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RESUMO

O presente estudo avaliou o potencial toxico da selamectina (principio ativo do
antiparasitario Revolution®, Pfizer) sobre fémeas ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus
sanguineus, por meio da elaboracdo de um protocolo em que a CLso do composto foi
determinada (CLso = 452.221ppm). Além disso, analisou-se por meio de técnicas histoldgicas
os efeitos das concentracdes de 50% e 80% do produto comercial sobre o intestino de fémeas
de R sanguineus com 48 horas de alimentacdo, fixadas em coelhos New Zealand White nos
quais aplicou-se topicamente o produto. Os resultados demonstraram que a selamectina
provocou a estratificacdo e posterior desorganizacdo do epitélio intestinal, alterando a
morfofisiologia das células generativas e digestivas dos carrapatos, induzindo-as a morte. No
grupo exposto a 50% as células generativas apresentaram atividade mitdtica acelerada em
funcdo da necessidade da reposicdo celular como resposta a agressdo do produto. Ao
contrario, nos individuos expostos a 80% os processos de divisdo celular ndo foram
observados. Nas células digestivas, no entanto, verificou-se citoplasma contendo granulacdes
escuras, possivelmente resultantes do processo de oxidacdo que ocorreu no limen do
intestino. A taxa de desprendimento das celulas emdire¢do ao limen do intestino foi maior no
grupo exposto a 80%, provavelmente para retirar o composto quimico do sistema do
carrapato. O comprometimento das células generativas (morte celular) afetou a reposicéo
celular do epitélio (formacdo de novas células digestivas), prejudicando a digestdo do sangue,
0 que pode afetar tanto o processo de alimentacdo como o desenvolvimento do carrapato.
Além disso, este estudo mostrou que concentracdes menores que aquelas indicadas pelo
fabricante ja foram suficientes para provocar alteracBes celulares que inviabilizaram a

alimentacdo dos carrapatos.

Palavras chave: histologia, CLso, Revolution®, ixodideos, digestao
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ABSTRACT

This study has evaluated the toxicity potential of selamectin (active principle of the
antiparasitic Revolution®, Pfizer) in engorged female ticks, Rhipicephalus sanguineus, by
elaborating a protocol to determinate the LCso of this compound, which was 452,221 ppm.
Moreover, the effects of 50% and 80% of selamectin concentration on intestine of females
were analyzed by histological techniques. The ticks were removed from their hosts (New
Zealand White rabbits) which the product was applied topically after 48 hours of feeding. The
results have demonstrated that selamectin caused stratification and subsequent disruption in
the intestinal epithelium, changing the morphophysiology of generative and digestive cells,
inducing them to death. In the group treated with 50% the generative cells showed accelerated
mitotic activity due to the need of cell replacement in response to the product aggression.
Instead, individuals in the group treated with 80% the process of cell division were not
observed. In the digestive cells of this group, there were dark granules in cytoplasm, which
probably occurred due to an oxidation process in the intestine lumen. The detachment of the
cells into the lumen was higher in the group treated with 50%, probably to remove the
chemical from the tick organism. The damage that occurred in the generative cells (cell death)
affected the epithelial cell replacement (new digestive cells formation), which impaired the
blood digestion, the feeding process as well the tick development. Furthermore, this study has
showed that lower concentrations than the indicated by the manufacturer were enough to

cause cellular changes which made the tick feeding process unfeasible.

Keywords: histology, LCsp, Revolution®, hard ticks, digestion

Andrea Mendez Araujo
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1. INTRODUCAO GERAL

Os carrapatos sdo artropodes ectoparasitas hemat6fagos obrigatérios que ndo
apresentam divisdes no corpo, tendo a cabeca, o torax e o abddmen fundidos (STORER;
USINGER, 2000).

O grupo dos carrapatos possui individuos de tamanho pequeno ou médio com corpo
achatado e ovalado. Algumas espécies chegam a medir cerca de 3 cm de comprimento.
Apesar de apresentarem um tegumento fortemente esclerotizado, suas dimensdes corporais
aumentam durante o repasto sangiineo no hospedeiro. A regido anterior (cabeca) se diferencia
do resto do corpo por possuir um conjunto de pecas bucais quitinizadas (gnatossoma) (REY,
1973).

Dentre os artrpodes, os carrapatos constituem um dos mais importantes grupos do
ponto de vista medico e veterinario, visto que 0 seu comportamento de parasitismo provoca
lesBes nos hospedeiros, seja pelo processo de repasto sanguineo, seja pela transmissdo de
agentes patogénicos, ou mesmo pelas infeccGes secundarias, como miiases cutdneas ou
paralisia, devido, principalmente a acdo tdxica da saliva. Isto influencia negativamente na
producdo e na consequente comercializagdo de alguns derivados como a carne, 0 Couro e 0
leite (WALL; SHEARER, 1997). Estes individuos sdo ainda vetores de arboviroses,
ricketsioses, espiroquetoses e protozoarios tanto para o homem quanto para animais
domésticos ou silvestres (KAUFMAN, 1989)

A espécie Rnhipicephalus sanguineus esta distribuida em todos os continentes do
planeta, parasitando principalmente o cdo doméstico. Embora tenha se originado na regido
Afrotropical, sua distribuicdo quase que cosmopolita se deve as migragdes humanas pelo
mundo acompanhadas pelo cdo (WALKER et al., 2000).

Por pertencer a familia Ixodidae, 0 R sanguineus apresenta trés formas parasitarias
dentro de seu ciclo de vida: larva, ninfa e adulto, sendo esta ultima a Unica com dimorfismo
sexual. Cada estagio parasita o hospedeiro por alguns dias, se alimentando de sangue
(principalmente), de linfa e de restos tissulares da epiderme e/ou da derme lesada. No final do
periodo parasitario, as larvas e ninfas ingurgitadas se desprendem do hospedeiro e realizam a
ecdise (muda) no solo, processo necessario para que o animal passe para 0s préximos estagios
de vida. As fémeas adultas completamente ingurgitadas, apos realizarem o processo de
repasto sanguineo num periodo de 7 a 8 dias no hospedeiro, se desprendem para fazerem a
postura dos ovos no ambiente (1000 a 3000 ovos) os quais, depois de incubados (algumas

semanas), originam as larvas. Os machos permanecem ainda no hospedeiro por véarios dias ou
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semanas, ndo ingurgitam completamente impedidos pela presenca de um escudo que recobre
seu corpo por completo e podem ainda fecundar varias fémeas neste periodo (LABRUNA,
2004).

Muitas espécies, incluindo, a do R sanguineus, podem viver até mais de um ano sem
se alimentar, além do que resistem a desidratacdo por possuirem o tegumento recoberto por
cera (WALKER, 1994; RUPPERT; BARNES, 1996).

O R sanguineus tem cada vez mais um papel relevante entre as espécies de carrapatos
de importancia mundial. Nos cées, além dos danos diretos, como a anemia (JERNIGAN et al.,
2000), ele e responsavel pela transmissdo de Ehrlichia canis, Babesia canis, Haemobartonella
canis e Hapatozoon canis. Nos humanos esta espécie ainda é vetora de Rickettsia conorii na
Europa e de R rickettsi no Arizona — EUA (BORGES et al., 2007). No Brasil € também
considerada transmissora em potencial deste Ultimo agente, o que vem confirmar a
importancia medico veterinaria destes ectoparasitas. Existem muitos relatos no Brasil de
parasitismo humano por esta espécie (DANTAS-TORRES et al., 2006).

O intestino dos carrapatos € o 6rgdo responsavel por realizar a digestdo do sangue
ingerido, que nesses animais é preferencialmente intracelular. Neste 6rgdo ocorre o primeiro
contato entre as células do carrapato e os componentes do sangue do hospedeiro, bem como é
onde se alojam e se desenvolvem diversos patdgenos que serdo transmitidos aos hospedeiros
(AGBEDE; KEMP, 1985; AGYEI; RUNHAM, 1995). Ele é ainda responsavel pela digestdo
da hemoglobina com consequente liberacdo do seu grupo prostético (heme) que se acumula
em organelas denominadas hemossomos, as quais ja foram anteriormente chamadas de
hematina ou corpos residuais (LARA et al., 2003). Esses grupos heme sdo necessarios para a
sobrevivéncia dos carrapatos, assim como para outros artropodes hematdfagos, pois, além de
participarem de diversas reacfes bioquimicas essenciais, sdo também enviados aos ovécitos
para participar da vitelogénese constituindo-se, assim, fonte de aminoacidos e de energia para
o desenvolvimento do embrido (O’HAGAN, 1974; LARA et al., 2003; GRACA-SOUZA et
al., 2006; ESTRELA et al., 2010).

A digestdo intracelular e o processo de absorcdo gradual de sangue permitem que o
carrapato armazene grande quantidade de alimento, o que lhe garante sobrevivéncia durante
um longo periodo de tempo (1 ano aproximadamente) sem se alimentar, uma vez que o
sangue é rico em aminoacidos, carboidratos, colesterol e nutrientes, possibilitando um longo
jejum (SONENSHINE, 1991).

Andrea Mendez Araujo
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Morfohistologicamente o sistema digestorio dos carrapatos esta dividido em trés
regides: intestino anterior (estomodeu), médio (mesenteron), e posterior (proctodeu), sendo
que o anterior e o posterior sdo derivados da ectoderme e o0 médio, da endoderme (COONS;
ALBERTI, 1999). A maioria dos estudos esta relacionada ao intestino médio por ser a regido
onde ocorre toda a digestdo do sangue (CAPERUCCI et al., 2009).

