrans e observaram uma proliferacdo de linfocitos
associada a uma resposta imunoldgica as proteinas salivares. Os resultados também indicaram
que a saliva das moscas dos estdbulos tem uma acdo potencial de modular a fungdo dos
linfocitos T, que se refletia no perfil sanguineo.

Gongcalves et al. (2002), observaram algumas diferencas significativas na expresséo de
leucdcitos na circulacdo sanguinea durante o curso da infestacdo experimental por
Dermatobia hominis em ratos. Os mondcitos e baséfilos apresentaram contagem inexpressiva
e foram excluidos das analises estatisticas, mas os neutrofilos apresentaram contagem
significativamente superior em relacdo ao grupo controle. A contagem de linfocitos dos
animais parasitados foi inferior a do controle e o nimero de eosindéfilos apresentou-se baixo,
embora néo tenha apresentado diferenca significativa.

Oliveira et al. (2003) desenvolveram um trabalho para avaliar o desempenho produtivo
e a contagem de linfocitos de coelhos submetidos a duas densidades populacionais.
Constataram uma reducdo de linfécitos e eosinofilos circulantes no grupo com maior
densidade populacional. Este achado foi relacionado a situagdo de stress a que estes animais
foram submetidos. O estimulo potente para a secrecdo do horménio adrenocorticotrofico
(ACTH), o qual estimula a secre¢do de glicocorticdides pela glandula adrenal, é influenciado
pelo grau de estresse, em coelhos. Os glicocorticdides promovem lise do tecido linfatico e
reduzem o ndamero de linfdocitos e de eosinofilos circulantes. Desta maneira, situacfes de
stress, levam a liberacdo de corticdides, que determinam uma reducdo no numero de linfocitos
e de eosinofilos circulantes.



3 MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacdo do experimento

O experimento se desenvolveu no setor de cunicultura do Colégio Técnico e na
Estacdo para Pesquisas Parasitoldgicas W. O. Neitz da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro - UFRRJ, no municipio de Seropédica (RJ) e nos Laboratérios de Patologia Clinica e
Histopatologia do Curso de Medicina Veterindria do Centro Universitario Plinio Leite -
UNIPLI, em Itaborai (RJ), no periodo de setembro a novembro de 2008.

3.2. Obtencéo e manutencéo de S. calcitrans

Para o estabelecimento da colénia de S. calcitrans, foram capturadas moscas adultas
que infestavam bovinos e equinos do Hospital Veterinario e do Setor de Reproducdo Animal
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. As moscas foram mantidas em gaiolas
proprias, por um periodo de 20 dias, alimentadas diariamente com sangue citratado (0,38%)
aquecido de bovino, segundo a técnica adaptada descrita por Mello e Garcia (1988), Mello
(1989) e Moraes (2007).

3.3. Animais do experimento

Para a realizacdo do presente estudo foram selecionados trinta coelhos machos, da raca
Nova Zelandia branca, com idade entre 96 e 105 dias, provenientes do Instituto de Zootecnia
da UFRRJ. Os coelhos foram mantidos em gaiolas proprias, com alimentacdo e manejo
adequados, no setor de cunicultura do Colégio Técnico da UFRRJ.

3.4. Delineamento experimental
3.4.1. Amostragem
Os coelhos foram submetidos a infestacdo experimental por S. calcitrans, na pele da

face externa de uma das orelhas, por cinco minutos (Figura 1). Os animais foram divididos em

cinco grupos, cada qual com seis animais, a saber:

- GRUPO I: submetido a infestacdo com trés moscas na orelha esquerda;

- GRUPO II: submetido & infestacdo com sete moscas na orelha esquerda;

- GRUPO I1I: submetido a infestacdo com 14 moscas na orelha esquerda;

- GRUPO IV: submetido a infestacdo com 14 moscas na orelha esquerda e a re-infestacdo 15
dias apds na orelha direita;

- GRUPO V: controle, submetido a infestacdo com sete moscas cujos aparelhos bucais foram
removidos para que os coelhos ndo fossem picados.

3.4.2. Preparacdo dos animais

Tanto para a infestacdo experimental quanto para a coleta dos fragmentos de biopsia e
puncdo venosa, os coelhos foram anestesiados com injecdo intra-muscular de cloridrato de
ketamina, na dose de 40mg/Kg de peso, em combinagdo com xilazina na dose de 10mg/Kg de
peso (QUESENBERRY, 1998).

As moscas foram submetidas & restricdo alimentar no dia anterior a infestacdo
experimental e transferidas da caixa de criacdo para tubos de vidro, com a boca telada para
que as elas pudessem se alimentar na pele dos coelhos (Figura 2).

Apos a coleta dos fragmentos, as orelhas foram tratadas com spray repelente, larvicida
e cicatrizante (Figura 3).



3.4.3. Bidpsia cutanea e puncao venosa

Quarenta e oito horas ap0s as infestacdes, foram realizadas biopsias com o auxilio de
saca bocado de 5mm de diametro, na regido da pele da face externa da orelha acometida por
S. calcitrans (Figura 4). Os fragmentos de pele obtidos foram fixados por imersao em solugédo
de formalina a 10% (LUNA, 1968).

Também foram coletadas amostras de sangue por punc¢do venosa da orelha em que nao
foi realizada a bidpsia, com a utilizagdo de seringas de 10ml e agulha 25x7, rinsadas com
aticoagulante EDTA (&cido etileno diamino tetracetico) (FELDMAN et al 2000) (Figura 5).

3.4.4 Processamento das amostras
3.4.4.1. Pele

Os espécimes coletados e fixados foram processados segundo a técnica histoldgica de
rotina para inclusdo em parafina, com cortes de 5 um de espessura. Para analise
histopatoldgica, os cortes foram corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina, Azul de
Toluidina e Giemsa e observados ao microscopio optico (LUNA, 1968).

Na avaliacdo das alteracdes teciduais, os tipos celulares presentes nos infiltrados dos
espécimes, foram identificados e as reagdes inflamatorias classificadas de acordo com as suas
intensidades, para uma anélise comparativa.

3.4.4.2. Sangue

No momento da coleta foram confeccionados esfregacos de sangue, posteriormente
corados em solu¢do May Grunwald-Giemsa e observados sob microscopia éptica, visando a
leucocitoscopia. As amostras de sangue, com EDTA (acido etileno diamino tetracetico) foram
enviadas ao Laboratério de Patologia Clinica do Curso de Medicina Veterinaria do Centro
Universitario Plinio Leite — UNIPLI (Itaborai-RJ) e a leucometria global foi efetuada
conforme Jain (1986) e Feldman et al (2000).

3.5. Metodologia estatistica
3.5.1. Coleta e apresentacdo dos dados

Os dados coletados foram apresentados por meio de gréaficos e tabelas, bem como os
resultados provenientes de andlises estatisticas.

3.5.2. Nivel de significancia
O nivel de significancia adotado foi de 5% de probabilidade (o= 0,05) para rejeitar a
hipotese nula.

