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RESUMO

GAUDENCIO, Fabricio Nascimento. Efeito do fluazuron sobre ovos, larvas e fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. 2016. 91p. Tese. (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar os perfis metabolico-energético de carrapatos Rhipicephalus
microplus expostos ao fluazuron. 6 bovinos foram estabulados e divididos em grupos controle e
tratado, contendo 3 animais cada. Uma formulacdo comercial contendo o principio-ativo
fluazuron foi administrada por via topica nos animais do grupo tratado. Fémeas ingurgitadas
foram coletadas em dias determinados: antes (dia 0) e apds o tratamento dos animais (4, 8 e 15
dias). Apos a coleta das fémeas ingurgitadas, foram analisados 0s seguintes parametros
bioldgicos: peso da fémea ingurgitada, peso da quendgina, periodo de postura, peso da postura,
indice de producéo de ovos, eficiéncia reprodutiva, percentual de ecloséo e indice nutricional. Foi
avaliado também o perfil metabdlico: na hemolinfa (concentracdo de glicose, proteinas totais e
acidos organicos - oxalico, piravico e latico, atividade enziméatica de LDH, ALT e AST), no
corpo gorduroso (concentracdo de glicogénio e percentual de variacdo de lipidios neutros), nos
ovos (concentracdo de glicose, proteinas totais, percentual variacdo de lipidios neutros e atividade
enziméatica de ALT e AST), e na cuticula das fémeas ingurgitadas (percentual de variacdo de
lipidios neutros). Num segundo momento, realizou-se teste de imersdo de fémeas ingurgitadas
para posterior avaliacdo das atividades das enzimas carboxilesterases, monooxigenases (MFO) e
glutationa-S-transferase (GST) em ovos e larvas de diferentes cepas: sensivel (Porto Alegre, RS)
e cepa resistente (Jaguar, RS) ao fluazuron. Avaliou-se também as enzimas de detoxificacdo no
corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de cepa sensivel. Na analise dos resultados, todos os
parametros apresentaram resultados inferiores, quando comparados ao grupo controle, em funcao
da exposicdo ao fluazuron, exceto o peso da quendgina. Embora tenha sido observado um
aumento na concentracao de glicose hemolinfatica no 8° dia e glicogénio no corpo gorduroso no
15°dia, ndo houve diferenca significativa na comparacdo das médias entre controle e tratado dia-
a-dia. A concentracdo do acido latico apresentou aumento progressivo significativo no grupo
tratado ao longo do tempo em funcdo do tratamento, indicando aumento do metabolismo
anaerdbio. Nao houve diferenca significativa para as variages percentuais de lipidios neutros no
corpo gorduroso, cuticula e ovos em nenhum dos dias de avaliagdo. Embora ndo tenha sido
observada diferenca significativa nas atividades das transaminases na hemolinfa, observou-se
aumento significativo nos ovos apo6s o tratamento no 8°dia. A atividade da MFO foi maior, na
comparagdo entre as cepas resistente e sensivel, nos ovos, e com relacdo as larvas; o aumento
observado foi nas carboxilesterases da cepa resistente. Nas fémeas, a MFO apresentou atividade
elevada no corpo gorduroso em funcdo da exposicdo ao fluazuron, principalmente no 4°dia no
grupo tratado. Os aumentos na atividade das transaminases e das enzimas de detoxificacdo nas
fémeas ingurgitadas e nos ovos foram associados a possiveis danos celulares e a tentativa de
metabolizagdo do principio-ativo testado. Pela primeira vez, foi realizado um estudo acerca dos
efeitos metabdlicos do fluazuron, enfocando diferentes aspectos bioquimicos, evidenciando que a
sua eficacia estd relacionada a diversas alteracbes metabolicas, levando a uma quebra da
homeostase do carrapato.

Palavras-chave: benzoilfeniluréias, regulador de crescimento, metabolismo energético.



ABSTRACT

GAUDENCIO, Fabricio Nascimento. Efects of fluazuron on eggs, larvae and engorged
females of Rhipicephalus microplus. 2016. 91p. Thesis. (Doctor Science in Veterinary Science,
Veterinary Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

The objective of this research was to evaluate the effect of the arthropod growth regulator
fluazuron in the energetic metabolism of Rhipicephalus microplus. 6 stabled cattle divided into
control and treated groups containing three animals each. A commercial formulation containing
the active compound fluazuron was administered topically in the treated group. The engorged
female ticks were collected from some days before (day 0) and after treatment of animals (4, 8,
and 15 days). After collecting the engorged females, the following biological parameters were
analyzed: weight of the engorged female, weight of the female after oviposition, laying period,
laying weight, egg production rate, reproductive efficiency index, percentage of hatching and
nutritional index. It was also evaluated the metabolic profile: in the hemolymph (concentration of
glucose, total protein and organic acids - oxalic, pyruvic and lactic, enzymatic activity of LDH,
ALT and AST); in the fat body (glycogen concentration and percentage of variation of neutral
lipids); in eggs (concentration of glucose and total protein content, percentage change of neutral
lipids and enzymatic activities of ALT and AST); and in the cuticle of engorged female ticks
(percentage change of neutral lipids). Secondly, female immersion test was conducted to assess
the activities of carboxylesterases enzymes, monooxygenases (MFO) and glutathione-S-
transferase (GST) in sensitive strain of eggs and larvae (Porto Alegre, RS) compared with
resistant strain (Jaguar, RS). It also assessed the detoxification enzymes in the fat body of
engorged females of sensitive strain. The results showed that all the biological parameters
showed lower results when compared to the control group after the exposure to fluazuron, except
the weight of the female after oviposition. Although an increase was observed in the
concentration of glucose in hemolymph on the 8th day and glycogen in the fat body in 15th day,
there was no significant difference in the comparison of means between control and treated day-
to-day. The concentration of lactic acid gradually increased in the treated group over time due to
treatment, indicating increased anaerobic metabolism. There was no significant difference in the
percentage change of neutral lipids in fat body, cuticle and eggs in any of the time intervals. No
significant difference was observed in the activity of transaminases in the hemolymph, but it was
observed in eggs after the treatment on the 8th day. The activity of MFO was higher in the
comparison between the resistant and sensitive strains in eggs, but in larvae, the increase was
observed in carboxylesterases in the resistant strain. In females, MFO showed high activity in the
fat body as a function of fluazuron exposure, especially on day 4 in the treated group. Increases in
transaminase activity and detoxification enzymes in females and eggs were associated with
possible cell damage and trying to metabolism of active principle-tested. For the first time, a
research about the metabolic effects of fluazuron has been conducted, focusing on different
biochemical aspects, demonstrating that its effectiveness is related to a number of metabolic
changes, leading to a parasite homeostasis breaking.

Key words: benzoylphenylureas, growth regulator, energetic metabolism.
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Figura 9. Avaliacdo do metabolismo de carboidratos na hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus expostas ao fluazuron. (A) Atividade enzimatica da lactato
desidrogenase (LDH) (U.L?); (B) Concentragéo de acido latico (mM); (C) Concentracéo de &cido
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o[-0 o U SSSOPPSPRRRO 40
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fluazuron). Colesterol éster (CHOE), triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (AG) e colesterol
livre (CHO). Cada grupo continha corpos gordurosos parietais de 10 fémeas. Médias * erro
padrdo ndo diferiram significativamente entre as classes de lipidios avaliados (p>0,05) pelo teste
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do solvente. O: origem. Cada lane na imagem representa um grupo experimental: 1 (controle 0);
2 (tratado 0); 3 (controle 4); 4 (tratado 4); 5 (controle 8); 6 (tratado 8). P (amostra padrdo: 4
ug.uL™). Colesterol éster (CHOE), triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (AG), colesterol
livre (CHO). Cada grupo continha corpos gordurosos parietais de 10 fémeas. ..........c.ccccerveenennn, 43
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livre (CHO). Cada grupo continha macerado de cuticulas pesando 66 mg. Médias + erro padréo
ndo diferiram significativamente entre as classes de lipidios avaliados (p>0,05) pelo teste de
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Figura 13. Cromatograma dos lipidios neutros presentes na cuticula de fémeas ingurgitadas de
carrapatos Rhipicephalus microplus expostos ao fluazuron. A placa de silica da cromatografia em
camada delgada foi escaneada e submetida a analise densitométrica. FS: frente do solvente. O:
origem. Cada lane na imagem representa um grupo experimental: 1 (controle 0); 2 (tratado 0); 3
(controle 4); 4 (tratado 4); 5 (controle 8); 6 (tratado 8). P (amostra padrdo: 2 pug.uL™). Colesterol
éster (CHOE), triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (AG) e colesterol livre (CHO). Cada
grupo continha macerado de cuticulas pesando 66 MQ. ........cccccveivieiiiiieiieeie e 46

Figura 14. Avaliacdo das enzimas de detoxificagdo em corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas
de Rhipicephalus microplus expostas ao fluazuron. (A) Atividade enzimatica da glutationa-S-
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(MFO) (ug citocromo C. pg™ de proteina). (C) Atividade enzimatica da a-esterase (nM. pg™* de
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padrdo seguidos por letras minusculas iguais ndo diferiram significativamente entre si pelo teste
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Figura 15. Avaliacdo de dano celular através do monitoramento das transaminases e proteinas
totais da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas ao fluazuron.
(A) Atividade enzimatica da alanina aminotransferase (ALT) (U.L™?); (B) Atividade enzimatica
da aspartatoaminotransferase (AST) (U.L™); (C) Concentragio de proteinas totais na hemolinfa
(g.LY). CTRL (controle) TTO (exposto ao fluazuron). O (dia pré-tratamento), 4 e 8 (dias pds-
tratamento). Médias * erro padrdo seguidos por letras minusculas iguais ndo diferiram
significativamente entre si pelo teste de Dunn (P>0,05). .....cccoviriiieiiniiiieece e 49

Figura 16. Avaliacdo da atividade das transaminases e proteinas totais dos ovos obtidos de
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Figura 17.Variacdo percentual dos lipidios neutros presentes nos ovos de fémeas ingurgitadas de
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1 INTRODUCAO

O “carrapato-do-boi” Rhipicephalus microplus representa um dos principais entraves a
pecudria brasileira, ocasionando prejuizos econdmicos de cerca de US$ 3,24 bilhdes/ano (GRISI
et al., 2014). Esses valores sdo inerentes aos danos diretos e indiretos causados pela hematofagia
deste parasito, tais como lesdes no couro, predisposicdo a miiases secundarias, transmissao de
agentes patogénicos, redugdo no ganho de peso, queda na producdo de leite, gastos com
acaricidas quimicos e méo-de-obra para aplicacdo destes.

Durante muitas décadas, 0 mercado veterinario viu surgirem e cairem em desuso diversas
formulagBGes comerciais com principios acaricidas, visando o controle desses ectoparasitos. O
principal fator responsavel pelas substituicdes dos produtos lancados no mercado é o
desenvolvimento de resisténcia por parte do carrapato aos principios ativos. Tal efeito é
observado principalmente em decorréncia do uso indiscriminado dos produtos na tentativa de
controlar as infestacbes. Atualmente, os produtos que atuam diretamente em mecanismos
fisiologicos especificos aos parasitos-alvo, que liviem ao méximo os hospedeiros e 0s seres
humanos de possiveis efeitos adversos, além do meio-ambiente, sdo 0s mais estudados por
pesquisadores e industrias farmacéuticas.

Dessa forma, pesquisas voltadas ao conhecimento do metabolismo intermediario se fazem
tdo importantes para que se encontrem possiveis alvos farmacologicos que viabilizem a
formulacédo de produtos antiparasitarios. O metabolismo energético esta entre as reaces de maior
importancia e destaque, havendo uma relacéo direta com uma série de outras reacdes organicas.

Dentre os antiparasitarios que atuam de forma mais especifica nos parasitos-alvo,
destacam-se os reguladores de crescimento de artrépodes (do Inglés, Insect Growth Regulator,
IGR), principios ativos cujos mecanismos de acdo sdo melhor direcionados aos parasitos, com o
objetivo de livrar a0 maximo os hospedeiros de possiveis efeitos colaterais do uso do produto
antiparasitario. Dentro dessa classe, o fluazuron € o mais utilizado no controle do carrapato
bovino.

Embora se conheca muito a respeito da eficacia do fluazuron no controle de R. microplus,
pouco se sabe a respeito dos efeitos bioldgicos e fisioldgicos no carrapato decorrente do uso deste
principio ativo.

No que diz respeito as vias que regulam o metabolismo de carboidratos, diferentes
enzimas das vias glicolitica, gliconeogénica e glicogénica em R. microplus ja foram
caracterizadas. Devido a importancia dessas vias para a disponibilizacdo de glicose, a
interferéncia em alguma dessas rotas metabolicas pode ser letal para o desenvolvimento do
carrapato ainda na fase de embrido, ou causar desequilibrios homeostaticos ja na fase adulta.

Sabendo-se da importancia estrutural e também energética dos lipidios para o
metabolismo e composicdo da cuticula dos carrapatos, um estudo acerca das possiveis alteracdes
provocadas pela ineficiente sintese de quitina poderia também relacionar os efeitos deletérios dos
IGRs a disturbios na deposicdo de lipidios na cuticula e na mobilizacdo energética, também
fundamentais para o desenvolvimento embrionario.

Além disso, pouco se sabe a respeito dos mecanismos de detoxificacdo enzimaticos em
carrapatos mediante a exposicdo ao fluazuron, como a atividade das carboxilesterases,
monooxigenases do citocromo P-450 e glutationa-S-transferase, enzimas importantes no processo
de metabolizacao, detoxificacdo e desenvolvimento de resisténcia em carrapatos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo esclarecer pontos ainda obscuros acerca do
mecanismo de acdo dos inibidores da sintese de quitina, ao levantar a hipotese de uma possivel
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interferéncia em vias metabolicas alternativas ainda nido confirmadas como “alvos” da agdo deste
antiparasitario regulador de crescimento, como as vias de metabolismo intermediario. Além
disso, buscou-se identificar alteracfes quantitativas nos principais substratos energéticos
enddgenos (carboidratos e lipidios) utilizados pelos carrapatos, suas interacdes e as principais
vias metabolicas para a excrecdo do fluazuron.

Como objetivo geral, buscou-se avaliar os perfis metabolicos-energéticos de carrapatos R.
microplus expostos ao fluazuron. Os objetivos especificos foram: avaliar os pardmetros
bioldgicos das fémeas ingurgitadas de R. microplus apos exposicdo ao fluazuron; avaliar o
metabolismo de carboidratos em fémeas ingurgitadas de R. microplus através da concentragdo de
glicose e LDH na hemolinfa, glicogénio no corpo gorduroso e acidos organicos do ciclo de Krebs
na hemolinfa; avaliar o perfil de lipidios neutros no corpo gorduroso, cuticula e ovos de fémeas
ingurgitadas de R. microplus; avaliar a atividade das enzimas de detoxificacdo no corpo
gorduroso das fémeas ingurgitadas de R. microplus; comparar as atividades das enzimas de
detoxificacdo em ovos e larvas das cepas sensivel e resistente ao fluazuron e possiveis danos
tissulares através da atividade das transaminases em hemolinfa e ovos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais sobre Rhipicephalus microplus

Existem cerca de 870 espécies de carrapatos descritas no mundo, todas agrupadas na
subordem Ixodida (=Metastigmata), que se divide em trés familias. A familia Ixodidae abrange
os carrapatos popularmente conhecidos como “carrapatos duros”, com 685 espécies descritas,
enquanto a familia Argasidae, os “carrapatos moles”, tem descritas cerca de 185 espécies. A
familia Nuttalliellidae, com caracteristicas morfologicas intermediérias entre as duas primeiras, é
representada por uma unica espécie, Nuttalliella namaqua, Bedford, 1931. Os ixodideos e 0s
argasideos distribuem-se amplamente em todos 0s continentes, enquanto a ultima familia é
restrita a regido afrotropical (PEREIRA et al., 2008).

O género Rhipicephalus, pertencente a familia Ixodidae, tem pouco mais que 70 espécies
reconhecidas no mundo. Estudos de filogenia molecular mostraram evidéncias de que o género
inclui as cinco espécies de Boophilus (Curtice, 1891), sendo este agora considerado um
subgénero de Rhipicephalus. Todas as espécies apresentam coloracdo castanha ou castanha
avermelhada, escudo ndo ornamentado, olhos, rostro curto e base do capitulo hexagonal. Os
machos possuem duas a quatro placas adanais, e alguns apresentam apéndice caudal (BARROS-
BATTESTI et al., 2006).

O carrapato Rhipicephalus microplus (Canestrini 1887), conhecido como ‘“carrapato
bovino”, é originario da Asia, e foi introduzido na maioria dos paises tropicais e subtropicais por
meio da importacdo de gado para essas regides. A introducdo de ragas europeias para outras
regibes do mundo, contudo, defrontou-se com uma série de obstaculos, tais como adaptacdo dos
bovinos as condi¢des climaticas, além das doencas parasitarias, dentre elas a babesiose e a
anaplasmose bovina, transmitidas por estes carrapatos (PEREIRA et al., 2008).

A importancia econémica de R. microplus é de ambito mundial, pois mais de 75% da
populacdo bovina é atingida por este parasito, sofrendo toda a sequela de enfermidades e
manifestando os sinais clinicos como anemias, perdas na producdo de carne e leite, danos ao
couro, etc. Situagdes que os identificam como o “inimigo numero um” da produ¢do bovina
(CORDOVES, 1997). No Brasil, os gastos decorrentes de problemas causados por este parasito
contabilizam prejuizos anuais de US$ 3,24 bilhdes (GRISI et al., 2014).

2.1.1 Ciclo de vida e biologia reprodutiva

Sendo esta espécie homoxena, seu ciclo evolutivo pode ser estudado em dois tempos: fase
parasitaria (que compreende as fases de larva a adulto no hospedeiro, até 0 momento em que as
fémeas ingurgitadas e fecundadas se desprendem) e fase ndo-parasitaria (em que as fémeas
fecundadas, uma vez no ambiente, fazem a oviposicdo e, sob condi¢bes favoraveis, as larvas
eclodem e permanecem no ambiente, terminando no momento em que estas encontram um
hospedeiro, dando inicio a fase parasitaria) (PEREIRA et al., 2008).

A primeira fase dura em meédia 22 dias e caracteriza-se por apresentar evolugdes
morfologicas sobre o hospedeiro, onde séo discerniveis os estagios de larva, ninfa e adulto. Nesta
fase, a dependéncia em relacdo ao hospedeiro e a necessidade de fixacdo em partes do corpo que
permitam um maior indice de sobrevivéncia, fazem com que haja uma competi¢do de ixodideos
por nichos similares (DE PAULA; FURLONG, 2002).



A larva infectante, quando entra em contato com o hospedeiro, busca fixar-se em regides
de seu corpo que favorecam seu desenvolvimento, tais como: Ubere, regides do perineo, vulva e
entre as pernas. Essas regides preferenciais de fixacdo sédo determinadas em fungdo da espessura
da pele, vascularizacdo e temperatura, bem como pela dificuldade de acesso as lambidas do
hospedeiro (PEREIRA, 2008; MORANDO; GELINSKI, 2010).

