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RESUMO

ALVES, Mariana Silva Revoredo. Resposta celular e metabdlica de fémeas ingurgitadas
de Rhipicephalus microplus expostas ao Fluazuron. 2019. 43p Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Este trabalho tem como objetivo avaliar a hemolinfa coletada de fémeas ingurgitadas do
carrapato Rhipicephalus microplus apds a exposicdo destas a um regulador de crescimento, 0
fluazuron, e compara-la a hemolinfa de carrapatos da mesma espécie sem o tratamento com o
regulador de crescimento através da caracterizacdo e contagem celular e dosagens
bioguimicas. Foram realizados testes de imersdo com as fémeas ingurgitadas em dois grupos,
controle e tratado com fluazuron 1.000 ppm. Foi coletada hemolinfa para contagem total e
diferencial de hemdcitos e avaliacdo do metabolismo energético através da dosagem de
glicose e proteina total (PT) e atividade das enzimas lactato desidrogenase (LDH) e aspartato
aminotransferase (AST), nos tempos de 24 e 48 horas ap6s a imersdo. Quando comparados 0s
dois grupos, controle e tratado com fluazuron, a contagem total de hemdcitos foi menor no
grupo tratado tanto em 24 quanto em 48 horas e houve diminuicdo das contagens de
granuldcitos e aumento das contagens de esferuldcitos em ambos os tempos de anélise,
também no grupo tratado. Houve reducéo dos valores de glicose e PT tanto no grupo controle
quanto tratado nas avaliacdes de 48 horas quando comparadas as avaliacdes de 24 horas, e
ndo houve alteracGes nas atividades de LDH e AST em ambos 0s grupos nos dois tempos de
analise em relacdo a acdo do fluazuron. O fluazuron néo foi capaz de promover mudancas no
metabolismo energético dos carrapatos nas condicdes estabelecidas neste estudo, porém,
guanto a dindmica de hemacitos, o regulador de crescimento demonstrou-se capaz de
promover alteracdes.

Palavras-chave: carrapato, metabolismo energético, hemécitos.



ABSTRACT

ALVES, Mariana Silva Revoredo. Cellular and metabolic response of engorged
Rhipicephalus microplus females exposed to Fluazuron. 2019. 43p Dissertation (Masters in
Veterinary Sciences). Instituto de Veterindria, Departamento de Parasitologia animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

This work aims to evaluate the hemolymph collected from engorged females of the tick
Rhipicephalus microplus after their exposure to a growth regulator, fluazuron, and to compare
it to the hemolymph of ticks of the same species without treatment with the growth regulator
through cell characterization and counting and biochemical measurements. Immersion tests
were performed with engorged females in two groups, control and fluazuron 1.000 ppm.
Hemolymph was collected for total and differential counts of hemocytes and evaluation of
energy metabolism through glucose and total protein (PT) and lactate dehydrogenase (LDH)
and aspartate aminotransferase (AST) enzyme activity, at 24 and 48 hours after the
immersion. When comparing the two groups, control and fluazuron, the total hemocyte count
was lower in the fluazuron group in both 24 and 48 hours and there was a decrease in
granulocyte counts and increase in spherulocyte counts at both analysis times, also in the
group fluazuron. There was a reduction in glucose and PT values in both groups, control and
treated, at the 48 hour evaluations when compared to the 24 hour evaluations, and there were
no changes in LDH and AST activities in both groups in the two analysis times in relation to
the action of fluazuron. Fluazuron was not able to promote changes in the energetic
metabolism of ticks under the conditions established in this study, but for the dynamics of
hemocytes the growth regulator was able to promote changes.

Key words: tick, energetic metabolism, hemocytes.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus. Parte dorsal (A) e ventral (B) de
macho adulto; Parte dorsal (C) e wventral (D) de fémea adulta. (Fonte:
(o TSl oT0)Y =T o T £=T 0] £ ) OSSR 03

Figura 2: Ciclo evolutivo de Rhipicephalus microplus. (Fonte:  Fortes,
100 TSRS 05

Figura 3: Classificacdo geral da diferenciacdo celular dos hemdcitos em insetos. (Fonte:
SHANG, 2008).....0.vueeiveeieisieie ettt ettt bbbttt ettt ettt n s st 07

Figura 4: Catabolismo de proteinas, lipideos e carboidratos durante os trés estagios da
respiracdo celular. (Fonte: Nelson; COX, 2014) ... sesessse e eseseeenes 09

Figura 5: Principais vias de utilizagéo da glicose. (Fonte: Nelson; Cox, 2014)........c.ccccovvvevannn. 10

Figura 6: Hemdcitos de hemolinfa fresca para contagem em Camara de Neubauer. Aumento
de 400X. (FONte: LQEPV, 2018).......cccviiieieteeeeeieeieeeeeeee et eeses et es s st essssssese s ssssssesesnesssesennns 15

Figura 7: Hemdcitos em esfregago corado por Giemsa. A — Granuldcito (seta) e Plasmatocito
(cabeca de seta); B — Esferulécito (seta) e Pr6-hemdcito (cabeca de seta); C — Granuldcito

(seta) e Esferuldcitos (cabeca de seta). Aumento de 1.000x (Fonte: LQEPV, 20



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Valores médios de Glicose da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap6s o teste de imersdo dos grupos controle e tratado
(o] 00T TN VA1 o] SRR

Tabela 2. Valores médios de Proteina Total (PT) da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap6s o teste de imersdo dos grupos
controle e tratado COM FIUAZUION.........cooiiiiiii e et

Tabela 3. Valores médios de Lactato Desidrogenase (LDH) da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas apds o teste de imersdo
dos grupos controle e tratado COM FIUAZUION...........c.coiiiieeie e

Tabela 4. Valores médios de Aspartato Aminotransferase (AST) da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap0s o teste de imersdo
dos grupos controle e tratado COM FIUAZUION...........c.coviiiieic e

Tabela 5. Contagem total de hemécitos da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus nos tempos de 24 e 48 horas apds o teste de imersdo dos grupos controle e
L [T 1 ] (] o SO RTPR

Tabela 6. Quantificacdo de granuldcitos presentes na hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap6s o teste de imersdo dos grupos
CONEIOIE € FIUAZUION......eiiiiiie ettt st sttt st e st besbenneeaeneeeneens

Tabela 7. Quantificacdo de plasmatdcitos presentes na hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap6s o teste de imersdo dos grupos
CONEIOIE € FIUAZUION..... .ottt sttt s ane et e nnenne e

Tabela 8. Quantificacdo de esferuldcitos presentes na hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap6s o teste de imersdo dos grupos
CONEIOIE € FIUAZUION.......oiiiiiiiiiecieee ettt ane e b e nne et e

Tabela 9. Quantificagdo de pro-hemacitos presentes na hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap6s o teste de imersdo dos grupos
CONLIOIE B FIUAZUION.......vi ittt ettt e be e st e be e be e sbe e e e saeesabesbeebeas

17

18

18

19

20

21

22

22



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

AchE — acetilcolinesterase

AST — alanina aminotransferase
CDH - contagem diferencial de hemacitos
CTH — contagem total de hemdcitos
GABA — 4cido gama-aminobutirico
g/L — gramas por litro

IGR — insect growth regulator

LDH — lactato desidrogenase
mg/dL — miligramas por decilitro
ppm — partes por milhao

