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This study aimed to evaluate the macro and microscopic alterations in the skin of
rabbits, as well as to evaluate the leukocyte response of these animals against different
levels of infestation and reinfestation by stable fly, Stomoxys calcitrans (L., 1758). The
histopathological findings indicated that the infestation led to the development of peri-
vascular and interstitial dermatitis, and was compatible with hypersensitivity reaction
of type 1. The leukocyte count showed an increase in neutrophils and monocytes, which
were associated to the specific inflammatory response. The animals underwent re-expo-
sure showed a reduction of leukocytes and other changes in leukocyte counts that were
compatible with chronic response. The histopathologic and leukocyte counts verified
in this study were related to changes as being responsible for the symptoms and beha-
vioral changes described in animals infested by the stable fly S. calcitrans previously.
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RESUMO. O presente estudo teve como objetivos,
avaliar as alteragdes macro e microscopicas na pele
de coelhos, como também, avaliar a resposta leu-
cocitaria destes animais, frente a diferentes niveis
de infestagdo e reinfestacao pela mosca Stomoxys
calcitrans (L., 1758). Os achados histopatologicos
indicaram que a infestagdo determinou o desenvol-
vimento de dermatites perivascular e intersticial,
sendo compativel com reacdo de hipersensibilidade

do tipo I. A leucometria revelou aumento de neutro-
filos e monocitos, que pode estar relacionado a essa
resposta inflamatoria especifica. Os animais subme-
tidos a re-exposi¢ao mostraram reducdo de leuco-
citos e outras alteragdes na leucometria que foram
compativeis com respostas cronicas. Os achados
histopatologicos e leucocitérios verificados no pre-
sente estudo estdo relacionados com as alteragdes
citadas por outros autores, como sendo responsa-
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veis pelos sintomas e alteragcdes comportamentais
descritas nos animais infestados pela mosca S. cal-
citrans.

PALAVRAS-CHAVE. Stomoxys calcitrans, coelhos, lesdes
cutaneas, leucometria.

INTRODUCAO

A mosca dos estabulos (Stomoxys calcitrans) ¢é
responsavel por significativa diminuicdo da pro-
dutividade animal, principalmente em bovinos e
equinos. As perdas econdmicas ocorrem devido a
dor, causada pelo grande numero de moscas ao se
alimentar nos animais. Isso ocasiona estresse, dimi-
nui¢do da ingestdo de alimento, espoliagdo sangui-
nea e transmissao de agentes patogénicos. Quando
ocorrem surtos, associados a alimentagao interrom-
pida nos animais ocorrem lesdes traumaticas na pele
dos animais infestados, que também predispdem ao
aparecimento de infec¢des secundarias (Bittencourt
2002). O presente estudo avaliou as alteracdes ma-
cro e microscopicas da pele, bem como alteragdes
na leucometria de coelhos experimentalmente in-
festados por S. calcitrans.

MATERIAL E METODOS

Para realizagdo do experimento, trinta coelhos
machos da raca Nova Zelandia, de pelagem branca
e com 96-105 dias de vida foram divididos em cin-
co grupos de seis animais e submetidos a infestacao
experimental com S. calcitrans por cinco minutos.
As moscas foram obtidas da colonia mantida no La-
boratorio de Pesquisa em Dipteros Hematofagos, lo-
calizado na Estacdo para Pesquisas Parasitologicas
W.O. Neitz, Departamento de Parasitologia Animal,
Instituto de Veterinaria da UFRRJ, de acordo com
metodologia descrita por Moraes (2007). Cada coe-
lho teve uma das orelhas expostas a picadas por trés
(grupo 1), sete (grupo I1) e 14 moscas (grupo I11); ou
submetidos a re-infestagdo com 14 moscas, 15 dias
apos a primeira exposi¢ao (grupo IV). Os animais
do grupo controle (grupo V) foram expostos a sete
moscas com aparelho bucal extirpado. De acordo
com o grupo, as moscas foram distribuidas em tubos
de vidro cobertos com uma tela fina para que se ali-
mentassem nos coelhos. Apos 48 horas, os coelhos
foram anestesiados com a associagdo de cloridrato
de cetamina (40mg/kg) e xilazina (10mg/kg) - IM,
(Quesenberry 1998) para a realizagdo das bidpsias
das areas da pele onde as moscas se alimentaram,
mediante a utiliza¢ao de saca bocado com diametro
de Smm. As amostras de pele foram fixadas em for-

mol a 10%, processadas para inclusdo em parafina
(5 um) e coradas por hematoxilina-eosina, azul de
toluidina e Giemsa conforme Luna (1968).

