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Desenvolvimento de nanossistemas imunomoduladores para aplicacao
no controle do carrapato bovino'
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Resumo: Atualmente, um dos grandes vildes da pecuaria brasileira € o Rhipicephalus
microplus. Também conhecido como Carrapato-do-boi, € um ectoparasito bovino causador
de extensos prejuizos tanto na sanidade animal, quanto na economia do pais. Diversas
técnicas foram desenvolvidas para o controle das infestacbes dos rebanhos por esse
carrapato, porém, com o uso inapropriado, as metodologias se tornaram ineficazes e
até mesmo danosas para a saude humana e animal. Foram desenvolvidas vacinas com
a mesma finalidade de controle das infestacdes pelo R. microplus, mas, até entdo, nao
foi alcangada a manutencao da imunidade pelos animais imunizados. Portanto, busca-se
com esse experimento, o desenvolvimento de um nanossistema imunomodulador capaz
de atuar no controle do carrapato bovino através da modulacédo da atividade de células
mononucleares no sangue periférico bovino.
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Development of immunomodulatory nanosystems for application in the control of
bovine tick

Abstract: Currently, one of the great villains of Brazilian livestock is Rhipicephalus microplus.
Also known as “Carrapato-do-boi”, it is a bovine ectoparasite that causes extensive damage
to both health and the country's economy. Several techniques have been developed to
control herd infestations by this tick, however, with inappropriate use, the methodologies
have become ineffective and even harmful to human and animal health. Vaccines were
developed with the same purpose of controlling infestations by R. microplus, but so far the
maintenance of immunity by immunized animals has not been achieved. Therefore, looking
for with this experiment, the development of an immunomodulatory nanosystem capable of
acting in the control of bovine ticks through modulation of mononuclear cell activity in bovine
peripheral blood is sought.
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Introducgao

No Brasil, existem duas familias de carrapatos, a Ixodidae e a Argasidae. O carrapato
Rhipicephalus microplus, também conhecido como Carrapato-do-boi, pertence a Ixodidae
e € responsavel por causar mais de trés bilhdes de dolares de perdas anuais na cadeia
produtiva de bovinos no Brasil. Embora possa ser encontrado parasitando outras espécies,
o bovino é considerado o seu hospedeiro principal, onde se fixa para se alimentar do sangue
e, por consequéncia, ocasiona diferentes e negativas situagcées (GARCIAet al., 2019). Ao se
alimentar do sangue de seu hospedeiro, o ectoparasita realiza o processo de hematofagia,
que quando feita por altas infestagdes, ocasiona uma reducédo na producgao de leite e no
ganho de peso do animal. Além disso, no momento em que se alimenta, uma porta de
entrada esta feita para a transmiss&o de agentes etioldgicos da “tristeza parasitaria bovina”
como também, nesse momento de fixagao, é realizada uma ferida na pele do animal. As
lesbes depreciam o couro, diminuindo seu valor no mercado e permitem a ocorréncia de
infeccbes secundarias com possibilidade de agravamento por miiases (SILVEIRA et al.,
2014; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2018; GARCIA et al., 2019).

Atualmente, existem diferentes técnicas de controle da populagdo de carrapato-do-boi.
Dentre elas, as principais sdo o uso de acaricidas, o controle biolégico por fungos, a remogéao
manual e a vacinacdo (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2018). Os acaricidas, ou seja, produtos
quimicos convencionais a base de piretroides, formamidinas, lactonasmacrociclicas,
tiazolidinas, organofosforados ou fenilureias, tém apresentado uma alta taxa de
resisténcia e isso devido ao numero excessivo de aplicagbes aliadas a dosagens acima
do recomendado, em intervalos menores do que o0 necessario. Além da resisténcia dos
ectoparasitos e, portanto, certa ineficiéncia no uso desses produtos, a sua aplicagdo sem
0 uso de equipamentos de protecdo e sem respeito a contaminacdo da carne e do leite
pelos residuos, acarreta problemas na saude humana e animal. Com isso, aumenta-se
a necessidade pelo desenvolvimento de técnicas para o controle do R. microplus que
sejam mais sustentaveis, livre de residuos, mais especifica e com menores problemas
de resisténcia (SILVEIRA et al., 2014; MENDES et al., 2019). Essas necessidades sao
atendidas pelo uso de vacinas contra o ectoparasita que ainda apresentam melhor custo-
beneficio e maior qualidade de vida dos animais domésticos (SILVEIRA et al., 2014). Em
1994, a *TickGARD® foi langada como a primeira vacina comercial atuante no controle do
carrapato, formulada com a proteina encontrada no tubo digestivo do ectoparasita Bm86,
ocasionando o vazamento de conteudo intestinal para a hemocele do carrapato, reduzindo
ligeiramente o numero de fémeas ingurgitadas, seu peso médio e fecundidade e reduzindo
a producao de larvas. Em 1995, foi nomeada de “GAVAC” a vacina constituida do clone da
levedura Pichia pastoris. Em 1996, a proteina Bm 86 foi acrescida do adjuvante VaxiMAX,
que, segundo testes, induzia a uma maior producéo de anticorpos, e criou-se a *Tick GARD
PLUS®. Por ultimo, foi desenvolvida a SBm7462, uma vacina sintética com agao de indugao
de uma forte atividade estimuladora das células linfoides por meio de peptideos sintéticos
(SILVEIRA et al.,2014). Porém, essas vacinas tém a sua eficacia comprometida pela sua
nao capacidade de induzir uma imunidade duradoura e também ser necessario o uso
combinado de acaricidas. Sendo assim, esse projeto busca desenvolver um nanossistema
imunomodulador (SEI 21179.004094/2020-86- processo de patente sigiloso), prospectados
por analises de imunometabolémica, capaz de atuar no controle do carrapato bovino através
da modulac&o da atividade de células mononucleares no sangue periférico bovino.