PT — proteina total

TPB — tristeza parasitaria bovina

U/L — unidades por litro



SUMARIO

LINTRODUGAOD ...ttt 1
2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt et s en s 3
2.1 RNIpICephalus MICIOPIUS........oiviiieiie et e et resre e e 3
p A o 1= 0 To] g SR PS 6
2.2. 1 HEMOCITOS ....veuvenieeieieeeietesie st te et et s s s te st e te s et e e e eseeseesesse st esensensenseneeseeseesessessansensenseneesenses 6
2.2.2 MetaboliSMO ENEIGELICO ....cveuirieiiieierieiirte ettt sttt ettt 7
2.3 Controle Quimico de Rhipicephalus MICrOPIUS ... 11
2.4 Reguladores de Crescimento de INSetoS (IGR) .......ccoeiiiiiiiiiieiece e 12
o 11T VA0 | o] o PR 12
SMATERIAL E METODOS ...ttt sttt 14
3.1 Procedéncia das FEMeas INQUIgItadas ...........cccoveieiieiiie ittt s 14
3.2 Obtencgdo da FOrmulagdo de FIUAZUION.........cceieieieiiice e 14
3.3 Exposicdo das Fémeas Ingurgitadas ao FIUAZUION ... 14
3.4 Coleta de HEMOIINTA........oiiiec bbbttt ans 15
3.4.1 Contagem total de NEMOACITOS .......ccuecieiiiiieeiecieeeee ettt ere et e re e 15
3.4.2 Contagem diferencial de NEMOCITOS ........cveviiririeirieiee s 15
3.4.3 Avaliacdo do metaboliSmO ENEIGELICO .......cevvevverieieieieeeeeeee ettt enas 15
3.5 ANALISE ESTALISTICA ....vviveveieieieieee ettt sttt b et sttt et e st neereans 16
4 RESULTADOS E DISCUSSAD .....ooiieeeeeeeeeeeeeete et 17
4.1 ANALISES BIOGQUITNICAS. ......ectiiieiie ettt st e et be s be et et e e e e sbeeteestesaeenre e 17
4.2 QUANTITICAGAD CRIUIAN ......ceiiiiic e 19
4.2.1 Contagem total de NEMOCITOS ......c..cveieieiiiriitesieeete ettt a e aeeseenas 20
4.2.2 Contagem diferencial de NEeMOACITOS ........cecueiverieiieieieeeeeeee e 21
5 CONCLUSOES. ..ottt 24
6 CONSIDERAGCOES FINAIS ..ottt eenie s 25
T REFERENCIAS .....ooitiiiiiiee sttt 26

B ANEXOS . 37



1 INTRODUCAO

Carrapatos sdo ectoparasitas hematdfagos obrigatorios e causam infestagdes tanto em
animais domésticos quanto silvestres. Possuem distribuicdo mundial, principalmente em areas
tropicais e subtropicais que possuem condi¢cdes climaticas favordveis para sua reproducédo e
sobrevivéncia. Rhipicephalus microplus é a espécie de carrapato mais importante em
rebanhos bovinos, sao popularmente chamados de “carrapatos do boi”. Sao responsaveis por
prejuizos econdmicos na producdo bovina relacionados a grande morbidade e mortalidade.

O rebanho bovino no Brasil € composto por diversas racas (zebuinos, taurinos,
mesticos) e essa diversidade possui influéncia direta na susceptibilidade e desenvolvimento do
carrapato, nas suas formas parasitarias e nao parasitarias. De maneira geral, 0s principais
danos causados pelas infestacfes de R. microplus estdo relacionadas a espoliacdo da pele dos
animais por acdo direta do carrapato, levando ao prurido intenso, aparecimento de miiases,
estresse e perda de peso, tendo como consequéncia a queda na producdo, depreciacdo do
couro e até mesmo a morte do animal.

Além das consequéncias relacionadas a a¢do direta do carrapato, estes também podem
atuar como vetores de agentes patogénicos causadores de doencas como a Tristeza Parasitaria
Bovina (TPB), um complexo de doencas causadas por um ou mais agentes infecciosos, entre
eles a riquétsia Anaplasma marginale e os protozoarios Babesia bigemina e Babesia bovis.

O controle das infestacdes em rebanhos de producdo normalmente € feito com uso de
carrapaticidas quimicos, como os organofosforados, amidinas, piretroides, lactonas
macrociclicas, fenilpirazois e os reguladores de crescimento de insetos, entre eles o fluazuron,
que pertence ao grupo das benzoilfenilureias, um inibidor da sintese de quitina.

A escolha da melhor estratégia de controle é complexa e deve envolver as
caracteristicas do rebanho, como a raca dos animais, tipo de manejo e época do ano. O uso
excessivo e sem controle dos acaricidas aumenta a pressdo de selecdo entre 0s carrapatos, o
que leva a resisténcia ao produto de forma mais rapida.

O aparecimento da resisténcia aos produtos leva ao aumento da frequencia de
utilizacdo dos mesmos, o que leva a questdo da contaminagdo ambiental e a presenca de
residuos nos alimentos que sdo comercializados, como carne e leite. Pesquisas séo realizadas
atualmente na busca de estratégias que possibilitem combinar o uso racional dos compostos e
minimizar os casos de resisténcia.

A reducdo da eficiéncia e da vida util dos compostos quimicos disponiveis
comercialmente se deve principalmente pela falta de embasamento cientifico e técnico na
escolha das medidas de controle das infestacfes por carrapatos. Nos dltimos anos estudos
mostram o aumento dos casos de resisténcia do R. microplus as bases disponiveis no mercado.
Os custos para 0 desenvolvimento de novas bases com compostos ativos que nao apresentem
problemas de resisténcia podem chegar a milhGes de dolares, além de anos para que sejam
colocados para comercializag&o.

As vias moleculares de desenvolvimento da resisténcia vém sendo estudadas, e 0s
mecanismos estdo associados principalmente ao aumento da capacidade de detoxificagdo dos
compostos no metabolismo do carrapato e pela modificacdo dos sitios de acdo alvo dos
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produtos. Porém, ainda existem muitos esclarecimentos a serem feitos a cerca da imunologia e
fisiologia envolvida nesses mecanismos.

Um dos meios de esclarecimento desses processos € através da avaliagdo da hemolinfa
dos carrapatos. A hemolinfa é um fluido que irriga e nutri seus tecidos, além de permitir o
transporte de moléculas diversas, como os fatores envolvidos na resposta imunologica do
carrapato, que podem lhe conferir defesa ndo sO contra agentes patogénicos aos quais €
exposto, mas também contra antiparasitarios.

Desta forma se fazem necessarios estudos que busquem maiores esclarecimentos sobre
a resposta metabolica e imunoldgica destes acaros, 0s quais estdo mais avangados em insetos
e crustaceos, mas ainda escassos em carrapatos.

O objetivo deste trabalho é avaliar o metabolismo energético e a resposta celular na
hemolinfa de adultos de R. microplus ap6s a exposi¢cdo dos mesmos a um regulador de
crescimento, o fluazuron.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalus microplus

Este carrapato pertence ao género Rhipicephalus, subgénero Boophilus, inserido na
familia Ixodidae, ordem Ixodida, classe Arachnida, filo Arthropoda do reino Animalia
(NAVA et al., 2017). (Figura 1)

Figura 3: Carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus. Parte dorsal (A) e ventral (B) de macho adulto;
Parte dorsal (C) e ventral (D) de fémea adulta. (Fonte: discoverlife.org)

Animais pertencentes ao filo Arthropoda sdo invertebrados com exoesqueleto
quitinoso, corpo segmentado (metaméricos), membros articulados e também possuem
apéndices (espinhos, cerdas e pélos). O exoesqueleto fornece suporte e protecdo aos tecidos, é
uma estrutura composta por camadas de cuticula secretadas pela epiderme. As camadas mais
internas da cuticula sdo compostas por quitina, e também possuem poros que permitem a
passagem de secrecdes da epiderme para 0 meio externo. Na cuticula também estdo presentes
aberturas denominadas de estigmas, por onde ocorrem as trocas gasosas (TAYLOR; COOP;
WALL, 2014).

Possuem uma série de cavidades ou seios centrais compondo seu sistema circulatorio,
a chamada hemocele. Na hemocele flui a hemolinfa, que seria correspondente ao “sangue”
dos carrapatos, por onde sdo transportados nutrientes e sdo removidos residuos. A hemolinfa
contém hemdcitos e numerosas proteinas em sua composicao, possui grande importancia na
imunidade inata (SONENSHINE; ROE, 2014).

Os artropodes também possuem intestino em tubo simples, dividido em trés sessdes,
anterior, média e posterior. Também possuem receptores sensoriais que estdo relacionados a
modificacbes no exoesqueleto quitinoso, 0s mais comuns sdo as cerdas, pélos e espiculas. A
maioria dos artrépodes apresenta olhos, cujo grau de complexidade pode variar. Em &caros,
piolhos e carrapatos os olhos podem ser muito pequenos ou ausentes. Em relacdo a
reproducdo, 0s sexos sdo separados e ha acasalamento para a producdo de ovos
(SONENSHINE; ROE, 2014).