3.5.3. Andlises Estatisticas

Nas andlises dos componentes sanguineos foram utilizados testes ndo-paramétricos como
o0 Teste de Kruskal-Wallis, na comparacéo entre os efeitos devidos aos tratamentos (grupos), e
o0 Teste Exato de Fisher, para testar a hipdtese de que as proporc¢des entre os valores na faixa e
fora da faixa de referéncia independem da infestacdo de moscas.

Apds o Teste de Kruskal-Wallis foi aplicado o teste t de “Student” usado para comparar
as médias dos postos, descrito em Sampaio (1998).

Nas analises estatisticas envolvendo a auséncia ou a presenca de fatores histopatoldgicos,
também foi utilizado o Teste Exato de Fisher, para testar a hipotese de que as percentagens de
ocorréncias destes fatores independem da infestacdo de moscas.



Figura 1. Infestacdo experimental por Stomoxys calcitrans em orelha de coelho.

Figura 2. Stomoxys calcitrans acondicionadas em tubo para a realizagdo da
infestacdo experimental em coelhos.
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Figura 3. Orelha do coelho ap6s a coleta de bidpsia e ja com o tratamento topico.

Figura 4. Coleta de fragmento de pele da orelha de coelho acometida por Stomoxys
calcitrans, com a utilizagdo de saca bocado de 5mm
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Figura 5. Puncéo venosa na orelha de coelho com seringa rinsada com
anticoagulante EDTA (&cido etileno diamino tetracetico)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo que compreendeu a realizacdo deste experimento, entre 0os meses de
setembro a novembro, observou-se um acréscimo na infestacdo por S. calcitrans de bovinos e
equinos na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Esta observacdo coincide com
Bittencourt e Moya Borja (2000), que observaram no municipio de Espirito Santo do Pinhal
(SP), o maior nimero de moscas infestando bovinos e equinos, no periodo de outubro a
dezembro, em funcéo principalmente da temperatura e umidade.

Durante a captura foi observado que os locais de predilecdo das moscas dos estabulos
para a alimentacdo, estdo de acordo com os relatos de Bittencourt e Moya Borja (2000) e
(2002) e Pires et al. (2003). Nestes trabalhos, os autores constataram que, nos equinos, 70%
das moscas preferiam picar e sugar o sangue dos membros tordcicos, concentrando-se nas
regibes abaixo do joelho, principalmente na canela. Nos bovinos, os membros toracicos
também sdo os mais acometidos, seguidos dos membros pélvicos e do térax. Todd (1964)
relatou que a preferéncia de S. calcitrans por picar a superficie dos membros toracicos dos
animais, poderia ser devida ao fato da pele ser mais fina e por possuir um grande nimero de
capilares superficiais, o que facilitaria a ingestdo de sangue.

Bittencourt e Moya Borja (2000) observaram, em equinos, uma media de trés moscas
infestando os membros anteriores, nos periodos de menor incidéncia, e quinze moscas, em
media, nos periodos de maior infestacdo. Praticamente o mesmo numero de moscas foi
utilizado nesta infestacdo experimental.

Nos cdes, as regides mais acometidas por picadas de S. calcitrans séo as orelhas e a
face. Estas observacGes determinaram a escolha das orelhas como local para a infestacdo dos
coelhos no presente experimento. (YERUHAM e BRAVERMAN, 1995; SCOTT et al.,
1996).

4.1 Alteragdes Anatomo-histopatoldgicas

Imediatamente apos a infestacdo foram observados pequenos pontos hemorragicos nos
locais das picadas de S. calcitrans (Figura 6). Em seguida formaram-se pequenos hematomas
circulares, subcutaneos, medindo aproximadamente 1 a 2mm de diametro (Figura 7). Estas
observagdes sdo compativeis com aquelas descritas por Jubb et al. (2007), mas
contrariamente, neste experimento as les6es ndo evoluiram para areas focais de necrose com
ulceracdes. Provavelmente devido a infestagdo experimental ter ocorrido uma Unica vez, por
cinco minutos, enquanto que nas infestacbes naturais, as moscas picam 0S animais varias
vezes ao longo do dia. Yeruham e Braverman (1995), também descreveram a presencga de
sangramento imediato, apos as picadas.
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Figura 6. Pontos hemorragicos na pele de coelho imediatamente apds a infestacao
por Stomoxys calcitrans.

Figura 7. Hematomas circulares subcutaneos em pele de coelho apds a infestacéo
por Stomoxys calcitrans.
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Os animais foram monitorados apos a infestacdo e no dia da coleta do fragmento de
bidpsia e puncdo venosa, depois que retornavam da anestesia. Nestas oportunidades ndo foi
observado prurido nas orelhas acometidas pelas picadas das moscas, o que esta em desacordo
com Mc Gavin e Zachary (2007), Cotran et al. (1999) e Moorhouse (1972). Estes autores
observaram prurido intenso nos animais acometidos, especialmente aqueles com
hipersensibilidade as picadas de mosca. Para Perris (1995), a hipersensibilidade as picadas de
insetos € uma das principais causas do prurido. Desta maneira, a auséncia deste sinal nos
animais deste experimento, pode estar relacionada com a auséncia desta condi¢do. Yeruham e
Braverman (1995) relatam que as picadas de S. calcitrans sdo dolorosas, no entanto como 0s
coelhos estavam anestesiados no momento da infestacdo experimental, ndo foi possivel a
avaliacdo da sensibilidade de dor.

Quando da realizacdo das biopsias (48 horas ap0s a infestacdo experimental),
ndo foram visualizadas alteracbes macroscépicas significativas na pele da face externa das
orelhas. Excecdo feita a dois coelhos do grupo 1V (reinfestacdo), que apresentaram discreta
exsudacdo serosa nos locais das picadas. Ndo foram observadas areas alopécicas e papulas,
como também ndo houve espessamento da pele do pavilhdo auricular. Contrariamente, Jubb et
al. (2007), Cotran et al. (1999) e Souza et al. (2005), descreveram a presenca de papulas,
pustulas, colaretes epidérmicos e crostas num curso agudo. Enquanto que no curso cronico,
areas liquenificadas, ulceradas, exsudativas, crostosas, alopécicas e, por vezes, sangrantes,
estavam presentes. Stork (1979) também descreveu reacdes de hipersensibilidade com o
aparecimento de vesiculas na epiderme dos animais acometidos por S. calcitrans. Neste
experimento houve um Unico momento de contato das moscas com a pele dos coelhos ou no
maximo dois contatos, no caso do grupo 1V (reinfestado), o que pode ndo ter sido suficiente
para desencadear a reacdo de hipersensibilidade que normalmente leva ao prurido e
consequentemente a alopecia, vesiculas e ulceracdes.

Os fragmentos analisados ao microscépio Optico, apresentavam-se revestidos por pele
delgada nos dois lados e tecido cartilaginoso elastico normal, na regido central. Na pele da
face externa da orelha havia uma maior quantidade de anexos cutaneos (foliculos pilosos e
glandulas), que ainda assim apareciam em quantidade moderada. Os foliculos pilosos
ocorriam tipicamente em grupos (grupos pilosos), com glandulas sebaceas, de configuracdo
normal, associadas.