Durante o processo de digestdo, as células intestinais passam por modificacBes que
variam de acordo com o tempo que o carrapato passa se alimentando no hospedeiro, bem
como com os estagios do ciclo bioldgico do ectoparasita, ou seja, larva, ninfa e adulto
(AGBEDE; KEMP, 1985; COONS et al, 1986; WALKER; FLETCHER, 1987
SONENSHINE, 1991; AGYEIl; RUNHAM, 1995; COONS; ALBERTI, 1999; CAPERUCCI
et al., 2009). Estudos comparativos entre espécies de carrapatos ixodideos ndo mostraram
grandes diferencas na morfologia do intestino dos individuos pertencentes a essa familia,
porém, na literatura, muitas nomenclaturas diferentes podem ser encontradas para as células
intestinais (BALASHOV, 1972; AGBEDE; KEMP, 1985; WALKER; FLETCHER, 1987,
AGYEI; RUNHAM, 1995).

De forma geral, o intestino dos carrapatos apresenta 3 tipos de células diferentes: a)
generativas; b) digestivas e c) secretoras (BALASHOV, 1972; AGBEDE; KEMP, 1985;
WALKER; FLETCHER, 1987; SONENSHINE, 1991; AGYEIl;, RUNHAM, 1995;
CAPERUCCI et al., 2009). Além dos tipos celulares mencionados anteriormente, Agbede,
Kemp, (1985, 1987) afirmaram que no epitélio intestinal encontrar-se-iam as células
basofilicas e, segundo diversos outros autores, células enddcrinas e vitelogénicas também
poderiam ser observadas (COONS; ALBERTI, 1999). Agyei et al. (1991, 1992) sugeriram

que as celulas secretoras descritas por outros autores ainda seriam as células digestivas.

As células generativas sdo células indiferenciadas que possuem forma de clpula e tem
como funcdo dar origem as digestivas e secretoras. (AGBEDE; KEMP, 1985; WALKER;
FLETCHER, 1987). Nao participam da digestdo propriamente dita, porém, acumulam lipideo
em seu citoplasma. S8o observadas nos estigios iniciais de cada instar e na fase de
alimentacdo lenta do carrapato, tendo sua ocorréncia diminuida nos estagios de poés
ingurgitamento (AGBEDE; KEMP, 1985; WALKER; FLETCHER, 1987). N&o possuem
heterolisossomos e apresentam pequenas areas com microvilosidades voltadas para o liumen
do intestino (AGBEDE; KEMP, 1985; WALKER; FLETCHER, 1987). Formam um epitélio
simples ou pseudoestratificado que se encontra apoiado numa membrana basal (CAPERUCCI
etal., 2010).

Andrea Mendez Araujo
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As células digestivas existem em maior niumero no intestino e sofrem modificacdes ao
longo do processo digestivo, caracterizando momentos fisioldgicos diferentes de um mesmo
tipo celular, sendo que esses varios estagios sdo classificados diferentemente dependendo do
autor. Segundo Agyei e Runham (1995), que utilizaram carrapatos R. (Boophilus) micropluse
R apenndiculatus como modelo de estudo, as celulas digestivas seriam subdivididas em:
prodigestiva, digestiva séssil, digestiva séssil residual, digestiva destacada e digestiva
esgotada/vazia, sendo que cada um desses tipos celulares corresponderia a um estagio
fisiologico diferente. Baseando-se, portanto, na classificacdo e descricdo adotadas por Agyei e
Runham (1995), as células prodigestivas seriam mais alongadas do que as generativas e
apresentariam nucleo arredondado e bem corado. Teriam um citoplasma intensamente
basofilico com extenso reticulo endoplasméatico rugoso (RER) e muitas cisternas de Golgi. A
regido apical teria grande quantidade de microvilosidades e a basal da membrana formaria
invaginacOes abrigando grande nimero de mitocondrias. As células prodigestivas quando em
contato com 0 sangue comecariam o0 processo de absorc¢do, transformando-se assim, no
estagio seguinte, o das células digestivas sésseis. Estas sdo descritas como colunares, maiores
que as prodigestivas, e com citoplasma apical se projetando em direcdo ao limen, contudo
ainda mantendo contato com a membrana basal (AGYEI;, RUNHAM, 1995). As digestivas
sésseis residuais tém o citoplasma apical projetado em direcdo ao limen do intestino e pouco
contato com a membrana basal. Também apresentam vacuolizacdo citoplasmatica (AGYEI,
RUNHAM, 1995). As digestivas destacadas, ja se desprenderam da membrana basal e
encontram-se livres no lumen do intestino. Geralmente sdo arredondadas e possuem vacuolos
marcados positivamente para proteinas. Possuem hemossomos corados de amarelo quando
possuem menos grupos heme e de castanho escuro, quando este acimulo € maior. Elas
também apresentam no citoplasma granulos amorfos e heterogéneos e microvilosidades por
toda a superficie livre (AGYEI; RUNHAM, 1995). As digestivas esgotadas/vazias entram em
processo de lise e liberam grupos heme e outros produtos resultantes da digestdo no lumen do

intestino.

Agbede e Kemp (1985), estudando carrapatos da espécie R (Boophilus) microplus
adotaram outra classificacdo para as células digestivas: a) jovens com poucos vaclolos que
reagem positivamente aos lipideos; b) maduras, com vacuolos de diversos tamanhos, c)
esgotadas, com muitos hemossomos e gotas lipidicas, que se desprendem da membrana basal
e sdo eliminadas no lumen ou ainda se rompem e liberam seu conteddo (0s hemossomos).

Ainda 0s mesmo autores afirmaram que existe dois tipos especializados de células digestivas:
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aquelas que realizam a digestdo de leucdcitos e de constituintes soliveis e as que digerem

apenas hemoglobina.

Caperucci et al., (2009), no entanto, estudando carrapatos da espécie Amblyomma
cajenennse, nao classificaram as células digestivas de acordo com seus estagios
morfofisiologicos, mas sim afirmaram que as mesmas liberariam suas secreces de forma
apocrina, as quais auxiliariam na digestdo do sangue. Assim, de acordo com estes autores

haveria no epitélio intestinal células generativas, digestivas e secretoras.

Segundo Agbede e Kemp (1985, 1987), as células secretoras, especificamente, seriam
uma outra classe de celulas polémicas entre os diversos autores. As mesmas seriam
classificadas em dois tipos: 1 e 2. As do tipo 1 localizar-se-iam proximas as digestivas, com
forma variando de colunar a cubica e apresentando microvilosidades no apice em menor
guantidade do que as do tipo 2 e as digestivas. Ndo seriam observadas nas fémeas
ingurgitadas. N&o teriam hemossomos e nem invagina¢fes na membrana basal da célula. Nas
células secretoras do tipo 1 distinguir-se-ia uma fase jovem e outra madura, sendo que a
liberacdo dos granulos (hemolisinas) no limen do intestino dar-se-ia na fase madura. O fato
destas células liberarem esta secrecdo para o lumen permitiria inferir que a digestdo nos

carrapatos também poderia ocorrer extracelularmente (SONENSHINE, 1991).

As células secretoras do tipo 2 seriam observadas somente nas fémeas, e teriam
citoplasma fortemente baséfilo, com gotas lipidicas e depdsitos de glicogénio (AGBEDE;
KEMP, 1985, 1987).

Apesar de, segundo a literatura, as celulas secretoras serem diferentes das digestivas,
alguns autores ainda assumem que elas, na verdade, corresponderiam a um estagio das células
digestivas, que neste momento de observacdo estariam exercendo funcdo secretora (COONS
etal., 1986; SONENSHINE, 1991; AGYEl etal., 1991, 1992)

As células basofilicas sdo descritas como tendo forma piramidal, originarias das
secretoras do tipo 2 depois destas Ultimas terem liberado seus granulos, e com fungdo na
sintese de vitelogenina (AGBEDE e KEMP, 1985).

Finalmente, as vitelogénicas, descritas por Coons; Alberti (1999) seriam observadas a
partir da fase de rapido ingurgitamento tendo maior desenvolvimento quando o carrapato se

desprendesse do hospedeiro.
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Com base nas descricbes acima, fica claro que o epitélio que reveste o intestino dos
carrapatos sofre modificacbes ao longo do processo de alimentacdo destes ectoparasitas,
abrindo a possibilidade de classificar as células segundo o olhar de cada autor. Sonenshine
(1991), por exemplo, separou os periodos de alimentacdo nas seguintes fases: a) jejum; b)
preparatoria; c) alimentacdo lenta (fase de crescimento); d) alimentacdo rapida (rapido
ingurgitmento) e e) pdés alimentacdo. Ja Coons et al. (1986) ndo mencionaram a fase
preparatéria e dividiram o periodo de p6s alimentacdo em duas fases: de pré oviposicao e de

oviposicao.

Diante da diversidade de classificacbes dos tipos celulares, no presente estudo os

autores tomaram como base aquelas realizadas por Caperucci et al. (2010).

Embora haja muita controvérsia com relagdo a morfologia, o intestino dos carrapatos
temsido foco de estudos nas pesquisas relacionadas com controle, principalmente referente ao
desenvolvimento de vacinas, jd& que estas sdo obtidas a partir de proteinas intestinais
especificas, como a Bm86 (LIYOU etal.,, 1996; KONGSUWAN et al., 2010).