Dentro do filo Arthropoda esté a classe Arachnida, representada por um grupo muito
diverso de artropodes predominantemente carnivoros. Ndo apresentam antenas nem asas, seu
grupo de maior importancia € a subclasse Acari onde estdo inseridos &caros e carrapatos
(GUGLIELMONE et al., 2013).

Na subclasse Acari geralmente as se¢fes do corpo sdo fundidas, fazendo com que este
pareca simples, com formato de saco. Existem duas linhagens principais de acaros, oS
Parasitiformes e os Acariformes (DUNLOP et al., 2008.).

Dentro do grupo dos Parasitiformes estao inseridos os carrapatos da Ordem Ixodida ou
Metastigmata. (GUIMARAES; TUCCI; BARROS-BATTESTTI, 2001).

Entre as principais familias da ordem Ixodida estdo Ixodidae e Argasidae. A mais
importante, Ixodidae, é conhecida pelos “carrapatos duros”. Isso se deve pela presenga de um
escudo rigido de quitina que cobre a superficie dorsal do macho adulto. Nas outras formas
evolutivas e fémeas adultas, o escudo protege apenas uma pequena parte do dorso, 0 que
permite a expansdo de seu abdome ap6s a alimentagdo (GUIMARAES; TUCCI; BARROS-
BATTESTTI, 2001; SERRA-FREIRE, 2011).

Carrapatos da familia Ixodidae podem medir de 02 a 20 mm, com corpo achatado
dorsoventralmente. S8o parasitas temporarios, majoritariamente permanecem por pouco
tempo nos hospedeiros. Durante a passagem de estdgios, os ixodideos realizam muitos
repastos sanguineos, alternados por longos periodos sem alimentacdo (SONENSHINE, 2014).

Esses carrapatos desenvolveram uma grande variedade de ciclos e formas de
alimentacdo. O numero de hospedeiros pode variar de um a trés, e sdo classificados como
carrapatos de um hospedeiro (de larva até adulto no mesmo hospedeiro), de dois hospedeiros
(larva e ninfa em um hospedeiro e adulto em outro hospedeiro) e de trés hospedeiros (cada
estagio em um hospedeiro) (TAYLOR; COOP; WALL, 2014).

Os ciclos evolutivos nos artropodes envolvem basicamente quatro estagios, que sdo de
ovo, larva, ninfa e adulto. As larvas possuem seis pernas e as ninfas e adultos possuem oito
pernas cada um (SONENSHINE, 2014).

Carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus possuem ciclo evolutivo com apenas
um hospedeiro (Figura 2). As fémeas adultas ap6s alimentacdo deixam o hospedeiro e fazem
postura de milhares de ovos no ambiente. Apds a eclosdo das larvas, elas se aderem ao
hospedeiro, se alimentam e sofrem muda para ninfa e depois para adulto. O acasalamento
entre adultos ocorre sobre o hospedeiro. Depois de ingurgitada a fémea pode chegar a pesar
até 250 vezes mais que seu peso quando ndo alimentada (GUIMARAES; TUCCI; BARROS-
BATTESTTI, 2001; PEREIRA et al., 2008; SERRA-FREIRE, 2011).
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Figura 4: Ciclo evolutivo de Rhipicephalus microplus. (Fonte: Fortes,
2004)

Na fase parasitaria as evolu¢es morfologicas ocorrem sobre o hospedeiro (larva, ninfa
e adulto) e dura em média 22 dias. Ja a fase de vida livre (ndo parasitaria) compreende a pré-
postura e eclosdo dos ovos e depende fundamentalmente das condi¢des climaticas, podendo
durar de dois a trés meses (ESTRADA-PENA, 2015).

Sendo os carrapatos ectoparasitas hematdfagos obrigatdrios, sua picada pode causar
lesbes na pele dos hospedeiros, irritagdes, hipersensibilidade, depreciagdo do couro e
predisposicdo a miiases e abscessos (MASSARD, 2004).

Em casos de intensas infestacfes podem causar, em animais de producdo, a queda da
produtividade, anemia e até levar a morte. Durante o repasto sanguineo os carrapatos também
sdo capazes de transmitir virus, bactérias, riquétsias e protozodarios causadores de doencas
(TAYLOR; COOP; WALL, 2014).

Dentro do género Rhipicephalus (Boophilus) estdo vetores importantes de Babesia
spp. e Anaplasma marginale em bovinos, principalmente em paises tropicais e subtropicais
(MARTINS, 2006). Essa espécie de carrapatos possui grande importancia para o gado
brasileiro e responde por perdas econdmicas que chegam a 3,24 bilhdes de dolares por ano
(GRISI et al. 2014).

Na década de 80 tiveram inicio estudos sobre a biologia do carrapato bovino, que se
tornaram fundamentais para seu controle, através da criacdo de estratégias de tratamento nos
periodos mais desfavoraveis do seu ciclo bioldgico (FURLONG et al., 2002).



2.2 Hemolinfa

O carrapato possui em seu interior uma cavidade aberta onde seus Orgdos sdo
envolvidos por um fluido livre, denominado hemolinfa, constituida por plasma e uma
variedade de células, os hemacitos. Promove protecdo contra injudrias fisicas e invasdes por
agentes patogénicos (GULLAN; CRANSTON, 2010). Nos ixodideos o volume da hemolinfa
compreende cerca de 20% a 30% de seu peso corporal (KAUFMAN; PHILLIPS, 1973).

Nos ultimos anos, o conhecimento dos mecanismos imunolégicos em invertebrados
tem sido mais estudado, motivado pela importancia vetorial dos mesmos, assim como pelo
fato de serem hospedeiros intermediarios na transmissdo de patégenos de doencas graves
(RIVERO, 2006).

A natureza de sua resposta imune inata envolve dois componentes principais, as
defesas celulares (fagocitose, encapsulamento e nodulacéo) e respostas humorais envolvendo
a secrecdo de proteinas de reconhecimento padrdo (destinado a bactérias e fungos) e outros
peptideos como lisozima, lectinas e inibidores de proteases (em resposta ao desafio
patogénico) (GRIESCH et al., 2000; SONENSHINE et al., 2008).

As informacgfes sobre a resposta imune inata em carrapatos é bastante fragmentada e
permite apenas comparagdes com outras espécies de invertebrados, especialmente artropodes,
no entanto, mesmo esses dados dispersos indicam que 0s carrapatos possuem mecanismos de
defesa contra infecgdes e patogenos (KOPACEK et al., 2010; SONENSHINE; HYNES,
2008).

2.2.1 HemAcitos

Os hemdcitos constituem a parte celular da hemolinfa dos carrapatos. Estes
apresentam diversas funcGes, como defesa do organismo e transporte de substancias como
horménios, enzimas e materiais a serem excretados (ARAUJO, 2007).

Diversos tipos celulares ja foram descritos utilizando-se caracteristicas morfoldgicas,
funcionais e bioquimicas. Em ixodideos os tipos celulares frequentemente encontrados séo 0s
pré-hemacitos, esferulécitos, granulécitos, plasmatécitos e oenocitdides (BRINTON, 1971;
CARNEIRO, 2001; DOLP, 1970).

Os hemdcitos representam enorme papel no que diz respeito aos mecanismos de
defesa dos carrapatos. Essas células sdo responsaveis pelos processos de fagocitose,
nodulacdo e encapsulamento que tém como objetivo a eliminacdo de patégenos (GUPTA,
2009).

Em insetos ha varios tipos de hemdcitos descritos, incluindo granulécitos,
oenocitdides e plasmatocitos (Figura 3) (VLISIDOU et al., 2015). Essa classificacdo dos
hemacitos, baseada na morfologia, nem sempre se correlaciona bem com a fungéo celular
(LAVINE et al., 2002).
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Figura 3: Classificacdo geral da diferenciagdo celular dos hemaécitos em
insetos. (Fonte: Strand, 2008)

Estudos realizados em insetos caracterizam os granuldcitos e plasmatécitos como
células granulares que expressam receptores fagociticos e eliminam a maioria das particulas
invasoras por fagocitose ou nodulagdo (NAGAOSA et al., 2011).