Na avaliagdo microscopica dos fragmentos de pele dos animais do grupo V (controle),
somente dois animais apresentaram discreta congestdo. Os demais animais deste grupo nao
apresentaram alteracGes evidentes, o que determinou diferenca significativa (p<0,05) para os
animais do grupo experimental em todos os parametros avaliados, com excecdo da
hemorragia intersticial. A epiderme da face externa apresentou uma meédia de 3 a 4 estratos
celulares e o estrato basal bem definido. Camada cérnea normalmente delgada. Derme
reticular compacta, com o coldgeno bem estruturado, foliculos pilosos com glandulas
sebaceas. Raros adendmeros tubulares sudoriparos foram observados na derme profunda, que
apresentava um plexo vascular com artérias musculares e veias de médio e pequeno calibre.
Também foi observada pequena quantidade de tecido adiposo abaixo da derme, junto ao
pericéndrio. (Tabela 1) (Figura 8).

Nos coelhos dos diferentes grupos submetidos as picadas de S. calcitrans, dezenove
animais (79,2%) apresentaram hiperqueratose ortoceratotica compacta (Figura 9). Somente
em trés animais foi evidenciada acantose. Também em trés animais foram observadas crostas
serocelulares (exsudativas), com hemaécias e debris celulares. Um destes coelhos apresentou
lesdo erosiva associada a crosta e discreta espongiose (Figura 10). Souza et al. (2005)
observaram além da hiperqueratose ortoceratdtica, a paraceratética que pode estar associada
as infestagBes cronicas num surto de dermatite alérgica sazonal em ovinos. Mc Gavin e
Zachary (2007) e Cotran et al. (1999) verificaram a presenca de espongiose, bolhas intra-
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epidérmicas, hiperplasia, paraqueratose e hiperqueratose, sugerindo que estas alteracGes
poderiam ser secundarias ao trauma determinado pelo prurido, o0 que nao foi observado neste
experimento. Segundo Scott et al. (1996), as crostas indicam apenas um processo exsudativo
anterior e raramente s&o de significancia diagnostica.

Em relacdo as alteracfes na derme reticular, o edema intersticial, classificado como
discreto a moderado, estava presente em 18 animais (75%). Nos grupos | e Il (trés e sete
moscas, respectivamente), somente trés animais em cada grupo, apresentaram edema discreto.
Nos grupos Il e IV (14 moscas e reinfestacdo), observou-se edema em todos 0s animais, que
foi classificado como discreto em nove coelhos destes dois grupos (75%) e como moderado
em outros trés animais (25%). As diferencas entre o grupo controle e o grupo experimental
mostraram-se significativas pelo Teste Exato de Fisher (p<0,05), evidenciando que as picadas
das moscas contribuiram significativamente para o aparecimento de Edema. Os vasos
linfaticos dilatados — linfangectasia, que ndo sdo visiveis na pele normal, foram evidenciados
em quinze coelhos (62,5%), sendo que somente no grupo IV (reinfestacdo) todos os animais
apresentaram esta alteracdo. Para Scott et al. (1996), a dilatacdo dos vasos linfaticos
geralmente esta associada ao edema (Figura 11).

Figura 8. Fotomicrografia de pele normal (Coelho 4, Grupo controle). HE, obj.10x.
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Figura 9. Fotomicrografia de pele com Hiperqueratose ortoceratética compacta (seta)
Hemorragia discreta na derme profunda (A). (Coelho 1, Grupo V). HE, obj.40x.

U Ll T A _ s
Figura 10. Fotomicrografia de epiderme com lesao erosiva e crosta serocelular
com hemacias e restos celulares associados (seta). Intenso infiltrado
mononuclear histiocitico intersticial (A). (Coelho 5, Grupo 1V). HE, 0bj.40x
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Figura 11. Fotomicrografia de pele com edema moderado (A) e linfangectasia (setas).
Infiltrado inflamat6rio mononuclear histiocitico moderado. (Coelho 6, Grupo
IV). HE, obj.40x

Onze coelhos dos grupos experimentais apresentaram hemorragia intersticial (45,8%);
em nove foi caracterizada como discreta (Figura 9) e apenas dois espécimes apresentavam
hemorragia moderada. Cabe ressaltar que as hemorragias observadas se localizavam
profundamente na derme, junto ao plexo vascular. Esta condi¢cdo provavelmente deve-se a
probdscida pontiaguda e proeminente de S. calcitrans descrita por Urquwart et al. (1996). As
percentagens encontradas quase foram significativas pelo Teste Exato de Fisher (p = 0,06),
indicando que a presenca de moscas quase contribuiu significativamente para o aparecimento
de hemorragia. Esta quantidade de coelhos que apresentaram hemorragia confronta com as
observacdes de Jubb et al. (2007), Mc Gavin e Zachary (2007) e Cotran et al. (1999), que
relataram ser a hemorragia um achado relativamente freqliente em lesdes causadas por
picadas de insetos.

Analisando a congestdo dos vasos sanguineos das bidpsias, verificou-se que ela estava
presente em 22 coelhos do grupo experimental (91,7%), sendo caracterizada como discreta
em 20 e como moderada em apenas dois animais (Figura 12). Nos coelhos do grupo controle,
dois (33,3%) apresentaram congestdo classificada como discreta. Estas diferencas foram
detectadas estatisticamente pelo Teste Exato de Fisher (p<0,05). Estes achados coincidem
com os relatos de Perris (1995), Cotran et al. (1999) e Guglielmone et al. (1999), que
observaram vasodilatagdo, hiperemia e edema, em decorréncia da picada de insetos. Para
Cotran et al. (1999), estas alteracGes estdo associadas a hipersensibilidade do tipo I,
normalmente envolvida nas respostas imunoldgicas as picadas de insetos. Para Tizard (2002)
S. calcitrans esta envolvida com a hipersensibilidade do tipo | e tipo 1V, enquanto Cotran et
al. (1999) descreveram que na primeira etapa da reacdo tipo I, observa-se vasodilatacdo e
extravazamento vascular que resulta em edema, também observado neste trabalho.

18



A segunda etapa da hipersensibilidade do tipo | inicia-se duas a oito horas apés a
exposicao inicial e pode durar vérios dias. Esta reacdo mais tardia se caracteriza por um
infiltrado tecidual mais intenso com eosinofilos, neutréfilos, mastocitos, baséfilos, mondcitos
e linfocitos. Neste tipo de reacdo, os mastocitos e basofilos tém um papel destacado
(COTRAN et al., 1999). No presente estudo, foi observado infiltrado inflamat6rio em 15
coelhos (62,5%) dos grupos experimentais, enquanto que nenhum coelho do grupo controle
apresentou esta alteracdo. Dentre os animais que apresentaram esta alteracdo, 13 coelhos
(54,2%) apresentaram infiltrados inflamatorios de polimorfonucleares, sendo 12 discretos e
em apenas um animal este tipo de infiltrado foi classificado como moderado. Em 14 coelhos
(58,3%) foram observados infiltrados de mononucleares, dentre os quais oito discretos, cinco
moderados e apenas um classificado como intenso (Figura 10).

| _ \ -
Figura 12. Fotomicrografia de vasos sanguineos com congestdo moderada (setas).
(Coelho 3, Grupo I11). HE, 0bj.10x