A pratica de se realizar o controle de carrapatos com acaricidas teve inicio na década
de 50 e de la até os dias atuais foram utilizados sequencialmente produtos com bases quimicas
em compostos arsenicais, organoclorados, organofosforados, carbamatos, formamidinas e
piretroides. Atualmente, os trés grupos quimicos de acaricidas disponiveis no mercado sdo as
formamidinas, os piretrdides e as avermectinas (LEAL et al., 2003; FREITAS et al., 2007). A
troca dos principios ativos tem sido uma necessidade constante e uma alternativa, devido ao
surgimento de diversos mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos carrapatos como
estratégia de sobrevivéncia (NOLAN, 1985).

Encontram-se na literatura estudos relacionados a acdo desses compostos quimicos
sintéticos em diferentes 6rgdos de carrapatos, como a permetrina e o fipronil em ovarios e
glandulas salivares (OLIVEIRA et al., 2008b; PEREIRA et al., 2009; ROMA et al., 2011),
bem como da ivermectina no tegumento e na musculatura dorsoventral (MONTASSER;
AMIN, 2010). Entretanto trabalhos relacionados a acdo dos diferentes agentes quimicos no

intestino ainda sdo escassos.

As avermectinas sdo importantes anti-parasitarios devido ao seu amplo espectro de
atividade, a alta eficiéncia, a margem de seguranca favoravel e ao Unico mecanismo de acao,

provocando a paralisia muscular (NOVOTNY et al., 2000). Essa paralisia ocorre por meio da
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interacdo das avermectinas com os receptores de GABA (&cido gama-amino butirico) e
glicina, 0 que provoca a abertura dos canais de ions cloreto da membrana celular do sistema
nervoso periférico, aumentando a permeabilidade do mesmo, 0 que provoca uma
desestruturagédo no potencial de acdo de toda membrana celular, inibindo, portanto, o impulso
nervoso (DANAHER et al., 2006).

A selamectina, uma subclasse das avermectinas, € uma lactona macrociclica muito
utilizada nos acaricidas para cdes e gatos domésticos, mostrando-se eficiente quanto ao
resultado desejado (KRAUTMANN e al., 2000; NOVOTNY et al., 2000).

Porém, apesar de se conhecer a acdo bioquimica no sistema nervoso dos carrapatos, e
de haver muitos trabalhos relacionados a efetividade do medicamento quanto a morte do
ectoparasita, pesquisas referentes a atuacdo da selamectina no intestino destes individuos e as

alteragBes morfoldgicas que este provoca nas células sdo inexistentes na literatura.
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2. OBJETIVOS

Desta forma, com base nas informacGes anteriormente apresentadas sobre a grande
utilizacdo da selamectina como acaricida para caes e gatos domeésticos, o presente estudo teve

por objetivos:

a) Avaliar a eficcia da selamectina (principio ativo do acaricida Revolution®,
Pfizer) em fémeas ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus por meio do
desenvolvimento de um protocolo para determinacdo da CLso (concentracdo 50% letal) e
intervalo de confianca a 95%;

b) Descrever as alteracbes morfofisioldgicas (histologia e histoquimica) no
epitélio intestinal de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus alimentadas por 48 horas
em hospedeiros expostos as concentraces de 50% e 80% do produto comercial, por meio da

aplicacéo topica do produto.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Selamectina

Para a realizacdo deste estudo utilizou-se o principio ativo do antiparasitario
Revolution® 12%, produzido pela Pfizer Saude Animal (Guarulhos, Sao Paulo, Brazil), como
fonte de selamectina (C43Hg3sNO11, CAS n°: 220119-17-5).

3.1.2 Carrapatos

As fémeas de R sanguineus, utilizadas nesse estudo foram provenientes da colonia
mantida pelo Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology (BCSTM), da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de Rio Claro, SP, Brasil,
mantidas sob condicbes controladas (80% de umidade, a 28°C e fotoperiodo de 12h) em
estufa BOD.

3.1.3 Hospedeiros

Neste trabalho foram utilizados coelhos New Zealand White provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de
Botucatu, SP, Brasil, com peso médio de 3,0 Kg cada individuo. A confeccédo e fixacdo das
camaras alimentadoras nos hospedeiros, bem como a liberagdo dos carrapatos nas mesmas

ocorreram de acordo com os procedimentos descritos por Bechara et al. (1995).

Para os testes para determinacdo da CLso, foram utilizados um total de 12 coelhos dos
quais foram coletadas fémeas ingurgitadas para realizacdo do teste de imersdo de adultos

(TIA), descrito no item a seguir.

Para realizacdo das analises histoldgica e histoquimica do intestino das fémeas de R
sanguineus foram utilizados 3 coelhos separados em 3 grupos (1 individuo/grupo). No Grupo
Controle (GC) aplicou-se no dorso do hospedeiro apenas agua destilada; no Grupo

Tratamento | (TI) e no Grupo Tratamento Il (TII), aplicou-se a selamectina diluida a 50% e a
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80%, respectivamente. Tais concentragdes foram aplicadas 14h apds a fixacdo dos carrapatos

nos hospedeiros.

Esse projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica No Uso de Animal
(CEUA), UNESP, campus Rio Claro, protocolo n° 3727, Decisdo CEUA n°012/2010.

3.2 METODOS
3.2.1 Teste de Imersdo de Adultos (TIA) em Selamectina

Para determinacdo da CLso da selamectina em fémeas ingurgitadas de R sanguineus
realizou-se o Teste de Imersdo de Adultos através dos bioensaios descritos a seguir, com

posterior analise estatistica.

3.2.1.1 Bioensaio 1

Para determinacdo do intervalo de mortalidade, um primeiro teste foi realizado com as
concentracdes de 89 e 448 ppm. Os valores iniciais de concentracdo foram obtidos diluindo-se
uma ampola de 0.25mL (30mg de selamectina/mL) do antiparasitario em agua destilada.
Foram utilizados dois grupos com 12 fémeas ingurgitadas em cada concentracao, totalizando

24 individuos/concentracdo. O total utilizado nesse bioensaio foi de 48 fémeas.

Antes da imersdo no produto quimico, os carrapatos foram lavados em agua destilada
e secos em papel macio absorvente. Em seguida, cada grupo de 12 fémeas foi imerso na
concentracdo a ser testada, por 5 minutos. O mesmo procedimento foi realizado no grupo
controle, onde a imersdo ocorreu apenas em agua destilada. Apds os 5 minutos, os carrapatos
foram secos em papel macio, colocados em placas de Petri que foram identificadas e cobertas
com filme plastico com pequenos orificios para ventilagdo, onde os carrapatos permaneceram
por um periodo de 7 dias em estufa BOD (28 +1°C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12h),
periodo este estabelecido por Oliveira et al. (2008b) uma vez que o efeito do acaricida ndo é
imediato, levando um tempo maior para comecar a interferir na fisiologia do carrapato. A
acdo deste acaricida, bem como a mortalidade dos ectoparasitas, foi calculada considerando-

se vivas apenas as fémeas que mantiveram a capacidade de locomocéo.
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3.2.1.2 Bioensaio 2

Com base nos resultados obtidos no bioensaio 1, um segundo teste de imersdo foi
realizado com as concentracbes de 526, 341.9, 179.9, 85.4, 42.7 e 21.4 ppm, seguindo 0S
mesmos procedimentos do bioensaio 1. Neste segundo teste foram utilizados dois grupos com
10 fémeas ingurgitadas em cada concentracdo, totalizando 20 individuos/concentracdo. O

total de individuos utilizados nesse bioensaio foide 140 fémeas.

3.2.1.3 Bioensaio 3

De acordo com os dados obtidos no bioensaio 2, novas concentracfes foram
estabelecidas para a realizagdo do bioensaio 3 (800, 400, 200, 100 e 50 ppm), que seguiram 0S
mesmos procedimentos anteriormente descritos. Para cada concentracdo foram utilizados dois
grupos com 7 carrapatos, totalizando 14 individuos /concentragdo. O total utilizado nesse

bioensaio foi de 84 fémeas.

3.2.1.4 Teste Estatistico

Na analise de Probit utilizada para determinagdo CLso, a resposta deve ser binéria, e 0
estimulo é uma variavel explanatoria. No presente estudo, a resposta binaria foi a morte ou a
sobrevivéncia das fémeas ingurgitadas de R sanguineus e a varidvel, as diferentes

concentracdes de selamectina.

Para a analise de Probit utilizou-se o software Polo-PC (LeOra software, 1987) para o
calculo da CLsp, da selamectina em fémeas ingurgitadas de R sanguineus baseado no

intervalo de mortalidade obtido através da realizacao do bioensaio 3.

3.2.2 Intestino de Carrapatos

Os carrapatos alimentados por 48 horas nos hospedeiros dos grupos (GC, Tl e TII)
foram removidos, anestesiados a frio (chogque térmico) e dissecados em placas de Petri
contendo solugdo fisiologica tamponada com fosfato-PBS (NaCl 7.5 g/L, Na;HPO,4 2.38 g/L e
KH;PO4 2.72 ¢g/L) para coleta dos intestinos.
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Os intestinos foram fixados por 24 horas em paraformaldeido 4%, para coloragdo com
hematoxilina e eosina (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) e para técnica do azul de
bromofenol (PEARSE, 1985), foram fixados em mistura aquosa de Bouin para técnica do
PAS (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). Logo ap6s, o material foi transferido para o
tampdo fosfato de sodio onde permaneceu por mais 24 horas. Procedeu-se entdo a
desidratacdo em série crescente de alcool etilico a 70%, 80%, 90% e 95%. Cada banho teve
duracdo de 30 minutos. Em seguida, o material foi embebido em resina Leica por 24 horas e
incluido em moldes plasticos contendo resina Leica mais polimerizador. Posteriormente, 0s

blocos foram seccionados em micrétomo com espessura de 3 um.