O processo de nodulacdo acontece quando a resposta imune fagocitaria ndo é
suficiente, principalmente em infeccdes bacterianas. A nodulacdo envolve a formacdo de
agregados multicelulares de hemdcitos, eles cercam a particula invasora e depois se juntam a
outros hemdcitos para formar pequenos agregados. Esses agregados celulares continuam
crescendo, adicionando mais hemacitos até que grandes nédulos sejam formados. No final, o
nodulo é melanizado. A formacdo dos nédulos melanizados parece ser eficiente, embora seu
processo de formagdo ainda ndo seja completamente caracterizado (SHRESTHA, 2009;
ZHAO, 2009).

Para patdgenos maiores, como parasitas, protozoarios e nematdides, os hemacitos
respondem formando uma cépsula em mdaltiplas camadas celulares ao redor do organismo
estranho, no processo chamado encapsulamento (LING et al., 2006).

No caso dos carrapatos, que comparados aos insetos, possuem ainda menos estudos
relacionados a composicdo celular da hemolinfa, a descricdo da funcéo especifica de cada tipo
de hemdcito ndo é bem definida (CARNEIRO et al., 2001).

2.2.2 Metabolismo energético

Todas as atividades realizadas pelos artropodes, assim como em outros animais,
demandam aporte energético. Ixodideos, como o R. microplus, precisam ingerir grandes
volumes de sangue durante sua alimentacao, pois é desta fonte que serdo obtidos os nutrientes
e substratos energéticos de que necessita (MORAES, 2007). Neste processo sao ingeridos
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pelo carrapato carboidratos, lipideos e proteinas que sdo 0s substratos energéticos
fundamentais para a maior parte dos organismos (NELSON; COX, 2008; GUIZZO et al.,
2012).

Nos carrapatos a glicose é o carboidrato encontrado em quantidade mais abundante na
hemolinfa, sendo assim sua principal fonte energética (SONENSHINE, 2014). Possui papel
central no metabolismo de animais, plantas e diversos microrganismos. Sua oxidacdo
completa ocorre com alta producdo de energia. Seu armazenamento em forma de glicogénio
nos carrapatos pode suprir grandes demandas energéticas quando necessario tanto de forma
aerdbia quanto anaerdbia (NELSON; COX, 2014).

Para o fornecimento de energia da qual necessita o organismo, tém papel fundamental
a glicdlise, o Ciclo do &cido citrico, a Cadeia transportadora de elétrons e a fosforilacdo
oxidativa. Os metabolitos nestas vias convergem para a formacdo do acetil-CoA, um
intermediario comum a estas. No Ciclo do &cido citrico o acetil-CoA é totalmente oxidado, e
ha transferéncia de elétrons na Cadeia transportadora de elétrons nas cristas mitocondriais,
gerando a sintese de ATP ao final do processo (Figura 4).
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A reserva energética nos ixodideos é feita pelo corpo gorduroso. Nos periodos de néo-
alimentacdo, este tende a acumular grandes estoques de goticulas de gordura, assim como
glicogénio e proteinas (SONENSHINE, 1991). A glicose pode ser estocada em forma de
polissacarideo e ser oxidada em &cido pirtvico, através da glicélise, para se obter ATP ou ser
oxidada pela via da pentose-fosfato (NELSON; COX, 2008) (Figura 5).

Matriz extracelular
e polissacarideos Glicogénio,
da parede celular amido, sacarose
Sintese de
polimeros Armazenamento
estruturais
Glicose
o
pentose-fosfato por glicolise
Ribose-5-fosfato Piruvato

Figura 5: Principais vias de utilizacdo da glicose. (Fonte: Nelson; Cox, 2014)

Assim como a glicose, 0 &cido pirtvico pode seguir diversos caminhos de acordo com
a necessidade metabolica. Pode, por exemplo, ser convertido a glicose e glicogénio ou
oxidado para produzir acetil-CoA, tendo como objetivo a producdo de energia. Também pode
ser reduzido a acido latico atraves da fermentacdo latica, reacdo que é catalisada pela enzima
lactato desidrogenase (LDH) (TUNHOLI-ALVES et al., 2014).

No inicio da embriogénese se inicia o catabolismo de aminoacidos para obtencdo de
glicose, através da gliconeogénese. A enzima aspartato aminotransferase (AST) é responsavel
pela conversdo do aminoacido aspartato em oxalacetato, um metabdlito que sera utilizado na
gliconeogénese. Sendo assim, a AST tem sua atividade aumentada durante a embriogénese,
quando a gliconeogénese se torna mais necessaria (GUIZZO et al., 2012).

Segundo Donohue et al. (2008) entre as proteinas mais abundantes presentes na
hemolinfa estdo a proteina comum ou transportadora (CP) e a vitelogenina (\Vg), importante
no momento do desenvolvimento dos 6vulos nas fémeas (MAYA-MONTEIRO et al., 2000).

A composicdo de proteinas na hemolinfa de carrapatos ndo é bem conhecida, quando
comparada a de insetos, sendo a vitelogenina (Vg) a mais estudada. A Vg é sintetizada pelo
corpo gorduroso da fémea ap0s se alimentar de sangue (GUDERRA et al., 2002).
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O conhecimento sobre as proteinas da hemolinfa do carrapato € muito escasso em
relacdo a outros artrépodes, como o0s insetos, mesmo 0s carrapatos sendo de grande
importancia como vetores de doencas, (GUDDERRA et al., 2002).

2.3 Controle Quimico de Rhipicephalus microplus

Para realizar o controle de infestacOes por ectoparasitas nos animais, se faz uso em sua
maioria de produtos quimicos. Dentre as classes de acaricidas mais utilizados em bovinos
para 0 controle quimico no Brasil estdo organofosforados, piretréides, amidinicos,
fenilpirazois, lactonas macrociclicas e benzoilfenilureias (ANDREOTTI, 2010).

Os organofosforados inibem uma enzima do sistema nervoso chamada
acetilcolinesterase (AchE) acarretando o acumulo de acetilcolina nas jungdes nervosas
(sinapses), o que impede a interrupcdo da propagacdo do impulso elétrico e com isso o
sistema nervoso é estimulado continuamente, resultando na morte do inseto (BRAGA et al.,
2007).

Um dos problemas na utilizacio desta base quimica é sua toxicidade (RAMIREZ et
al., 2001). A intoxicacdo, tanto do animal quanto do aplicador, pode ocorrer uma vez que a
enzima alvo (AchE) esta presente em diversos animais, incluindo os mamiferos (FUKUTO,
1990). Sinais clinicos mais comuns de intoxicacdo sdo salivacdo, paralisia e rigidez dos
musculos, problemas respiratorios e protracdo da lingua (ABDULLAHI, 2004).

Na década de 1970, outra base quimica foi inserida no mercado de antiparasitarios
com o intuito de reduzir os casos de resisténcia aos produtos organofosforados, além de
causar menor toxicidade. Varios estudos foram conduzidos para elucidar o mecanismo de
acdo dos amidinicos, imaginando-se que estivesse relacionado a efeitos toxicos em receptores
da octopamina (ABBAS et al., 2014; JONSSON et al., 2018). Este grupo que tém como
principal representante o amitraz. Atua causando hiperexcitabilidade neuronal e morte do
parasito, e tem sido amplamente utilizado para combate de Rhipicephalus microplus
(ANDREOTTI, 2010; MENDONCGCA, 2010).

Jé& os piretrdides sdo utilizados principalmente pelo seu efeito repelente, e atuam como
neurotoxinas do sistema neuroenddcrino e sistema nervoso central. Mantém os canais de
sodio abertos e estimulam as células nervosas a produzir descargas repetitivas, causando
paralisia (PALCHICK, 1996). Com relacdo a toxicidade, com o advento do piretroide
sintético, além da maior estabilidade e durabilidade, estes compostos passaram a ser menos
toxicos. Em estudo realizado por Soderlung et al. (2002), os piretroides foram classificados
com toxicidade moderada para os mamiferos, além de ndo acumularem no tecido animal.

Dentro do grupo das lactonas macrociclicas podemos encontrar, principalmente,
quatro subgrupos no Brasil, sdo eles a ivermectina, abamectina, moxidectina e doramectina.
Segundo o Sindan (2018), a abamectina e ivermectina sdo 0s mais encontrados nos
ectoparasiticidas comerciais registrados e a via de aplicagdo mais comum € a injegédo
subcutanea. Atuam nos canais de cloreto-glutamato (Glu-Cl), a abertura desses canais causa
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um lento e irreversivel aumento na condutancia da membrana, causando paralisia muscular e
morte do parasito (TAYLOR, 2001).