Ap0s sete dias de sua fixacdo ocorre a muda das larvas para ninfas, e estas mudam para
adultos com marcado dimorfismo sexual em aproximadamente oito dias. A fémea apds o
acasalamento acelera sua alimentacdo até o ingurgitamento total, o que propicia sua queda ao
solo, enquanto que o macho permanece no bovino & procura de novas fémeas (MORANDO;
GELINSKI, 2010).

Durante a coOpula, machos e fémeas unem-se justapondo as respectivas superficies
ventrais. Ndo dispondo de 6rgdo copulador, 0 macho emprega seu hipostdmio e queliceras para
dilatar o orificio genital feminino e, depois, para forcar a entrada parcial do espermatéforo, que é
cortado com as queliceras para que os espermatozoides possam penetrar. No interior do aparelho
genital feminino os espermatozoides adquirem sua motilidade e fertilizam os ovos. Depois da
fecundacdo, o ovario aumenta consideravelmente de tamanho, exibindo ovos em todos o0s
estagios evolutivos (REY, 2008).

De um modo geral, os animais oviparos possuem uma embriogénese independente de um
aporte nutricional exdgeno. Para este caso, 0s nutrientes maternos sdo depositados nos odcitos e
estocados em granulos. A maturacdo dos ovos ocorre durante a fase de pré-oviposicao,
caracterizada pelo aumento do tamanho do ovario. O periodo de desenvolvimento embrionario
completo leva 21 dias (CAMPOS et al., 2006).

Ap6s o amadurecimento dos ovos, a fémea se prepara para a postura, flexionando o
capitulo para o ventre do corpo, proximo a abertura genital. O érgdo de Gené, uma estrutura em
formato de vesicula, localizado entre a base do capitulo e o escudo, contém glandulas que liberam
uma secrec¢do serosa. A medida que 0s ovos saem pela abertura genital, eles sdo recebidos pelos
lobos estendidos desta estrutura e séo revestidos por essa secre¢ao serosa, que protege 0s ovos da
desidratacdo e permite a aderéncia da massa de ovos (BOOTH, 1989).

A teledgina inicia a postura em média, trés dias ap6s a queda no solo (FURLONG, 1993;
PEREIRA, 2008). Em temperaturas ao redor de 28°C e umidade relativa de 85%, a postura e a
eclosdo ocorrem em aproximadamente 28 dias; larvas recém-eclodidas precisardo ainda de dois a
trés dias para o fortalecimento da cuticula e assim, migram para as pontas das folhas, onde podem
localizar o hospedeiro pelo odor ou vibragdes (FURLONG, 1993; MORANDO; GELINSKI,
2010). O peso total dos ovos, apds o término da postura, equivale a 52% do peso vivo da
teledgina (PEREIRA, 2008). A cada postura uma fémea produz de 2.000 a 3.000 ovos
(FURLONG, 1993).

O periodo de postura dos ovos das fémeas ingurgitadas de R. microplus pode durar em
média 13 + 5 dias (RAIA et al., 2012), 17 dias (GONZALES, 1975), podendo chegar de dois a
trés meses dependendo fundamentalmente das condigdes climaticas existentes (GONZALES et
al., 1974).
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Figura 1. Esquema simplificado do ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus microplus. Fonte:
Morando (2010) adaptado de Andreotti (2002). Fase parasitaria: 1 = larva infestante realizando a
fixacdo no bovino; 2 = ninfa; 3 = teledgina em estagio final de ingurgitamento. Fase de vida livre:
4 = teledgina logo apos desprendimento, em periodo de postura no solo; 5 = ovos, no solo, em
periodo de incubacdo; 6 = larva, no solo, em periodo de incubacdo. Imagem sem escala de
correspondéncia.

2.1.2 Metabolismo de carboidratos em Rhipicephalus microplus

As atividades diarias dos artropodes, tal como de outros animais, requerem um constante
suprimento de energia. Por isso, os carrapatos da familia Ixodidae, a qual pertence R. microplus,
ingerem grandes volumes de sangue de seus hospedeiros, usando-o assim como fonte de
nutrientes e substratos energéticos, aumentando centenas de vezes seu proprio peso durante o
desenvolvimento (MORAES, 2007). A digestdo do sangue ingerido pelo carrapato se divide em
trés fases, sendo duas etapas de digestdo continua e uma mais lenta. Todo o processo acontece de
forma Unica, intracelularmente, nas células intestinais. Os componentes sanguineos sao
absorvidos por endocitose mediada por receptores regulados pela proteina quinase C (GALAY et
al., 2015).

Durante a alimentacdo, os carrapatos ingerem carboidratos, lipidios e proteinas de seus
hospedeiros, substratos energéticos comuns e fundamentais para a maioria dos organismos vivos
(NELSON; COX, 2008; GUIZZO et al., 2012). De um modo geral, a composicdo desses
nutrientes em carrapatos é bem semelhante a dos insetos (GUDERRA et al., 2002). Porém,
enguanto nos insetos a trealose € o carboidrato mais importante (SONENSHINE, 1991;
NATION, 2002), nos carrapatos, a glicose é o carboidrato mais encontrado na hemolinfa (DEL
PINO et al., 1989; SONENSHINE, 1991).

Nos ixodideos, o érgdo responsavel pelas reservas energéticas € o corpo gorduroso, que
além de estocar certos nutrientes, metaboliza horménios, moléculas mensageiras essenciais e
também residuos a serem excretados, desempenhando funcdo semelhante ao figado dos
vertebrados. Durante os periodos de ndo-alimentacdo, o corpo gorduroso tende a acumular
grandes estoques de goticulas de gordura, tal como glicogénio e proteinas (SONENSHINE,
1991). O tipo celular mais abundante no corpo gorduroso sao os trofdcitos, também chamados
erroneamente de adipocitos, ja que estas células ndo acumulam somente lipidios, mas possuem
um metabolismo complexo com estoque e sintese de proteinas e também carboidratos, como
também demonstrado em insetos (ROMA et al., 2010). A enzima glicogénio-sintase-quinase-3
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(E.C. 2.4.1.11), presente tanto em vertebrados quanto em invertebrados é a enzima responsavel
pela metabolizacdo do glicogénio estocado em glicose através da inibicdo por fosforilacdo da
glicogénio sintase em carrapatos (LOGULLO et al., 2009).

Gracas ao sistema circulatorio aberto dos carrapatos, a hemolinfa, que banha os 6rgéos
internos, distribui pelo corpo os nutrientes para que possam chegar as células e garantir assim o
desempenho de suas funcdes (SONENSHINE, 1991). A glicose, entretanto, ndo é apenas um
excelente combustivel para energia do organismo, ela também representa um precursor altamente
versatil, capaz de suprir uma enorme variedade de intermedidrios metabolicos para reacGes de
biossintese (NELSON; COX, 2011), como na biossintese de quitina nos artropodes (COHEN,
1987; MERZENDORFER, 2011). Alem disso, ela pode ser estocada nas células na forma de
polissacarideo, ser oxidada em composto de trés carbonos (&cido pirtvico), via glicolise, para que
se obtenha ATP e intermediarios metabdlicos ou oxidada pela via da pentose-fosfato (NELSON;
COX, 2008).

Durante toda a vida do carrapato, diferentes vias metabolicas e diferentes substratos séo
mobilizados para atender demandas energéticas especificas enquanto o carrapato se desenvolve
desde a embriogénese até a fase adulta (CAMPOS et al., 2006; SEIXAS et al., 2012). No
metabolismo dos agucares, diferentes enzimas das vias glicolitica, gliconeogénica e glicogénica
de R. microplus ja foram caracterizadas. Devido a importancia das vias para a disponibilizacdo de
glicose, a interferéncia em alguma dessas rotas metabdlicas pode ser letal para o desenvolvimento
do embrido (GUIZZO et al., 2012).

O desenvolvimento embrionario requer diferentes substratos como as proteinas,
carboidratos, lipidios, dentre outras moléculas. Estes componentes sdo estocados em organelas
chamadas de grénulos da gema. A vitelogénese (0 acimulo de gema) € um processo no qual
tecidos ovarianos e extraovarianos produzem precursores proteicos que serdo acumulados dentro
dos odcitos. Uma vez concluida a vitelogénese, 0s ovos vao conter 0s nutrientes necessarios para
0 desenvolvimento embrionario que vai ocorrer fora do organismo materno (SEIXAS et al.,
2012). No inicio da embriogénese, observa-se um aumento no contetdo de glicose e glicogénio
nos ovos de R. microplus, devido a um aumento na atividade das enzimas relacionadas a
gliconeogénese e via glicolitica. Observou-se, contudo, que ha um decréscimo nas concentragdes
de glicose e glicogénio do primeiro ao sexto dia do desenvolvimento embrionario a medida que
0s eventos da embriogénese acontecem. Em seguida, depois do sexto dia, ap6s a formacdo do
blastoderma, novamente ha um aumento na concentracdo desses substratos (MORAES, 2007).

Posteriormente, durante a segmentacdo, os carboidratos sdo os substratos mais utilizados
para o desenvolvimento embrionario do carrapato (CAMPOS et al., 2006; GUIZZO et al., 2012),
denotando uma dindmica energética e de biossintese com comportamentos metabdlicos bem
particulares ao longo da embriogénese.

A celularizacdo é um processo dirigido tipicamente pela fémea, durante a oogénese,
através da deposicdo de substratos energéticos nos oocitos. Por outro lado, a segmentacdo é um
processo dependente das reservas do zigoto, sendo consequente da sintese de componentes
gerados pelo embrido (CAMPOS et al., 2006).

Apols a eclosdo, na fase de larva, a via das pentoses representa 20% do total do
catabolismo da glicose, enquanto que, comparativamente, nas fémeas ingurgitadas, nas 24 horas
finais da alimentacéo e periodo de pré-oviposicdo, a propor¢do do ciclo das pentoses aumenta
para mais de 50%, retornando a 20% no fim do estagio de oviposi¢do. Estas mudancgas sdo
atribuidas a importancia do ciclo das pentoses nos processos de biossintese, que alcangcam seus
picos durante a vitelogénese, no periodo de pré-oviposi¢do (TATCHELL; SCHUNTNER, 1972).



Em organismos aerdbios, a glicose e outros agucares, &cidos graxos e a maioria dos
aminoacidos sdo no final oxidados a CO; e H>O pelo ciclo do &cido citrico e pela cadeia
respiratdria. Porém, este ciclo ndo possui apenas uma funcdo catabdlica, mas apresenta a
caractéristica de ser uma via anfibdlica, ou seja, que serve para processos catabolicos e
anabdlicos. Além do papel no catabolismo oxidativo, a via fornece precursores para muitas outras
vias de biossintese. O a-cetoglutarato e o oxaloacetato podem, por exemplo, serem precursores de
aminoacidos, assim como servirem para a sintese de nucleotideos. O oxaloacetato pode também
ser convertido a glicose atraves da gliconeogénese (NELSON; COX, 2011), sendo composta por
reacOes anapleroticas, as quais podem abastecer outras vias metabdlicas com substratos que as
mantém ativas.

O écido piruvico também pode seguir por dois caminhos distintos: ser convertido a
glicose e glicogénio, via gliconeogénese, ou oxidado para a producdo de acetil-CoA para a
producdo de energia. Um terceiro destino para o &cido pirtvico é a reducdo a &cido latico por
meio da fermentacdo latica, quando em baixa concentracdo de oxigénio para suprir o ciclo do
acido citrico (NELSON; COX, 2011), garantindo a liberagdo de energia e a reoxidacdo do
NADH.H" citossélico. Tais reacGes ja foram descritas em outros invertebrados que nao
carrapatos, como no caso de moluscos Biomphalaria glabrata infectados por nematoides
Angiostrongylus cantonensis, onde a infeccdo pelo parasito aumentou a atividade da enzima
lactato desidrogenase (LDH) (E.C. 1.1.1.27) (que catalisa a conversdo do acido piravico a 4cido
latico), associado a uma diminuicdo na concentracdo do acido pirdvico e um aumento nos niveis
de &cido latico na hemolinfa de moluscos, confirmando a aceleragdo do metabolismo anaerdbio,
necessario pelo hospedeiro para obter energia (TUNHOLI-ALVES et al., 2014).

2.1.3 Metabolismo de lipidios em Rhipicephalus microplus

Lipidios sdo compostos organicos caracterizados por suas propriedades hidrofébicas e sua
ampla diversidade molecular (MARECHAL et al., 2011; NELSON, COX, 2011). Atuando como
importantes substratos energéticos ou componentes celulares, os lipidios encontrados nos
carrapatos sdo 0s mesmos de outros tecidos animais, como os fosfolipidios, esterois, acilglicerdis,
colesterol livre, colesterol esterificado e acidos graxos livres (SONENSHINE, 1991). Em insetos,
dentre o total de lipidios circulantes presentes na hemolinfa, 70% correspondem a lipidios
neutros, enquanto que 30% correspondem a fosfolipidios (BENNETT; SHOTWELL, 1972).

Os lipidios também atuam como segundos mensageiros em uma ampla gama de processos
bioldgicos, incluindo o sistema imune (CABRAL, 2005) e também na regulacdo da temperatura
corporal (DAVIS, 1974). Tal como apontado por Svoboda et al. (1975), a utilizacdo de esteroides
por artrépodes € um ponto dentro do assunto do metabolismo no qual estas espécies diferem
muito dos vertebrados.

Pesquisas prévias realizadas por muitos autores ja conseguiram caracterizar as diferentes
classes de lipidios neutros observados em ovos, hemolinfa e corpo gorduroso de fémeas de
diferentes espécies de carrapatos através da técnica de cromatografia em camada delgada (CCD,
do Inglés Thin Liquid Cromatograph, TLC) (IWUALA et al., 1979; ANGELO et al., 2010;
ANGELDO et al, 2013).

No sangue do hospedeiro existe uma variedade de componentes esteroides, porém,
guantitativamente, o colesterol é de longe o mais importante para o parasito (CHERRY, 1976).
Os esteres de colesterol sdo muito importantes para os carrapatos pois participam da sintese de
feromonios, além de comporem a maior parte da cuticula em algumas espécies (SOBBHY et al.,
1994).



A medida que cessa o periodo final de ingurgitamento e oviposicdo, torna-se possivel
medir o colesterol acumulado durante a vida parasitaria e a distribuicdo para os ovos e tecidos da
fémea, sua conversdo e produtos de degradacdo (CHERRY, 1976). O conteddo lipidico das
fémeas aumenta de 22 a 63 microgramas do conteudo total de lipidios por carrapato durante a
fase de alimentacdo (SONENSHINE, 1991).

Segundo Cherry (1976), quanto maior o peso da teledgina no momento da oviposicéo,
maior serd o teor de colesterol em seus ovos, pois o teor de colesterol na fémea esta intimamente
relacionado ao seu peso e consequentemente, ao teor de colesterol dos ovos, que ao final do
processo de oviposicdo, recebem cerca de um terco do colesterol da fémea ingurgitada.

Durante o desenvolvimento embrionario, mesmo os lipidios sendo metabolizados para a
formacdo do blastoderma celular, mais da metade do total de lipidios presentes nos ovos é
consumida até a eclosdo, sugerindo que esse seja um substrato importante para a obtencéo de
energia no estagio larval do carrapato até que o mesmo encontre seu hospedeiro e inicie a
alimentacdo (GUIZZO et al.,, 2012). Os niveis de ésteres de colesterol, diacilglicerol e
triacilglicer6is sdo o0s que apresentam o0s maiores decréscimos a medida que progride a
oviposicdo (IWUALA et al., 1979).

Além disso, Lees e Beament (1948) ja demonstraram que a eficiéncia da camada de cera
protetora que reveste 0s ovos dos carrapatos, conferida pelo 6rgdo de Gené, tem grande
importancia sobre a embriogénese e consequentemente, sobre a eclodibilidade larval, pois oferece
uma protecdo contra a perda de agua. Os ovos recém ovipostos sem o contato subsequente com o
6rgdo de Gené, sdo altamente permedveis a agua e dessecam rapidamente em meio arido.

Tal como para o estoque de glicogénio, o corpo gorduroso também é um importante 6rgédo
de armazenamento de lipidios em carrapatos atuando como um anélogo ao tecido adiposo dos
vertebrados (SONENSHINE, 1991). Nos insetos, os lipidios sdo estocados no corpo gorduroso na
forma de triacilglicerdis (TAG), os quais sdo armazenados para uma posterior utilizacdo
(PONTES et al., 2008).

Acredita-se que a porcao lipidica da cuticula funcione como a principal rota para a
remocao de metabdlitos lipidicos, principalmente o colesterol em R. microplus (CHERRY, 1976).
Muitos insetos, de acordo com caracteristicas do metabolismo préprias de cada espécie, e
também seu comportamento circadiano, podem apresentar diferencas quanto a deposicdo de
lipidios na cuticula em funcgéo da acdo dos horménios que regulam a muda e 0 amadurecimento
sexual (MORITA et al., 1999).

2.1.4 Metabolismo de proteinas em Rhipicephalus microplus

O conhecimento sobre as proteinas que predominam na hemolinfa de carrapatos é
minimo, quando comparado aos insetos. A proteina hemolinfatica mais estudada em carrapatos é
a vitelogenina (VQ), sintetizada pelo corpo gorduroso da fémea ap0s se alimentar de sangue. Ela €
liberada na hemolinfa e absorvida para o desenvolvimento dos odcitos na forma de vitelina. Além
desta, outras proteinas hemolinfaticas importantes em carrapatos sdo as proteinas carreadoras
(CP, responsavel pelo transporte de colesterol, fosfolipidios, monoacilglicerdis, triacilglicerois,
acidos graxos livres, carboidratos e heme; a proteina HeLp, uma lipoproteina responsavel por
auxiliar no transporte de heme; e em menor proporcao, outras proteinas, como macroglobulinas,
lectina, proteinas antimicrobianas, ligantes de hormdnio juvenil e esterases de hormonio juvenil)
(GUDERRA et al., 2002).



Embora o contetdo total de proteinas permaneca inalterado ao longo do desenvolvimento
embrionario, desde a oviposicdo até a eclosdo, observa-se uma reducdo de 15% no conteudo de
vitelina antes da celularizacdo (CAMPOQOS et al., 2006).