3.2.3 Histologia

As laminas contendo as sec¢des do intestino dos grupos de tratamento e do controle
foram coradas pela hematoxilina durante 10 minutos. Depois de reagir com agua por 5
minutos, foram lavadas em &gua corrente. Em seguida foram coradas com eosina aquosa
durante 10 minutos e lavadas emagua corrente novamente.

Apds secagem ao ar livre, em suportes de madeira, as laminas foram mergulhadas
rapidamente em xilol e, em seguida, montadas com Entellan e recobertas com laminula.

As laminas permanentes foram examinadas, analisadas e fotografadas em microscopio
de luz Leica DME/DFC280.

3.2.4 Histoquimica

As técnicas histoquimicas foram realizadas para deteccdo de proteinas (técnica do azul

de bromofenol) e polissacarideos (técnica do PAS).

3.2.4.1 Técnica do azul de bromofenol (PEARSE, 1985)
As laminas foram coradas com azul de bromofenol por uma hora e meia em
temperatura ambiente. Posteriormente foram lavadas com &cido acético 0.5% por 5 minutos e

emagua corrente por 15 minutos e, depois de secas, foram montadas com Entellan.
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3.2.4.3 Técnica do PAS (Acido Periodico Schiff) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
1983)

As laminas foram imersas em acido periodico 0.4% por 10 minutos, lavadas em agua
destilada e coradas com reagente de Schiff por 1 hora no escuro. Em seguida, foram lavadas
3 vezes em agua sulfurosa por 1 minuto cada banho. Apos lavagem por 30 minutos em agua

corrente, as laminas foram secas em temperatura ambiente e depois foram montadas com
Entellan.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos na presente dissertacéo estdo sendo apresentados sob a forma de
dois capitulos, sendo o primeiro composto por um artigo aceito para publicacdo em periodico
internacional especializado na area e o segundo, por um artigo que encontra-se em fase de

preparacao para submiss&o.

Capitulo 1:
Situacdo: Aceito para publicagéo

Titulo do artigo: Determination of the LCso of selamectin (active principle of the
antiparasitic Revolution®, Pfizer) applied on engorged female of the tick Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae)

Autores: ANDREA MENDEZ ARAUJO, Gislaine Cristina Roma, Marcos Aparecido Pizano,
Patricia Rosa de Oliveira, Karim Christina Scopinho Furquim, Maria |zabel Camargo-
Mathias.

Periodico: International Journal of Acarology

Capitulo 2:
Situacéo: Em preparagdo para submisséo

Titulo do artigo: Alteragbes morfolégicas no intestino de fémeas de carrapatos
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) submetidas a acdo da

selamectina (principio ativo do antiparasitario Revolution®, Pfizer).

Autores: ANDREA MENDEZ ARAUJO, Patricia Rosa de Oliveira, Bruno Rodrigues

Sampieri, Karim Christina Scopinho Furquim, Maria Izabel Camargo-Mathias.
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Determination of the LC50 of selamectin (active principle of the

antiparasitic Revolution®, Pfizer) applied on engorged female of the tick
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae)

Andrea Mendez Araujo’, Gislaine Cristina Roma®, Marcos Aparecido Pizano!, Karim

Christina Scopinho Furquim®, Patricia Rosa de Oliveira', Maria |zabel Camargo - Mathias®

LUNESP, Av. 24 A, n1515, Caixa Postal 199, CEP: 13506-900, Rio Claro — SP, Brasil.

Artigo publicado no Periddico: International Journal of Acarology
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RESUMO

Os carrapatos possuem grande importancia médico-veterinaria por transmitirem diversos
patdgenos a seus hospedeiros, inclusive ao homem, além de provocarem neles lesbes
cutdneas, infecgdes secundarias e perda de sangue. A selamectina, uma lactona macrocilica,
vem sendo utilizada como um potente antiparasitario e é comercializada no Brasil na forma
do produto Revolution®, Pfizer. Devido a escassez de informacGes sobre a forma de atuacédo
deste composto quimico na fisiologia de carrapatos, este estudo traz uma analise do potencial
toxico da selamectina em fémeas ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus. Para o
estudo da toxicidade da selamectina realizou-se o teste de imersdo de adultos (TIA), no qual
os individuos foram expostos a diferentes concentrages do composto quimico. A
porcentagem de fémeas mortas foi analisada pelo Probit para determinacdo da Clsg
(concentragcdo letal 50%) da selamectina. Os bioensaios mostraram que carrapatos R
sanguineus sdo sensiveis ao composto quimico selamectina e a CLs foi determinada no valor
de 451.221 ppm. Este estudo propds um protocolo para determinacdo da CLso da selamectina
que podera contribuir para futuras pesquisas relacionadas a toxicidade de outros produtos

quimicos utilizados no controle de carrapatos

Palavras chave: acaricida, tempo de exposicéo, teste de imersdo, toxicidade, selamectina
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Ticks have great medical and veterinary importance because they transmit several pathogens to their hosts, including humans;
moreover, they cause skin lesions and favour secondary infections and blood loss. Selamectin, a macrocyclic lactone, has been
used as a potent antiparasitic and is commercialized in Brazil as a product called Revolution® manufactured by Pfizer Animal
Health (Guarulhos, Sao Paulo, Brazil). There is little information on the method of action of this chemical compound on tick
physiology so this study presents an analysis of the toxic potential of selamectin on engorged females of the tick Rhipicephalus
sanguineus. For the toxicity study of selamectin, the adult immersion test was performed, in which individual ticks were
exposed to different concentrations of the chemical compound. The percentage of dead females was submitted to probit
analysis to determine the median lethal concentration (LCsy) of selamectin. Bioassays showed that R. sanguineus females
are sensitive to the chemical compound and the LCsy was 451.221 ppm. This study proposes a protocol for determining the
LCs, which will contribute to future research related to the toxicity of other chemical products that are used for tick control,
as well the chemical compounds’ effect on these parasites, showing that lower concentrations than those originally traded is
sufficient to kill these ectoparasites, providing a better conservation to the environment and to non-target organisms.

Keywords: acaricide; exposure time; immersion test; toxicity; selamectin

Introduction

Ticks are obligatory arthropod ectoparasites and have great
medical and veterinary importance because they transmit
several pathogenic agents to their hosts, including humans
(Dantas-Torres 2010). The dog tick Rhipicephalus san-
guineus, commonly known as brown or red tick, has a
worldwide distribution and is responsible for the transmis-
sion of Hepatozoon canis, Ehrlichia canis, Babesia vogeli,
Rickettsia conorii and Rickettsia rickettsii (Dantas-Torres
and Otranto 2011), besides causing blood losses (Dantas-
Torres et al. 2006) and favouring secondary infections and
skin lesions (Oliveira et al. 2011).

Currently, the most widely used method to control
these ectoparasites, as well as other invertebrate vectors
of diseases, is by using chemical compounds (Roma et al.
2009), which have demonstrated high efficiency, especially
when linked with the knowledge of the life cycle and
behaviour of the ectoparasites (Fisher and Shanks 2008);
nevertheless, they have great consequences on non-target
organisms.

Among the chemicals currently used in the control of
these ectoparasites is selamectin, a macrocyclic lactone
that belongs to the avermectin group, being structurally

similar to doramectin. This compound acts in the peripheral
nervous tissue of the ectoparasite, causing paralysis by
opening the chloride ion channels, which entails the dis-
ruption of the membrane potential system (Novotny et al.
2000; Birke et al. 2009).

The toxicity of a chemical substance is identified by
acute toxicity tests, which determine the median lethal con-
centration (LCsp) and median lethal dose (LDsy) (Garcia
et al. 2005; Seidle et al. 2010). The LCsq is the concen-
tration of a chemical substance that when applied to the
environment of a target population causes the death of 50%
of the exposed individuals whereas the LDsy is the dose of
a chemical compound that is also able to cause the death of
50% of the exposed organisms (Seidle et al. 2010; Oliveira
etal. 2011).

Selamectin [the active principle of Revolution®, pro-
duced by Pfizer Animal Health (Guarulhos, Sdao Paulo,
Brazil)] is widely used as an antiparasitic and has high
efficacy in the control of endoparasites and ectoparasites
(Jernigan et al. 2000; Novotny et al. 2000; Birke et al. 2009;
Farmaki et al. 2009). This study describes for the first time
the protocol of laboratory procedures to determine the LCsg
of this chemical compound on engorged females of the tick
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R. sanguineus, using immersion tests (Roma et al. 2009;
Oliveira et al. 2011).

Moreover, this study may serve as the basis for future
research with other chemical products and other biological
models, because it will help in the establishment of the
potency of the chemical substances, contributing, therefore,
to the improvement of methods of controlling pests such
as ticks.

Materials and methods
Ticks

Engorged females of R. sanguineus from the colony
maintained by the Brazilian Central of Studies on Ticks
Morphology (BCSTM), at the Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus
of Rio Claro, SP, Brazil, were used in this study. The
females were selected with the help of a stereomicroscope
(Motic SMZ 168 TL, Hong Kong, China), and only ticks
with no visible malformations or damage were considered
viable. These individuals did not have previous contact
with any acaricide or with the hosts used. The infesta-
tion process for the feeding of the ticks was performed
in New Zealand white rabbits, according to the procedures
previously described (Bechara et al. 1995).