DY ALV N a2

Os infiltrados de polimorfonucleares eram predominantemente de eosinéfilos, com
localizagdo perivascular e intersticial (Figura 13), o que coincide com as observacdes de
Baker e Quinn (1978), Guglielmone et al. (1999), Gross et al. (2005), Souza et al. (2005) e
Jubb et al. (2007). No entanto, estes autores classificaram a maioria dos infiltrados como
intenso, 0 que nédo coincide com este experimento, uma vez que foi observado somente um
infiltrado moderado, enquanto que em 12 animais o infiltrado de eosinofilos foi classificado
apenas como discreto. A maioria dos infiltrados discretos associados a auséncia de prurido
observados neste estudo, sugerem que os coelhos desenvolveram uma reacdo de menor
intensidade em comparacdo a hipersensibilidade | classica. Souza et al. (2005) observaram
muitos eosindfilos degranulados em intima associacdo com fibras colagenas hialinizadas e de
aspecto flocular. Em algumas areas, os eosinofilos infiltravam a epiderme formando pustulas.
Os focos de colagendlise podem formar estruturas chamadas de “figuras em chamas”, que sao
geralmente rodeadas por um infiltrado eosinofilico intenso (GROSS et al., 1992; JUBB, et al.,
2007; TEIXEIRA e AMORIM, 2006). Nos fragmentos de pele avaliados neste estudo, nao
foram observados infiltrados eosinofilicos intensos e no Unico corte com infiltrado moderado
evidenciou-se colagendlise com as chamadas “figuras em chamas” (Fig. 13). Nos demais
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espécimes, foram observados alteracdes na estruturacdo do coladgeno, que podiam estar
associada a reacdo de menor intensidade, uma vez que os infiltrados eosinofilicos foram
classificados apenas como discretos.

Segundo Cotran et al. (1999), na hipersensibilidade tipo | os mastocitos e basofilos
tém um papel destacado, em funcédo da liberacdo dos mediadores quimicos quando da ligagédo
da imunoglobulina E, que promovem vasodilatacdo, hiperemia, extravasamento vascular e
edema. Desta maneira, para melhor identificar a presenca de mastdcitos, os cortes histoldgicos
foram corados com azul de toluidina e Giemsa. No entanto, contrariando as observacdes
destes autores, este tipo celular ndo foi evidenciado em nenhum corte, indicando que os
infiltrados mononucleares foram predominantemente histiociticos. A auséncia de mastdcitos
instersticiais pode estar relacionada ao momento da coleta dos fragmentos (48 horas ap6s a
infestacdo) e este achado pode indicar que, transcorrido este tempo, o infiltrado inflamatorio
apresente mudancas no tipo celular predominante e os infiltrados eosinofilicos, somente
discretos na maioria das amostras, podem corroborar com esta tendéncia. Este achado também
contrastou com Feldman et al. (2000) que relataram que, nestes animais, 0 numero de
basofilos circulantes é inversamente proporcional ao niUmero de mastdcitos tissulares. Como a
leucometria dos coelhos neste estudo demonstrou maioria dos animais com a contagem de
basofilos abaixo dos valores de referéncia, era de se esperar uma maior quantidade de
mastdcitos instersticiais. A auséncia deste tipo celular nos fragmentos de pele dos coelhos
deste experimento, pode estar relacionado com o momento da realizacdo das bidpsias (48
horas ap0és a infestagdo experimental).

Os achados histopatoldgicos indicaram que as infestacbes nos animais deste
experimento determinaram o desenvolvimento de dermatites do tipo perivascular e
intersticial, diferentemente da dermatite necrotica nas orelhas de cdes e dermatite exudativa
nos membros de equinos, descritas por Yeruham e Braverman (1995). Estas divergéncias nas
lesbes observadas, provavelmente se devem as diferencas nos tipos de infestacdo
(experimental e natural, respectivamente). Também se observou uma tendéncia de maior
intensidade nas alteracGes histopatologicas nos animais submetido a reinfestagdo, embora esta
diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa (p>0,05).

Passados 15 dias da coleta de fragmentos para bidpsia, observou-se a quase completa
cicatrizagdo das feridas, sem a presenca de infecgdes secundarias ou outras intercorréncias
(Figura 14). Esta condicdo ndo foi observada em infestacfes naturais, provavelmente pela
repeticdo das picadas, que levava ao prurido e consequente alopecia e ulceragdes, conforme
descreveram Jubb et al. (2007), Cotran et al. (1999) e Souza et al. (2005).
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Figura 13. Fotomicrografia de infiltrado intersticial moderado de poli-morfonucleares

(setas) com colagenolise — “figuras em chamas” (cabecas de seta) e edema
moderado (Coelho 1, Grupo I1). HE, obj. 40x

Figura 14. Orelha de coelho quinze dias ap0s a realizacdo da coleta de fragmento para
bidpsia, evidenciando a quase completa cicatrizagao.
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Tabela 1. Resultados da avaliagdo histopatoldgica nos coelhos ndo infestados (controle) por
Stomoxys calcitrans.

COELHO Edema  Hemorr. Congest. PMN MN  Linfang. Epiderme

(-)
Q)
- - - - - (_) -
Q)
(-)

OOk wWwN B
1
[
1
[
[EEN
1
[
1
[

- -- - -- -- (_) -

-- ausente, 1 — discreto, 2 — moderado, 3- intenso; PMN - Infiltrado polimorfonuclear;
MN - Infiltrado mononuclear; Linfang. — Linfangectasia — (+) presente (-) ausente;
Epiderme — tipo de alteracao.

Tabela 2. Resultados da avaliacdo histopatologica nos coelhos infestados por 3 moscas.

COELHO Edema  Hemorr. Congest. PMN MN  Linfang. Epiderme

1 1 -- 1 -- -- ) hiperqueratose
2 - 1 1 -- -- (+) hiperqueratose
3 1 1 1 1 1 (+) hiperqueratose
4 1 -- 1 1 1 +) --

5 -- 1 1 1 1 ) hiperqueratose
6 -- 1 -- 1 1 (-) hiperqueratose

-- ausente, 1 — discreto, 2 — moderado, 3- intenso; PMN — Infiltrado polimorfonuclear;
MN - Infiltrado mononuclear; Linfang. — Linfangectasia — (+) presente (-) ausente;
Epiderme — tipo de alteracéo.

Tabela 3. Resultados da avaliacdo histopatoldgica nos coelhos infestados por 7 moscas.

COELHO Edema  Hemorr. Congest. PMN MN  Linfang. Epiderme
1 - - -- 1 1 ) acantose
2 1 1 1 1 2 (+) hiperqueratose
3 - - 1 -- - ) hiperqueratose
4 1 1 2 -- -- (+) hiperqueratose
5 - 2 1 1 1 ) hiperqueratose
6 1 -- 1 -- -- (+) hiperqueratose

-- ausente, 1 — discreto, 2 — moderado, 3- intenso; PMN - Infiltrado polimorfonuclear;
MN - Infiltrado mononuclear; Linfang. — Linfangectasia — (+) presente (-) ausente;
Epiderme — tipo de alteracao.

22



Tabela 4. Resultados da avaliacdo histopatoldgica nos coelhos infestados por 14 moscas.