Apods a formacéo do blastoderma celular, evento que ocorre entre o0 quarto e o sexto dia da
embriogénese, inicia-se o catabolismo de aminoécidos para a sintese de glicose através da
gliconeogénese, de forma que, ao final do desenvolvimento embrionario sdo encontradas grandes
concentragfes de guanina nos ovos, provenientes da metabolizacdo dos aminoacidos. O
aminoacido aspartato atraveés da acdo da aspartato aminotransferase (AST) (E.C.2.6.1.1) é
convertido em oxalacetato, metabolito que seré dirigido para a via da gliconeogénese. Com isso,
a AST tem sua atividade aumentada progressivamente apds a formacao das células embrionérias
a medida que a via da gliconeogénese torna-se mais ativa (GUIZZO et al., 2012). Contudo,
mediante uma leséo celular, pode haver o extravasamento celular, com consequente aumento na
atividade das aminotransferases na hemolinfa, como ja demonstrado em carrapatos R. microplus
(ANGELO et al., 2015) e também em outros invertebrados (TUNHOLI et al., 2011), j& que estas
enzimas estdo presentes na maioria das células eucaridticas (NELSON; COX, 2011; GUIZZO et
al., 2012). Também chamadas de transaminases, as aminotransferases realizam a transferéncia de
um grupo a-amino para o carbono a de um cetoacido, liberando um o-cetodcido, andlogo ao
aminoéacido ou vice-versa. O resultado da reacao de transaminagao € a coleta de grupos amino, na
forma de L-glutamato, a partir de um aminoacido. O glutamato entdo passa a atuar como um
doador de grupos amino para vias biossintéticas ou para vias de excrecdo. A nomenclatura das
diferentes transaminases varia em funcéo do doador do grupamento amino. As mais comuns Sao a
alanina aminotransferase (ALT) (E.C. 2.6.1.2) e AST (NELSON; COX, 2011).

2.1.5 Composicao da cuticula

O exoesqueleto de carrapatos € bem similar ao de outros artrépodes, servindo como uma
protecdo primaria a perda hidrica, além de protecdo mecénica a outros danos (SONENSHINE,
1991). A natureza do exoesqueleto tem profunda implicacdo para o crescimento, respiracao,
locomocdo e, também para o desenvolvimento de produtos quimicos que possam penetrar no
tegumento e serem utilizados como agentes de controle (KLOWDEN, 2007). A cuticula serve de
ancoragem aos musculos esqueléticos e protege contra danos fisicos, penetracdo de patégenos e
dessecacdo (KRAMER; KOGA, 1986). As proteinas e a quitina interagem para permitirem a
funcdo mecénica da cuticula conferindo a forca e a dureza do exoesqueleto, enquanto que 0s
lipidios proveem a protecdo e a comunicacdo e estdo localizados principalmente nas camadas
mais externas da cuticula (KLOWDEN, 2007). As cuticulas ventrais de diferentes espécies de
artropodes possuem diferentes propriedades estruturais para permitir o alongamento em funcéo
da necessidade e grau de distensdo necessarios. Em carrapatos, a distensdo ventral estd muito
relacionada a acomodacéo da ingestdo de sangue (HACKMAN; GOLDBERG, 1987).

A cuticula consiste basicamente em duas regifes: a epicuticula, uma camada fina (cerca
de 1 — 2 micrdbmetros de espessura) composta por diferentes substancias e a procuticula,
compondo uma regido bem mais fina formada por proteinas e quitina. A epicuticula é totalmente
desprovida de quitina e ndo é reabsorvida no processo de ecdise. Em carrapatos ixodideos, ela
compreende trés camadas distintas: a camada mais interna, densa e homogénea, de aparéncia
estriada, a segunda camada, composta por lipoproteinas e por Gltimo, uma camada cerosa,
composta por lipidios produzidos por secrec¢des das glandulas dérmicas (SONENSHINE, 1991).

Os principais componentes da cuticula de todos os artropodes sdo proteinas e quitina. Os
lipidios também séo muito importantes, porém estdo em menor proporgao que as proteinas e a
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quitina. Em carrapatos, a quitina e as proteinas correspondem a cerca de 90% ou mais da
composicdo da cuticula. A quitina esta presente na forma de microfibrilas numa matriz proteica,
cerca de 4 a 12% do total conteldo da cuticula. Embora possua uma longa organizagao
polimérica, com frequentes ligacbes cruzadas, garantindo uma certa resisténcia a cuticula, a
quitina por si s6, ndo é a unica responsavel pelo endurecimento da cuticula (SONENSHINE,
1991).

As proteinas sdo as responsaveis pelo endurecimento da cuticula em carrapatos, tal como
nos demais artropodes. Na epicuticula, as proteinas ocorrem na forma de lipoproteinas que
ajudam a conferir a coloracdo amarelada a ambar caracteristica dessa camada. A quitina é um
aminopolissacarideo homopolimero de ligacdes B-1,4 de unidades de N-acetil-p-glicosamina
(GIcNAc) (COHEN, 1987; PALLI; RETNAKARAN,1999). Sua sintese envolve multiplas
atividades celulares, comecando na biotransformacdo de simples metabdlitos até culminar na
emergéncia de um polimero a ser liberado pela membrana celular (COHEN, 1987). Tanto nos
carrapatos quanto em fungos, a via comum de sintese da quitina envolve um nimero definido de
reagBes enzimaticas que convertem diferentes aglcares em polimeros de GIcNAc. A fonte de
acucar € a glicose ou os compostos de estocagem, glicogénio ou trealose (KRAMER; KOGA,
1986; MERZENDORFER, 2011).

Inicialmente, unidades de glicose sdo convertidas em GIcNAc, ligadas a uridina trifosfato
(UTP); transportadas na célula combinadas ao dolicol fosfato; polimerizada em quitina, e depois,
ligadas covalentemente a proteinas para formar microfibrilas de quitina na cuticula (PALLI;
RETNAKARAN, 1999) (Figura 2). O substrato imediato para polimerizago, 5’-uridina difosfo-
N-acetil-p-glicosamina (UDP-GIcNACc) € um metabdlito final de uma cascata de transformacdes
bioquimicas citoplasméticas (COHEN, 1987).

A enzima ligada a membrana, quitina sintase (QS) [UDP-2-acetamido-2-deoxi-D-glicose:
quitina 4-B-acetamidodeoxiglicosiltransferase (EC 2.4.1.16)], € a enzima chave na formacdo da
quitina, pois é ela que catalisa a formacdo de quitina a partir de UDP-GIcNAc. A QS é membro
de uma classe de enzimas, conhecidas como polimerizadoras — glicosiltransferases, responsaveis
pela sintese de outros importantes biopolimeros como a celulose e hialuronan (CHANG,;
MOSQUIT; FINNEY, 2004). Seu grau de atividade enzimatica é possivelmente regulado pela
presenca de UDP-GIcNAc, magnésio e GIcNAc no sitio de polimerizagdo (COHEN, 1987).
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A sintese de quitina ocorre durante a embriogénese, ecdise e ingurgitamento de todos 0s
instares (MELO, 2007). A cuticula é a primeira barreira contra a perda rapida de agua por
carrapatos e nesse ponto, os lipidios presentes na superficie externa desempenham um papel
fundamental nesse processo. Os lipidios, presentes na camada mais externa da epicuticula, séo
provenientes primariamente de secrec¢Ges das glandulas dérmicas (SONENSHINE, 1991).

Sabe-se que nos insetos, 0 revestimento ceroso da cuticula € muito importante para
impedir a perda hidrica, proteger de danos abrasivos, servindo como uma barreira a penetragéo de
microorganismos, além de interferir na absor¢do de inseticidas e outras substancias
eventualmente presentes no ambiente. Os lipidios cuticulares também atuam como feroménios
em muitos casos (BLOMQUIST; JACKSON, 1979).

Em estudos realizados com Dermacentor variabilis (Say, 1821), foram mensurados os
conteudos lipidicos cuticulares através de uma extracdo com cloroférmio e metanol a partir de
fémeas alimentadas e ndo alimentadas usando analises gravimétricas e CCD. Através desse
estudo sobre lipidios neutros, demonstrou-se haver nas amostras esterois, triacilglicerdis, acidos
graxos, metil ésteres dentre outros ésteres. Acidos graxos livres resultantes da decomposicdo de
metil ésteres também foram detectados. Os triacilglicerdis estavam presentes em grande
quantidade. O colesterol e o éster de colesterol foram os componentes da classe éster
esterol/esteril mais abundantes presentes nas amostras. A maior fracdo dos lipidios cuticulares
observada foi de colesterol, do qual 75% era esterificado (SONENSHINE, 1991).

Estes achados revelam que as composi¢Ges lipidicas dos carrapatos variam
significativamente do que é observado em insetos, no qual ha um prevalecimento de longas
cadeias de hidrocarbonetos. Um melhor entendimento acerca da composicdo lipidica cuticular
permite um melhor entendimento das capacidades de regulacdo da perda de &gua
(SONENSHINE, 1991) e do controle da temperatura critica pelo carrapato, como demonstrado
no carrapato do coelho Haemaphysalis leporispalustris (Packard, 1869) (DAVIS, 1974).

2.1.6 Mecanismos de detoxificacdo e desenvolvimento da resisténcia aos xenobidticos

A resisténcia se define em linhas gerais como uma “falha” de uma droga no controle de
um parasitismo, o que em termos formais se traduziria em “uma habilidade de uma cepa ou
linhagem de parasitos sobreviver e/ou se multiplicar independentemente da administracdo e
absorcdo de uma droga dada em dose igual ou maior a usualmente recomendada, porém dentro
dos limites de tolerancia” (ABAS et al., 2014).

Dentre os fatores que propiciam ao desenvolvimento da resisténcia destacam-se: fatores
genéticos (a dominancia de alelos para resisténcia), fatores relacionados a natureza da droga e
administracdo da mesma (possibilidade de desenvolvimento de resisténcia cruzada com outros
principios-ativos, clearance por parte do hospedeiro e uso inadequado em subdoses) e fatores
bioldgicos inerentes a relacdo hospedeiro-parasito e comportamentais do parasito (ex. a selecao
realizada pela imunidade do préprio hospedeiro atrapalharia no sucesso da populacdo dos
parasitos resistentes em se desenvolverem e se multiplicarem e a migracdo no meio ambiente)
(ABAS et al., 2014).

O uso excessivo e indiscriminado de ectoparasiticidas tem levado ao desenvolvimento da
resisténcia a pesticidas em artropodes (WANG et al., 2014; RECK et al., 2014). Tal resisténcia
tem representado um entrave aos programas de controle da populacéo de artrépodes vetores. Por
isso, 0 conhecimento sobre 0s mecanismos bioquimicos que geram a resisténcia aos inseticidas se
tornaram a base para os programas de manejo integrado de pragas (WANG et al., 2014). Os
bioensaios sdo essenciais no diagnostico da resisténcia em R. microplus e 0s ensaios enzimaticos
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nos permitem avaliar o perfil da populagdo em estudo, atuando assim como um complemento no
estudo do manejo da resisténcia aos principios-ativos (MENDES et al., 2001).

Os mecanismos de resisténcia sdo geralmente baseados em suas propriedades
bioquimicas/fisioldgicas, ou ainda nos mecanismos de resposta ao pesticida (a interagdo com um
sitio-alvo) ou o decréscimo na exposi¢do ao produto antiparasitario (penetracdo, distribuicao,
metabolismo e excrecdo) (FURLONG; SALES, 2007; WANG et al., 2014).

Os artropodes sdo conhecidos por terem trés vias metabdlicas para detoxificacdo de
compostos xenobioticos: (i) carboxilesterases, (ii) monooxigenases do citocromo P450 e (iii)
glutationa-S-transferase (GST) (E.C. 2.5.1.18) (DUSCHER et al., 2014). Ensaios bioquimicos
com diferentes populacGes de carrapatos e também com insetos demonstraram ocorrer elevacéo
das atividades destas enzimas em cepas resistentes quando comparadas a cepas sensiveis
(FREITAS et al., 2007; ENAYATI et al., 2009; ENAYATI et al., 2010; BARROS et al., 2013;
WANG et al., 2014) associando o desenvolvimento da resisténcia a uma maior atividade dessas
enzimas.

As carboxilesterases sdo geralmente estudadas em dois grandes grupos: o-esterases e [-
esterases, podendo ser observadas diferencas na atividade de apenas de uma dessas classes
mediante efeito da exposi¢do a determinado xenobio6tico, como observado por Mendes et al.
(2001). Estes autores observaram que a exposicdo de cepa resistente de R. microplus a
deltametrina resultou em um aumento na atividade de a-esterases. Porém, as [-esterases nao
apresentaram alteracdo na sua atividade. As esterases também sdo conhecidas por participarem da
metabolizacdo de anédlogos do hormonio juvenil, sendo mais atuante no processo que as
monooxigenases (HODGSON, 1983). O aumento da atividade das esterases também foi
associado ao desenvolvimento de resisténcia ao propetanfos e cipermetrina por Rhipicephalus
bursa (Canestrini & Fanzago, 1878) (ENAYATI et al., 2009; ENAYATI et al., 2010).

A familia GST representa um grupo de isoenzimas multifuncionais encontradas em todos
0s eucariotos. Suas estruturas e propriedades bioquimicas a classificam como sendo uma enzima
microssomal, dividida em varias classes: Alfa, Mu, Pi, Teta, Omega, Sigma e Zeta (HE et al.,
1999; FREITAS et al., 2007), com a classe Epsilon presente nos insetos (DING et al., 2003). O
aumento da atividade da GST esta relacionado a presenca de moléculas que causam estresse
oxidativo (FREITAS et al., 2007). O mecanismo envolvendo a GST se baseia na ligacdo da
glutationa ao composto xenobidtico, tornando-o mais hidrossoltvel. As moléculas assim, podem
facilmente ser transportadas para fora da célula através da ajuda de proteinas transportadoras,
num processo que envolve a hidrolise do ATP. A GST esta relacionada ao desenvolvimento de
resisténcia a permetrina em R. microplus (HE et al., 1999) em R. sanguineus (DUSCHER et al.,
2014) e ao principio-ativo ciflumetofen em Tetranychus cinnabarinus (Boisduval, 1867) (WANG
etal., 2014).

Citocromo P-450 compreende um grupo de enzimas que representam parte de um sistema
de monooxigenases presente em diversos seres vivos, como animais, plantas e microrganismos.
Catalisam uma série de reacdes oxidativas incluindo a metabolizacdo de xenobioticos em reacoes
de monoxigenagdes. Em insetos, estdo presentes nos tdbulos de Malpighi, intestino e corpo
gorduroso (HODGSON, 1983). Barros et al. (2013) relataram que a resisténcia da mosca do
chifre Haematobia irritans (Linnaeus, 1758) a cipermetrina estaria associada principalmente ao
aumento na atividade das monooxigenases e, secundariamente a reducdo da sensibilidade do
sitio-alvo ao principio-ativo.

O teste de imersdo de adultos (adult imersion test, AIT) com dose de discriminacdo tem
sido recomendado como um ensaio preliminar para o diagnostico de resisténcia (RECK et al.,
2014). E um bioensaio aplicado em fémeas ingurgitadas de carrapatos, descrito por Drummond et

13



al. (1973), recomendado pela FAO (Food and Agriculture Organization) e utilizado para
determinar a eficacia relativa de acaricidas contra os carrapatos (ANDREOTTI, 2010).

2.2 Acaricidas Inibidores da Sintese de Quitina

No historico do combate contra R. microplus, do inicio do século XX até nossos dias,
observa-se 0 surgimento de carrapaticidas com eficacia cada vez maior. Entretanto, tal eficacia,
por si sO, mostra-se insuficiente para evitar o prejuizo causado por esses ixodideos. O
conhecimento de uma melhor estratégia para combate mostra-se necessaria, sendo adquirida por
meio da busca de melhores informac6es acerca da biologia desse parasito, sabendo onde e como
ele vive e quais sdo as suas estratégias de sobrevivéncia e seus pontos fracos. A obtencdo e a
fixacdo desses conhecimentos conduzem naturalmente o estudo para 0 que ja se sabe ou ainda se
ignora no que tange a ecologia e epidemiologia de R. microplus (PEREIRA et al., 2008).

Desde meados do século XIX, quando a “industria do gado” estava comecando a se
desenvolver em muitos paises tropicais subtropicais, os carrapatos se tornaram um grande
problema econémico para 0s pecuaristas e, consequentemente, medidas de controle comecaram a
ser desenvolvidas (GRAF et al., 2004).

O controle quimico por uso de acaricidas sintéticos, representado por uma grande
variedade de principios ativos existentes no mercado, tem sido a principal alternativa para
minimizar as perdas econdmicas referentes a infestacdo por estes ectoparasitos, apesar do alto
custo na aquisi¢édo dos produtos, do treinamento de mao-de-obra para aplicacéo e a contaminagéo
ambiental, somada aos riscos para a saude humana pela exposicdo a estes (OLIVEIRA et al.,
2014).

Até meados do século XX, os meios disponiveis para o controle do carrapato eram muito
limitados. Os principais produtos utilizados eram os derivados de arsénio, caracterizados por sua
baixa eficacia e efeito residual e sua toxicidade elevados. Com a descoberta das propriedades
inseticidas do DDT em 1939 e o desenvolvimento posterior de pesticidas organicos, a situagdo
melhorou dramaticamente para os criadores de gado em todo o mundo. O controle quimico de
carrapatos pode entdo aproveitar o grandioso desenvolvimento industrial de inseticidas e
acaricidas. Todas as principais categorias de inseticidas: organoclorados, organofosforados,
amidinas, piretroides e os reguladores de crescimento deram a luz produtos eficazes no controle
de carrapatos (GRAF et al., 2004).

Os reguladores de crescimento sdo caracterizados por ndo necessariamente matarem 0s
artropodes diretamente, mas, por interferirem em alguma via do processo de crescimento e
desenvolvimento destes. Eles agem principalmente no desenvolvimento embrionario, larval, e
ninfal de insetos e carrapatos, ao interferirem na metamorfose e reproducdo (GRAF, 1993).

Um dos maiores grupos de reguladores de crescimento que merecem atencao especial é o
grupo das benzoilfeniluréias, conhecidas por inibirem a ac¢do da quitina sintase (ECK, 1979). Os
principios ativos deste grupo utilizadas no controle do carrapato séo fluazuron e diflubenzuron
sido sugeridos para as benzoilfeniluréias como (i) inibi¢do do transporte de UDP-GICNAC atraves
das biomembranas, (ii) inibicdo da protease que ativa a quitina sintase, (iii) bloqueio do
metabolismo da ecdisona, resultando em acumulo da ecdisona, o qual estimula a quitinase e
degrada a quitina recém-formada, (iv) bloqueio da conversdo da glicose a frutose 6-fosfato, (v)
bloqueio da atividade da QS por um metabdlito ativo da benzoilfeniluréia e (vi) bloqueio da
ligagdo da quitina & proteinas cuticulares (PALLI; RETNAKARAN, 1999).
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As primeiras moléculas do grupo benzoilfeniluréia foram destinadas ao mercado agricola
para controle de acaros e lagartas. A primeira molécula a ser apresentada foi o diflubenzuron
(1975) e posteriormente vieram triflumuron (1979), teflubenzuron (1983), flufenoxuron (1986),
flucicloxuron (1988), lufenuron (1989), fluazuron (1992), clorfluazuron (1994), hexaflumuron
(1995) e novaluron (1996) (SOUZA, 2009).