This project was approved by the Comité de Etica no
Uso de Animal (CEUA), UNESP, Campus of Rio Claro,
protocol no. 3727, Decision CEUA 1n0.012/2010.

Selamectin

The selamectin (C43Hg3NO;;, CAS no.: 220119-17-5) used
in the immersion tests was the compound contained in the
antiparasitic Revolution® 12%, produced by Pfizer Animal
Health.

Adult immersion test
Bioassay 1

For determination of the mortality interval, the first test
was performed with the concentrations of 89 and 448 ppm.
The initial concentration values were obtained by diluting
an ampoule of 0.25 mL (30 mg of selamectin/mL) of the
antiparasitic in distilled water. Two groups of 12 engorged
females each were used in each concentration, totalling
24 individuals per concentration. A total of 48 females were
used in this bioassay.

Before immersion in the chemical product, the ticks
were washed in distilled water and dried on soft paper tow-
els. Then, each group of 12 females was immersed in the
concentration to be tested for 5 minutes. The same pro-
cedure was performed for the control group, where the
immersion occurred only in distilled water. After 5 min-
utes, the ticks were removed, dried on soft paper and
placed in Petri dishes covered with plastic film with small
holes for ventilation. The ticks remained in the dishes
for a period of 7 days in a BOD incubator(Eletrolab EL

202, Sao Paulo, SP, Brazil) (28 £+ 1°C, 80% humidity
and photoperiod of 12 hours). This period was previously
established by Oliveira et al. (2008) because the effect of
the acaricides cannot be detected immediately as a longer
period is required to interfere or not in the physiology of
the tick.

The results of this bioassay are shown in Table 1.
The action of this acaricide, as well as the mortal-
ity of these ectoparasites, was calculated considering
as alive only those females that maintained locomotive
ability.

Bioassay 2

Based on the results obtained in bioassay 1, the second
immersion test was carried out with the concentrations 526,
341.9, 179.9, 85.4, 42.7 and 21.4 ppm, following the same
procedures of bioassay 1. In this second test, two groups
with 10 engorged females were used in each concentra-
tion, totalling 20 individuals per concentration. A total of
140 females were used.

After 7 days in the BOD incubator and based on the pre-
viously used criteria, the number of dead engorged females
was counted and is given in Table 2.

Table 1. Bioassay 1.

Total no. of No. of % of

Concentration individuals dead dead®
448 ppm 24 17 70.8

89 ppm 24 7 29.1

Control (distilled water) 24 0 0

Notes: AIT, adult immersion test.

2Percentage of dead engorged females of Rhipicephalus sanguineus
exposed to different concentrations of selamectin (test group) by the
AIT. The individuals of the control group were immersed only in dis-
tilled water by the same procedures (AIT). Different concentrations of
selamectin were obtained by diluting an ampoule of 0.25 mL (30 mg of
selamectin/mL) of the antiparasitic Revolution® 12%, Pfizer, in distilled
water.

Table 2. Bioassay 2.

Total no. of No. of % of

Concentration individuals dead dead®
526 ppm 20 15 75
341.9 ppm 20 4 20
170.9 ppm 20 4 20
85.4 ppm 20 2 10
42.7 ppm 20 1 5
21.4 ppm 20 0 0
Control (distilled water) 20 0 0

Notes: AIT, adult immersion test.

2Percentage of dead engorged females of Rhipicephalus sanguineus
exposed to different concentrations of selamectin (test group) by the
AIT. The individuals of the control group were immersed only in dis-
tilled water by the same procedures (AIT). Different concentrations of
selamectin were obtained by diluting an ampoule of 0.25 mL (30 mg of
selamectin/mL) of the antiparasitic Revolution® 12%, Pfizer, in distilled
water.
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Bioassay 3

According to the data derived from bioassay 2, new con-
centrations were established for the completion of bioassay
3 (800, 400, 200, 100 and 50 ppm), which followed the
same procedures previously described for the other bioas-
says (Table 3). For each concentration, two groups of seven
individuals were used, totalling 14 individuals per concen-
tration. A total of 84 females were used in this bioassay.

The performance of several bioassays with concentra-
tions within a wide concentration interval was necessary
to establish precise results of the LCsg, because the deter-
mination of this concentration is indispensable for the
establishment of a mortality interval that can vary between
0% and 100%. In this study, this interval varied between
0% and 75%. Based on these data, the probit analysis was
performed.

Probit analysis

The probit analysis was used to quantify the response of
a living organism to an applied stimulus. In this analysis,
the response must be binary, and the stimulus is a sin-
gle explanatory variable (Haddad 1998). In this study, the
binary response was the death or survival of the engorged
females of R. sanguineus and the variable was the different
concentrations of selamectin.

For the probit analysis the software POLO-PC (LeOra
Software 1987) was used to calculate the LCsy of
selamectin on engorged females of R. sanguineus based
on the mortality interval obtained by the performance of
bioassay 3 (Table 4).

Results

Analysing the data obtained in bioassays 1, 2 and 3, it was
clearly observed that R. sanguineus ticks are sensitive to the
chemical compound selamectin; however, the percentage of
death did not assume an increasing pattern with increasing
concentrations of the acaricide.

In the tests, 75% tick death was obtained at the 526 ppm
concentration and mortality was 0% at the 21.4 ppm dosage

Table 3. Bioassay 3.

Total no. of No. of % of

Concentration individuals dead dead?
800 ppm 14 9 64
400 ppm 14 6 43
200 ppm 14 5 36
100 ppm 14 3 21
50 ppm 14 2 14
Control (distilled water) 14 0 0

Notes: AIT, adult immersion test.

2Percentage of dead engorged females of Rhipicephalus sanguineus
exposed to different concentrations of selamectin (test group) by the
AIT. The individuals of the control group were immersed only in dis-
tilled water by the same procedures (AIT). Different concentrations of
selamectin were obtained by diluting an ampoule of 0.25 mL (30 mg of
selamectin/mL) of the antiparasitic Revolution® 12%, Pfizer, in distilled
water.
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Table 4. Results of the probit analysis of bioassay 3.

Median lethal concentration 451.2 ppm; limits

(LCso) 241.488-2430.426
Regression equation y=(-3.084+5)+
1.16 log x

t-Ratio (slope) 2.9606426
Slope 1.162 £ 0.392
x? 0.2096
Estimation of the confidence 0.43825

interval g (0.95)
Degrees of freedom 3
Heterogeneity 0.07

Notes: LCsg, median lethal concentration.

The software Polo-PC was used to calculate the LCsy of selamectin
on engorged females of R. sanguineus based on the mortality interval
obtained from bioassay 3.

as well as in the control group, as expected. The bioassays
did not reach 100% mortality, but this does not make the
results impracticable because for the establishment of LCs
it is only necessary to have a mortality level in which 50%
of the individuals tested are dead.

The individuals unable to move (considered dead) pre-
sented only reflexes in the legs when stimulated by the
touch of a brush or tweezers; these events caused the
detachment of the ectoparasite from the host and, conse-
quently, its death. The females that remained alive, and
capable of movement, roamed in the Petri dish in a slower
and disoriented way in relation to those of the control group
during the period of observation.

Data obtained from bioassay 3 were submitted to the
probit analysis by the software POLO-PC, where an LCs of
451.221 ppm (limits 241.488-2430.426 ppm) was obtained
with the regression equation y = (-3.08 + 5) + 1.16 log x
(Table 4).

Discussion

This study presents the first results concerning the action
of different concentrations of the antiparasitic Revolution®
12%, Pfizer, the active principle of which is selamectin,
on engorged females of the tick R. sanguineus, as well
as the description of laboratory procedures to determine
the LCsy of this chemical compound to establish its toxic
potential.

Selamectin is a product that is highly effective in
the control of endoparasites and ectoparasites because it
has a broad action spectrum, high potency and known
mechanism of action (Novotny et al. 2000). This com-
pound causes the chloride ion channels in the cells (post-
synaptic neurons) of the target organism to open; this
permeability causes a significant change in the membrane
potency, decreasing the transmission of the nerve impulses,
which, progressively, leads to the death of the ectopara-
site (Danaher et al. 2006). This information corroborates
the study of Danaher et al. (2006) because many individ-
uals exposed by them to selamectin presented only slow
reflexes when stimulated by touch and had impairment of
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locomotion, which began to occur in a slower and more
disoriented way.

In this study the performance of different bioassays
allowed us to show discrepancies in the percentages of
mortality when the results were compared. These results
explain the physicochemical characteristics of the active
principle, which are not well established in the available
literature.

One of the factors that could be interfering in the pro-
portion of deaths of the ectoparasites would be the exposure
period of the individuals to selamectin. In this sense, Roma
et al. (2009) established that time would be the critical
parameter in an immersion bioassay. Sabatini et al. (2001)
tested ticks exposed to different periods in macrocyclic
lactones and obtained increasing percentages of mortal-
ity in relation to the increasing exposure time. However,
the authors verified that there were no differences when
the individuals were exposed for 30 and 60 minutes. Still
according to Roma et al. (2009), the exposure time would
vary based on the type of chemical compound tested and
its respective toxic classification. Hence, the more toxic
the chemical compound, the shorter the exposure time
required. Roma et al. (2009) established, for permethrin,
that the immersion time for a tick should be 5 minutes
because of the moderately toxic classification of this prod-
uct. Oliveira et al. (2011) in another study determined the
period of 2 minutes for immersion of ticks in fipronil,
because this product is classified as highly toxic. In this
sense, selamectin presented a toxic potential similar to per-
methrin and it was established here that the ideal time of
immersion of ticks would be 5 minutes.