Quando utilizados sob a forma subcutanea apresentam uma maior seguranga ao
aplicador, quando comparado a pulverizagdo. No entanto, a contaminacdo ambiental também
estd presente nas lactonas macrociclicas, uma vez que o animal tratado excreta residuos do
acaricida na urina e, principalmente, nas fezes (GONZALEZ-CANGA et al., 2009).

Os fenilpirazoles, representados pelo fipronil, blogueiam a transmissdo de sinais pelo
GABA, um neurotransmissor inibitério, levando a hiperexcitabilidade do sistema nervoso do
carrapato (BECKEL et al., 2006).

J& as benzoilfenilureias, as quais pertencem entre outros o fluazuron, lufenuron e
diflubenzuron, séo inibidores da formacao de quitina e pertencem ao grupo de reguladores de
crescimento de insetos (IGR). Apresentam ampla acdo contra insetos, porém baixa eficacia
contra acaros e carrapatos, com excecao do fluazuron, que possui maior atividade contra estes
ultimos (COOP; WALL, 2014).

2.4 Reguladores de Crescimento de Insetos (IGR)

Sé&o utilizados em todo 0 mundo e constituem uma categoria que ndo mata diretamente
0 parasita, porém interfere no seu desenvolvimento. Sua atuacdo se da principalmente em
estagios imaturos do parasita, e com base em sua acdo se classificam como inibidores de
sintese de quitina, inibidores da quitina e analogos do horménio juvenil (TAYLOR; COOP;
WALL, 2014). Sdo compostos seguros para utilizacdo em mamiferos, pois estes ndo
apresentam hormonios juvenis e estruturas de quitina, e td0 pouco receptores para estas
moléculas (BOWMAN, 2003).

A quitina é um aminopolissacarideo que compde a cuticula de insetos. A cada nova
muda esta deve ser formada mais uma vez, e €& neste processo onde atuam as
benzoilfenilureias. Elas inibem a sintese de quitina, quando estagios imaturos entram em
contato com os compostos sdo incapacitados de completar a ecdise adequadamente, morrendo
durante o processo (GRAF, 1993; TAYLOR, 2001).

Além de agirem sobre o desenvolvimento de larvas e mudas, podem interferir nos
parametros reprodutivos, tais como a postura. O desenvolvimento dos ovos prossegue, porém
a larva recém-desenvolvida no é capaz de eclodir (GRAF et al., 2004). E recomendado que
seu uso seja feito em associagdo, uma vez que necessita de tempo para realizar controle eficaz
(TAYLOR, 2001).

2.4.1 Fluazuron

Os mecanismos pelos quais as benzoilfenilureias atuam, grupo o qual pertence o
fluazuron, tém sido alvo de estudos, sendo levantadas questdes sobre o envolvimento destes
compostos com a sintese de quitina (COHEN, 2001). Por interferir no processo de sintese da
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quitina, substancia que possibilita o endurecimento da cuticula dos carrapatos, 0 composto
impede que realizem as mudas e crescam dando continuidade ao seu desenvolvimento
(FURLONG, 2007).

Durante a muda nos artropodes esses compostos modulam a expressao de horménios
de desenvolvimento, bloqueando a formacdo cuténea, incluindo a sintese de quitina,
possivelmente pela inibicdo da conversdo da glicose em frutose-6-fosfato, no inicio da sintese
(PALLI-RETNAKARAN, 1999).

O fluazuron é um representante atipico dentro desta classe dos reguladores de
crescimento, pois apresenta maior eficacia contra 4caros e carrapatos e menor eficcia contra
insetos (GRAF, 1993). Foi o primeiro regulador de crescimento de acaros a ser registrado
para o controle de carrapatos ixodideos (BULL et al., 1996).

Possui especificidade muito estreita que inibe a formagdo de quitina possivelmente
através da inibicdo de enzimas especificas envolvidas no processo de muda (KEMP et al.,
1990). O mesmo é bastante utilizado para controle do carrapato do boi, R. microplus, agindo
principalmente sobre larvas e ninfas (MACIEL et al., 2016).

Fémeas em contato com o fluazuron apresentam dificuldade de ingurgitamento e seus
0vos ndo originam larvas viaveis. Ele ndo atua no sistema nervoso do parasito, ele interrompe
o ciclo das formas interferindo na formag&o da cuticula durante o ingurgitamento e muda. Age
principalmente por ingestdo, mas em algumas espécies ele suprime a fecundidade e exibe
toxicidade ovicida e de contato (GHANIM, 2011).

Diversos estudos com relacdo a eficacia e resisténcia de R. microplus aos acaricidas
vém sendo conduzidos no pais. Artigos cientificos foram analisados e estratificados por
estados quanto a presenca de resisténcia no Brasil e demonstraram que ja foi relatada em 15
estados brasileiros a pelo menos uma das bases quimicas usadas para controle de infestacdes
(HIGA, etal., 2015).

Dentro dessa realidade no panorama nacional e internacional do controle quimico,
ficam evidenciadas a importancia e a necessidade de estratégias para otimizar o uso dos
acaricidas a fim de burlar os mecanismos de resisténcia (ANDREOTTI et al., 2019).
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria (LQEPV), do Departamento de Parasitologia Animal (DPA),
Instituto de Medicina Veterinaria (IVV). Todas as dependéncias localizadas na Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), municipio de Seropédica — RJ.

A coldnia utilizada para este experimento faz parte do projeto aprovado pelo Comité
de Etica para o Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA-
UFRRJ) sob a numeracao 092/2014.

3.1 Procedéncia das Fémeas Ingurgitadas

As fémeas ingurgitadas de R. microplus foram coletadas do chdo das baias dos
bovinos infestados artificialmente e mantidos estabulados com alimentacdo de volumoso e
concentrado, e 4gua ad libitum.

Apds serem recolhidas do piso, as fémeas ingurgitadas foram higienizadas em agua
corrente, secas com papel toalha, pesadas, identificadas e acondicionadas em placas de Petri
com temperatura e umidade controladas.

Foram formados dois grupos, cada um contendo 60 carrapatos (peso médio
estabelecido de 250mg por carrapato), sendo um grupo controle (apenas o diluente) e um
grupo tratado (Fluazuron). Foram feitas seis repeticdes de cada grupo para a realizacdo das
analises estatisticas e para as avaliacGes bioquimicas. Para as quantificaces celulares foram
utilizadas 10 fémeas por repeticdo de cada grupo.

3.2 Obtencédo da Formulacéo de Fluazuron

Uma solucdo com 1.000 ppm de Fluazuron foi obtida a partir de diluicdo mae a 5%, ou
seja, apresentava 50.000 pg/mL (50.000 ppm). Para obter a solucdo foram utilizados
Fluazuron 05%, DMSO 40%, acetona 12,5%, Triton 02% e N-metil como diluentes.

Diluente sem acaricida e com agua destilada foi utilizado como controle no teste.

3.3 Exposicédo das Fémeas Ingurgitadas ao Fluazuron 1.000 ppm

A imersdo das fémeas ingurgitadas seguiu o Guia de Manejo Integrado e Controle de
Pragas em Ruminantes, preconizado pela FAO (2004), com as fémeas ingurgitadas mantidas
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imersas em contato com a solu¢do por um minuto. Apos esse tempo elas foram secas em
papel toalha e acondicionadas em temperatura e umidade adequadas (27° C, 80% de
umidade).

3.4 Coleta de Hemolinfa

A hemolinfa foi coletada através de uma perfuracdo da cuticula na parte dorsal do
carrapato com agulha de 0,3mm de didmetro, seguida de uma leve presséo exercida sobre o
carrapato facilitando a drenagem desta. Apos a perfuragdo, com auxilio de um tubo capilar de
vidro (CTech Glass®) de 0,3mm de didmetro acoplado a uma borracha flexivel (ANGELO et
al., 2010), a hemolinfa foi depositada em microtubo, que permaneceu acondicionado em gelo
durante toda a coleta.