O fluazuron (3-[3-(3-chloro-5-trifluoromethyl-2-pyridinyloxy)-4-chlorophenyl]-1-(2,6-
difluorobenzoyl)-urea) (NOVARTIS®) é um representante da classe das benzoilfeniluréias. Ele
ndo atua no sistema nervoso dos parasitos, como muitos outros parasiticidas: as fémeas de
carrapatos que absorvem o fluazuron ao se alimentarem de sangue mostram sinais de dificuldade
para se ingurgitarem e os ovos liberados ndao ddo origem a larvas viaveis. Os machos que
absorvem o produto ndo sdo visivelmente afetados pelo composto. O fluazuron interrompe o
ciclo de vida dos carrapatos imaturos ao interferir na formacdo da cuticula durante o
ingurgitamento e muda. Ele foi o primeiro regulador de crescimento a ser registrado para o
controle de carrapatos ixodideos. Quando aplicado na forma pour-on, oferece longa protecéo
contra carrapatos homoxenos (NOVARTIS).
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Figura 3. Férmula estrutural do fluazuron ((3-[3-(3-chloro-5-trifluoromethyl-2-pyridinyloxy)-4-
chlorophenyl]-1-(2,6-difluorobenzoyl)-urea)) (INCHEM, 2009).

Vaérios autores ja comprovaram a eficacia do fluazuron sobre carrapatos R. microplus
(BULL et al., 1996; CITRONI et al., 1999), R. sanguineus (MELO, 2007; OLIVEIRA et al.,
2012), além de outros ectoparasitos como 0 acaro causador de sarna Sarcoptes scabei em suinos
(PASAY et al., 2012) e a pulga Ctenocephalides felis felis em cées (VIEIRA, 2009). Porém,
relatos de resisténcia a este principio-ativo ja foram relatados em R. microplus (RECK et al.,
2014).

Por serem mais especificos, esses compostos possuem risco de contaminacdo ambiental
reduzido e também ndo agem sobre os vertebrados, que ndo dependem de estruturas quitinosas
(OLIVEIRA, 2012). De maneira semelhante aos derivados das lactonas macrociclicas, o
fluazuron também ndo pode ser utilizado nos animais em lactacdo (FURLONG et al., 2007).

Calligaris et al. (2013) descreveram algumas alteracdes ultraestruturais observadas em
fémeas de R. sanguineus expostas ao principio-ativo fluazuron. Dentre as alteracGes, observou-
se: hipostdbmio e quelicera menores, escudo menos esclerotizado, sensila e poros menores,
auséncia de ranhuras dorsais e das estrias marginais e cervicais, festdes e placa anal com danos.
Os autores consideraram que tais alteragGes teriam importante papel para a sobrevivéncia dos
carrapatos e que isso poderia comprometer parcial ou totalmente o desenvolvimento das ninfas e
a emergéncia dos adultos ap6s a muda.

A Food and Agriculture Organization (FAO, 2004) com base em estudos de residuos de
drogas veterinarias em animais e alimentos, estabeleceu as caracteristicas farmacocinéticas e
farmacodinamicas do fluazuron em diferentes espécies animais.
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O fluazuron é lentamente absorvido e distribuido pelos tecidos. Fluazuron radio 1abil foi
inicialmente observado no plasma 16 h apos o tratamento e 0s niveis plasmaticos permaneceram
constantes entre os dias 9 e 35 ap0s o tratamento. Em seguida, diminuiram com uma meia-vida
de eliminacéo de 73 dias (WHO, 2012).

Segundo Thomas et al. (1992 apud FAO, 2004) na aplicacdo do fluazuron em dose Unica
de administracdo (2,5 mg. kgt) pela via pour-on (sobre a pele, na altura da cernelha, seguindo
pela coluna vertebral do animal até a base da cauda) detectou-se o principio ativo no plasma na
concentragéo de 10 + 3 pg. L™ e 1,6 mg. kg no tecido adiposo em estudo que levou 84 dias. O
composto inicial e seu metabdlito ativo possuem alta afinidade pelo tecido adiposo, havendo alta
deposicdo do composto no local de aplicacéo.

Residuos de fluazuron também foram detectados através de técnicas de Cromatografia
Liquida de Alta-Eficiéncia (CLAE-UV) em musculatura esquelética, figado, rins e tecido
adiposo, ap6s via de aplicacdo pour-on, em Vvarios estudos relatados no documento da FAO
(1998), os quais concluem que o nivel de residuos nos tecidos, embora fique por curto periodo de
tempo, séo diretamente relacionados a dose do composto aplicado.

Baseado no padrédo de excrecdo do fluazuron pelas fezes, cerca de 2/3 da dose aplicada foi
excretada sob a forma do metabdlito, enquanto que 1/3 foi excretado na forma inalterada. O
metabolismo do fluazuron se baseia na clivagem da ponte de bezoilureia, seguido de reacGes de
hidroxilagdo do metabdlito no anel fenil, levando a formacdo do composto que € eliminado
principalmente pelas fezes (FAO, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Esta pesquisa foi conduzida nas dependéncias do Laboratorio de Biofisica do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude (DCFis,
ICBS), Laboratorio de Doencas Parasitarias (LDP), Laboratério de Controle Microbiano (LCM)
Laboratdrio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) e Central
Analitica do Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas. Todos os laboratorios estéo
localizados na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ (latitude:
22° 44" 38" S; longitude: 43° 42' 27" W e altitude: 26m).

A etapa de avaliacdo das enzimas de detoxificacdo foi realizada no Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria, no Instituto de Pesquisas Desidério Finamor, em Eldorado do Sul, RS
(latitude: 30° 05' 02" S; longitude: 51° 36' 58" W e altitude: 19m).

3.2 Obtencéao das Fémeas Ingurgitadas, Observagdo da Macromorfologia e Formacao dos
Grupos Experimentais

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para Experimentacio Animal da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA-UFRRJ), sob o protocolo numero:
023/2015.

Foram utilizados seis bovinos machos (mestico de Bos taurus taurus e Angus), com idade
variando entre seis meses a um ano, infestados com larvas oriundas de 1g de ovos
(aproximadamente 2500 larvas) de carrapatos da espécie R. microplus, obtidos da coldnia
experimental do LDP. Os bezerros foram mantidos em baias individuais nas dependéncias da
UFRRJ e alimentados com volumoso e concentrado e dgua ad libitum ao longo do estudo.

As infestacdes aconteceram em quatro dias (dia -21, -17, -13 e -6) antes do tratamento dos
bezerros com fluazuron. O dia 0 (zero) foi o dia do tratamento dos bezerros do grupo exposto. Ao
completar 21 dias apds cada infestacdo, as fémeas ingurgitadas foram coletadas do chao das baias
(dia 0, antes da aplicagéo do fluazuron, +4, +8 e +15).

Apds a coleta das fémeas, as mesmas foram analisadas quanto a sua macromorfologia e
possiveis alteragdes macroscépicas em funcdo da exposi¢do ao fluazuron.

Trés animais foram utilizados como grupo controle, recebendo agua destilada como
tratamento, e trés foram tratados com o produto comercial Acatak® (principio-ativo: fluazuron) na
dose recomendada pelo fabricante (2,5 mg.kg?; 10 mL de Acatak para cada 100 kg de peso vivo)
pela via de administracdo topica (pour-on). Em resumo, a Figura 4 apresenta as datas de
infestacdo e suas respectivas datas de coleta das fémeas no chdo da baia ap6s cessado o periodo
de hematofagismo sobre o animal.
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Figura 4. Organograma das datas de infestacdo dos bovinos com larvas de Rhipicephalus
microplus e as respectivas datas de coleta de fémeas ingurgitadas para avaliacdo do metabolismo
energeético e protéico apds exposicao ao fluazuron.

Para a realizacdo dos testes de imersdo (in vitro), utilizou-se fémeas ingurgitadas
provenientes da colonia experimental mantida no LQEPV (cepa sensivel, Porto Alegre) e fémeas
ingurgitadas obtidas do Laboratorio de Parasitologia Animal do IPVDF (cepa resistente, Jaguar).

3.3 Avaliacdo dos Parametros Biolégicos de Fémeas Ingurgitadas

Para a avaliacdo dos parametros biologicos, 15 fémeas ingurgitadas provenientes de cada
grupo experimental (controle e tratado) dos quatro dias de coleta, foram pesadas individualmente e
acondicionadas em placas de Petri, fixadas em posicdo dorsal com auxilio de fita adesiva e mantidas
em estufa do tipo BOD, na temperatura de 27 + 1°C e umidade relativa do ar de 80 + 5% para
acompanhamento diério da postura (até que fosse observada a auséncia de postura da fémea). Nao
houve manutengdo de fotoperiodo. Ambos os grupos foram alocados de forma homogénea com
relacdo ao peso médio das fémeas recuperadas.

Diariamente foram registrados 0s seguintes parametros bioldgicos: peso da postura diaria de
cada fémea, periodo de postura (dias que compreendem o intervalo do primeiro ao Gltimo dia da
postura), indice de producdo de ovos (segundo BENNETT, 1974), indice de eficiéncia reprodutiva
(segundo MELENDEZ et al., 1998), indice nutricional (segundo BENNETT, 1974) e percentual de
eclosdo (estimativa visual percentual da quantidade de larvas eclodidas em relagcdo a massa total de
ovos de cada fémea). Ao final do periodo de postura, apds 3 dias consecutivos sem oviposicao, as
fémeas foram pesadas novamente para a obtencdo do peso das quendginas. As formulas referentes
aos indices de producdo de ovos, eficiéncia reprodutiva e nutricional estdo no Anexo 1.

3.4 Coleta de Hemolinfa de Fémeas Ingurgitadas

Noventa fémeas ingurgitadas de ambos o0s grupos controle e tratado nos quatro dias de
coleta das foram destinadas para coleta de hemolinfa e analises bioquimicas. Para a etapa de
coleta de hemolinfa e dissec¢do das fémeas ingurgitadas, padronizou-se o peso das fémeas
utilizadas entre 200 e 350 mg.

As fémeas ingurgitadas foram levadas ao laboratério, lavadas com agua potavel e depois,
realizou-se assepsia da cuticula com solugdo aquosa de hipoclorito de sodio a 1%. Para a coleta
da hemolinfa, perfurou-se a superficie dorsal da cuticula das fémeas com auxilio de agulha de
insulina 0,3 mm. Com uma suave pressao sobre o corpo do carrapato, a hemolinfa péde ser
coletada com um capilar de vidro 0,3 mm acoplado a uma borracha flexivel (Figura 5). As
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amostras foram colocadas em microtubos contendo 30 pL de coquetel de inibidores de protease
(Inhibit® Sigma-Aldrich) e 82 pL de solucao salina (NaCl 1,5 M, EDTA 50 mM) acrescido de
feniltiuréia e mantidas no gelo durante toda a coleta. Apos a coleta, a hemolinfa foi centrifugada
a 5040xg durante 10 minutos a 4 °C e o plasma da hemolinfa mantido a -80 °C até a realizacéo
das anélises (ANGELO et al., 2010).
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Figura 5. Coleta de hemolinfa a partir da superficie dorsal da fémea ingurgitada de
Rhipicephalus microplus. (A) Apds leve perfuragdo da cuticula, a hemolinfa extravasa pela
superficie dorsal. (B) A hemolinfa é coletada com auxilio de um tubo capilar, de acordo com
Angelo et al., 2010.
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3.5 Disseccao de Fémeas Ingurgitadas

Logo apos a coleta de hemolinfa, as fémeas foram mantidas em gelo para a obtencéo do
corpo gorduroso parietal e cuticula.

Para esta etapa, a porcdo anterior da fémea ingurgitada foi removida com uma lamina de
bisturi e todo o conteudo interno foi removido ap6s uma leve pressdo em meio contendo tampao
fosfato 10 mM, pH 7,4 a 4 °C. Realizou-se a ablacdo longitudinal lateral na cuticula das fémeas
para que se pudesse em seguida, realizar a coleta do corpo gorduroso parietal.

3.5.1 Obtencéo dos corpos gordurosos

Os corpos gordurosos de 30 fémeas por grupo (controle e tratado), em cada data
experimental, foram coletados e separados em trés aliquotas de 10 corpos gordurosos em tampao
fosfato (10 mM, pH 7,4) a 4 °C. Os corpos gordurosos foram removidos dos carrapatos com o
auxilio de uma pinga e microscopio esteroscopico. Em seguida, foram lavados e armazenados em
microtubos a -80° C até a realizacdo das analises. Para a realizacdo das analises bioquimicas, o0s
corpos gordurosos foram homogeneizados em tampé&o fosfato (10 mM, pH 7,4) a 4 °C usando um
homogeneizador Potter-Elvehjem com pistilos de plastico acoplados, de acordo com Angelo et al.
(2013).

3.5.2 Obtencao das cuticulas

Ap0s a remocao dos corpos gordurosos, as cuticulas foram limpas de qualquer residuo de
sangue ou 0Orgaos, abertas longitudinalmente e colocadas em papel absorvente sobre a bancada
para secagem ao ar. Em seguida, foram feitas trés aliquotas em microtubos na quantidade de 10
cuticulas por aliquota para a realizacdo da extracdo de lipidios.

Para a extracdo dos lipidios, macerou-se as cuticulas em nitrogénio liquido com ajuda de
um gral e pistilo até que ela se tornasse p6. Em seguida, o0 macerado contendo 10 cuticulas foi
pesado, e para a formacdo dos grupos, pesos aproximados (60 g) foram usados para a extracao
dos lipidios neutros.

3.6 Obtencéo de Ovos

Para a obtencdo dos ovos, ap6s a assepsia da cuticula, 20 fémeas ingurgitadas foram
mantidas (conforme descrito no item 3.3) em placas de Petri e incubadas a 27 + 1 °C e UR > 80%
até o final da postura. Os ovos foram separados e imediatamente congelados no quinto dia de
postura para padronizacao do status nutricional dentro do periodo de postura da fémea e do tempo
de desenvolvimento embrionario. Em seguida, foram homogeneizados e congelados para as
posteriores analises bioquimicas. Os ovos foram estocados em microtubos e congelados a -80°C
para as andlises das composic¢Oes de lipidios neutros (por CCD), ALT, AST e proteinas totais.
Tais andlises bioquimicas foram realizadas em homogenatos dos ovos, obtidos a partir da
maceracao de 50 mg de ovos em 1 mL de agua destilada.

Na obtengdo dos ovos, ndo foram utilizados os ovos encarquilhados (escurecidos e
inviaveis) para a realizagéo dos testes bioquimicos.
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3.7 Teste de Imersao de Fémeas Ingurgitadas

Para a avaliacdo das enzimas de detoxificacdo, as fémeas ingurgitadas foram remanejadas
em 4 grupos experimentais, cada qual contendo 10 espécimes. Todo o experimento foi realizado
em triplicata, totalizando 120 fémeas ingurgitadas, provenientes de bezerros mantidos na colénia
experimental do LQEPYV (cepa sensivel, Porto Alegre, RJ) e da coldnia experimental mantida no
Laboratdrio de Parasitologia Veterinaria do IPVDF (cepa resistente, Jaguar, RS).

O teste de imersdo seguiu o Guia de Manejo Integrado e Controle de Pragas em
Ruminantes, preconizado pela FAO (FAO, 2004). Apoés o teste de imersdo, as fémeas foram
colocadas em placas de Petri presas por suas superficies dorsais para posterior recolhimento da
postura e utilizagé@o de ovos e larvas.

Foram realizados testes bioguimicos enzimaticos de ovos (ovos do quinto dia de postura,
para padronizagdo do status nutricional e biologico do ovo) e de larvas com idade entre 14 e 16
dias (provenientes dos ovos do intervalo do primeiro ao quarto dia de postura). Este mesmo teste
foi realizado com uma cepa resistente (cepa Jaguar, RS) para que fosse feito ao final, uma
comparacgado entre o comportamento enzimatico das duas cepas.

Com base no estudo desenvolvido por Reck et al. (2014) no qual alguns parametros
reprodutivos de fémeas ingurgitadas foram avaliados em cepa resistente comparativamente a cepa
sensivel ao fluazuron apds teste de imersdo, no presente estudo, foram avaliados os efeitos do
fluazuron sobre a atividades das enzimas de detoxificagdo seguindo-se 0 mesmo protocolo no
teste de imerséo.

Para a realizacdo do teste de imersdo, o principio-ativo fluazuron em p6 (Sigma
ChemicalCo., St. Louis, MO, USA) foi diluido em agua estéril miliQ e acetona contendo Triton
X-100 a 2% (Merck,Darmstadt, Alemanha) para produzir uma solucédo-mée de fluazuron a 1.000
ppm. A partir desta solucdo-mée de fluazuron, foi realizada uma nova diluicdo em &gua estéril
miliQ para que se obtivesse a concentracao final de 50 ppm de fluazuron (RECK et al., 2014).

Segundo Reck et al. (2014), na concentracdo de 50 ppm é possivel facilmente observar a
influéncia do fluazuron nos parametros bioldgicos de fémeas ingurgitadas expostas a este
principio-ativo, logo, no presente estudo foi utilizada a mesma concentracao.

Apds o tempo de imersdo de um minuto, os carrapatos foram secos e presos em placas de
Petri por suas superficies dorsais e incubados em BOD a 27°+1°C a 80% de umidade relativa para
acompanhamento da postura.

3.7.1 Obtencéo de ovos e larvas para avaliacdo das enzimas de detoxificacéo

Pools de ovos de cada grupo foram coletados no quinto dia de postura e congelados a -80°
C para avaliagdo da atividade enzimatica nos ovos. De acordo com Bennet (1974), ovos do quinto
dia de postura de R. microplus apresentam o maior percentual de eclosdo quando comparados aos
0VO0s postos em outros dias.

As massas de ovos do primeiro ao quarto dia foram separadas em porgdes em pequenos
recipientes de vidros com rolhas de algoddo para acompanhamento da eclosdo das larvas. A
medida que as larvas chegavam a idade de aproximadamente 14 a 16 dias, foram congeladas para
as posteriores analises bioquimicas (RECK et al., 2014).
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3.8 Testes Bioquimicos
3.8.1 Técnicas bioguimicas com espectrofotometria

3.8.1.1 Determinacdo da concentracdo de glicogénio em corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas
de Rhipicephalus microplus

O conteudo de glicogénio presente nos corpos gordurosos de fémeas foi determinado
através do método do acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). Os resultados foram expressos em mg de
glicose. g de tecido, peso fresco (PINHEIRO; GOMES, 1994). De acordo com a metodologia, 1
g de tecido foi homogeneizado em solucdo contendo 10% de acido tricloroacético (TCA). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 1.935xg por 5 minutos para a coleta dos
sobrenadantes. O sobrenadante foi filtrado em papel filtro, o filtrado foi aquecido a 45 °C por 15
minutos e ao filtrado foi adicionado etanol absoluto gelado na proporcéo de 2 mL de etanol:1mL
de filtrado. A mistura foi centrifugada a 17.300xg por 10 minutos e o sobrenadante desprezado. O
precipitado (pellet) foi ressuspendido em 10 mL de agua destilada e mantido a -20° C até sua
utilizagdo. A 1 mL do ressupendido foi adicionado 1 mL de HCI 1 M em tubos com tampa de
rosca de baguelite e os tubos mantidos em banho-maria fervente por 30 minutos. O hidrolisado
acido foi alcalinizado pela adigdo de NaOH 3 M. A uma aliquota de 1 mL do hidrolisado alcalino
foi adicionado 1 mL de reagente acido 3,5 DNS e a mistura aquecida por 5 minutos em banho-
maria fervente. Posteriormente, o tubo teve seu volume completado a 15 mL com &gua destilada
e a absorbancia lida em espectrofotbmetro em 535nm.