Based on the results obtained, it was inferred that the
solubility of the chemical compound may also have inter-
fered in the results of this study. According to the literature,
macrocyclic lactones are not soluble in water and because
of this many studies using lactones are performed diluted in
ethanol 4 Triton X-100 and then in distilled water (Sabatini
et al. 2001; Klafke et al. 2006; Perez-Cogollo et al. 2010).
On the other hand, Sabatini et al. (2001) showed that for
cydectin and commercial avomec (lactones) the dilution
medium would not interfere in the efficacy of the chemi-
cal product, that is, the results would be practically the same
for dilution in water and in ethanol + Triton X-100. For this
reason and because other authors (Silva et al. 2009) found
dead individuals in the control group (immersed in ethanol,
hexane and ethyl acetate), the solvent used in this study was
distilled water.

The data derived from bioassay 3 were submitted to
the probit analysis and it was verified that the value of
%2 (0.2096) was not significant, showing that the data had
adjusted to the probit model. Hence, based on these find-
ings, it was possible to establish the LCsq of selamectin on
engorged females of R. sanguineus —451.221 ppm.

Comparing the results with other compounds used in
previous studies performed by other authors, selamectin
presented a value of LCsy lower than that of permethrin
(LCsp = 2062) (Roma et al. 2009), but higher than that
of fipronil (LCsy = 9.647) (Oliveira et al. 2011), avomec

(LCsop = 1.3 ppm) (Sabatini et al. 2001) and cydectin
(LCsp = 0.2 ppm) (Sabatini et al. 2001), showing that this
product has toxic potential slightly lower than the other two
mentioned macrocyclic lactones.

This higher value of LCsy in comparison with other
macrocyclic lactones showed that selamectin, although it
should be applied in the highest concentrations to obtain
a more effective control of ticks, is effective against these
ectoparasites and also has the advantage of being less toxic
to the host (Novotny et al. 2000) and to the environment
when compared with other acaricides, because the lower the
value of LCs( the more toxic the chemical product; besides
this article shows that lower concentrations than originally
traded are also lethal to the ticks.

Conclusion

This study brought information that contributed to a bet-
ter understanding of the vulnerability of engorged females
of R. sanguineus when exposed to selamectin, as well as
showed the toxic potential of this chemical compound when
ticks were exposed to it by the establishment of the LCs,
which was 451.221 ppm. This article also shows that lower
concentrations than the originally produced are enough to
kill the ticks, which means less damage to the hosts and
the environment. The protocol suggested is easy to per-
form, cheap and very efficient in toxicity study, being an
important tool for the study of tick control.
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RESUMO

Este estudo demonstrou a a¢do da selamectina em intestinos de fémeas de carrapatos
Rhipicephalus sanguineus com 48 horas de alimentacdo. Para tanto, diluiu-se o produto
comercial em agua destilada obtendo-se concentracfes de 50% e 80%. Essas diluicdes foram
aplicadas no dorso dos hospedeiros (“pour on”) dos grupos tratamento | e Il (TI e TII),
respectivamente. No grupo controle aplicou-se somente agua destilada. A selamectina
provocou estratificacdo e desorganizacdo do epitélio intestinal, alterando a morfofisiologia
das células generativas e digestivas, induzindo-as a morte. No grupo Tl (50%) as células
generativas apresentaram aumento da atividade mitotica para provavel reposicdo celular em
resposta a agressao do produto. No grupo TII (80%) as mitoses ndo foram detectadas, porém
observou-se um grande acUmulo de células digestivas no lumen do intestino, contendo
granulacbes amarronzadas, possivelmente resultantes do processo de oxidagcdo das mesmas.
Observou-se mais células digestivas no lumen do intestino do grupo TIlI as quais se
desprenderam da membrana basal, provavelmente para retirar o composto quimico do sistema
do carrapato (detoxificagdo). O comprometimento das células generativas (morte celular)
afetou a reposicédo celular do epitélio (formagdo de novas células digestivas), o que prejudicou
a digestdo do sangue, o processo de alimentacdo e o consequente desenvolvimento do
carrapato. Além disso, este estudo mostrou que concentracdes menores que aquela indicada
pelos fabricantes do produto comercial ja foram suficientes para causar alteragdes celulares

drasticas inibindo a viabilidade dos carrapatos expostos.

Palavras chave: ixodidios, diluicdo, células intestinais, morte celular, digestdo.
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1. INTRODUCAO

Dentre os artropodes, 0s carrapatos constituem um dos mais importantes grupos do
ponto de vista médico e veterinario, pois sdo responsaveis pela transmissdo de agentes

patogénicos a seus hospedeiros, inclusive para o0 homem (DANTAS-TORRES, 2010).

O intestino dos carrapatos € o 6rgao responsavel por realizar a digestdo do sangue, que
nesses animais é preferencialmente intracelular. Este 6rgdo digere a hemoglobina e libera o
Seu grupo prostético, o grupo heme, que se acumula em organelas denominadas hemossomos,
ou anteriormente chamada de hematina ou ainda de corpos residuais (LARA et al.,, 2003).
Esses grupos heme sdo necessarios a sobrevivéncia dos carrapatos, assim como de outros
artropodes hematofagos, pois além de participarem de diversas reacGes bioquimicas
essenciais, sdo também enviados aos ovocitos para participar da vitelogénese constituindo-se,

assim, fonte de aminoacidos e de energia para o desenvolvimento do embrido (O’HAGAN,
1974; LARA et al., 2003; GRACA-SOUZA et al., 2006; ESTRELA etal., 2010).

Somando-se a isso, 0 intestino dos carrapatos € um local onde se alojam e se
desenvolvem diversos patdgenos os quais serdo oportunamente transmitidos aos hospedeiros
(AGBEDE; KEMP, 1985; AGYEI; RUNHAM, 1995).

Segundo a visdo de diversos estudiosos a descricdo morfologica do intestino dos
carrapatos é controversa, visto que cada um tem um critério proprio para estabelecer quais sdo
os tipos celulares encontrados, porém as descricOes realizadas tém sugerido que, na verdade, a
grande variacdo seria apenas na identificacdo de diferentes estagios fisioldgicos de um mesmo
tipo celular. Desta forma, trés tipos celulares basicos (generativas, digestivas e secretoras)
seriam encontrados no intestino. Nos individuos em jejum que se fixam no hospedeiro, e ai
terdo seu primeiro contato com o sangue, as células generativas, as quais formam um epitélio
simples, ou pseudoestratificado (CAPERUCCI et al., 2009), se diferenciam em digestivas e
secretoras. As células digestivas terdo a funcdo de absor¢do do sangue (por endocitose) que se
acumulard em endossomos para posteriormente ser digerido via fusdo destes com vesiculas
lisossomais. Conforme a digestdo vai ocorrendo, residuos do processo digestivo vao
gradativamente se acumulando no citoplasma até que sejam liberados por meio de exocitose,
lise da célula ou desprendimento da propria célula da membrana basal, permanecendo, depois
disso, livres no limen (AGBEDE; KEMP, 1985; COONS et al, 1986; WALKER,;
FLETCHER, 1987; SONENSHINE, 1991; AGYEI; RUNHAM, 1995; COONS; ALBERTI,
1999; CAPERUCCI et al., 2009).
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O uso de acaricidas sintéticos € atualmente muito empregado como método de
controle da populacdo de carrapatos e, por este motivo a troca dos seus principios ativos
torna-se uma necessidade constante devido ao surgimento de diversos mecanismos de

resisténcia desenvolvidos pelos carrapatos como estratégia de sobrevivéncia (NOLAN, 1985).

A selamectina, uma lactona macrociclia pertencente ao grupo das avermectinas, é
utilizada no controle de endo e de ectoparasitas (DANAHER et al.,2006) sendo o
Revolution®, produto produzido pela Pfizer, uma das formas comerciais deste composto
quimico. A literatura registra que a selamectina atua no sistema nervoso dos carrapatos
impedindo a transmissdo de impulsos nervosos, o que provoca paralisia muscular levando,
portanto, o individuo a morte (PIPANO, 2003; DANAHER et al., 2006; DELAYTE et al.,
2006), porém, estudos relacionados a acdo da selamectina em outros 6rgdos vitais desses
ectoparasitas sdo escassos na literatura. Desta forma, este trabalho teve por objetivo analisar
as alteracBes que concentracbes de 50% e 80% da selamectina contida no produto comercial
provoca nas células do intestino de fémeas de carrapatos R sanguineus, com 48h de

alimentacéo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL
2.1.1 Carrapatos

As fémeas de Rhipicephalus sanguineus utilizadas nesse estudo foram provenientes da
coldnia mantida pelo grupo Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology (BCSTM), da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de Rio Claro,
SP, Brasil, mantidas sob condi¢des controladas (80% de umidade, a 28°C e fotoperiodo de
12h) em estufa BOD.