COELHO Edema  Hemorr. Congest. PMN MN Linfang. Epiderme
1 2 - 1 2 2 (+) hiperqueratose
2 1 - 1 -- 1 ) hiperqueratose
3 1 1 2 1 2 O] hiperqueratose
4 1 -- 1 1 2 (+) --
5 1 -- 1 -- -- ) hiperqueratose
6 1 -- 1 -- -- (+) hiperqueratose

-- ausente, 1 — discreto, 2 — moderado, 3- intenso; PMN — Infiltrado polimorfonuclear;
MN - Infiltrado mononuclear; Linfang. — Linfangectasia — (+) presente (-) ausente;

Epiderme — tipo de alteracdo

Tabela 5. Resultados da avaliacéo histopatoldgica nos coelhos reinfestados por 14 moscas.

COELHO Edema Hemorr. Congest. PMN MN Linfang. Epiderme
1 1 2 1 -- -- (+) hiperqueratose
2 1 - 1 -- - (+) hiperqueratose
3 1 -- 1 -- 1 (+) hiperqueratose
4 1 - 1 1 - (+) hiperqueratose
5 2 1 1 1 3 (+) acantose
6 2 1 1 1 2 (+) acantose

-- ausente, 1 — discreto, 2 — moderado, 3- intenso; PMN — Infiltrado polimorfonuclear;
MN - Infiltrado mononuclear; Linfang. — Linfangectasia — (+) presente (-) ausente;

Epiderme — tipo de alteracao.

4.2 Perfil Leucocitario Sanguineo

Para a analise do perfil leucocitario sanguineo, os valores de leucometria global e
especifica foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, ao nivel de 5% de probabilidade. Por
apresentarem caracteristicas morfofuncionais distintas, os resultados da leucometria especifica
foram analisados separadamente para cada tipo de leucocito nos coelhos dos diferentes
grupos. A amostra de sangue do coelho seis do grupo Il (14 moscas) nao apresentou
condicdes de ser analisada, em funcéo de estar coagulada quando da chegada ao laboratério.

Os resultados absolutos referentes & Leucometria Global por mm?® no sangue dos
coelhos dos grupos controle e experimental encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de Leucometria Global por mm?® no sangue dos coelhos nos diferentes

grupos.
Grupos/Coelhos 1 2 3 4 5 6 Média
(V) Controle 10000 8600 6500 4000 3600 4300 6166,67
() 3 moscas 5300 10100 20200 10800 8300 8000 10450,00
(I) 7 moscas 6500 13300 9400 5400 10000 6400 8500,00
(11) 14 moscas 15300 7200 6900 11200 7400 --  9600,00
(IV) 14 moscas - reinfestacao 5100 3600 4600 4000 4800 4200 4383,33
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Considerando-se os valores de referéncia para a leucometria global em coelhos Nova
Zelandia Brancos, machos, com trés meses de idade, que segundo Feldman et al. (2000),
encontram-se entre 6.400 a 13.000 leucécitos por mm?® de sangue, verificou-se que todos 0s
coelhos do grupo 1V (reinfestacdo) apresentaram valores abaixo da referéncia. Este resultado
é significativamente inferior aos demais grupos experimentais (p<0,05), indicando que em
ambiente onde hd um nimero minimo de 14 moscas, com re-infestacdo, ha uma diminuicéo
da Leucometria Global. Segundo Almosny e Monteiro (2007), doengas inflamatdrias, em sua
fase inicial, costumam determinar leucopenia devido a rapida mobilizacdo de neutréfilos
(heterdfilos) para os drgdos-alvo, o que ndo se aplica neste estudo, uma vez que ocorreu
heterofilia, conforme serd comentado posteriormente. A leucopenia observada nos coelhos
submetidos a reinfestacdo pode estar relacionada com a linfocitopenia ocasionada pela
liberacdo de glicocorticdides em resposta ao stress, que foi maior nos animais deste grupo.

A média da leucometria global dos animais do grupo controle ficou um pouco abaixo
dos valores de referéncia, onde trés animais apresentaram-se dentro da normalidade e outros
trés fora da normalidade. Analisando-se todos os coelhos dos grupos experimentais, 12
animais (52,17%) apresentaram-se dentro da faixa de normalidade (Figura 15), ndo diferindo
estatisticamente do grupo controle (p>0,05) e confirmando que o grupo submetido a
reinfestacdo foi o mais afetado.
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Figura 15. Associacdo dos coelhos, nos grupos controle e experimental, com valores de
referéncia para a leucometria global.
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Os resultados absolutos referentes & quantidade de Basofilos por mm® no sangue dos
coelhos controle e experimental encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Valores absolutos de Bas6filos por mm?® de sangue dos coelhos nos diferentes

grupos.

Grupos/Coelhos 1 2 3 4 5 6 Média
(V) Controle 300 86 0 40 72 129 104,50
() 3 moscas 212 101 0 216 83 160 128,67
(I) 7 moscas 0 0 0 0 100 128 38,00
(1) 14 moscas 459 0 759 112 74 -- 280,80
(V) 14 moscas - reinfestacao 51 36 0 120 192 84 80,50

Os valores encontrados nédo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05), indicando que
a quantidade de moscas ndo interferiu nos valores absolutos de basofilos no sangue. No
entanto ao compararmos com os valores de referéncia, ou seja, entre 198,4 a 403,0 (3,1%)
baséfilos/mm?® de sangue (FELDMAN et al., 2000), verificou-se que todas as médias dos
grupos, com excec¢do do grupo Il (14 moscas), estdo abaixo da faixa de referéncia. Vinte
coelhos (87%) dos grupos que sofreram infestacdo apresentaram taxas de basoéfilos abaixo dos
valores de referéncia (Figura 16), mas mesmo assim ndo diferiram estatisticamente do grupo
controle (p>0,05). Campbell (2004) e Almosny e Monteiro (2007) relataram que a funcao dos
basofilos ainda ndo estd completamente esclarecida, mas em alguns animais acompanham as
eosinofilias ou estdo relacionadas a ocorréncia de infestacfes parasitarias. Neste experimento
os valores de eosinofilos também ficaram abaixo da referéncia, corroborando com estas
observacdes. Em contrapartida, Goncalves et al. (2002) relataram contagem inexpressiva de
basofilos nos ratos infestados por Dermatobia hominis, o que pode estar relacionado tanto
com o tipo de animal utilizado no experimento, quanto com o tipo de parasita.
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Figura 16. Associacdo dos coelhos, nos grupos controle e experimental, com valores de
referéncia para contagem de baséfilos por mm? de sangue.
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Os resultados absolutos referentes & quantidade de eosin6filos por mm?® no sangue dos
coelhos controle e experimental encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8. Valores absolutos de eosinéfilos por mm?® de sangue dos coelhos nos diferentes
grupos.