3.8.1.2 Determinacdo da concentracdo de glicose e proteinas totais e das atividades enzimaticas
de ALT, AST e LDH em hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Para a analise dos pardmetros concentracdo de glicose e proteinas totais, atividade
enzimatica de ALT, AST e LDH, foi utilizado o analisador bioquimico automatizado A15
(Biosystems®), realizando-se uma diluicdo da amostra matriz centrifugada, sem células, na
proporcédo de 1:1 com agua Milli-Q.

Na determinacdo de glicose, 3 pL de amostra diluida foram adicionados a 300 pL de
reagente de cor (fosfato 100 mmol.L?, fenol 5 mmol.L?, glicose oxidase 10 U.mL™, peroxidase 1
U.mL?, 4-aminoantipirina 0.4 mmol.Lt, pH 7,5), e 0 produto da reacido de oxidagio 4-
aminoantipirina foi mensurado por espectrofotometria no comprimento de onda de 510 nm
(TRINDER, 1969). Os resultados foram expressos em mg.dL™.

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais, 4 uL de amostra diluida foram
adicionados a 300 pL de reagente de cor (acetato de cobre 6 mmol.L?, iodeto de potassio 12
mmol.L?, hidroxido de sdédio 1,15 mol.Lt). O padrdo usado foi albumina sérica bovina, na
concentracdo de 50 g.L™. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 540 nm, e o0s
resultados expressos em g.L! (GORNALL et al., 1949).

Para a avaliacdo da atividade enzimatica de ALT, 25 puL de amostra diluida foram
adicionados a 300 pL de reagente (Tris 150 mmol.L?, L-alanina 750 mmol.L?, desidrogenase
latica > 1350 U.L?, pH 7,3, NADH 1,3 mmol.L?, 2-oxoglutarato 75 mmol.L?, hidréxido de
sddio 148 mmol.L?, azida sdédica 9.5 g.Lt). O produto formado foi determinado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 340 nm, expressos em U.L! (SOCIEDAD
ESPANOLA DE QUIMICA CLINICA, 1987; APPROVED RECOMMENDATION, 1985;
GELLA etal., 1985).
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Para a avaliacdo da atividade enzimdtica da AST, 25 pL de amostra diluida foram
adicionados a 300 pL de reagente (Tris 121 mmol.L?, L-aspartato 362 mmol.L, desidrogenase
malica> 460 U.L?, desidrogenase latica > 660 U.L', pH 7,8, NADH 1.3 mmol.L?, 2-
oxoglutarato 75 mmol.L?, hidroxido de sodio 255 mmol.L?, azida sdédica 9.5 g.LY). Os
resultados, expressos em U.L™, foram lidos em espectrofotometro a 340 nm (SOCIEDAD
ESPANOLA DE QUIMICA CLINICA, 1987; APPROVED RECOMMENDATION, 1985;
GELLA etal., 1985).

Para a determinacdo da atividade da LDH, 6 puL de amostra diluida foram adicionados a
300 pL de reagente (Tris 100 mmol.L?, acido pirtvico 2,75 mmol.L?, cloreto de sédio 222
mmol.L?, pH 7,2, NADH 1,55 mmol.L?, azida sédica 9,5 g.L ). As leituras foram feitas em 340
nm e os resultados expressos em U.L™ (SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA CLINICA,
1989; SCIENTIFIC COMMITEE RECOMMANDATIONS, 1982).

3.8.1.3 Avaliacdo das enzimas de detoxificacdo no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus e macerados de ovos e larvas

Foram avaliadas as atividades enzimaticas das carboxilesterases (a-esterase e —esterase),
monooxigenases do citocromo-P450 (MFO) e glutationa-S-transferase (GST) em ovos e larvas de
R. microplus provenientes de fémeas expostas ao produto em teste de imersdo com 1 minuto de
duracdo em cepas sensivel (cepa Porto Alegre) e resistente (cepa Jaguar) ao fluazuron.

Para a avaliacdo destas atividades enzimaticas, o protocolo utilizado seguiu 0 documento
técnico do Ministério da Saude elaborado pela Fundagdo Oswaldo Cruz (2006) cuja Metodologia
para a quantificacdo de atividade de enzimas relacionadas com a resisténcia a inseticidas em
Aedes aegypti foi adaptada de Hemingway (1998).

Para o preparo das amostras, procedeu-se da seguinte forma:

Homogenatos de 50 mg de ovos do quinto dia de postura de um grupo de fémeas, foram
macerados em microtubo contendo 300 pL de &gua destilada. Em seguida, retirou-se trés
aliquotas de cada amostra (para a realizacdo das tréplicas das leituras) para a avaliacdo da
monooxigenase. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 10.000xg por 1 minuto para a
realizacdo das demais avaliagcdes enzimaticas.

Foi utilizado um pool de larvas, aliquotadas e congeladas com idade entre 14 e 16 dias,
maceradas em microtubo contendo 300 pL de &gua destilada. Logo depois, retirou-se trés
aliquotas de cada grupo (para a realizacdo das tréplicas das leituras) para a avaliacdo da
monooxigenase. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000xg por 1 minuto para a
realizacdo das demais avaliacdes enzimaticas. Para as leituras destes ensaios bioquimicos, foi
utilizado um leitor de microplacas EZ Read 2000. Para todas as avaliagdes enzimaticas realizou-
se 0 experimento em triplicata e para cada amostra, realizou-se trés leituras (tréplicas).

Para o ensaio enzimatico da monooxigenase, em cada microplaca foi colocado 20 pL de
homogenato (antes da centrifugacdo), 60 puL de tampéo fosfato de potassio 90 mM pH 7,2, 200
uL de uma solugdo de 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMBZ) dissolvida em metanol e tampé&o de
acetato de sdédio 250 mM pH 5,0 e 25 pL de peroxido de hidrogénio 3 %. As placas foram
incubadas em temperatura ambiente por 2 h e a absorbancia foi lida em 450 nm. Os valores foram
comparados com uma curva-padrdo de citocromo C purificado. Os resultados foram reportados
em unidades equivalentes de citocromo P450. mg™ de proteina.

As atividades enziméticas das esterases foram determinadas atraves da adicdo dos
substratos o e PB-naftil. Em cada microplaca foram adicionados 20 pL do sobrenadante do
homogenato (tanto para a o, quanto para a B-esterase), em 250 pL de solugdo de acetato de o/f-
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naftil dissolvidos em 24,75 mL de tampéo fosfato de sddio 20 mM pH 7,2. A reacdo foi incubada
por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 50 uL de solugédo de Fast Blue
B (0,045 g de Fast Blue B em 4,5 mL de agua destilada adicionada a uma solucdo de 15mL de
SDS 5%). Novamente a reacdo foi incubada a temperatura ambiente, por mais 5 minutos para
depois, proceder a adicdo de 200 pL de o/p-naftil acetato/fosfato de sodio e mais 50 pL de Fast
blue. As leituras de absorbancia foram feitas em 570 nm. Os resultados foram comparados com
uma curva-padrdo com concentra¢des conhecidas de o/B-naftol e expressos em mmol de produto
formado. min™t. mg™ de proteina.

A atividade enzimatica da GST foi mensurada utilizando 10 pL do sobrenadante do
homogenato adicionados de 200 pL de glutationa e solucdo de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) (10 mM pH 6,5 e 3 mM CDNB dissolvido em metanol). As leituras da cinética
enzimatica aconteceram em 5, 10, 15 e 20 minutos a 340 nm. Os resultados foram expressos em
mM. min*t. mg* de proteina.

Para a padronizacdo dos resultados das atividades das enzimas de detoxificacdo, foi feita a
concentracdo de proteinas totais. Foram adicionados 10 puL de amostra em 300 uL do reagente
Bio-Rad para quantificacdo de proteinas (1:4 diluido em HO) e incubado por 5 minutos em
temperatura ambiente. As leituras foram feitas em 570 nm. A absorbancia foi convertida em
concentracdo de proteinas usando uma curva padrdo de albumina sérica bovina.

3.8.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para a avaliacdo das diferentes classes de lipidios neutros, realizou-se a técnica semi-
quantitativa de CCD.

O contetdo proteico do corpo gorduroso e dos ovos foi determinado pelo método de
Lowry modificado (MARKWELL et al., 1978), utilizando albumina sérica bovina como padréo
(Anexo 2) estabelecendo 1.000 pg de proteinas para a extracdao de lipidios neutros. As cuticulas
foram padronizadas por peso de macerado de cuticulas (66mg de macerado).

Os lipidios neutros associados aos ovos, corpo gorduroso e cuticula foram entdo extraidos
utilizando-se cloroférmio: metanol: agua (1: 2: 0,8) (v/v) de acordo com o método descrito por
Bligh e Dyer (1959). Os lipidios foram analisados por CCD unidimensional em placas de silica.
Os lipidios neutros foram separados apds a corrida das placas de silica gel em mistura de hexano:
éter etilico: acido acético (60:40:1, v/iv) (KAWOOWA; LAW, 1988). Apds a evaporacdo dos
solventes, as placas de cromatografia foram mergulhadas em solugdo de Cherring (sulfato de
cobre 10% (p/v) e acido fosférico 8% (v/v)) e queimadas em forno Pasteur a 170 °C por 5-10 min
(RUIZ; OCHOA, 1997). As imagens foram submetidas a densitometria através do programa
Image Master Total Lab versdo 1.11 (GE Healthcare® - Brazil Life Sciences, Sdo Paulo, SP,
Brazil). As classes de lipidios neutros analisadas foram triacilglicerol, acidos graxos, colesterol
livre e colesterol esterificado.

3.8.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras de hemolinfa contendo o coquetel inibidor de proteases foram
desproteinizadas segundo o método de Nelson (Anexo 3) para a determinacdo dos acidos
organicos (piravico, oxalico e latico).

Para identificacdo e quantificacdo dos acidos organicos presentes na hemolinfa, foram
utilizados padrdes de acido oxalico, piravico e latico (Sigma AldrichSteinheim, Alemanha).
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Foram utilizados na cromatografia acetonitrila, fosfato de sodio desidrogenado e &cido
fosforico. Utilizou-se dgua ultrapura (Sistema de purificacdo de agua Milli-Q, Millipore, Bedford,
MA, EUA). Estoque de solucdo padrdo foi diluido em fase movel e o tampdo de fosfato foi
ajustado para pH 2.2 com acido fosférico e estocados a 4° C.

Todos os experimentos com CLAE foram conduzidos usando um sistema Shimadzu LC-
20AT, equipado com um fotodetector (PDA; SPD-M20A, Shimadzu, Japdo) acoplado a um
software LC Solution ChemStation. Para a separacdo, usou-se uma coluna de fase reversa C18
(150 x 4.5 mm ID., 5 um, Allure® OrganicAcids, Restek) sob condi¢des isocraticas. A fase
movel consistia em 1% de acetonitrila em 20 mol/L de solucdo aquosa de NaH2PO4, ajustando
pH para 2,2 usando HsPOs. A velocidade de fluxo foi de 0.8 mL.min? a 36° C. Os
cromatogramas foram monitorados a 210 nm e o volume de injecéo foi 20 pL. Para identificar os
acidos organicos presentes nas amostras, o0 tempo de retencdo das soluces contendo as amostras
foram comparados as solugdes padrdes puras. A quantificacdo foi realizada com base nos plots de
calibracdo da area dos picos pela concentracdo. Uma curva de calibracdo foi calculada com cinco
pontos de concentracdo das solugdes padrdo. O método foi 0 mesmo descrito por Tunholi-Alves
etal. (2014).

3.9 Analises Estatisticas

Os resultados referentes aos parametros bioldgicos: peso das fémeas ingurgitadas
(teledgina), peso das quendginas, periodo de postura, &cidos organicos, parametros bioquimicos
em ovos (ALT, AST e proteinas totais) e enzimas de detoxificacdo em ovos e larvas foram
expressos como média + desvio-padrdo e o teste de ANOVA foi seguido pelo teste de Tukey para
a comparacao das medias considerando o nivel de significancia de 5%.

Os demais resultados obtidos que apresentaram distribuicdo ndo-normal no estudo foram
expressos em media + erro-padrdo. O teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn foram
utilizados na comparacao das médias ao nivel de significancia de 5%.

Todos os testes bioquimicos e cromatogréaficos foram realizados em triplicata. Os célculos
foram realizados através do programa estatistico Instat e os gréaficos elaborados no programa
GraphPad (InStat, GraphPad, v.4.00, Prism,GraphPad, v.3.02, Prism, Inc.).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Macromorfologia das Fémeas Ingurgitadas

Foi possivel notar diferencgas entre 0os grupos controle e exposto quanto a morfologia das
fémeas ingurgitadas coletadas apds o periodo de alimentacgdo, principalmente no oitavo e décimo
quinto dia experimentais. As fémeas ingurgitadas oriundas de bovinos expostos ao fluazuron
apresentaram alteracGes de tamanho (tamanho menor), maior fragilidade da cuticula & perfuragéo
para a coleta de hemolinfa e perda das estrias longitudinais e da conformacdo corpdrea
caracteristica (Figura 6). Foi observada também maior opacidade da superficie dorsal e perda do
brilho caracteristico. As alteracdes morfologicas foram atribuidas ao efeito da inibicdo da sintese
da quitina nas fémeas ingurgitadas, com consequente muda ineficiente, resultando em alteragdes
morfologicas. Estudos prévios ja relataram alteracdes ultraestruturais, citoldgicas e histoquimicas
em carrapatos R. sanguineus ap6s a ingestdo de sangue contendo o fluazuron. Melo (2007)
relatou alteragdes macromorfologicas semelhantes as observadas no grupo exposto deste estudo,
em R. sanguineus apés exposicdo ao fluazuron e Da Gléria (1988) também observou tais
alteracdes em R. microplus. A auséncia de sulcos dorsais e ventrais do grupo fluazuron pode ter sido
devido a ma formacdo das apddemas, que sdo invaginacOes da cuticula, e servem de pilares de
sustentacdo para insercdo dos musculos. A presenca de uma musculatura sem sustentacdo pode
dificultar todo um processo de movimentagdo durante a postura das fémeas ingurgitadas (MELO,
2007).

Alteracbes como desorganizacgdo cuticular com auséncia de subdivisdes, além de danos as
células tegumentares e epiteliais e as células intestinais foram associadas a problemas na
absorcéo, digestdo e distribuicdo e sintese de proteinas estruturais, prejudicando a ecdise eficiente
(OLIVEIRA etal., 2012; CALLIGARIS et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014) em R. sanguineus.
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Figura 6. Comparacdo entre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus do grupo (A)
expostas ao fluazuron e (B) fémeas ingurgitadas do grupo controle observadas em microscépio
esteroscopico coletadas do chéo das baias no oitavo dia de coleta ap6s o tratamento dos bezerros.
Notar a diferenca no formato, tamanho e aspecto da superficie dorsal das fémeas. Barra de escala
representa 0,2 cm.
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4.2 Parametros Bioldgicos de Fémeas Ingurgitadas

N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos quanto ao peso inicial das fémeas
ingurgitadas no dia 0 (controle, 286,08 + 47,77 mg) (exposto, 261,21 + 39,23 mg) (p>0,05). As
alteracbes observadas nos parametros bioldgicos foram apds o tratamento dos bezerros com o
fluazuron.

O fluazuron causou reducéo significativa (p<0,05) no peso das fémeas ingurgitadas em
todos os dias, havendo um notavel decréscimo no peso médio das fémeas a medida que progredia
o0 tempo de avaliacdo (Figura 7). No 15° dia, a média de peso das fémeas ingurgitadas do grupo
exposto apresentou o resultado mais baixo dentre todos os dias experimentais avaliados (exposto,
131,03 + 50,28 mg). Tais achados corroboram o efeito do produto sobre o parametro bioldgico
em questdo, ja havendo diferenca significativa entre controle e tratado desde o quarto dia
(controle, 274,97 + 27,17 mg) (exposto, 207,56 + 31,10 mg). Desse modo, o peso médio esperado
para uma fémea ingurgitada ndo foi alcancado pelas fémeas do grupo exposto ao fluazuron em
nenhum dia avaliado ap6s o tratamento. Segundo Oliveira et al. (2014), os danos causados as
células intestinais levam a uma absorcdo ineficiente dos nutrientes. Oliveira et al. (2012)
relataram os efeitos sobre a formacdo das estruturas quitinosas responsaveis pela alimentacéo do
carrapato. A diminuicdo do hipostdmio e das queliceras compromete a ingestdo de sangue pelo
carrapato, levando a um menor ganho de peso. Queliceras e hipostdbmio mal desenvolvidos
impedem que o carrapato ingira o sangue diretamente dos vasos sanguineos do hospedeiro,
limitando sua alimentacdo apenas ao liquido intersticial subcutaneo, tal como se observa na
alimentacdo nos estagios mais jovens do carrapato (larva e ninfa em estagio inicial de
alimentacdo) (TATCHELL, 1972).

E possivel ainda observar que houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os
grupos controle dos dias 4 (controle, 274,97 + 27,17 mg) e 8 (controle, 222,61 + 34,08 mg) e 4 e
15 (controle, 220,32 + 40,15 mg). Este resultado foi atribuido possivelmente as sucessivas
infestacOes artificiais realizadas antes do tratamento, o que levou a um aumento na competicao
intraespecifica dos carrapatos sobre o hospedeiro ao longo do tempo. Tal fenédmeno ja foi
relatado por Santos e Furlong (2002) no qual ele descreve que o aumento do nimero de larvas
aumenta o grau de competicdo entre elas, o que prejudica o ganho de peso das fémeas. A medida
que progrediam os dias de avaliacdo, mais fémeas estariam competindo pelos melhores locais
sobre o hospedeiro para se alimentarem e fixarem-se, o0 que levou a uma redugdo no peso medio
das fémeas ingurgitadas ao longo dos dias no grupo controle. Contudo, como ja ressaltado
anteriormente, ainda assim foi possivel observar diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre
0s grupos controle e tratado mesmo nos dias em que se observou menor ganho de peso da fémea
no grupo controle.

Embora tenha sido observada diferenca no peso médio das fémeas ingurgitadas apds o
tratamento, 0 mesmo efeito da exposicdo ao fluazuron ndo foi observado na avaliacdo do peso
das quendginas, no qual se observou diminuicdo significativa apenas na comparacdo entre o
grupo controle do dia 4 (113,18 + 49,12 mg) e os demais dias: 8 e 15, tanto no grupo controle
quanto exposto. O grupo controle do dia 4 apresentou peso médio maior para as quenoginas que
nos outros dias experimentais em ambos os grupos. Contudo, ndo houve diferenca significativa
entre o grupo controle do dia 4 com os grupos controle (81,66 + 24,51 mg) e exposto (90,58 +
53,15 mg) no dia 0 (p>0,05). Logo, a diferenca significativa observada, ndo foi relacionada a
efeito da exposicéo ao fluazuron (Figura 7).