Para as avaliagcdes bioquimicas a hemolinfa foi coletada junto a 30ul de coquetel
inibidor de proteases (Inhibit® Sigma-Aldrich) e dosada sem a parte celular. Ja as avaliacdes
celulares foram feitas com hemolinfa fresca recém coletada. Os intervalos de coleta para
avaliacdo bioquimica e celular foram de 24 horas e 48 horas ap6s a imersdo, para ambos 0s
grupos (controle e tratado).

3.4.1 Contagem total de hemacitos

A contagem total de hemdcitos (CTH) foi realizada com hemolinfa fresca recém
coletada, com auxilio de Camara de Neubauer e microscopio optico (Figura 6).
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Figura 6: Hemdcitos de hemolinfa fresca para contagem
em Camara de Neubauer. Aumento de 400x. (Fonte:
LQEPV, 2018)
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3.4.2 Contagem diferencial de hemacitos

Para a identificacdo dos hemdcitos, uma gota de hemolinfa foi colocada diretamente
em lamina de vidro e a partir desta foi confeccionado um esfregaco. O mesmo foi seco ao ar,
fixado em metanol por um minuto e depois corado em solucdo de Giemsa (dilui¢do 9:1) por
aproximadamente 15 minutos. Depois de corado o material foi lavado em &gua destilada para
retirar o excesso de corante e as laminas foram depositadas em estante para secagem natural.

A contagem diferencial de hemdcitos (CDH) foi feita com base na morfologia em
microscopio oOptico através da identificacdo das 100 primeiras células encontradas no
esfregaco corado (SILVA, 2006).

3.4.3 Avaliacdo do metabolismo energético

Para as avaliacGes bioquimicas foi utilizado analisador bioquimico automatizado (A-
15 Biosystems®) com Kits de mesma marca do equipamento. Foram realizadas dosagens de
glicose pelo método de glicose oxidase/peroxidase, proteina total pelo método biureto,
atividade enzimatica de AST pelo método de IFCC sem piridoxal fosfato e de LDH pelo
método piruvato.

3.5 Analise Estatistica

Foi utilizado para as analises estatisticas o programa Bioestat 5.0. Os dados foram
testados quanto a sua normalidade (Shapiro-Wilk) e posteriormente foi realizado o Teste t.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises Bioquimicas

Para as andlises do metabolismo energético foram dosadas a glicose, proteinas totais
(PT) e avaliadas as atividades das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e lactato
desidrogenase (LDH).

Em relacdo as dosagens da concentracdo de glicose houve reducdo significativa ao
longo dos tempos de analise, tanto no grupo controle quanto no grupo fluazuron (Tabela 01).

Tabela 1. Valores médios de Glicose da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus nos tempos de 24 e 48 horas apds o teste de imersdo dos grupos controle e tratado
com Fluazuron.

GRUPOS GLICOSE (mg/dL)

24 horas 48 horas
Controle 58,0 42,0%°
Fluazuron 55,3 40,8 *°

Letras mindsculas referem-se & comparagdo nas colunas entre os tratamentos dentro de cada tempo de avaliagdo
(a e b). Letras maitsculas referem-se a andlise entre as linhas do mesmo grupo de cada parametro avaliado (C e
D); Letras diferentes representam diferenca significativa segundo o Teste t (p<0,05).

No grupo controle no tempo de 24 horas apresentou média de 58,0mg/dL, e foi
reduzida a 42,0mg/dL na analise de 48 horas. As dosagens do grupo fluazuron foram de
55,3mg/dL e 40,8mg/dL nas andlise de 24 e 48 horas, respectivamente.

Moraes et al. (2007) demonstraram, em R. microplus, alteracbes no metabolismo da
glicose no periodo de embriogénese. Os autores relataram reducéo significativa no contetido
de glicogénio nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionario em resposta ao aumento
da celularizagéo.

Os carboidratos sdo a principal fonte de energia utilizada na segmentagéo do embrido
na auséncia de nutrientes exdgenos (CAMPOS et al., 2006). Na primeira fase da
embriogénese as reservas maternas estocadas, principalmente o glicogénio, sdo a principal
fonte energética (MORAES et al, 2007).

Sendo assim, a queda na concentragdo de glicose em ambos os grupos (controle e
tratado) se justifica pelo fato do embrido de R. microplus utilizar a glicose materna para a
obtencdo de energia durante a fase inicial da embriogénese.

O mesmo ocorreu nas avaliacbes de PT (Tabela 2). O grupo controle demonstrou
queda nos valores ao longo do tempo de anélise, de 5,5g/L (24 horas) para 4,6g/L (48 horas).
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No tempo de 24 horas do grupo fluazuron foi obtido o valor de 5,2g/L de PT, demonstrando
queda para 4,4g/L na andlise de 48 horas.

Tabela 2. Valores médios de Proteina Total (PT) da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap6s o teste de imersdo dos grupos
controle e tratado com Fluazuron

GRUPOS PT (g/L)

24 horas 48 horas
Controle 55°% 46
Fluazuron 52°% 4,40

Letras mindsculas referem-se & comparagdo nas colunas entre os tratamentos dentro de cada tempo de avaliagdo
(a e b). Letras maitsculas referem-se a andlise entre as linhas do mesmo grupo de cada parametro avaliado (C e
D); Letras diferentes representam diferenca significativa segundo o Teste t (p<0,05).

A reducdo de proteinas totais em ambos 0s grupos possivelmente é fisiologica, devido
ao periodo de pré-postura e consumo de proteina para a formacdo e maturacdo dos ovos
(SEIXAS et al., 2010).

No presente estudo a atividade enzimética da LDH n&o mostrou alteracéo significativa
nos grupos expostos ao fluazuron comparado ao grupo controle nos dois tempos de analise.

Houve queda da atividade de LDH tanto no controle (de 289,5U/L para 143,8U/L)
quanto no grupo tratado (de 298,8U/L para 155,7U/L) quando comparadas as analises de 24 e
48 horas, respectivamente (Tabela 03).

Tabela 3. Valores médios de Lactato Desidrogenase (LDH) da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap0s o teste de imersdo
dos grupos controle e tratado com Fluazuron

GRUPOS LDH (U/L)

24 horas 48 horas
Controle 289,5 % 143,8
Fluazuron 298,8 *° 155,7

Letras minudsculas referem-se a comparacao nas colunas entre os tratamentos dentro de cada tempo de avaliacéo
(a e b). Letras maiusculas referem-se a analise entre as linhas do mesmo grupo de cada parametro avaliado (C e
D); Letras diferentes representam diferenca significativa segundo o Teste t (p<0,05).
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Baixa atividade de LDH pode indicar uma diminuigdo no metabolismo energético
através das vias oxidativas e consequentemente permitir a adaptagdo ao metabolismo
anaerobico como medida compensatoria para superar o estresse metabolico (NATH, 2000).

Em relagdo a atividade da enzima AST ndo houve alteracdes significativas nos valores
obtidos neste estudo (Tabela 4). Nas analises de 24 horas apresentaram valores de 131,5U/L
(controle) e 118,2U/L (tratado), e nas andlises de 48 horas 136,8U/L (controle) e 102,7U/L
(tratado).

Tabela 4. Valores médios de Aspartato Aminotransferase (AST) da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas apés o teste de imerséo
dos grupos controle e tratado com Fluazuron

GRUPOS AST (U/L)

24 horas 48 horas
Controle 131,5% 136,8
Fluazuron 118,2% 102,7 %

Letras minudsculas referem-se a comparacao nas colunas entre os tratamentos dentro de cada tempo de avaliacéo
(a e b). Letras maitsculas referem-se a andlise entre as linhas do mesmo grupo de cada pardmetro avaliado (C e
D); Letras diferentes representam diferenca significativa segundo o Teste t (p<0,05).

A ndo alteracdo da atividade de AST pode ser explicada pelo tempo em que ocorreram
as coletas e avaliagcOes, podendo este ndo ser suficiente para demonstrar mudancas
significativas. O aumento da atividade de AST é consequéncia do processo de gliconeogénese
durante o catabolismo de amino&cidos, que se acentua no decorrer da embriogénese (GUIZZO
etal., 2012).

Gaudéncio (2016) também ndo observou diferenca estatistica significativa na
avaliacdo dos niveis de AST na hemolinfa de R. microplus durante sua avaliacdo dos efeitos
do fluazuron em fémeas oriundas de bovinos tratados com o ativo, corroborando com 0s
dados aqui observados.