2.1.2 Selamectina

A selamectina (C43Hs3sNO1; CAS n°: 220119-17-5) utilizada para realizacdo deste
estudo foi obtida a partir do antiparasitario Revolution® 12%, para animais pesando de 2.6 a
5.0 Kg. Assim, uma ampola de 0.25mL (120mg de selamectina/mL) do antiparasitario foi
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adicionada em agua destilada para obtencdo das diluicdes de 50% e 80%. Essas diluicGes
foram aplicadas no dorso dos hospedeiros virgens de infestagdo dos grupos tratamento | e 1l

(TI eTll), respectivamente, na regido anterodorsal (aplicagéo topica).

2.1.3 Hospedeiros

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados 3 coelhos New Zealand White
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), campus de Botucatu, SP, Brasil, pesando, em média, 3.0 Kg cada. Os coelhos
foram separados em 3 grupos (1 individuo/grupo). No Grupo Controle (GC) aplicou-se no
dorso do hospedeiro apenas agua destilada, no Grupo Tratamento | (Tl) e no Grupo

Tratamento Il (TII), aplicou-se a selamectina nas diluicdes de 50% e a 80%, respectivamente.

2.1.4 Infestacao

Em cada hospedeiro foram liberados 25 casais de carrapatos/camara alimentadora, que
foi confeccionada e fixada segundo a descrigdo de Bechara et al., (1995). Apos a fixacdo dos
ectoparasitas aplicou-se a agua destilada e as diluices da selamectina conforme os
procedimentos descritos anteriormente. Ao completar 48h de alimentacdo as fémeas de
carrapatos foram removidas, anestesiadas por choque térmico e dissecadas em solucao
fisiologica (NaCl 7.5¢/L, Na,HPO4 2.38 ¢/L e KH,PO,4 2.72 g/L) para remocao do intestino.

Esse trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica No Uso de Animal
(CEUA), UNESP, campus Rio Claro, protocolo n° 3727, Decisdo CEUA n°012/2010.

2.2 METODOS

Os intestinos de 5 fémeas de cada uma das situacdes de estudo foram removidos e
fixados por 24 horas em paraformaldeido 4%, para coloragdo com hematoxilina e eosina
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) e para técnica do azul de bromofenol (PEARSE, 1985).
Para técnica do PAS, os mesmos foram fixados em mistura Bouin aquoso (JUNQUEIRA,;
JUNQUEIRA, 1983). Logo apés a fixacdo, o material foi transferido para o tampéo fosfato de
sodio onde permaneceu por mais 24 horas. Procedeu-se entdo a desidratagcdo em série
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crescente de alcool etilico a 70%, 80%, 90% e 95%. Cada banho teve duracdo de 30 minutos.
Em seguida, o material foi embebido em resina Leica por 24 horas e incluido em moldes
plasticos contendo resina Leica mais polimerizador. Posteriormente, os blocos foram

seccionados em micrGtomo com espessura de 3 um.

3. RESULTADOS
3.1 Grupo Controle (GC)

Os resultados obtidos demonstraram que nos individuos do GC o intestino esta
revestido externamente por uma fina camada muscular e internamente por epitélio simples
cubico a colunar, o qual encontra-se apoiado em uma membrana basal (Fig. 1 A-C; 2 A, B).
Neste epitélio sdo encontradas as células generativas, as quais dardo origem as digestivas (Fig.
1 A-C). As células generativas apresentam nucleo arredondado, com cromatina condensada e
citoplasma basofilo (Fig. 1 A), reagindo fortemente quando submetido ao azul de bromofenol
(Fig. 2 A) e ainda apresentando granulacbes moderadamente positivas para o PAS (Fig. 2 B)
(Tabela 1). Sdo também observadas figuras mitoticas na camada de células generativas (Fig. 2
A).

As células digestivas, originarias das generativas, apresentam diferencas morfoldgicas
a medida que a digestdo ocorre (Fig. 1 C). Estas células irdo se destacar do epitélio,
aumentando de tamanho, projetando-se para o limen intestinal e posteriormente destacando-
se da membrana basal (Figs. 1 C; 2 A). Na histologia, estas células apresentam o citoplasma
repleto de granulos baséfilos e o seu limite celular torna-se mais evidente. A analise
histoquimica detectou que o contetdo citoplasmatico destas células apresenta variacdo na
intensidade de marcacdo pelo azul de bromofenol, a qual ocorre desde fortemente positiva até
negativa a técnica (Fig. 2 A). E observada também escassa granulagio que reage fraca ou
moderadamente ao PAS (Fig. 2 B) (Tabela 1).

No limen do intestino, além de células digestivas destacadas da membrana basal,

também encontram-se fragmentos de nucleos (Fig. 1 B, C).
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3.2 Grupo Tratamento I (T1 -50%b).

Neste grupo o epitélio intestinal comeca a sofrer estratificacdo acompanhada de
desorganizacdo, antes ndo observadas nos individuos do grupo GC (Fig. 1 D-F). Nota-se
também que a membrana basal que sustenta o epitélio destaca-se do mesmo formando um
grande espaco vazio (Fig. 1 D, E).

As células generativas, na maioria cubicas, apresentam vacuolizacdo citoplasméatica e
nucleos variando de menos condensados a picnoticos (Fig. 1 D-F). Os limites celulares ja ndo
sdo tdo evidentes, principalmente nas células generativas. O citoplasma destas células
apresenta diminuicdo na intensidade de marcacdo para o azul de bromofenol em relagcdo ao
grupo GC, se tornando medianamente positivo a esta técnica (Fig. 2 C). No entanto, este teste
deixa clara a presenca de ndcleos picnoticos. Também é observada maior marcacdo para o
PAS na granulacdo citoplasmatica (Fig. 2 D) (Tabela 1). Neste grupo séo encontradas figuras

mitoticas com maior freqiéncia do que no grupo anterior (Fig. 2 C).

Nas células digestivas observa-se vacuolizacdo citoplasmatica e nota-se que as
mesmas mantém o padrdo de marcacdo para proteinas descrito para o grupo GC (Fig. 2 C).
Nestas células tambem sdo observados granulos citoplasmaticos que reagem moderadamente
ao PAS (Fig. 2 D) (Tabela 1). Além disso, observam-se células digestivas parcial ou

totalmente preenchidas por granulagdo amarelada/amarronzada (Fig. 2 C).

3.3 Grupo Tratamento 11 (TII —80%b).

Neste grupo o epitélio intestinal é simples (Fig.1 G-1), sendo que a membrana basal

também encontra-se destacada, deixando espagos vazios (Fig. 1 I).

As células generativas com ndcleos mais condensados sdo mais freqlientes quando
comparadas ao grupo T1 (Fig. 1 H). Intensa vacuolizacdo ao redor do nucleo fica aparente. O
citoplasma reage fracamente a técnica do azul de bromofenol, ou seja, a marcacdo para
proteinas € menos intensa do que aquelas dos grupos GC e TI (Fig. 2 E). Além disso, nestas
células sdo observados granulos fracamente positivos para o PAS, quando comparados com
os dois grupos anteriores (GC e TI) (Fig. F) (Tabela 1). Figuras mitéticas ndo sdo observadas

nesse grupo de tratamento.
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As células digestivas apresentam vacuolizagdes citoplasmaticas (Fig. 1 1), granulagdes
fracamente positivas para o bromofenol (Fig. 2 E) e fortemente positivas para o PAS (Fig. 2
F), 0 que ndo é observado no grupo CG (Fig. 2 F) (Tabela 1). As células ja destacadas da
membrana basal (ou presentes no limen do intestino) apresentam numerosos granulos

amorfos de cor amarronzada (Fig. 1 G; 2 E).

Tabela 1: Resultados da marcagdo histoquimica nas células do intestino de fémeas de Rhipicephalus sanguineus

alimentadas por 48 horas em hospedeiros tratados com selamectina.

Técnica Grupos Células generativas Células digestivas
(  GC +++ [+
Azul de Bromofenol < Tl (50%) ++ -[+++[+++
L TI1(80%) + +
6 GC +++ +/++
PAS < TI(50%) +++ ++
L TII (80%) + +++

GC = Grupo Controle, TI(50% ) = Grupo tratamento exposto a concentragdo de 50% de selamectina, T11(80%)
= Grupo tratamento exposto a concentracdo de 80% de selamectina;(-) negativo; (+) fracamente positivo;(++)

moderadamente positivo; (+++) fortemente positivo;

4. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou morfo-histoquimicamente o intestino de fémeas de
carrapatos Rhipicephalus sanguineus alimentadas por 48 horas em hospedeiros expostos a
diferentes concentracdes (50% e 80%) da selamectina presente no produto comercial, o
antiparasitario Revolution®, Pfizer, e mostrou as alteracdes sofridas pelo érgdo frente a
exposicdo a um produto toxico, deixando claro que, ao contrario do que é relatado na

literatura, sua acdo nao é exclusivamente neurotoxica (DANAHER et al., 2006).

As diluicbes de 50% e de 80% foram assim determinadas a fim de se verificar a acéo
de uma concentracdo mediana e de uma mais elevada, porém esta menor que 100% (produto
comercial), pois os carrapatos deveriam permanecer vivos para a analise dos efeitos do
composto quimico no intestino. Quanto ao periodo de alimentacdo aqui estudado (48 horas),

este foi determinado para assegurar que o processo de digestdo ja estivesse ocorrendo, pois de
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acordo com Sonenshine (1991), nos carrapatos, somente ap0s 36 horas de alimentacédo € que

dar-se-ia inicio a digestao.