Grupos/Coelhos 1 2 3 4 5 6 Meédia
(V) Controle 0 0 0 80 36 215 55,17
() 3 moscas 106 101 0 0 0 0 34,550
(1) 7 moscas 65 0 0 0 0 64 21,50
(111) 14 moscas 0 216 207 112 0 - 1070
(1V) 14 moscas - reinfestacéo 0 36 0 0 0 0 6,00

A exemplo do que aconteceu com os basoéfilos, os valores encontrados nos grupos néo
diferiram estatisticamente entre si (p>0,05), indicando que a quantidade de moscas nao
interferiu nos valores absolutos de eosindfilos no sangue, embora possa ser observada uma
tendéncia de diminuicdo de eosindfilos na medida que aumenta o ndmero de moscas na
infestacdo. Considerando os valores de referéncia citados por Feldman et al. (2000), que séo
de 64 a 130 (1%) eosinfofilos/mm? de sangue, verificou-se que todas as médias dos grupos,
com excec¢do do grupo Il (14 moscas), estdo abaixo da faixa de referéncia. Dos 23 coelhos
dos grupos experimentais, cinco (21,74%) apresentaram-se dentro da faixa de normalidade,
enguanto que, no grupo controle apenas um animal (16,67%) apresentou valores normais de
eosindfilos por mm® de sangue (p>0,05) (Figura 17). Estas observacdes coincidem com
Gongcalves et al. (2002), que relataram diminuicdo no namero de eosindfilos, mas sem
significancia estatitica. Contrariamente, Campbell (2004) e Almosny e Monteiro (2007)
relataram que em alergias e parasitoses pode ocorrer a elevacdo dessas células. No entanto,
também observaram que em casos de processos alérgicos superagudos ocorre eosinopenia.
Desta maneira, a eosinofilia que estes autores descreveram nas parasitoses pode estar
relacionada provavelmente a um processo cronico.

20

151

10+

Controle Experimental

@ Sim 1 5
00 Nao 5 18

26



Figura 17. Associacdo dos coelhos, nos grupos controle e experimental, com valores de
referéncia para contagem de Eosinéfilos por mm® de sangue.

Os resultados absolutos referentes & quantidade de Heteréfilos por mm?® no sangue dos
coelhos controle e experimental encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9. Valores absolutos de Heter6filos por mm?® de sangue dos coelhos nos diferentes
grupos.

Grupos/Coelhos 1 2 3 4 5 6 Média
(V) Controle 4500 4988 3900 800 1368 731 2714,50
() 3 moscas 3180 5959 11514 4212 3735 3280 5313,33
(I1) 7 moscas 3055 10241 5076 2106 7200 3456 5189,00
(111) 14 moscas 10557 2952 3795 7952 3922 5835,60

(IV) 14 moscas - reinfestacao 2295 1836 1794 1840 2064 1890 1953,17

A contagem de heteréfilos por mm® de sangue dos coelhos nos diferentes grupos
indicaram que as picadas das moscas determinaram um aumento significativo (p<0,05) destas
células, quando comparado com o grupo controle. Enquanto que a contagem de heteréfilos no
Grupo 1V (reinfestacdo) foi estatisticamente inferior a dos Grupos | (3 moscas), Il (7 moscas)
e Il (14 moscas) (p<0,05), indicando que em ambiente onde ha um nimero minimo de 14
moscas, com re-infestacdo, ha uma diminuicdo de Heterdfilos. Esta situacdo pode estar
relacionada com um curso mais agudo nos grupos I, Il e 111, que foram infestados apenas uma
vez, enquanto que no grupo de reinfestacdo (V) haveria uma tendéncia para um padréo de
resposta de curso mais cronico, resultando na diminuigédo dos heteréfilos.

Comparando as médias dos resultados dos Heteréfilos dos grupos estudados com 0s
valores de referéncia, verificou-se que os grupos, cujos coelhos foram infestados por de 3, 7 e
14 moscas, ndo apresentaram médias na faixa de referéncia, enquanto que nos outros dois
grupos, as médias encontraram-se na faixa de referéncia, ou seja, entre 1.920 a 3.900 (30%)
heter6filos por mm?® de sangue (FELDMAN et al., 2000). Embora no grupo controle um
coelho (16,67%) apresentou-se dentro da faixa de normalidade e no grupo experimental oito
coelhos (43,48%), esta diferenca ndo foi significativa (p>0,05) (Figura 18).

O aumento na contagem de heter6filos nos grupos I, Il e Il coincide com as
descricdes de Goncalves et al. (2002), que observaram que os neutréfilos apresentaram
contagem significativamente superior em ratos infestados por larvas de Dermatobia hominis,
guando comparados ao grupo controle. Esta heterofilia também poderia ser explicada pela
liberagdo de cortisol, em conseqliéncia ao stress imposto aos coelhos infestados por S.
calcitrans. Nesta condicdo os heteréfilos migram do “pool” marginal para o circulante,
determinando o aumento na sua contagem (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007).
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Figura 18. Associacdo dos coelhos, nos grupos controle e experimental, com valores de
referéncia para contagem de Heteréfilos por mm® de sangue.

Os resultados absolutos referentes a quantidade de Linfécitos por mm?® no sangue dos
coelhos controle e experimental encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10. Valores absolutos de Linfécitos por mm?® de sangue dos coelhos nos diferentes
grupos.

Grupos/Coelhos 1 2 3 4 5 6 Média
(V) Controle 4700 3182 2145 2800 1908 2924 2943,17
() 3 moscas 1166 3232 7676 6156 4067 4080 4396,17
(1) 7 moscas 2925 2261 3948 2862 1600 2240 2639,33
(111) 14 moscas 1836 3528 1587 2800 3256 -- 2601,40
(1V) 14 moscas - reinfestagédo 2142 1332 2622 1560 1920 1806 1897,00

A avaliacdo das médias das contagens de linfécitos por mm?® de sangue dos coelhos
nos diferentes grupos, evidenciou uma diminuicdo do nimero de linfocitos na medida em que
aumentou a quantidade de moscas na infestacdo. Apesar desta tendéncia, os grupos I, 11 e 11l
ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05). Entretanto a média de linfocitos do grupo 1V
(reinfestacdo) foi estatisticamente inferior a do grupo V (controle) e a do grupo | (3 moscas)
(p<0,05), indicando que em ambiente onde ha um nimero minimo de 14 moscas, com re-
infestacdo, hd uma diminuicdo de Linfocitos. Estes resultados coincidiram com as
observagdes de Oliveira et al. (2003) que relataram uma diminui¢do do nimero de linfocitos
circulantes em coelhos submetidos ao stress de uma maior densidade populacional na
cunicultura. O estimulo potente para a secrecdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), o
qual estimula a secrecédo de glicocorticéides pela glandula adrenal, é influenciado pelo grau de
estresse em coelhos. Os glicocorticoides promovem lise do tecido linfatico e reduzem o
numero de linfécitos e eosinofilos circulantes (OLIVEIRA et al., 2003).

Comparando as médias das contagens de Linfocitos dos grupos estudados com 0s
valores de referéncia, verificou-se que todos os grupos apresentaram médias com valores
abaixo da faixa de referéncia, ou seja, entre 3.840 a 7.800 (60%) linfécitos por mm? de sangue
(FELDMAN et al., 2000), com excecéo do grupo I (3 moscas).