Na andlise histopatologica, foram avaliadas a
presenca e intensidade de edema, hemorragia, con-
gestdo, infiltrado inflamatoério, linfangiectasia e al-
teragdes epidérmicas.

A coleta de sangue para leucometria global foi
realizada 48 horas apods a realizacao das biopsias
de pele em todos os coelhos utilizados no estudo.
As amostras foram coletadas por venipungdo au-
ricular da orelha ndo utilizada para bidpsia com
seringas lavadas interiormente com anticoagulan-
te (EDTA). Também foram realizados esfregacos
sanguineos corados pelo Giemsa para contagem
diferencial de leucdcitos (Feldman et al. 2000). Os
resultados obtidos foram analisados, utilizando o
teste de Kruskal-Wallis, teste ¢ de Student e teste
Exato de Fisher (o= 0,05) de acordo com Sampaio
(1998).

RESULTADOS

Apoés as infestacdes ndo foi observado pru-
rido auricular nos coelhos de todos os grupos.
Macroscopicamente foram observadas pequenas
manchas hemorragicas (Figurala) circulares e
hematomas subcutaneos nos animais dos grupos
I a IV (Figuralb). Os resultados da avaliagao mi-
croscopica podem ser observados na Tabela 1.
No grupo V, ndo foram observadas alteragdes mi-
croscopicas, exceto para dois animais que apre-
sentaram congestao discreta. A avaliagdo histopa-
toldgica dos grupos expostos as picadas revelou
edema intersticial associado a linfangiectasia
(Figura 2a), hemorragia e hiperqueratose (Figura
2b), infiltrado inflamatorio de polimorfos e co-
lagendlise (Figura. 3a), infiltrado mononuclear e
acantose (Figura. 3b) e congestdo. A intensidade
da maioria das lesdes variou de discreta a mode-
rada, com exce¢ao de um animal do grupo IV, que
apresentou intenso infiltrado mononuclear (Figu-
ra 3b). Os grupos expostos as picadas apresen-
taram hiperqueratose ortoqueratdtica compacta,
bem como crostas serocelulares associadas com
acantose (Figura 3b). Nao houve diferenca esta-
tistica significativa nos achados histopatologicos
entre os grupos I a IV. Em contraste, o grupo V
diferiu dos demais (p <0,05). Com relacdo aos
infiltrados inflamatorios, os eosinéfilos foram os
principais polimorfonucleares associados a cola-
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Figura 1. Manchas hemorragicas (A) e hematomas na pele de coelhos experimentalmente infestados Eor Stomoxys calci-
trans (B).

Tabela 1. Alteragbes microscopicas na pele de coelhos experimentalmente infestados com diferentes niveis de infestagao
de Stomoxys calcitrans.

Grupos Edema Hemorragia Congestao PMN MN Linfangiectasia Epiderme
(n=6) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

| +(50) + (66,66) +(83,33) + (66,66) + (66,66) (50) Hiperq.(83,33)

Il +(50) +(33,34) + (66,66) +(50) +(33,34) (50) Hiperq.(83,33)

++ (16,67) ++ (16,67) ++ (16,67) Acant.(16.67)

1] +(83,33) +(16,67) +(83,33) +(33,34) +(16,67) (50) Hiperq.(83,33)
++ (16,67) ++ (16,67) ++ (16,67) ++ (50)

\Y + (66,66) +(33,34) +(100) ++ (50) +(16,67) (100) Hiperq.(66,66)

++ (33,34) ++ (16,67) ++ (16,67) Acant.(33,34)
+++ (16,67)

\Y - - +(33,33) - - - -

- ausente; + discreto; ++ moderado; +++ intenso; PMN= infiltrado polimorfonuclear; MN= infiltrado mononuclear; Hiperq.= hiperqueratose;
Acant.= acantose.