Embora as fémeas tenham iniciado a postura dos ovos a partir de médias de peso
diferentes, elas alcancaram resultados semelhantes ao final do periodo de postura, no parametro
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peso da quendgina, independentemente de seu status nutricional prejudicado pela alimentacdo
ineficiente no grupo exposto. Tal fendmeno pode ser justificado por efeito do esgotamento das
reservas metabdlicas para a producdo de ovos que ocorrera de modo semelhante nas fémeas
independentemente do tratamento com o fluazuron, com excecdo apenas do dia 4 no qual houve
maior diferenca entre as médias dos pesos das fémeas ingurgitadas dos grupos controle e exposto
antes da postura, refletindo numa diferenca significativa apos a postura, no peso das quendginas.
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Figura 7. Variacdo do peso da fémea ingurgitada (teledgina) (mg) (barras brancas) em relacdo ao
peso da quendgina (barras pretas) em funcdo do tempo de exposi¢cdo ao fluazuron. CTRL
(controle) TTO (exposto ao fluazuron). Média + desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem
significativamente entre si (p>0,05) pelo teste de Tukey.
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Com relacédo ao periodo de postura, houve diferenca significativa (p<0,05) na comparagado
entre os grupos controle no dia 8 (15,61 + 3,90 dias) e exposto dia 8 (9,55 £ 3,39 dias), tendo
havido reducdo do periodo em funcdo do tratamento. Tal fato ndo foi observado por Melo (2007)
para R. sanguineus.

Para o parametro peso da postura, observou-se diferenca significativa (p<0,05) em relagdo
aos grupos controle e exposto na mesma data ap0s o tratamento, no controle dia 8 (111,61 +
10,09 mg) e exposto dia 8 (20,53 + 6,03 mg). Também se observou diferenca significativa na
comparacdo dos grupos expostos entre si para alguns dias (Tabela 1). Tais resultados podem ser
associados ao efeito da exposicdo ao fluazuron, principalmente ao se verificar diferenca
significativa no grupo exposto quando comparadas as médias pré e pos-tratamento. Na tomada de
tempo 0 ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre os grupos controle (161,35 *
8,25 mg) e exposto (139,91 + 10,01 mg).

Sendo o peso da postura diretamente relacionado ao peso da fémea ingurgitada ao final do
repasto sanguineo (WILLADSEN et al., 1984), um déficit na alimentacdo das fémeas em funcao
da sintese de quitina, pode levar a um menor peso da fémea ingurgitada, que pode ser entdo,
associado a uma menor média no peso da postura, notada principalmente no grupo exposto do dia
8.

Bennett (1974) determinou a equacdo do indice de producdo de ovos a partir dos valores
de peso da teledgina e peso da postura, conforme a formula em anexo 1. Tal parametro reflete a
capacidade da fémea ingurgitada converter o0 sangue ingerido em ovos produzidos e seus
resultados sao expressos em porcentagem.

Na analise do indice de producdo de ovos, na comparacdo dentro do mesmo dia de
avaliagéo, a diferenga significativa ocorreu somente entre 0s grupos controle e exposto no oitavo
dia (controle dia 8: 49,83 £ 3,68% e exposto dia 8: 12,63 * 3,9%) (p<0,05). Ndo houve diferenca
(p>0,05) entre os grupos controle (55,82 £+ 2,06%) e exposto (53,12 + 2,83%) no dia 0.

Com base nas alteracdes observadas anteriormente em relacdo ao ganho de peso da fémea
e a producdo dos ovos, era de se esperar que um indice que levasse em conta esses dados,
consequentemente seria afetado por estas variaveis apos o célculo da equacdo. Assim, tendo sido
relatado maior efeito no peso da postura nas fémeas obtidas no oitavo dia pds-tratamento, o
indice de producdo de ovos apresentou maior queda nesta data na comparacdo controle versus
tratado. Tal como nos parametros analisados anteriormente, os resultados obtidos nesta pesquisa
nos grupos controle, muito se assemelham aos resultados de outros pesquisadores como
Bittencourt (1990) e Da Gléria et al. (1993), que observaram indice médio de producdo de ovos
de 58,5% e 78,7%, respectivamente.

Com relacdo ao indice de eficiéncia reprodutiva foi constatada diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre o grupo exposto dia 8 (0,056 + 0,056%) em relacdo ao grupo controle
do dia 8 (42,12 + 5,63%) e alguns grupos dos outros dias experimentais: controle 0 (42,96 +
5,37%), controle 15 (43,55 * 4,55%), exposto 0 (43,36 + 4,49%) e exposto 4 (30,13 + 3,49%).
Tal resultado se deve ao fato da média de peso do grupo exposto dia 8 ter apresentado 0 menor
valor dentre todos os dias experimentais avaliados, podendo ser atribuido ao maior efeito do
produto para este parametro nesta data.
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Tabela 1. Comparacao dos parametros biologicos de fémeas de Rhipicephalus microplus dos grupos controle e exposto durante diferentes
periodos de exposicdo ao fluazuron.

Grupos
experimentais
em diferentes

Parametros biolégicos

periodos de Periodo de postura indice de producio de indice de eficiéncia . indice nutricional
eXPOSia0 ( dias)e‘ Peso da postura (mg)** ovosp(% )*f reprodutiva (%6)** Eclosdo(%0)** (%)<
(dias)
16,40 +4,452 161,35 + 8,252 55,82 + 2,062 42,96 £5,372 85,23 £5,132 71,33 +£5,152
Controle zero n=15 n=14 n=14 n=15 n=13 n=15
(3-22) (110 - 210) (32,35 - 64,09) (0,0 - 60,8) (30,0 -99,0) (6,14 - 88,33)
15,40 + 4,852b 139,91 + 10,0130 53,12 + 2,83ad 43,36 + 4,492 80,2 £ 6,632 73,28 + 5,490
Exposto zero n=15 n=14 n=14 n=15 n=15 n=15
1-21) (72,9 - 209,6) (27,76 - 62,85) (0,0-59,7) (0,0 -99,0) (0,0 - 87,15)
11,92 + 3,932b 92,63 + 10,3204 34,08 + 3,640¢ 25,04 + 3,950 68,13 £ 9,582 56,07 £ 5,292¢
Controle 4 n=14 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15
(5-16) (0-115) (0-54,2) (0,0 - 45,18) (0,0 - 99,0) (0,0 - 81,54)
14,26 +3,4730 102,56 + 7,8° 49,13 + 3,350 30,13 + 3,492 57,33 +6,15%0 66,52 + 4,243d
Exposto 4 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15
(6 - 20) (12,5-139,1) (7 - 60,8) (0,0 - 50,0) (0,0 - 90,0) (11,44 - 81,23)
15,61 + 3,902 111,61 + 10,092b° 49,83 + 3,680 42,12 £5,63? 77,07 £9,212 68,01 + 3,52
Controle 8 n=13 n=13 n=13 n=13 n=13 n=13
(4-19) (28 - 167,1) (13,73 - 62,6) (0,0 - 59,5) (0,0 - 100,0) (37,04 - 83,37)
b d ¢ 0,056 + b cd
9,55 +3,39 20,53 £ 6,03 12,63 £ 3,9 0.056° 0,33+£0,33 28,94 + 6,55%
Exposto 8 n=9 n=15 n=15 ! n=15 n=15 n=10
(1-13) (0-75) (0-50,9) (0,0 - 0,84) (0,0-5,0) (0,0 - 67,75)
13,93 +3,7730 114,10 + 10,562b¢ 51,31 + 3,6624 43,55 + 4,552 79,13 £ 6,642 69,52 £ 2,72
Controle 15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15
(2-18) (14,2 - 169,7) (6,9 - 65,3) (0,69 - 62,7) (10,0 - 100,0) (44,24 - 81,42)
11,66 +3,8720 50,48 + 13,68¢4 33,36 + 6,75bPcd 24,26 + 7,630 ‘;’222;‘; 852773?:’? d
Exposto 15 n=9 n=9 n=9 n=9 ' n=9 ' n=8
(4-15) (2,9 - 103,8) (2,3-55,1) (0,0 - 50,6) (0,0 - 99,0) (21,01 - 78,88)

Média + desvio padrdo(*) ou erro padrdo (**) seguidos por letras iguais ndo diferiram significativamente entre si pelos testes de Tukey (*) ou teste de Dunn (**)

(p>0,05). Entre parénteses os valores minimo e maximo para cada parametro analisado. O nimero de fémeas (n) usadas nos testes.
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Borges et al. (2001) relataram que o peso da teledgina esta diretamente relacionado ao
peso da postura e que as fémeas mais leves, tendem a apresentar indices mais baixos de eficiéncia
reprodutiva. Como neste estudo, foram observadas meédias de peso bem inferiores no grupo
exposto em comparacdo ao grupo controle principalmente no oitavo dia pos-tratamento, logo o
indice de eficiéncia reprodutiva apresentou resultado mais baixo onde o peso da fémea
apresentou menor média em funcdo do tratamento. Melo (2007) observou menor indice de
eficiéncia reprodutiva em fémeas de R. sanguineus expostas ao fluazuron (média de 8,20%).

Na avaliacdo da eclodibilidade, a média mais baixa no grupo exposto aconteceu no dia 8
(0,33 £ 0,33%), tendo havido diferenca entre este grupo e o controle de todos os dias
experimentais incluindo o grupo exposto no tempo 0O, antes do tratamento (80,2 + 6,63%).
Atribuiu-se 0 maior efeito do tratamento a este pardmetro no dia 8. Tal achado foi confirmado
pela presenca de ovos invidveis (ovos de tamanho menores, de aspecto mais ressecado e
escurecidos) em maior quantidade nesse dia experimental no grupo exposto. Graf (2003) ja havia
relatado os efeitos das benzoilfeniluréias com relagdo a uma atividade ovicida, através da inibicdo
da deposicdo de quitina na larva em desenvolvimento ainda dentro do ovo, atribuindo mais esta
caracteristica a eficicia deste principio-ativo. Segundo ainda o mesmo autor, a medida que o
fluazuron prejudica a ingestdo de sangue do hospedeiro pelo carrapato, 0os ovos produzidos pelas
fémeas ingurgitadas ndo terdo viabilidade devido a um mau desenvolvimento embrionario. Cruz
et al. (2014) também observaram diferenca significativa no percentual de eclosdo das larvas de R.
microplus ao ser usada uma formulagéo pour-on contendo fluazuron. De acordo ainda com Graf
(1993), o efeito transovariano do fluazuron pode levar a postura de ovos contendo larvas
incapazes de eclodirem, o que justifica o baixo percentual de eclosdo que interfere no indice em
questao.

O parametro indice nutricional apresentou diferenga significativa (p<0,05) ao serem
comparados 0s grupos exposto dia 8 (28,94 + 6,55%) com os grupos controle do mesmo dia
(68,01 £ 3,5%), controle do dia 0 (71,33 £ 5,15%), exposto dia 0 (73,28 + 5,49%) e controle dia
15 (69,52 * 2,7%), demonstrando haver maior efeito do fluazuron para o parametro avaliado nas
fémeas que ficaram 8 dias expostas ao produto. Levando-se em consideracdo que o célculo do
indice nutricional se baseia na conversdao do peso da fémea ingurgitada em postura, 0 menor
indice nutricional reflete o fato de que a exposicao ao fluazuron possivelmente gerou um estresse
metabdlico na fémea que a fez mobilizar suas reservas energéticas para outros processos
fisioldgicos, e ndo a postura.

Considerando o periodo médio de 18 a 22 dias da fase parasitéaria do ciclo de vida dos
carrapatos R. microplus, desde a fixacdo da larva sobre o hospedeiro até 0 momento em que cessa
a alimentagéo na fase adulta (FURLONG; SALES, 2007), o fato do tratamento com o produto ter
sido eficaz para as fases diferentes do desenvolvimento do carrapato sobre o animal, nos traz
argumentos que justifiguem os resultados tdo heterogéneos observados nos diferentes dias
avaliados.

Tal fendmeno pode ser explicado pelo fato de que com apenas 4 dias de exposicao, 0
efeito esperado pelo tratamento é menor em funcdo do pouco tempo de alimentagdo da fémea
com sangue contendo o principio-ativo. Segundo Souza (2009), em experimento semelhante com
o novaluron, um analogo ao fluazuron, também na dose de 2,5 mg.kg™, o pico de concentragdo
(Cmax) para o fluazuron no plasma bovino foi de 378 ng.mL™ para um tempo (Tmax) de 4 dias.
Permanecendo uma area sobre a curva de concentracdo plasmatica (ASC) > 100 ng por 28 dias.
Com isso, 0s carrapatos que se alimentaram apenas até o quarto dia pos-tratamento, e se
desprenderam do hospedeiro no inicio do dia (6h30min da manha, horario em que eram coletadas
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as fémeas das baias) ndo absorveram tanto do principio-ativo quanto os que se mantiveram no
animal apods esse dia, ingerindo o sangue contendo alta concentragdo do fluazuron. Embora o
fluazuron seja detectavel no plasma ap6s 16 horas de administracdo topica do produto na dose de
1,5 mg. kg1, os niveis plasmaticos parecem alcangar uma média constante mais alta apenas entre
9 e 35 dias apds o tratamento (WHO, 1997).

Com oito dias de alimentacdo sobre o hospedeiro, as fémeas ja teriam se alimentado de
um volume de sangue consideravel contendo o principio-ativo. Nessa fase, a fémea estaria
passando do estagio larval para a fase ninfal em seu desenvolvimento, um periodo critico para a
muda e ingurgitamento, uma fase totalmente dependente da sintese de quitina e reformulacao da
cuticula em crescente expansdao. Ao considerarmos este periodo critico para o desenvolvimento
das fémeas € de se esperar que observemos maiores efeitos do fluazuron com 8 dias que com
apenas 4 dias de alimentacdo. No momento seguinte de avaliacdo (15 dias pds-tratamento), o
numero de fémeas recuperadas diminuiu consideravelmente, embora este estudo nao tenha levado
em consideracdo a contagem do numero de fémeas coletado ap6s o tratamento, indicando uma
alta mortalidade de fémeas ingurgitadas. Porém, as que sobreviveram apresentaram uma
atenuacdo dos efeitos nos pardmetros bioldgicos, o que nos leva a pensar no possivel
desenvolvimento de estratégias de resisténcia por parte dessa fémea ingurgitada para ter
suportado desde seu estagio larval até a fase adulta a exposicdo ao fluazuron. Com oito dias de
alimentacdo, a sobrevivéncia das fémeas ingurgitadas ainda que seja alta, vem acompanhada de
muitas alteracdes em parametros biolégicos que refletem um efeito a longo prazo da populagdo
de carrapatos.

4.3 Metabolismo de Carboidratos nas Fémeas Ingurgitadas

No estudo do metabolismo de carboidratos foram analisados os seguintes parametros:
concentracdo de glicose hemolinfatica, concentracdo de glicogénio no corpo gorduroso, atividade
de LDH na hemolinfa e concentracdo de acidos organicos na hemolinfa (Figuras 8 e 9).

Embora ndo tenha havido diferenca significativa entre os grupos controle e exposto dentro
do mesmo dia experimental, notou-se que a medida que o tempo de exposi¢do progride, houve
uma inversdo na concentracdo de glicose na hemolinfa do grupo exposto, aumentando nos demais
periodos quando comparada com o grupo controle, chegando ao valor mais alto no dia 8, que
diferiu significativamente do controle do dia 15 (Figura 8A).

Na avaliacdo da concentracdo de glicogénio no corpo gorduroso, no dia 15, o grupo
exposto (12,06 + 0,04 mg glicose/g de tecido, peso fresco) diferiu significativamente dos grupos
exposto dia 0 (0,21 + 0,01 mg glicose. g* de tecido, peso fresco) (p<0,05) e exposto dia 8 (0,243
+ 0,02 mg glicose. g de tecido, peso fresco) (p<0,05) quando comparados pelo teste nio-
paramétrico de Dunn. N&o houve diferenca significativa entre as médias dos controles em
nenhum dos dias experimentais, nem mesmo no dia 15, quando o controle também apresentou
uma média mais elevada que nos dias anteriores (10,90 + 0,08 mg glicose. g de tecido, peso
fresco) (p>0,05) (Figura 8B).
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Figura 8. AlteracBes no conteldo de carboidratos em fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus em diferentes dias experimentais apds a exposicdo ao fluazuron. (A) Concentracdo de
glicose na hemolinfa (mg.dL™) e (B) glicogénio (mg de glicose. g* de tecido, peso fresco) no
corpo gorduroso. CTRL (controle) TTO (exposto ao fluazuron). Média * erro padrdo da média
acompanhadas por letras iguais ndo diferem entre si significativamente de acordo com o teste de
Dunn (p>0,05).
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A glicose é o carboidrato mais abundante presente na hemolinfa de carrapatos adultos em
Dermacentor andersonii (LEVENBOOK et al., 1980). O desenvolvimento embrionéario de R.
microplus depende muito da glicose maternal para completar a maturacéo dos ovos (MORAES et
al., 2007; GUIZZO et al., 2012). Para dar suporte a varios processos biossintéticos, a demanda
por glicose geralmente cresce drasticamente durante o periodo de 24 horas apés a alimentacéo, tal
como o periodo de pré-postura (TATCHELL; SCHUNTNER, 1972). Estudos prévios que
tentaram elucidar o exato mecanismo de acdo das benzoilfeniluréias, trouxeram a tona
especulagBes que relacionam o envolvimento desses principios-ativos em eventos relacionados a
sintese de quitina (COHEN, 2001), incluindo, uma possivel inibicdo da conversao da glicose em
frutose-6-fosfato, no comeco da sintese de quitina (PALLI; RETNAKARAN, 1999). Contudo, se
estes compostos também produzem potenciais consequéncias em outras vias metabolicas
envolvendo a glicose em carrapatos (tal como potenciais mecanismos de acdo baseados no
metabolismo energético), tais eventos ainda ndo foram confirmados. Os resultados do presente
estudo sugerem que devido ao papel essencial da glicose em vias catab6licas, na composicao
nutricional dos ovos e na biossintese de quitina, um bloqueio prévio da quitina sintase causado
pelo fluazuron durante a biossintese de quitina, inibe a utilizagdo de glicose para esta via,
causando um disturbio na homeostase de glicose. Tal efeito pode ser demonstrado pelo aumento
na concentracdo de glicose na hemolinfa das fémeas ingurgitadas, o que reflete um aumento no
estoque de glicogénio no corpo gorduroso. Este efeito foi melhor observado a medida que
progrediu o tempo de exposi¢cdo ao produto através da alimentacdo da fémea no animal contendo
0 principio-ativo no sangue. TAN et al. (2014) relataram alguns efeitos relacionados a
administracdo de hexaflumuron, outro exemplo de benzoilfeniluréia, no metabolismo de
carboidratos em Apolygus lucorum, um inseto de plantacfes de algoddo. Os autores observaram
aumento da trealose em ninfas com diminui¢do da concentragdo de glicose, consequentemente
levando a uma reducdo do suporte energético para as demandas fisioldgicas de A. lucorum.