Anais do XXVI Workshop de Iniciagdo Cientifica da Embrapa Gado de Leite - 103
PIBIC/CNPq 2021/2022

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Campo Experimental José Henrique Bruschi (CEJHB) da
Embrapa Gado de Leite em Coronel Pacheco seguindo normas de bem-estar animal e
experimentacgdo registrados sob o protocolo CEUA N° 1915290721. Basicamente, foram
utilizados novilhas e garrotes, sendo todos da raga Holandesa preto e branco. Esses animais
foram separados em dois grupos e imunizados, via intramuscular, na tabua do pescogo, com
o extrato de larva (grupo controle; 10ug em 1 ml de solugdo salina) e com o nanossistema
conjugado com extrato de larva na mesma concentragdo e volume. Posteriormente, esses
animais foram infestados com 20.000 larvas do R. microplus. Apds a conclusao do ciclo
de crescimento das larvas, 21 dias apés a infestagao, foi realizada a contagem e a coleta
de teléoginas, ou seja, as fémeas adultas ingurgitadas por se alimentarem do sangue do
hospedeiro bovino. Os ectoparasitas coletados foram levados ao laboratério da Embrapa
Gado de Leite — Juiz de Fora, onde foi realizada a pesagem da teledgina e sua fixagao na
placa para conclusao da fase reprodutiva e, assim, mensuracao da capacidade reprodutiva
da fémea que teve contato com os imunizantes ao se alimentar do sangue do hospedeiro.
Também foi realizada a coleta de sangue em um total de 4 ml de sangue periférico em tubos
vaccutainer sem anticoagulante (tampa vermelha) para extragcédo de soro e quantificacdo de
anticorpos por ELISA nessa mesma data. Para extragao do soro, os tubos contendo sangue
serao colocados, inicialmente, em um angulo aproximado de 15°, em temperatura ambiente
por 30 minutos a 1 hora, seguido por 2 horas na geladeira com posterior centrifugagao a
25009 por 10 minutos. Esse processo foi realizado para que ocorra a separagao do sangue
coagulado do soro para que este possa ser coletado, cuidadosamente, através do auxilio
de micropipetas, formando-se sete aliquotas de 1,5 ml. Essas aliquotas estdo armazenadas
no freezer a -20°C em microtubos devidamente identificados com o numero do animal e o
imunizante utilizado até o desenvolvimento dos ensaios de ELISA.

Resultados e Discussao

Ap0ds a conclusao do ciclo de crescimento das larvas do R. microplus que foram utilizadas
para infestar as novilhas e os garrotes, foi realizada a contagem do numero de teledginas
presentes no lado direito de cada animal participante do experimento identificado por um
numero especifico.

NUMERO DE TELEOGINAS ENCONTRADAS NO LADO DIREITO DOS ANIMAIS IMUNIZADOS
ANIMAIS/BRINCOS CONTROLEYTELEOGINAS ANIMAIS/BRINCOS NANO+ELYTELEOGINAS
1132 520 1133 361
1125 552 1152 313
1128 744 1130 340
1135 380 1131 485
MEDIA 599 MEDIA 374,75
DP 86,36550237 DP 65,88768853

1 Somente extrato de larva (10ug em 1 ml de solugado salina). 2 Nanossistema conjugado com extrato de larva (10ug em
1 ml).

Pode-se observar que os animais imunizados com o nanossistema conjugado com extrato
de larva apresentaram uma menor carga parasitaria, seja no numero absoluto por animal
ou no numero médio do grupo.
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Conclusao

O nanossistema imunodulador conjugado com extrato de larva possui agao capaz de diminuir
a carga parasitaria do R. microplus em experimento controlado com animais taurinos, mas
ainda sdo necessarios mais experimentos para comprovar a eficiéncia do nanossistema em
larga escala, visando sua aplicagao no controle do carrapato bovino R. microplus.
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