Os dados detalhados estdo demonstrados nas tabelas presentes no Anexo B.

4.2 Quantificagdo Celular

Nas avaliacBes celulares foram feitas contagens do numero total de hemdcitos e
contagem diferencial dos tipos celulares encontrados em esfregaco corado (Figura 6).
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Figura 7: Hemdcitos em esfregaco corado por Giemsa. A — Granuldcito (seta) e
Plasmatocito (cabeca de seta); B — Esferulécito (seta) e Pro-hemacito (cabeca de seta); C -
Granuldcito (seta) e Esferuldcitos (cabeca de seta). Aumento de 1.000x (Fonte: LQEPV,
2018).

4.2.1 Contagem total de hemdcitos

Tanto no tempo de 24 horas (4,86x10%/l) quanto no tempo de 48 horas (2,03x10%/l)
o fluazuron causou reducdo do nimero total de hemdcitos em relagdo a contagem do controle,
8,75x10°/l e 3,49x10%/l, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Contagem total de hemocitos da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas apds o teste de imersdo dos grupos
controle e fluazuron.

GRUPOS CONTAGEM TOTAL DE HEMOCITOS (x10%ul)
24 horas 48 horas

Controle 8,75 3,49 %P

Fluazuron 4,86 °° 2,03

Letras minudsculas referem-se a comparacao nas colunas entre os tratamentos dentro de cada tempo de avaliacéo
(a e b). Letras maitsculas referem-se a andlise entre as linhas do mesmo grupo de cada parametro avaliado (C e
D); Letras diferentes representam diferenca significativa segundo o Teste t (p<0,05).

A reducdo da contagem total de hemdcitos deste estudo revela a capacidade do
fluazuron de imunossuprimir a resposta celular destes artropodes. A queda nas contagens do
grupo tratado foi progressiva também ao longo do tempo e se acentuou de 24 para 48 horas de
avaliacdo (4,86 x10°/ul e 2,03 x10%/l, respectivamente).
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Feitosa et al. (2015) observou, no quinto dia pés infec¢do, queda da contagem total de
hemacitos em Rhipicephalus sanguineus desafiados com Leishmania infantum. Freitas et al.
(2015) ao quantificar os hemacitos de fémeas de R. microplus expostas a Beauveria bassiana,
constatou significativa reducdo das contagens totais do grupo inoculado com a solucdo
fangica em relacdo ao grupo controle.

4.2.2 Contagem diferencial de hemdcitos

Em relacdo a quantificacdo diferencial de hemdcitos no presente estudo, quatro tipos
celulares foram encontrados, sdo eles os pro-hemacitos, plasmatdcitos, granuldcitos e
esferuldcitos. Carneiro e Daemon (1997) caracterizaram os tipos celulares encontrados na
hemolinfa de R. sanguineus em diferentes fases nutricionais e descreveram a presenca de pro-
hemacitos, plasmatocitos, granuldcitos, esferuldcitos, adipohemacitos e oenocitoides.

Plasmatdcitos e granuldcitos sdo descritos como hemacitos responsaveis pela resposta
fagocitaria, nodulacao e encapsulamento na presenca de patdgenos (Pereira et al. 2001).

A diminuicdo nas contagens de granuldcitos no grupo tratado, de 75% para 61% em
24 horas e de 64% para 46% em 48 horas (Tabela 6), e a ndo alteracdo nas contagens de
plasmatdcitos, 04% nos dois grupos em 24 horas e 04% e 05% no controle e tratado,
respectivamente, na analise de 48 horas (Tabela 7), neste estudo, diferem das respostas
celulares apresentadas em estudos com agentes patogénicos, como revela o estudo de SILVA,
et al. (2006), demonstrando que o estimulo gerado a partir do teste de imersdo com o
fluazuron néo acentuou a resposta destas linhagens celulares.

Tabela 6. Quantificagdo média de granuldcitos presentes na hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap0s o teste de imersdo
dos grupos controle e Fluazuron.

GRUPOS GRANULOCITOS (%)

24 horas 48 horas
Controle 75°% 64
Fluazuron 61°° 46 P

Letras mindsculas referem-se a comparagdo nas colunas entre os tratamentos dentro de cada tempo de avaliagdo
(a e b). Letras maitsculas referem-se a analise entre as linhas do mesmo grupo de cada parametro avaliado (C e
D); Letras diferentes representam diferenca significativa segundo o Teste t (p<0,05).
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Tabela 7. Quantificacdo média de plasmatdcitos presentes na hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap0s o teste de imersdo
dos grupos controle e Fluazuron.

GRUPQOS PLASMATOCITOS (%)

24 horas 48 horas
Controle 04 % 04 %
Fluazuron 04 % 05 %

Letras mindsculas referem-se a comparacao nas colunas entre os tratamentos dentro de cada tempo de avaliacéo
(a e b). Letras maitsculas referem-se a andlise entre as linhas do mesmo grupo de cada parametro avaliado (C e
D); Letras diferentes representam diferenca significativa segundo o Teste t (p<0,05).

SILVA, et al. (2006), em seu estudo de avaliacdo da resposta celular de fémeas de R.
microplus apds a inoculacdo de Metarhizium anisopliae e Penicillium sp., descreveu aumento
acentuado de granulécitos apds 72 horas da inoculacdo fungica e que ndo houve diferenca
significativa nas contagens de esferuldcitos entre grupo tratado e controle.

Porém, no presente estudo o fluazuron estimulou a diferenciacdo de hemdcitos do tipo
esferuldcitos, variando de 18% (controle) a 32% (tratado) nas analises de 24 horas, e 29%
(controle) e 47% (tratado) em 48 horas (Tabela 8).

Tabela 8. Quantificacdo média de esferuldcitos presentes na hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas ap0s o teste de imersdo
dos grupos controle e Fluazuron.

GRUPOS ESFERULOCITOS (%)

24 horas 48 horas
Controle 183 29 %
Fluazuron 32°0¢ 47"%P

Letras mindsculas referem-se a comparagdo nas colunas entre os tratamentos dentro de cada tempo de avaliagdo
(a e b). Letras maitsculas referem-se a analise entre as linhas do mesmo grupo de cada parametro avaliado (C e
D); Letras diferentes representam diferenca significativa segundo o Teste t (p<0,05).

Este tipo celular ndo possui funcédo especifica descrita na literatura em relagdo a defesa
celular (LANOT et al., 2001; LAVINE et al., 2002). Pode estar relacionado a renovacao
tecidual, produgdo de proteinas na hemolinfa e transporte de horménios (NEGREIRO et al.,
2004).

As contagens de pré-hemdcitos ndo evidenciaram diferenca estatistica entre 0s grupos
controle (04% e 03%) e fluazuron (03% e 02%) em 24 e 48 horas, respectivamente (Tabela
9).
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Tabela 9. Quantificacdo média de pré-hemocitos presentes na hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos tempos de 24 e 48 horas apés o teste de imerséo
dos grupos controle e Fluazuron.

GRUPOS PRO-HEMOCITOS (%)

24 horas 48 horas
Controle 04 % 03
Fluazuron 03% 02

Letras minusculas referem-se a comparacao nas colunas entre os tratamentos dentro de cada tempo de avaliacéo
(a e b). Letras maiusculas referem-se a analise entre as linhas do mesmo grupo de cada parametro avaliado (C e
D); Letras diferentes representam diferenca significativa segundo o Teste t (p<0,05).

Os pro-hemdcitos, segundo Sonenshine (1991), sdo células das quais todos 0s outros
tipos celulares se diferenciam. Os pro-hemdcitos sdo pouco frequentes na hemolinfa dos
artropodes e representam menos de 5% da populacéo total (MANACHINI et al., 2011).

Os dados detalhados estdo demonstrados nas tabelas presentes no Anexo C.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho € possivel concluir que o fluazuron
ndo foi capaz de causar alteracdes no metabolismo energético.

Ja na contagem total de hemacitos causou reducéo significativa quando comparado ao
grupo controle, em ambos os tempos de coleta.

Nas contagens diferenciais dois tipos celulares sofreram alteragdes ao longo do tempo
de exposicdo, houve reducdo nas contagens de granuldcitos e aumento nas contagens de
esferuldcitos.