Figura 2. Fotomicrografias de pele: (A) Hiperqueratose ortoceratética compacta (seta) com hemorragia discreta na derme
profunda (*); (B) Epiderme com acantose e crosta associada (seta). Intenso infiltrado mononuclear histiocitico intersticial
(**). HE, obj.40X.

gendlise com figuras em chama (Figura 3a). Os  toldgicos indicam que as infestacdes determina-
histiocitos foram os infiltrados mononucleares ram a formacao e desenvolvimento de dermatites
predominantes, enquanto os mastocitos ndo fo- perivasculares e intersticiais, sendo compativel
ram observados (Figura 3b). Os achados histopa- com reagdo de hipersensibilidade do tipo 1.
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Figura 3. Fotomicrografias de pele: (A) Edema moderado e linfangectasia (setas). Infiltrado polimorfonuclear (setas); colage-
noélise - “figuras em chamas” (cabegas de seta) e edema moderado (B). HE, obj. 40X.

Tabela 2. Referéncia* e valores médios absolutos e relativos (%) da leucometria global e especifica de coelhos
experimentalmente infestados por Stomoxys calcitrans.

Celulas/Grupos Referéncia Absoluta Controle Absoluto G | Absoluto G Il Absoluto G Il Absoluto G IV Absoluto
(%) (%) (%) (%) %) (%)
Leucometria 6400 - 13000 6166 10450 8500 9600 4383
Global
Basofilos 198.5 - 403 104.50 128.67 38.0 280.80 80.50
(3.1) (1.69) (1.23) (0.45) (2.93) (1.84)
Eosinofilos 64 - 130 55.17 34.50 21.50 107.0 6.00
(1.0) (0.89) (0.33) (0.25) (1.11) (0.14)
Heterofilos 1920 - 3900 2714.50 5313.33 5189.00 5835.60 1953.47
(30.0) (44.02) (50.85) (61.05) (60.79) (44.56)
Linfocitos 3840 - 7800 2943.17 4396.17 2639.33 2601.40 1897.00
(60.0) (47.73) (42.07) (31.05) (27.10) (43.28)
Mondcitos 198.5 - 403 336.67 568.50 612.17 775.20 413.67
(3.1) (5.46) (5.44) (7.20) (8.08) (9.44)

*Feldman et al. (2000)

A analise dos leucogramas evidenciou que os
animais expostos as picadas apresentaram heterofi-
lia e monocitose, bem como eosinopenia e linfope-
nia. Essas alteragdes foram significativas (p <0,05)
em relacdo a intensidade da infestagdo. Leucopenia
e monocitose apresentados no grupo IV foram com-
pativeis com um quadro de resposta inflamatoria
cronica (Tabela 2).

DISCUSSAO

A auséncia de prurido diferiu dos resultados
apresentados por Perris (1995), onde relatou que a
hipersensibilidade induzida pela picada de insetos
¢ uma das principais causas de prurido. Entretanto
este sintoma pode nao ter sido observado no presen-
te estudo, em consequéncia da anestesia realizada
nos animais. A observagdo de hemorragia e hema-
tomas nas biopsias de pele esta de acordo com o ve-
rificado por Jubb et al. (2007) em estudo de lesdes
associadas as picadas de insetos. No entanto, como

foi realizada uma infestagdo, ou ainda, apenas uma
re-infestacdo, ndo foram observadas lesdes com
areas de necrose focal e ulceragdes como ocorre em
infestagdes prolongadas (Yeruham & Braverman
1995). A exemplo do que foi observado no presente
estudo, Souza et al. (2005) também observaram hi-
perceratose ortoceratotica e paraceratose, devido a
repetidas infestagdes de ovinos com Ceratopogoni-
deos (Culicoides sp.). McGavin & Zachary (2007) e
Cotran et al. (1999) relataram a presenga de espon-
giose, vesiculas intra-epidérmicas, hiperplasia, pa-
raqueratose e hiperqueratose causadas por picadas
de insetos, que podem ser associadas com o trauma
causado pelo animal em decorréncia do prurido.