Em adicdo as varias funcGes metabdlicas desempenhadas pelo corpo gorduroso como
metabolizacdo de hormdnios e outras moléculas sinalizadoras, o corpo gorduroso parietal
também desempenha o papel fundamental de estocagem de lipidios, glicogénio e proteinas em
carrapatos (SONENSHINE, 1991). No 15° dia de exposicdo ao fluazuron, a concentracdo de
glicogénio no corpo gorduroso apresentou um aumento em comparagdo ao grupo tratado no dia
zero e dia 8. Uma possivel explicacdo a esse fato observado pode ser devido a inibicdo da
biossintese de quitina, que levou a um efeito anabolico, consequentemente aumentando a
concentracdo de glicose na hemolinfa e assim, a concentracdo de glicogénio estocado. As células
do corpo gorduroso normalmente contém poucos granulos de glicogénio, que estdo presentes em
maior quantidade somente durante a fase ninfal e de ecdise (SONENSHINE, 1991). Tal resultado
sugere que o0 acumulo de glicogénio ¢é devido a uma supressao na via catabdlica, com diminuicao
da glicogendlise, permitindo a um aumento da via oposta, a glicogénese.

Notou-se que durante todos os dias experimentais, a atividade enzimatica da LDH sempre
esteve um pouco mais elevada nos grupos expostos em comparagao aos grupos controles para
todos os dias experimentais, tendo aumentado ainda mais no décimo quinto dia, porém sem haver
diferenca significativa na comparagdo entre nenhum dos dias experimentais analisados. Contudo,
0 aumento no dia 15 é corroborado pelos dados observados na figura 9B no qual a concentracéo
de &cido latico no dia 15 no grupo exposto (3,883 + 0,056 mM) aumentou drasticamente e se
observou a diferenca estatistica entre este grupo e todos os demais nos quais o acido pode ser
detectado e comparado estatisticamente (p<0,05).
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A via da fermentacdo anaerobia apresentou-se acelerada em funcdo da exposi¢do ao
fluazuron dos carrapatos do grupo tratado, como demonstrado pelo aumento da atividade da
enzima LDH na hemolinfa, embora ndo tenha sido observada diferenca significativa entre os dias
avaliados. Este aumento na atividade da LDH foi considerado como uma resposta fisioldgica do
carrapato no qual a via fermentativa, dependente da LDH, foi ativada para assegurar a produgéo
de ATP e reoxidacdo do NADH citossolico. Esta condicdo também foi registrada em outros
modelos experimentais invertebrados, como em moluscos, enfatizando o envolvimento da via na
manutencdo do metabolismo oxidativo frente a algum agente estressante (TUNHOLI-ALVES et
al., 2014).

As curvas de calibracdo para os &cidos oxalico, pirdvico e latico foram lineares (r?= 0.99)
para todos os padrdes. Valores de intercepto B e inclinacdo A (Tabela 2).

Tabela 2. Faixa linear para as dosagens dos acidos organicos dos padrdes utilizados nas amostras
de hemolinfa de fémeas Rhipicephalus microplus expostas ao fluazuron.

Acido pirdvico (mM) Acido oxalico (mM) Acido latico (mM)
Faixa linear 0,15-1,0 0,08 - 0,50 15-6,0
a 1253188 1833715 39938
b -19675,4 -15776,8 -795,36

Faixa linear (menor — maior) dos pontos da curva-padrdo (r=0,99). Inclinagéo a e intercepto b.

Embora tenha havido diferenca estatistica significativa entre os grupos controle e exposto
em varios momentos de avaliacdo do acido pirtvico (Figura 9C), quando comparados entre eles,
observou-se que para este parametro ndo houve uma regularidade nos resultados que pudesse ser
associado aos outros achados ou indicasse efeito da exposicdo. A diferenca estatistica aconteceu
desde a comparacéo entre os grupos no tempo 0, antes do tratamento dos bovinos (controle: 0,043
+ 0,001 mM e exposto: 0,056 + 0,002 mM) (p<0,05). Mesmo no tempo 15 de avaliacdo, no qual
houve uma inversdo entre as médias dos grupos controle e exposto, ndo se atribuiu tal achado a
um possivel efeito do tratamento devido a auséncia de diferenca estatistica entre 0s grupos
controle (0,05 £ 0,001 mM) e exposto (0,045 £ 0,001 mM) nesta data (p>0,05).

Quanto ao &cido organico acido oxalico, houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos controles na comparacédo entre os dias 0 (0,079 £ 0,003 mM) e 4 (0,044 £ 0,001 mM), 0
(0,079 = 0,003 mM) e 8 (0,038 + 0,001 mM), 4 (0,044 + 0,001 mM) e 15 (0,072 £ 0,001 mM), e
8 (0,038 = 0,001 mM) e 15 (0,072 + 0,001 mM). Os grupos controle e exposto diferiram
significativamente em varios dias experimentais, exceto no tempo 0 (controle: 0,079 + 0,003 mM
e exposto 0,073 £ 0,001 mM) (p<0,05). Notou-se também que os valores médios no grupo
exposto se apresentaram mais elevados que no grupo controle (Figura 9D).

Para um melhor entendimento de como o fluazuron afeta o metabolismo oxidativo de
carboidratos em R. microplus, foram mensuradas as concentraces de certos &cidos organicos,
incluindo o acido oxalico, piravico e latico. O aumento na atividade da enzima LDH foi
observado paralelamente a um aumento na concentracdo de acido latico na hemolinfa. O
estabelecimento dessa condicdo metabdlica sugere a habilidade de R. microplus em acelerar a via
metabdlica alternativa para obtencdo de energia, destacando a importancia da enzima LDH nesse
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processo. Este cenario metabolico foi ainda acompanhado por um acimulo de acido oxalico na
hemolinfa no grupo tratado, indicando uma desaceleracdo das reaces que dao continuidade ao
ciclo de Krebs. Este fato pode ser claramente evidenciado ao se observar o padrdo do ciclo do
acido citrico e o papel do acido oxalico na oxidacdo de moléculas acetiladas. Assim, sugere-se
que 0 metabolismo aerobio esteja reduzido sob tais condigdes e a ativacdo da via anaerobia seja
requerida para a manutencao do balanco redox (NELSON; COX, 2008).

Contudo, a concentracdo de acido piravico ndo apresentou decréscimo devido a ativagdo
da via fermentativa. Isso pode ser associado as outras vias metabdlicas alternativas que podem
aumentar os niveis de acido piravico ao utilizar a-aminoacidos que cedem compostos cetoacidos
ao ciclo de Krebs através de reac6es de transaminases (NELSON; COX, 2008).

As variagdes nas médias das concentracGes de glicose e glicogénio e a atividade da lactato
desidrogenase, quando associadas aos resultados dos 4&cidos organicos sugerem uma
desaceleracdo no catabolismo e consequentemente aceleracdo do anabolismo. Porém, quando
analisadas de forma isolada, considerando-se as avaliagcdes realizadas neste estudo até o dia
experimental avaliado, ndo é possivel afirmar que houve diferenca significativa destes parametros
na comparacdo entre os grupos controle e tratado dia-a-dia para as concentracfes de glicose,
glicogénio e atividade da LDH.
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Figura 9. Avaliagdo do metabolismo de carboidratos na hemolinfa de fémeas ingurgitadas de

Rhipicephalus microplus expostas ao fluazuron.

(A) Atividade enziméatica da lactato

desidrogenase (LDH) (U.L1); (B) Concentragéo de acido latico (mM); (C) Concentragéo de acido
piravico (mM) e (D) Concentracdo de acido oxalico (mM). CTRL (controle) TTO (exposto ao

fluazuron). (A) Médias +

desvio padrdo seguidos por letras minusculas iguais ndo diferiram
significativamente entre si (p>0,05) pelo teste de Tukey. (B), (C), (D). Médias +

seguidos por letras mindsculas iguais ndo diferiram significativamente entre si (p>0,05) pelo teste

de Dunn.
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4.4 Metabolismo de Lipidios na Fémea Ingurgitada

Foram extraidos os lipidios neutros e realizadas as densitometrias do corpo gorduroso e
cuticula de fémeas ingurgitadas dos grupos controle e exposto ao fluazuron. Porém, devido ao
reduzido nimero de fémeas no grupo tratado do dia 15 de avaliacdo, ndo foi feita a analise
densitométrica para este dia.

4.4.1 Corpo gorduroso parietal

N&o foram observadas diferencas significativas nas variagfes percentuais para nenhum
dos grupos (controle ou tratado) em nenhum dos periodos de avaliacdo para as classes de lipidios
neutros presentes nos corpos gordurosos (p>0,05) (Figura 10). Houve apenas discretas oscilacdes
nas médias, sem indicar tendéncias que denotariam um efeito resultante do tratamento. Assim,
ndo houve relacdo entre a exposicdo ao fluazuron ao longo do tempo e as concentracdes dos
lipidios no corpo gorduroso.

O corpo gorduroso € um importante 6rgdo de armazenamento de lipidios em carrapatos
(SONENSHINE, 1991). Segundo Pontes et al. (2008), em insetos, a forma principal de
armazenamento de lipidios em corpo gorduroso é de triacilglicerois (TAG). No entanto, no
presente estudo, em todos os dias experimentais, em R. microplus, a classe de lipidios presente
em maior quantidade dentre os lipidios neutros no corpo gorduroso foram os acidos graxos livres,
representando entre 32,21 e 36,26% dos lipidios neutros estocados.

Ao longo do estudo, os TAGs e o colesterol livre representaram as classes com 0s
menores valores percentuais, havendo um decréscimo maior do colesterol no ultimo dia em
ambos 0s grupos. Segundo Gléria et al. (1993) a reducdo da concentracdo de TAGs normalmente
ocorre como resultado de uma lipdlise precedente a oviposicdo, liberando acidos graxos e
glicerol. A lipolise é necessaria para a mobilizacdo energética para o periodo de oviposicéo,
segundo Angelo et al. (2013).

Considerando que o contetdo de colesterol é diretamente proporcional ao peso da fémea
ao final do periodo de alimentacdo (CHERRY, 1976), a concentracdo e o percentual de colesterol
livre presente nas fémeas tratadas foi menor em todos os dias do estudo, sendo maior a diferenca
observada nas médias do grupo controle e tratado no oitavo dia pds-exposicao ao fluazuron.
Segundo ainda o mesmo autor, os ovos ficam com cerca de um terco do colesterol da fémea,
refletindo assim numa baixa concentracao deste lipidio em estoque na fémea ingurgitada.
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Figura 10. Variacdo percentual dos lipidios neutros presentes no corpo gorduroso de fémeas de
carrapatos Rhipicephalus microplus expostas ao fluazuron. C (controle), T (exposto ao
fluazuron). Colesterol éster (CHOE), triacilglicerol (TAG), &cidos graxos livres (AG) e colesterol
livre (CHO). Cada grupo continha corpos gordurosos parietais de 10 fémeas. Médias + erro
padrdo ndo diferiram significativamente entre as classes de lipidios avaliados (p>0,05) pelo teste
de Dunn.
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Figura 11. Cromatograma dos lipidios neutros presentes no corpo gorduroso de fémeas
ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus microplus expostos ao fluazuron. A placa de silica da
cromatografia em camada delgada foi escaneada e submetida a analise densitométrica. FS: frente
do solvente. O: origem. Cada lane na imagem representa um grupo experimental: 1 (controle 0);
2 (tratado 0); 3 (controle 4); 4 (tratado 4); 5 (controle 8); 6 (tratado 8). P (amostra padréo: 4
ug.uL1). Colesterol éster (CHOE), triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (AG), colesterol
livre (CHO). Cada grupo continha corpos gordurosos parietais de 10 fémeas.
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4.4.2 Cuticula de fémeas ingurgitadas

Os lipidios cuticulares garantem protecdo contra a disseccdo e ressecamento dos ovos
(SOBBHY et al., 1994).

Atraveés da cromatografia, os seguintes lipidios neutros foram detectados na cuticula de R.
microplus: colesterol esterificado, colesterol livre e &cidos graxos livres. Ndo foi observado
triacilglicerol na cuticula de fémeas de R. microplus (Figura 12). Para as demais classes de
lipidios, ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle e exposto para nenhum dos
dias avaliados ao longo do estudo (p>0,05).

Em relacdo aos acidos graxos livres, ao comparar 0s percentuais de variacao entre todos
0s grupos dentro das diferentes classes de lipidios, nota-se que ndo variou a concentracdo de uma
classe de lipidio em relacdo a outra havendo em todos os dias experimentais uma concentracéo
mais elevada desta classe com relacéo ao colesterol livre e esterificado. A hidrolise de TAGs do
corpo gorduroso, comum nessa fase do desenvolvimento da fémea (DA GLORIA et al., 1993),
observada pela média mais baixa dessa classe de lipidios, foi possivelmente o que permitiu uma
maior mobilizacdo dos acidos graxos livres para a cuticula, além das demais demandas
metabolicas.

As variacdes percentuais de lipidios neutros apresentaram uma discreta diferenca nas
proporcdes apenas no oitavo dia pds-tratamento, no qual os acidos graxos se mantiveram em
maior quantidade, enquanto que no grupo controle foi o colesterol esterificado a classe mais alta
nesta data (Figura 13). Cherry (1976) afirmou que a cuticula representa a principal rota de
mobilizacdo de colesterol em carrapatos, o que pode ser facilmente observado pelo alto
percentual de colesterol éster nas fémeas, sendo a segunda classe mais abundante presente na
cuticula de fémeas ingurgitadas.
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Figura 12. Variacao percentual dos lipidios neutros presentes na cuticula de fémeas ingurgitadas
de carrapatos Rhipicephalus microplus expostas ao fluazuron. C (controle), T (exposto ao
fluazuron). Colesterol éster (CHOE), triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (AG) e colesterol
livre (CHO). Cada grupo continha macerado de cuticulas pesando 66 mg. Médias + erro padréo
ndo diferiram significativamente entre as classes de lipidios avaliados (p>0,05) pelo teste de
Dunn.
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Figura 13. Cromatograma dos lipidios neutros presentes na cuticula de fémeas ingurgitadas de
carrapatos Rhipicephalus microplus expostos ao fluazuron. A placa de silica da cromatografia em
camada delgada foi escaneada e submetida a analise densitométrica. FS: frente do solvente. O:
origem. Cada lane na imagem representa um grupo experimental: 1 (controle 0); 2 (tratado 0); 3
(controle 4); 4 (tratado 4); 5 (controle 8); 6 (tratado 8). P (amostra padréo: 2 pug.uL™). Colesterol
éster (CHOE), triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (AG) e colesterol livre (CHO). Cada
grupo continha macerado de cuticulas pesando 66 mg.
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4.5 Atividades das Enzimas de Detoxificagdo no Corpo Gorduroso e Transaminases na
Hemolinfa de Fémeas Ingurgitadas de Rhipicephalus microplus

Os resultados das avaliacGes dessas atividades enzimaticas em funcdo da exposicdo ao
fluazuron estéo descritos a seguir.

Corpos gordurosos obtidos de fémeas ingurgitadas de cepa sensivel ao fluazuron foram
avaliados quanto a atividade enzimatica para as principais enzimas de detoxificacdo de
carrapatos. Ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) na comparacao dentro de cada
dia experimental entre grupos controle e tratado para as enzimas de detoxificagdo presentes no
corpo gorduroso (Figura 14). Contudo, foram observadas diferencas significativas para a MFO
dentre grupos tratados dos dias 0 (1,25+0,49 pg de citocromo C. pg de proteina) e tratado dia 4
(4,27 + 0,76 pg de citocromo C. ug™ de proteina), representando um aumento de 241,6% do
grupo exposto no dia 4 em relagdo ao dia 0 (antes do tratamento).

Considerando o papel das monooxigenases nos processos de detoxificagdo em carrapatos
e insetos, como ja relatado por diversos autores (HODGSON, 1983; BARROS et al., 2003;
ENAYATI et. al., 2009) a comparacao entre o tempo 0 e o0 quarto dia de exposi¢do nos permite
levar em consideragdo um aumento na atividade da enzima dentro do grupo, ainda que néo tenha
sido notada diferenca entre controle e tratado no mesmo dia de avaliacdo. Ao observarmos o
comportamento das médias no grafico (Figura 14), vemos que do dia 0 em diante, ha uma
mudanc¢a no comportamento dos resultados ao longo do tempo. No dia 0, a média do controle é
maior que a do tratado, enquanto que nos dias pds-tratamento, o tratado supera o controle. Com
base nesse resultado, pode-se concluir que a atividade da MFO no corpo gorduroso de fémeas
aumenta em funcdo da exposicdo ao fluazuron, numa tentativa de metabolizar o principio-ativo
ingerido durante a hematofagia.

N&o houve diferenga significativa na comparagao das atividades da a-esterase dentro de
um mesmo dia de avaliacdo (Figura 14C).

A GST apresentou-se em crescente atividade ao longo do tempo no grupo tratado durante
o periodo avaliado. Tendo comegado com 10,22 + 2,24 nM. pg™* de proteina. min™ no tempo 0,
alcangando o pico de 17,22 + 1,20 nM. g de proteina. min™! no dia 8 pés-tratamento. Contudo,
ndo se observou diferenca estatistica na comparacdo entre as médias para a atividade desta
enzima de detoxificagdo (Figura 14A).

Foram avaliadas as enzimas relacionadas ao dano celular (ALT e AST) e a concentracdo
de proteinas totais presentes na hemolinfa das fémeas ingurgitadas. Nao foi observada diferenca
estatistica significativa (p>0,05) na comparacdo entre os grupos controle e exposto para as
atividades de ALT e AST na hemolinfa de fémeas em nenhum dos dias experimentais (Figura
15).