O Fluazuron foi capaz de promover alteracbes na dindmica de hemdcitos destes
carrapatos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As avaliacGes bioguimicas empregadas neste estudo ndo mostraram alteragdes no
metabolismo energético dos carrapatos influenciadas pelo fluazuron. Porém, como
demonstrado em literatura, existem alteracGes causadas por reguladores de crescimento em
marcadores do metabolismo energético dos carrapatos em diferentes condi¢cfes. Isso mostra
que é possivel desvendar outras alteragdes na biologia do artrépode que podem levar a
descobertas importantes em relagdo ao seu controle e desenvolvimento de resisténcia.

Foi possivel evidenciar a capacidade do fluazuron em interferir na resposta celular dos
carrapatos promovendo diminuicdo da quantidade total de hemadcitos de forma progressiva
nos tempos de avaliacéo.

Também foi possivel evidenciar sua acdo na resposta imune ao suprimir a
diferenciacdo de hemacitos do tipo granuldcitos e estimular a diferenciacdo de hemacitos do
tipo esferuldcitos nos periodos de 24 e 48 horas de avaliagdo apos exposicao pelo teste de
imersdo de teledginas com fluazuron, abrindo caminho para novas descobertas a cerca da
dindmica hemocitéaria em carrapatos.

Os resultados deste trabalho mostram a importancia do estudo e do conhecimento mais
aprofundado acerca da biologia, metabolismo e resposta imune dos carrapatos, para que assim
novos métodos de controle de infestagcdes sejam desenvolvidos, evitando assim, consequentes
prejuizos econdmicos e em salde.
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8 ANEXQOS

ANEXO A. Dados de andlises bioquimicas de aspartato aminotransferase (AST), glicose,
lactato desidrogenase (LDH) e proteinas totais (PT) na hemolinfa de teledginas de R.

(Boophilus) microplus apds 24 horas e 48 horas de exposi¢do ao Fluazuron.

AST (24 horas)
Controle (U/L) Fluazuron (U/L)
Repeticao 01 142,0 86,0
Repeticdo 02 160,0 133,0
Repetigdo 03 129,0 164,0
Repeticdo 04 172,0 146,0
Repetigdo 05 106,0 104,0
Repeticdo 06 80,0 76,0
Média 1315 118,2

AST (48 horas)

Controle (U/L) Fluazuron (U/L)
Repeticdo 01 128,0 1140
Repeticdo 02 195,0 89,0
Repetigdo 03 109,0 1140
Repetigdo 04 108,0 84,0
Repetigdo 05 119,0 73,0
Repeticdo 06 162,0 142,0
Média 136,8 102,7

GLICOSE (24 horas)

Controle (mg/dL) Fluazuron (mg/dL)
Repeticdo 01 65,0 51,0
Repeticdo 02 62,0 44,0
Repeticdo 03 64,0 66,0
Repeticéo 04 62,0 70,0
Repeticdo 05 52,0 56,0
Repeticdo 06 43,0 45,0
Média 58,0 55,3
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GLICOSE (48 horas)

Controle (mg/dL) Fluazuron (mg/dL)
Repeticao 01 54,0 41,0
Repeticdo 02 43,0 43,0
Repeticdo 03 43,0 38,0
Repeticéo 04 34,0 47,0
Repeticdo 05 38,0 40,0
Repeticdo 06 40,0 36,0
Média 42,0 40,8

LDH (24 horas)

Controle (U/L) Fluazuron (U/L)
Repeticdo 01 238,0 165,0
Repeticao 02 259,0 191,0
Repetigdo 03 173,0 336,0
Repetigdo 04 264,0 204,0
Repetigdo 05 326,0 438,0
Repeticdo 06 477,0 459,0
Média 289,5 298,8

LDH (48 horas)

Controle (U/L) Fluazuron (U/L)
Repeticdo 01 166,0 242,0
Repeticdo 02 135,0 139,0
Repetigdo 03 145,0 188,0
Repetigdo 04 163,0 95,0
Repetigdo 05 123,0 100,0
Repeticdo 06 131,0 170,0
Média 143,8 155,7

PT (24 horas)

Controle(g/L) Fluazuron(g/L)
Repeticdo 01 5,8 5,3
Repeticdo 02 6,3 5,3
Repeticéo 03 5,8 5,2
Repeticdo 04 4,6 4,5
Repeticéo 05 51 6,0
Repeticdo 06 51 5,1

Média 55 52




PT (48 horas)

Controle(g/L) Fluazuron(g/L)
Repeticao 01 5,6 5,8
Repeticdo 02 5,0 4,4
Repeticdo 03 4,1 3,9
Repeticéo 04 4,1 3,7
Repeticdo 05 3,9 3,5
Repeticdo 06 4,6 4,8
Média 4.6 4.4
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ANEXO B. Dados de contagem total de hemocitos (CTH) e contagem diferencial de
hemacitos (CDH) na hemolinfa de teledginas de R. (Boophilus) microplus apds 24 horas e 48
horas de exposi¢do ao Fluazuron.

CTH (24 horas)

Controle Fluazuron

Repeticao 01 163 72
Repeticdo 02 137 100
Repeticdo 03 188 106
Repetigdo 04 210 105
Repeticdo 05 169 102
Repeti¢do 06 183 98
Média 175,0 97,2
Valor final* 8,75(x10%/pl) 4,86(x10%/l)

*Valor corrigido por férmula matematica segundo as instrucdes do fabricante apos a contagem em Camara de Neubauer.

CTH (48 horas)

Controle Fluazuron

Repeticdo 01 80 31
Repeticdo 02 59 40
Repetigdo 03 69 50
Repeticdo 04 65 34
Repetigdo 05 71 49
Repeticdo 06 74 39
Média 69,7 40,5
Valor final* 3,49 (x10°/pl) 2,03 (x10%/ul)

* Valor corrigido por formula matematica segundo as instruges do fabricante ap6s a contagem em Camara de Neubauer

CDH - Prohemocitos (24 horas)

Controle (%) Fluazuron (%)
Repeticdo 01 9 4
Repeticao 02 5 4
Repeticédo 03 1 1
Repeticdo 04 4 4
Repeticdo 05 1 3
Repeticdo 06 1 2
Média 4 3
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CDH - Prohemocitos (48 horas)

Controle (%)

Fluazuron (%)

Repeticdo 01 2 2
Repeticdo 02 3 2
Repeticdo 03 1 3
Repeticdo 04 2 2
Repeticdo 05 4 2
Repeticdo 06 3 2
Média 3 2
CDH - Granuldcitos (24 horas)
Controle (%) Fluazuron (%)
Repeticdo 01 62 62
Repeticao 02 73 47
Repetigdo 03 79 69
Repeticdo 04 80 61
Repetigdo 05 76 68
Repeticdo 06 82 59
Média 75 61
CDH - Granulécitos (48 horas)
Controle (%) Fluazuron (%)
Repeticdo 01 69 30
Repeticdo 02 63 46
Repeticdo 03 39 53
Repeticdo 04 68 48
Repeticdo 05 76 50
Repeticdo 06 70 50
Média 64 46
CDH - Plasmatécitos (24 horas)
Controle (%) Fluazuron (%)
Repeticdo 01 6 3
Repeticao 02 6 2
Repeticédo 03 2 4
Repeticdo 04 1 S
Repeticdo 05 5 3
Repeticdo 06 2 6
Média 4 4
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CDH - Plasmatécitos (48 horas)

Controle (%)

Fluazuron (%)

Repeticdo 01 3 9
Repeticdo 02 6 4
Repeticdo 03 2 1
Repeticdo 04 4 4
Repeticdo 05 5 6
Repeticio 06 6 4
Média 4 5
CDH - Esferuldcitos (24 horas)
Controle (%) Fluazuron (%)
Repeticdo 01 23 30
Repeticao 02 16 47
Repetigdo 03 18 26
Repeticdo 04 15 30
Repetigdo 05 18 26
Repeticdo 06 15 32
Média 18 32
CDH - Esferulécitos(48 horas)
Controle (%) Fluazuron (%)
Repeticdo 01 26 59
Repeticdo 02 28 48
Repeticdo 03 58 43
Repeticdo 04 26 46
Repeticdo 05 15 42
Repeticdo 06 21 44
Média 29 47
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