28



Aplicando o teste exato de Fisher para testar a hipotese de independéncia entre
os valores normais ou ndo nos grupos controle e experimental, pode-se concluir que o grupo
controle, com um coelho (16,67%) na faixa de normalidade, ndo diferiu estatisticamente
(p>0,05) do grupo experimental, que apresentou cinco coelhos (21,74%) na faixa de
referéncia (Figura 19).
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Figura 19. Associacéo dos coelhos, nos grupos controle e experimental, com valores de
referéncia para contagem de linfécitos por mm?® de sangue.

Em coelhos estressados ha uma reducdo no numero de linfécitos e de eosinéfilos em
funcdo do aumento de glicocorticoides circulantes (OLIVEIRA et al., 2003). Estas
observacOes foram concordantes com as encontradas na presente pesquisa, pois se constatou
que nos grupos submetidos as picadas das moscas, 18 coelhos (78,3%) apresentaram
linfopenia. Nos coelhos do Grupo Controle, cinco animais (83.3%) também apresentaram
linfopenia, que pode ser explicada pelo stress que estes animais também sofreram com todo o
processo de manipulacéo para a coleta de bidpsia e sangue, embora ndo tenham sido picados
pelas moscas. Campbell (2004) e Almosny e Monteiro (2007) também relataram que o uso de
corticosteroides determina grave linfopenia, assim como o estresse prolongado que eleva os
seus niveis enddégenos. A mesma conclusdo, com valores percentuais iguais, pode ser
estendida para a contagem de eosindfilos no presente estudo, uma vez que 0s animais tanto
dos grupos experimentais, quanto do grupo controle, apresentaram eosinopenia. Contréria a
estas observagdes, Swist et al. (2002) relataram uma proliferacdo de linfécitos em bovinos
expostos a extratos de glandulas salivares de S. calcitrans. Esta linfocitose poderia estar
relacionada a uma caracterisitca da espécie bovina, bem como ao fato do experimento em si
ndo ter imposto aos animais uma condicdo de stress capaz de estimular uma liberacdo
significativa de glicocorticoides.
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Os resultados absolutos referentes & quantidade de Mondcitos por mm® no sangue dos
coelhos controle e experimental encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11. Valores absolutos de Mondécitos por mm?® de sangue dos coelhos nos diferentes
grupos.

Grupos/Coelhos 1 2 3 4 5 6 Média
(V) Controle 500 344 455 240 180 301 336,67
() 3 moscas 583 707 1010 216 415 480 568,50
(I) 7 moscas 455 798 376 432 1100 512 612,17
(111) 14 moscas 2448 504 552 224 148 -- 775,20
(IV) 14 moscas - reinfestacao 612 252 184 480 576 378 413,67

Os resultados das contagens de mondcitos por mm® de sangue dos coelhos nos
diferentes grupos, indicaram um aumento na sua quantidade, que acompanha o aumento do
numero de moscas nas infestacfes. Excecgdo feita ao grupo IV (reinfestagdo) que apresentou
uma diminuicdo no valor absoluto, mas ndo no valor relativo (9,44%). Na comparacdo das
médias dos postos pelo teste t de “Student”, verificou-se que ndo ha uma diferenca
significativa entre os grupos (p>0,05), indicando que a quantidade de Mondcitos ndo é
influenciada pela auséncia ou presenga de moscas.

Comparando as médias dos resultados dos Mondcitos dos grupos estudados com 0s
valores de referéncia, verificou-se que o grupo controle apresentou média na faixa de
referéncia, ou seja, entre 198,5 a 403 (3,1%) Mondcitos por mm® de sangue (FELDMAN et
al., 2000), enquanto que os animais dos grupos experimentais apresentaram médias superiores
as de referéncia.

No grupo controle, trés coelhos (50%) apresentaram a contagem de mondcitos na
faixa de normalidade, enquanto que no grupo experimental cinco coelhos (26%) apresentaram
a contagem na faixa de referéncia. Esta diferenca ndo foi significativa (p>0,05), conforme
pode-se observar na Figura 20.
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Figura 20. Associacdo dos coelhos, nos grupos controle e experimental com valores de
referéncia para contagem de Monécitos por mm?® de sangue.
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A monocitose observada nas médias de todos os grupos de coelhos, contrasta com as
observagdes de Gongalves et al. (2002), que relataram que 0s mondcitos e basofilos
apresentaram contagem inexpressiva. O aumento na contagem de mondcitos normalmente
estd relacionada a afeccBes cronicas ou doencas infecciosas especificas e necroses,
principalmente quando extensas e neoplasias (WALLACH e BOEVER, 1983; ALMOSNY e
SANTOS, 2000). E importante observar que coelhos apresentam, normalmente, um nmero
elevado de mondcitos, se comparados a outros mamiferos, assim como o de basofilos
(FELDMAN et al., 2000). Este fato pode estar relacionado a uma reacdo inflamatoria
especifica desta espécie animal.

Nos coelhos submetidos a reinfestacdo com 14 moscas (Grupo 1V), cabe ressaltar que
a reducdo na leucometria global, associada com uma elevacdo na contagem de mondcitos,
confirmaram a caracterizacdo de uma reacdo crbnica, conforme descrito por Almosny e
Monteiro (2007). Ainda neste grupo a contagem de heterdfilos foi estatisticamente inferior
aos demais grupos, o que pode reforcar a tendéncia ao padrdo cronico de resposta
inflamatdria, 48 horas ap0s a reinfestacdo por S. calcitrans.

Normalmente, em uma cunicultura ou em outros sistemas de criacdo animal, a
presenca de moscas e outros vetores é frequente. Portanto é de se esperar que 0s animais
sejam picados mais de uma vez, ou seja, ha re-infestacdo das moscas. Assim sendo, estes
resultados sugerem que em locais onde ha moscas, principalmente em nimero mais elevado,
de no minimo 14, ha uma diminui¢do da leucometria global e especificamente de linfdcitos e
Heterdfilos, com aumento na contagem de mondcitos. Estas alteracdes no perfil leucocitario
sanguineo nos animais infestados por S. calcitrans podem favorecer o estabelecimento de
outras afeccgoes.

Quando avaliadas em conjunto, as médias dos valores relativos (Tabela 12) e a média
dos valores absolutos (Tabela 13) dos diferentes grupos de infestacéo, reinfestacao e controle,
comparadas aos valores de referéncia (FELDMAN et al., 2000), pode-se visualizar melhor as
tendéncias de heterofilia e monocitose, como também a eosinopenia e linfopenia, alem da
leucopenia do grupo 1V (reinfestacdo), descritas nos paragrafos anteriores.

Tabela 12. Média dos valores relativos (%) dos diferentes tipos de leucdcitos nos grupos e
valores de referéncia (FELDMAN, 2000).

Células/Grupos Ref. (%) Contr. (%) GI1(%) GIlI (%) Gl (%) GIV (%)

Basofilos 3,1 1,69 1,23 0,45 2,93 1,84
Eosinofilos 1,0 0,89 0,33 0,25 1,11 0,14
Heterdfilos 30,0 44,02 50,85 61,05 60,79 44,56
Linfocitos 60,0 47,73 42,07 31,05 27,10 43,28
Mondcitos 3,1 5,46 5,44 7,20 8,08 9,44
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Tabela 13. Médias da Leucometria Global e dos valores absolutos dos diferentes tipos de
leucdcitos nos grupos com valores de referéncia (FELDMAN, 2000).