Quanto a concentracdo de proteinas totais hemolinfaticas, foi observada diferenca
significativa na comparagio entre os grupos tratado dia 4 (47,33 + 2,72 mg.dL™?) e controle dia 8
(24,66 + 1,45 mg.dL™), porém ndo houve correlagdo que justificasse efeito do tratamento nesse
caso pois se tratavam de grupos diferentes em dias experimentais diferentes.
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Figura 14. Avaliacdo das enzimas de detoxificacdo em corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas
de Rhipicephalus microplus expostas ao fluazuron. (A) Atividade enzimatica da glutationa-S-
transferase (GST) (UM. pg? de proteina. min?); (B) Atividade enzimatica da monooxigenase
(MFO) (ug citocromo C. ug? de proteina). (C) Atividade enzimatica da a-esterase (nM. ug? de
proteina. mint); (D) Atividade enzimatica da p-esterase (nM. g™ de proteina) CTRL (controle)
TTO (exposto ao fluazuron). 0 (dia pré-tratamento), 4 e 8 (dias poOs-tratamento). Médias * erro
padrdo seguidos por letras minusculas iguais ndo diferiram significativamente entre si pelo teste

de Dunn (p>0,05).
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Figura 15. Avaliacdo de dano celular através do monitoramento das transaminases e proteinas
totais da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas ao fluazuron.
(A) Atividade enzimatica da alanina aminotransferase (ALT) (U.L™?); (B) Atividade enzimatica
da aspartatoaminotransferase (AST) (U.L™); (C) Concentragio de proteinas totais na hemolinfa
(g.LY). CTRL (controle) TTO (exposto ao fluazuron). 0 (dia pré-tratamento), 4 e 8 (dias pos-
tratamento). Médias * erro padrdo seguidos por letras minusculas iguais ndo diferiram
significativamente entre si pelo teste de Dunn (p>0,05).
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4.6 Perfil Bioguimico de Ovos

4.6.1 Atividade de transaminases e concentracdo de proteinas totais nos ovos de
Rhipicephalus microplus

Foram realizados testes bioquimicos para a avaliacdo da concentracdo das proteinas totais
e as atividades enzimaticas de ALT e AST nos ovos (Figura 16).

Observou-se diferenca significativa no grupo exposto do dia 8 em relagédo a todos os
outros dias de avaliacdo para a concentracdo de proteinas totais (Figura 16). Neste periodo
observou-se a média mais alta dentre os resultados (23,0 + 4,04 g.L), chegando quase ao dobro
do resultado observado no grupo controle nessa mesma data (12,66 + 0,66 g.L ) (p<0,05). No dia
15, h& novamente um decréscimo na concentracdo das proteinas totais no grupo exposto (14,66 +
0,33 g.L 1), retornando a valores mais proximos do grupo controle (12,0 + 1,15 g.L%), porém
mantendo-se mais alto que este. Dessa forma, concluiu-se que no oitavo dia pds-tratamento, foi
onde se observou o maior efeito do tratamento para este parametro avaliado.

A atividade da transaminase ALT apresentou diferenca significativa entre o grupo exposto
no dia 8 (148,00 + 28,86 U.L!) em relacdo a quase todos os grupos dos demais dias de avaliagao.
Esta foi a média mais alta alcancada pelo grupo exposto. O Unico grupo que ndo diferiu
significativamente do grupo exposto do dia 8 foi 0 exposto do dia 15 (102,66 + 2,90 U.L?), que
também esteve mais alto que o controle da mesma data, porém, sem diferir significativamente
deste (p>0,05). A transaminase AST também apresentou diferenca estatistica significativa nesta
mesma data, na comparagio entre o grupo exposto do dia 8 (72,00 + 13,85 U.L™) e todos o0s
demais grupos em todas as datas (p<0,05). Tais resultados apresentam correlacéo entre si quando
se analisa em conjunto 0s aumentos nas concentracdes de proteinas totais presentes nos ovos e as
atividades enzimaticas das transaminases, visto que, no mesmo dia de avaliacdo, nos trés
parametros, houve diferenca significativa entre as médias apenas nos grupos expostos como
demonstrado nos gréaficos da figura 16.

Levando-se ainda em consideragdo os resultados referentes aos pardmetros bioldgicos
previamente analisados nesse estudo, nos quais se observou maior efeito do tratamento no oitavo
dia de exposicdo, é possivel associar os baixos valores de eclodibilidade e IER aos possiveis
danos tissulares confirmados pelo aumento das transaminases e concentracdo de proteinas totais
nos ovos, refletindo a leséo celular que levou a inviabilidade dos ovos.
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Figura 16. Avaliacdo da atividade das transaminases e proteinas totais dos ovos obtidos de
fémeas ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus microplus previamente expostas ao fluazuron.
(A) Atividade enzimética da alanina aminotransferase (ALT) (U.L™); (B) Atividade enzimatica
da aspartatoaminotransferase (AST) (U.L?); (C) Concentracio de proteinas totais na hemolinfa
(9.LY). CTRL (controle) TTO (exposto ao fluazuron). O (dia pré-tratamento), 4 e 8 (dias pos-
tratamento). Médias * erro padrdo seguidos por letras minusculas iguais ndo diferiram
significativamente entre si pelo teste de Dunn (p>0,05).

o1



4.6.2 Perfil lipidico de ovos

Na avaliacdo do perfil lipidico de ovos atraves da CCD, foi observado que ndo houve
diferenga estatistica significativa (p>0,05) entre as médias percentuais dos resultados de acidos
graxos livres, triacilglicerol, colesterol livre e colesterol esterificado (Figura 17).

A deposicdo da cera nos ovos é fundamental para o ciclo de vida dos carrapatos R.
microplus. Sem a adequada protecdo lipidica nos ovos, eles ressecariam e desidratariam
(CHERRY, 1976) além da protecdo a microorganismos garantida pela presenca dos lipidios
cuticulares (ZIMMER et al., 2013). Essa protecdo impermeavel aos ovos € garantida gracas ao
6rgdo de Gene, um 6rgdo glandular que se desenvolve a medida que a oogénese e oviposicao
progridem na fémea (BOOTH, 1989).

Considerando que a deposicdo de esteroides representa uma etapa fundamental para a
viabilidade dos ovos, é provavel que mecanismos compensatorios para garantir uma adequada
mobilizacdo lipidica seja assegurada apesar da sintese de quitina ineficiente. Fora que esses
eventos metabdlicos sdo independentes da cascata de catalises enzimaticas envolvendo a sintese
de quitina.

Os cromatogramas representados nas figuras 18 e 19 contém as corridas de lipidios dos
ovos coletados também no décimo dia de postura para cada dia de avaliacdo do estudo. No
entanto, devido a baixa quantidade de ovos obtidos no décimo dia de postura, para alguns grupos
ndo foi possivel ter a quantidade necessaria para preparar os homogenatos. Dessa forma, embora
estejam reveladas na placa de silica, as densitometrias dos lipidios destas amostras de dez dias
foram desconsideradas dos resultados finais (Figura 18 e Figura 19).
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Figura 17.Variacdo percentual dos lipidios neutros presentes nos ovos de fémeas ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus microplus
expostas ao fluazuron. C (controle), T (exposto ao fluazuron). Colesterol éster (CHOE), triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (AG) e
colesterol livre (CHO). A dosagem dos lipidios foi padronizada para 1 g de proteinas. Médias = erro padrdo ndo diferiram
significativamente entre as classes de lipidios avaliados (p>0,05) pelo teste de Dunn.
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Figura 18. Cromatograma dos lipidios neutros presentes nos ovos de fémeas ingurgitadas de
carrapatos Rhipicephalus microplus expostos ao fluazuron. A placa de silica da cromatografia em
camada delgada foi escaneada e submetida a analise densitométrica. FS: frente do solvente. O:
origem. Cada lane na imagem representa um grupo experimental: 1 (controle 0, 5°dia da
oviposic¢do); 2 (controle 0, 10°dia da oviposicao); 3 (tratado 0, 5° dia da oviposi¢éo); 4 (tratado O,
10° dia da oviposicéo);5 (controle 4, 5° dia da oviposicéo); 6 (controle 4, 10° dia da oviposicao);
7 (tratado 4, 5° dia da oviposicdo); 8 (tratado 4, 10° dia da oviposi¢do). P (amostra padrdo: 4
ug.uL™). Colesterol éster (CHOE), triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (AG) e colesterol
livre (CHO). A avaliacdo densitométrica dos lipidios foram realizadas com 1 g de proteinas.
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Figura 19. Cromatograma dos lipidios neutros presentes nos ovos de fémeas ingurgitadas de
carrapatos Rhipicephalus microplus expostos ao fluazuron. A placa de silica da cromatografia em
camada delgada foi escaneada e submetida a analise densitométrica. FS: frente do solvente. O:
origem. Cada lane na imagem representa um grupo experimental: 9 (controle 8, 5° dia da
oviposicdo); 10 (controle 8, 10° dia da oviposi¢cdo); 11 (tratado 8, 5° dia da oviposi¢do); 12
(controle 15, 5° dia da oviposi¢do); 13 (controle 15, 10° dia da oviposi¢do); 14 (tratado 15, 5° dia
da oviposicdo). P (amostra padrdo: 4 pg.uL™). Colesterol éster (CHOE), triacilglicerol (TAG),
acidos graxos livres (AG) e colesterol livre (CHO). A avaliagdo densitométrica dos lipidios foram
realizadas com 1 g de proteinas.
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4.6.3 Comparacdo das atividades enzimaticas em ovos e larvas entre cepa sensivel (Porto

Alegre) e cepa resistente (Jaguar)

Na comparacdo entre as cepas sensivel e resistente, as respostas enziméticas foram
diferentes em ovos e larvas frente a exposicao ao fluazuron.

Com relacdo aos ovos, foi observado um aumento significativo na atividade da MFO no
grupo exposto da cepa resistente (7,62 + 0,91 ug de citocromo C. pg? de proteina) quando
comparado ao grupo controle (4,17 + 0,44 pg de citocromo C. pg? de proteina), demonstrando
que a resisténcia ao fluazuron nessa fase do desenvolvimento, pode estar associado a um aumento
na atividade da monooxigenase (Tabela 1). Hodgson (1983) explica que, sob condi¢fes normais,
a atividade da monooxigenase em ovos € baixa, tornando-se mais elevada apenas em periodo de
muda, ap6s a eclosdo das larvas, relacionando sua importancia fisioldgica na metabolizacdo de
horménios relacionados a ecdise. No presente estudo, ao comparar atividades enzimaticas em
ambas as cepas, nota-se que a atividade da MFO se elevou apenas na cepa resistente, enquanto
que na cepa sensivel houve um declinio da atividade enzimética em funcdo do tratamento. Tal
resultado sugere que, nos ovos da cepa sensivel, a atividade de MFO foi suprimida e com isso,
ndo foram capazes de metabolizar o principio-ativo. Dessa forma, atribuiu-se a metabolizacdo do
fluazuron & maior atividade da MFO em ovos.

Embora tenha havido diferenca significativa na comparacao entre os grupos controle da
cepa sensivel (84,33 + 15,66 nM. ug™ de proteina. min™t) e controle da cepa resistente (65,93 +
6,68 nM. g de proteina. mint) para a a-carboxilesterase, ndo se atribuiu esse resultado a efeito
do tratamento, visto que se tratavam de grupos controle apenas. Tal achado pode ser associado a
variacGes fenotipicas inerentes a populacbes diferentes de carrapatos, proveniente de regides
geogréficas distintas com um background genético diferente. Além disso, a cepa Jaguar é
multirresistente a acaricidas (Reck et al., 2014) o que pode determinar um perfil enzimatico
diferente entre os dois isolados.

Para as demais enzimas avaliadas em ovos no estudo: carboxilesterases e GST, ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas na comparacéo entre os grupos (Tabela 3).

Com relacdo as larvas, as carboxilesterases foram as enzimas com maior atividade no
grupo exposto ao fluazuron da cepa Jaguar (resistente) na compara¢do com o grupo controle da
mesma cepa (p<0,05) (Tabela 4).

O aumento na atividade das carboxilesterases nas larvas pode ser associado ao
desenvolvimento de resisténcia das larvas ao fluazuron quando comparadas ao grupo exposto da
cepa sensivel. Com isso, concluiu-se que a MFO deixa de ser a principal enzima detoxificadora
para o principio-ativo fluazuron a medida que a larva eclode, passando a depender das
carboxilesterases como via de metabolizagéo da droga.
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Tabela 3. Comparacdo das atividades enziméticas de a e p-esterases, glutationa-S-transferase e
monooxigenase entre as cepas sensivel (Porto Alegre) e resistente (Jaguar) em ovos provenientes
de fémeas ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus microplus expostos ao fluazuron

Grupo n a-esterase B-esterase Glutationa-S- Monooxigenase
experimental transferase (GST) (MFO)
Controle 3 8433+1566° 56,15+8,55¢ 2,08+0,65° 8,46+0,732¢
cepa sensivel
Exposto 3 8157+11,76% 59,21+11,16° 1,55+0,70° 4,680,45
cepa sensivel
Controle cepa 4 65,93+6,68"¢ 54,987,512 1,38+0,52° 4,17+0,44°
resistente
Expostocepa 5 g5 53495 340 55,81+11,38° 1,99+0,56° 7,62+0,91°¢

resistente

Média * desvio padrdo seguidos por letras minisculas iguais ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de
Tukey (p>0,05). Na segunda coluna, o nimero (n) de grupos (pools) de ovos usados nos testes enzimaticos.

Tabela 4. Comparacdo das atividades enzimaticas de a e p-esterases, glutationa-S-transferase e
monooxigenase entre as cepas sensivel (Porto Alegre) e resistente (Jaguar) em larvas
provenientes de fémeas ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus microplus expostos ao
fluazuron

Grupo n a-esterase B-esterase Glutationa-S- Monooxigenase
experimental transferase (MFO)
Controlecepa 5 4519497 35 136,03+7,11° 6,82:0,58%¢ 7,38+0,85
sensivel
Expostocepa 5 1439490050 131,0042,15% 7 41+0,75° 7.24+1,09°
sensivel

Controlecepa 4 110,16+8,83" 126,25+5,95 5,410,620 2,35+0,19
resistente

Expostocepa 5 45963490718 137,58+4.11° 6,18+0,69°°¢ 2 44+0,55P

resistente

Média * desvio padrdo seguidos por letras minisculas iguais ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de
Tukey (p>0,05). Na segunda coluna, o nimero (n) de grupos (pools) de larvas usadas nos testes enzimaticos.
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5 CONCLUSOES

A exposigdo ao principio-ativo fluazuron foi capaz de causar altera¢cbes morfologicas e
em parametros biologicos de fémeas de R. microplus;

O fluazuron causou uma aceleragdo no metabolismo anaerdbio em fémeas ingurgitadas de
R. microplus;

Em relacéo ao perfil lipidico, a exposi¢do ao fluazuron ndo demonstrou nenhum efeito na
cuticula, corpo gorduroso ou ovos provenientes de fémeas ingurgitadas expostas ao fluazuron;

A exposicdo ao fluazuron levou a danos tissulares em ovos observados atraves do
aumento na atividade das transaminases;

Quanto as enzimas de detoxificagdo, a monooxigenase foi a enzima responséavel pela
detoxificacdo do fluazuron no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas apds exposicdo ao
fluazuron e também nos ovos provenientes de fémeas ingurgitadas da cepa resistente ao
fluazuron. Contudo, para o estagio de larva, as carboxilesterases foram as enzimas que
apresentaram maior atividade na cepa resistente.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou as alterac6es fisioldgicas que ocorrem quando carrapatos
da espécie R. microplus sdo expostos ao regulador de crescimento de artrépodes fluazuron, as
quais incluem mudancas nos parametros biologicos, no metabolismo de carboidratos, na
concentracdo de &cidos organicos e nas enzimas de detoxificagdo, sugerindo mdaltiplos
mecanismos de a¢do que culminam na morte do carrapato, ou mesmo na inviabilidade dos ovos
colocados pelas fémeas.

Possivelmente, a alta mortalidade observada nas larvas e ninfas nas cepas susceptiveis ao
fluazuron pode estar relacionada ao ineficiente controle destes efeitos metabolicos observados,
frente ao distarbio na biossintese de quitina. Contudo, a interferéncia em outras vias metabdlicas
pode atuar como um efeito adicional. Os resultados aqui apresentados validam a perda de
homeostase da glicose na hemolinfa de fémeas ingurgitadas. Isso sugere que a sobrevivéncia dos
carrapatos seja dependente da ativagdo de mecanismos fisiolégicos compensatorios como o
aumento na atividade de LDH, relacionado aos niveis elevados de &cido latico na hemolinfa, o
que demonstra que a via fermentativa anaerdbia € uma estratégia metaboélica usada pelo artrépode
sob condicbes de estresse fisioldgico. Este resultado foi apresentado com este enfoque pela
primeira vez na literatura (GAUDENCIO et al., 2016). Os dados apresentados no presente estudo
confirmam que a inibicdo da biossintese de quitina interfere em outras vias metabolicas, através
de mecanismos ainda desconhecidos, 0s quais corroboram os efeitos acaricidas do fluazuron. Tais
estudos facilitardo o desenvolvimento de novas pesquisas e 0 estabelecimento de novas
estratégias e alvos metabolicos, na tentativa de controlar de forma mais eficaz as populagdes de
R. microplus.
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ANEXOS



Anexo 1. Formulas dos parametros biologicos indice de producéo de ovos (BENNETT, 1974),
indice de eficiéncia reprodutiva (MELENDEZ et al., 1998) e indice nutricional (BENNETT,
1974).

1) indice de producéo de ovos (IPO) (segundo BENNETT, 1974)

PESO DA POSTURA

IPO = _ X 100
PESO DA TELEOGINA

2) Indice de eficiéncia reprodutiva (IER) (segundo MELENDEZ et al., 1998)

PESO DA POSTURA

[ER = - X % DE ECLOSAO
PESO DA TELEOGINA

3) indice nutricional (IN) (segundo BENNETT, 1974)

PESO DA POSTURA
IN = X 100

(PESO DA TELEOGINA- PESO DA QUENOGINA)
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Anexo 2. Protocolo para dosagem de proteina total pelo método de Lowry modificado
(MARKWELL et al., 1978).

1- Em um tubo de ensaio, colocar 0,2 mL de &gua destilada, 10 uL de amostra e 1,0 mL de
solucdo alcalina (14,7 mL da solugcdo 20 g Na2CO3/100 mLNaOH 1N; 20 g 0,15 mL de tartarato
de sddio e potassio; 0,15 mL de CuSOa).

2- Apos leve agitacdo, manter o tubo de ensaio em repouso durante 15 minutos.

3- Adicionar 0,1 mL do reativo de Folin-Ciocalteou (diluido em agua destilada na proporgao
0,5:1 viv).

4- Apos leve agitacdo, manter o tubo de ensaio em repouso durante 15 minutos.
5- Realizar a leitura das absorbancias das amostras em 660 nm.

6- Realizar a curva padrdo utilizando albumina sérica bovina (BSA) nas concentracGes de
Sug/uL, 10 pg/ul, 15 pg/ul e 20 pg/ul, nas mesmas condigdes descritas acima.
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Anexo 3. Método de Nelson para desproteinizacdo de amostras

Reagentes:

1) Sulfato de zinco em solucdo aquosa a 5%.

2) Solucéo de hidroxido de bario aproximadamente 0,3N.
Ba(OH)2 8H20 ....ccccvvvvviviicicne, 129

H>O destilada .........ccooovvviiiiininnene, 250 mL

Procedimento:

- Transferir 100 pL da amostra para o tubo de centrifuga contendo 1,5mL de agua destilada.

- Adicionar 200 pL da solucdo de Ba(OH)2 e misturar.

- Esperar que a mistura se torne acastanhada.

- Acrescentar 200 pL da solugéo de ZnSOs.

- Agitar bem. Esperar 5 minutos e depois, centrifugar entre 10 a 15 minutos.

- Separar o sobrenadante e descartar o pellet, onde as proteinas foram concentradas por arraste.
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