A hemorragia intersticial verificada no presente
estudo, foi semelhante a relatada por Cotran et al.
(1999), Jubb et al. (2007) e McGavin & Zachary
(2007), que ¢ causada em decorréncia do tamanho
da probdscida de S. calcitrans que atinge profunda-
mente o plexo vascular localizado na derme (Perris
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1995) e a presenca de vasodilatacdo, hiperemia e
edema com subsequente linfangiectasia observadas
por Cotran et al. (1999) similares as observadas no
presente estudo, onde estiveram associadas ao pro-
cesso de agressao tissular decorrente da picada de S.
calcitrans. Os infiltrados eosinofilicos foram clas-
sificados no presente estudo como discretos a mo-
derados conforme relatados por Souza et al. (2005)
e Jubb et al. (2007); entretanto, estes autores os
classificaram como intensos. No caso do presente
estudo, os infiltrados eosinofilicos que variaram de
discretos a moderados, poderiam estar associados
ao numero de moscas utilizadas e ao tempo de per-
manéncia no processo de alimentacao das moscas,
que ndo devem ter sido suficientes para apresentar a
mesma intensidade de reagdo descrita pelos Souza
et al. (2005) e Jubb et al. (2007). Além disso, Souza
et al. (2005) observaram varios eosindfilos degra-
nulados associados a colagendlise formando figuras
em chamas, como o descrito neste estudo. Diferin-
do de Cotran et al. (1999), ndo foram evidenciados
mastdcitos, porém histidcitos foi o infiltrado infla-
matorio predominante. A auséncia de mastdcitos in-
tersticiais nas 48 horas ap6s a infesta¢ao foi compa-
tivel com o padrao de reagdo de hipersensibilidade
do tipo 1, bem como a presenca de infiltrados eosi-
nofilicos, que variou de discreta a moderada podem
corroborar com esta afirmagao (Cotran et al.1999).
Os achados histopatologicos indicaram derma-
tite perivascular e intersticial, diferindo das lesdes
observadas na orelha de caes (dermatite necrotica)
e nos membros de equinos (dermatite exsudativa)
causadas pela infestagdo da mosca dos estabulos
descritas por Yeruham & Braverman (1995). Esta
diferenca também poderia estar relacionada aos bai-
xos niveis de infestacdo utilizados no atual estudo.
De acordo com Almosny & Monteiro (2007),
doengas inflamatorias super agudas geralmente de-
terminam leucopenia, devido a rapida mobilizagdo
de heterdfilos para 6rgaos-alvo, contrastando com
o presente estudo, onde foi relatada heterofilia. A
leucopenia observada nos coelhos do grupo I'V pode
estar relacionada a linfocitose, que ¢ determinada
pela liberagdo de glicocorticoides, em resposta ao
estresse ocasionado pela re-infestagdo. O aumento
da contagem de heterdfilos nos grupos I, II e III,
também foi verificado no estudo de Gongalves et
al. (2007), que observaram aumento significativo
na contagem de neutrofilos em ratazanas infestadas
com larvas de Dermatobia hominis. A heterofilia
também pode estar relacionada ao estresse, devido

a liberagao de cortisol (Almosny & Monteiro 2007),
como consequéncia da infestagdo por S. calcitrans.
A observacao de linfopenia coincidiu com os re-
sultados verificados previamente por Oliveira et al.
(2003), onde foi relacionada a diminui¢ao de linfo-
citos circulantes ao estresse de coelhos submetidos
a criagdo em condi¢des de superlotacdo. Por outro
lado, Swist et al. (2002) relataram a proliferagao de
linfocitos em bovinos expostos a extratos de glandu-
la salivar de S. calcitrans. A linfocitose poderia estar
relacionada a uma caracteristica da espécie bovina ou
ao fato de que a metodologia ndo expde estes animais
ao constante e repetitivo estresse decorrente das pi-
cadas da mosca, que estimulariam uma significativa
libertagdo de glicocorticdides. Em todos os grupos
foi observada monocitose, que contrasta com os re-
sultados encontrados por Gongalves et al. (2007),
uma vez que foi verificada contagem inexpressiva
de mondcitos e basodfilos. Deve-se ressaltar que os
coelhos geralmente apresentam elevado nimero de
monocitos e basofilos, quando comparados a outros
mamiferos (Feldman et al. 2000) que pode estar re-
lacionado a uma reagdo inflamatéria especifica. No
grupo IV, a leucopenia associada a monocitose con-
firmou a caracterizacao de uma reacao cronica, como
¢ de ser esperar em reinfestagdes, como descrito pre-
viamente por Almosny & Monteiro (2007).

Os achados histopatologicos e hematologicos
deixam evidente a relacao das lesdes e alteragdes
verificadas no presente estudo, com os sintomas e
modificagcdes do comportamento observado em ani-
mais nas infestacdes pela mosca dos estabulos, a
exemplo da dor decorrente das picadas na pele dos
animais, que pode ser traduzida por tremores cuta-
neos, batidas das patas de encontro ao solo, movi-
mentos da cabeca, orelhas e cauda para espantar as
moscas (Bittencourt 2002, Mullens et al. 2006).
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