Células/Grupos Ref. Contr. Gl Gl G Il G IV
Leucometria Global 6400 - 13000 6166 10450 8500 9600 4383
Basofilos 198,5 - 403 104,50 128,67 38,0 280,80 80,50
Eosindfilos 64 — 130 55,17 34,50 21,50 107,0 6,00
Heterdfilos 1920-3900 271450 5313,33 5189,00 5835,60  1953,47
Linfdcitos 38407800 2943,17 4396,17 2639,33 2601,40 1897,00
Mondcitos 198,5 — 403 336,67 568,50 612,17 775,20 413,67

Os valores absolutos e relativos da leucometria de cada grupo de coelhos estdo
apresentados separadamente nas Tabelas 14, 15, 16, 17 e 18.

Tabela 14. Valores absolutos, relativos e de leucometria global e especifica dos coelhos do
grupo | (3 moscas)

Coelho Leucom. Basofilos Eosindfilo Heterdfilo Linfocitos Mondcitos
Global ABS-(%) ABS-(%) ABS- (%) ABS - (%) ABS - (%)

1 5300 212 (4) 106 (2) 3180 (60) 1166 (22) 583 (11)

2 10100 101 (1) 101 (1) 5959 (59) 3232 (32) 707 (7)

3 20200 0 (0) 0 (0) 11514 (57) 7676 (38) 1010 (5)

4 10800 216 (2) 0 (0) 4212 (39) 6156 (57) 216 (2)

5 8300 83 (1) 0 (0) 3735 (45) 4067 (49) 415 (5)

6 8000 160 (2) 0 (0) 3280 (41) 4080 (51) 480 (6)
Média 10450 128,6 (1,2) 34,5(0,33) 5313,3(50,8) 4396,2 (42,07) 568,5 (5,4)

Referéncia 9700 (3.3) 3,1% 1% 30% 60% 3,1%

Tabela 15. Valores absolutos, relativos e de leucometria global e especifica dos coelhos do

grupo Il (7 moscas)

Coelho Leucom. Basofilos Eosindfilo Heterdfilo Linfocitos Mondcitos
Global ABS- (%) ABS-(%) ABS- (%) ABS - (%) ABS - (%)
1 6500 0 (0) 65 (1) 3055 (47) 2925 (45) 455 (7)
2 13300 0 (0) 0 (0) 10241 (77) 2261 (17) 798 (6)
3 9400 0 (0) 0 (0) 5076 (54) 3948 (42) 376 (4)
4 5400 0 (0) 0 (0) 2106 (53) 2862 (53) 432 (8)
5 10000 100 (1) 0 (0) 7200 (72) 1600 (16) 1100 (11)
6 6400 128 (2) 64 (1) 3456 (54) 2240 (35) 512 (8)
Média 8500 38 (0,45) 34,5(0,33) 5189 (61,05) 2639,3(31,05) 612,17 (7,2)
Referéncia 9700 (3.3) 3,1% 1% 30% 60% 3,1%
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Tabela 16. Valores absolutos, relativos e de leucometria global e especifica dos coelhos do
grupo 111 (14 moscas)

Coelho Leucom. Basofilos  Eosinofilo Heterofilo Linfocitos Mondcitos
Global  ABS-(%) ABS-(%)  ABS- (%) ABS - (%) ABS - (%)

1 15300 459 (3) 0 (0) 10557 (69) 1836 (12) 2448 (16)
2 7200 0 (0) 216 (3) 2952 (41) 3528 (49) 504 (7)
3 6900 759 (11) 207 (3) 3795 (55) 1587 (23) 552 (8)
4 11200 112 (1) 112 (1) 7952 (71) 2800 (25) 224 (2)
5 7400 74 (1) 0(0) 3922 (53) 3256 (44) 148 (2)
6

Média 9600 128,6 (1,2) 107(1,11) 5835,6 (60,79) 2601,4 (27,10) 7752 (8,08)

Referéncia 9700 (3.3) 3,1% 1% 30% 60% 3,1%

Tabela 17. Valores absolutos, relativos e de leucometria global e especifica dos coelhos do
grupo IV (reinfestacdo com 14 moscas)

Coelhos Leucom. Basofilo Eosindfilo Heterdéfilo Linfécito Mondcito
Global ABS - (%) ABS - (%) ABS - (%) ABS - (%) ABS - (%)

1 5100 51 (1) 0 (0) 2295 (45) 2142 (42) 612 (12)

2 3600 36 (1) 36 (1) 1836 (51) 1332 (37) 252 (7)

3 4600 0 (0) 0(0) 1794 (39) 2622 (57) 184 (4)

4 4000 120 (3) 0 (0) 1840 (46) 1560 (39) 480 (12)

5 4800 192 (4) 0(0) 2064 (43) 1920 (40) 576 (12)

6 4200 84 (2) 0 (0) 1890 (45) 1806 (43) 378 (9)

Média 4383,33 80,5 (1,84) 6 (0,14) 1953,2 (44,56) 1897 (43,28) 413,67 (9,44)
Referéncia 9700 (3.3) 3,1% 1% 30% 60% 3,1%

Tabela 18. Valores absolutos, relativos e de leucometria global e especifica dos coelhos do

grupo V (Controle)
Coelhos Leucom. Basofilos Eosindfilo Heterdfilo Linfocitos Mondcitos
Global ABS - (%)  ABS - (%) ABS - (%) ABS - (%) ABS - (%)

1 10000 300 (3) 0 (0) 4500 (45) 4700 (47) 500 (5)
2 8600 86 (1) 0 (0) 4988 (58) 3182 (37) 344 (4)
3 6500 0 (0) 0 (0) 3900 (60) 2145 (33) 455 (7)
4 4000 40 (1) 80 (2) 800 (20) 2800 (70) 240 (6)
5 3600 72 (2) 36 (1) 1368 (38) 1908 (53) 180 (5)
6 4300 129 (3) 215 (5) 731 (17) 2924 (68) 301 (7)

Média 6166,67 104,5(1,69) 55,16 (0,89) 2714,5(44,02) 2943,2(47,73) 336,6 (5,46)

Referéncia 9700 (3.3) 3,1% 1% 30% 60% 3,1%
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5 CONCLUSOES

Os resultados das infestacdes experimentais por Stomoxys calcitrans em coelhos,
permitiram as seguintes conclusdes:

1. As alteragdes anatomo-histopatoldgicas na pele dos coelhos infestados por Stomoxys
calcitrans sdo compativeis com as reac6es da hipersensibilidade do tipo I;

2. Maior infestacdo por S. calcitrans determina maior reacdo inflamatoéria da pele dos
coelhos;

3. Nos animais submetidos a reinfestacdo por S. calcitrans, as alteracBes teciduais
apresentaram-se com maior intensidade;

4. A infestacdo por S. calcitrans determina alteracdes no perfil leucocitario sanguineo
dos coelhos.

5. A intensidade da infestagc@o por S. calcitrans determina alteragfes no leucograma dos
coelhos.

6. Nos animais submetidos a reinfestacdo por S. calcitrans, o perfil leucocitario
sanguineo é compativel com o de uma reacao cronica.
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