A partir dos dados aqui obtidos verificou-se no grupo controle (GC) que o intestino
das fémeas com 48 horas de alimentacdo apresentou grande complexidade morfofuncional,
corroborando as informagdes disponiveis na literatura a respeito deste 6rgdo. De acordo com
Agbede, Kemp, (1985); Walker, Fletcher, (1987); Sonenshine, (1991); Agyei, Runham,
(1995), Caperucci et al. (2010), as células do intestino de carrapatos apresentam grandes

mod ificages ao longo do processo de alimentacdo até 0 momento da postura dos ovos.

Segundo a literatura, e de modo geral, o intestino dos carrapatos € composto por trés
tipos de células: a) generativas; b) secretoras e c) digestivas (AGBEDE; KEMP, 1985;
WALKER; FLETCHER, 1987; SONENSHINE, 1991; AGYEI; RUNHAM, 1995; COONS;
ALBERTI, 1999; CAPERUCCI et al., 2010). Contudo, verificou-se neste estudo que o
intestino das fémeas de R sanguineus com 48 horas de alimentacdo apresenta somente as
células generativas e as digestivas, as quais de acordo com a literatura sdo comumente
encontradas nesse periodo da alimentacdo (SONENSHINE, 1991; AGYEI; RUNHAM, 1995,
COONS; ALBERTI, 1999).

Os dados histoldgicos aqui obtidos demonstraram que a exposicdo das fémeas de R
sanguineus a ambas as concentragdes de selamectina (50% e 80% do produto comercial)
provocou alteracbes no epitélio intestinal, variacdes estas que compreenderam desde a
mudanca de um epitélio simples para um estratificado e incluiu, também, a desorganizacéo do
arranjo celular, passando pelo descolamento da membrana basal do epitélio, resultando no
surgimento de um grande espago vazio, o que provavelmente interferiu na fisiologia do 6rgéo,

uma vez que esta barreira protetora a entrada de produtos toxicos deixou de existir no local.

Os resultados histoquimicos referentes a marcacao de polissacarideos mostraram que
este aumentou nas células generativas dos individuos do grupo TI e diminuiu no grupo TII.
Isso provavelmente ocorreu no grupo Tl devido a intensa atividade mitdtica das células
generativas, processo que requereu grande demanda energética, e que pode ser obtida a partir
da utilizacdo de pdlissacarideos. Ao contrario disso, nas células generativas no grupo TII a
atividade mitotica foi praticamente ausente, justificando a menor demanda de polissacarideos

(energia).
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As alteracdes celulares aqui detectadas ocorreram tanto nas células generativas quanto
nas digestivas e caracterizaram a ocorréncia de processos de morte destas células, com
sintomas como: a) intensa vacuolizagdo citoplasméatica, b) picnose e fragmentacdo nuclear, c)
rompimento das células e d) desprendimento das células da membrana basal, bem como o
desprendimento da membrana basal do préoprio epitélio. Além disso, foi observado no limen
do intestino acumulo de estruturas esféricas envoltas por membranas, contendo material
amorfo de coloracdo escura, sugerindo serem as proprias células digestivas ou, ainda,
fragmentos destas. O acumulo de material no seu interior provavelmente caracterizaria a
presenca de hemossomos, estruturas de coloragdo castanho-escuro (AGBEDE; KEMP, 1985;
WALKER; FLETCHER, 1987; SONENSHINE, 1991; AGYEI; RUNHAM, 1995; COONS;
ALBERT]I, 1999) resultantes do processo da digestao do sangue.

Ainda quanto as alteracbes acima apresentadas, ficou claro que as mesmas
caracterizaram a ocorréncia de dois tipos de morte celular: a autofagica, com a ocorréncia de
vacuolizagdes citoplasmaticas (LOCKSHIN; ZAKERI, 1996), e a apoptética, caracterizada
pela presenca de nucleos picnoticos, perda de especializacdo da membrana (descolamento da
da célula da membrana basal do epitélio) e formagdo de fragmentos nuclear e celular
(HACKER, 2000). Contudo, com base nas analises aqui realizadas ndo foi possivel definir
qual o exato tipo de morte ou qual a forma predominante desta pela qual passam essas células

quando expostas ao produto quimico em questdo.

Os danos provocados pela selamectina nas células generativas provavelmente
interferiram na producdo de novas células digestivas necessarias para os processos de digestdo
do sangue. A reducdo das divisbes mitGticas, com conseqiente inibicdo da producdo das
células digestivas, inibiram também os processos digestivos, 0 que impediu 0 armazenamento
dos elementos nutritivos do sangue, necessarios para a nutricdo do ectoparasita, bem como
para formacdo de elementos vitelinicos essenciais para o desenvolvimento das células
germinativas (ovocitos) e, afetando finalmente a formacéo dos novos individuos (ESTRELA
etal., 2010).

Os resultados observados nos individuos do grupo T1 revelaram que a selamectina na
concentracdo de 50% foi suficientemente tdxica para alterar a morfologia do intestino,
contudo este ainda respondeu a agressdo repondo com maior velocidade as células digestivas,
por meio de um aumento das divisdes mitéticas das células generativas, divisdes estas que

ndo foram observadas com muita freqiéncia no grupo controle (GC). Nestas células
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generativas, ainda verificou-se intensa marcacao para polissacarideos, os quais provavelmente
estariam sendo utilizados como fonte de energia para suprir a elevada demanda energética, em
funcédo da elevada atividade metabdlica dos processos de diviséo celular e de desintoxicacao

do produto.

Nas células do intestino dos individuos do grupo TII, verificou-se que a selamectina
na concentracdo de 80% foi extremamente toxica, provocando no epitélio intestinal, a perda
da capacidade de repor as células digestivas (que foram morrendo, ou desprendendo), uma
vez que raramente foram observadas diferenciacdo de células generativas em digestivas, e

divisdes celulares no estrato generativo.

Ainda no grupo TII, verificou-se maior acimulo de células digestivas ou fragmentos
delas no limen do intestino. Este acimulo ocorreu com maior intensidade nos individuos do
grupo TII, menor nos Tl e pouco no GC. Isso poderia ser explicado pelos processos de
oxidacdo dos residuos da digestdo do sangue (grupo heme), que neste caso teria sido mais
intenso nas células digestivas do grupo TII do que nos grupos GC e TI, visto que as
alteracdes morfologicas causadas pelo produto na concentracdo de 80% comprometeu 0s
movimentos peristalticos do intestino dos individuos. Nesse sentido, a reducdo ou auséncia de
movimentos peristalticos paralisaria todo o conteddo luminal rico em células
digestivas/fragmentos de células digestivas contendo hemossomos citoplasmaticos, o que na

histologia seria visto desta forma.

As células digestivas dos individuos do grupo TII apresentaram no seu interior
marcacdo fortemente positiva para os granulos de natureza polissacaridica, o que foi
observado com menor intensidade nos grupos Tl e GC. Isso poderia ser devido ao fato de que
de acordo com a literatura as células digestivas do epitélio intestinal dos carrapatos
apresentam grénulos citoplasméaticos de natureza polissacaridica no final do processo da
digestdo (AGYEI; RUNHAN, 1995), o que foi aqui também observado, porém no grupo TII
0 aumento na quantidade de tais granulos provavelmente deveu-se a exposicdo destas células
ao produto toxico, o qual modificou a sua fisiologia alterando seu comportamento secretor
quanto aos polissacarideos, estimulando as mesmas a sintetizarem maior quantidade deste

composto.

Desta maneira pode-se inferir que a selamectina afetaria a morfofisiologia do intestino,
atuando ndo somente sobre o sistema nervoso, dado amplamente descrito na literatura

(DANAHER et al., 2006, mas também afetando o processo de digestdo do alimento
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prejudicando a nutricdo e, consequentemente, a sobrevivéncia do ectoparasita, alem de
comprometer o processo de vitelogenénese, inviabilizando a formagdo de novos individuos.
Este estudo também permite inferir que concentracdes de selamectina mais baixas do que
aquelas comercialmente indicadas seriam suficientes para provocarem alteracbes que
possivelmente comprometeriam o ciclo bioldgico dos carrapatos, podendo ser uma ferramenta
eficiente no controle da populacao desses ectoparasitas, causando menor producédo de residuos

que venham agredir o meio ambiente e 0s organismos nao-alvos.
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Figura 1: Seccdes histologicas do intestino de fémeas de carrapatos Rhipicephalus
sanguineus alimentadas por 48h em hospedeiros expostos ao antiparasitario Revolution®,

Pfizer). Coloracéo pela hematoxilina e eosina (HE).

A-C: Grupo Controle.

D-F: Grupo TI (tratado com 50% da concentracdo comercial de selamectina).
G-I: Grupo TII (tratado com 80% da concentragdo comercial de selamectina).

lu: lumen; m: masculo; nf: fragmento de nicleo; dc: célula digestiva; gc: célula generativa,
bm: membrana basal; gr: granulagdo; seta: vacuolizacdo; *: espaco resultante do

desprendimento da membrana basal. Escala: barra = 20pum.

Andrea Mendez Araujo




Capitulo 2

52

Andrea Mendez Araujo




53
Capitulo 2

Figura 2: Seccbes histologicas do intestino de fémeas de Rhipicephalus sanguineus
alimentadas por 48h em hospedeiros expostos ao antiparasitario Revolution®, Pfizer). A, C,

E: Técnica do azul de bromofenol; B, D, F: técnica do PAS.

A-B: Grupo Controle.

C-D: Grupo TI (tratado com 50% da concentracdo comercial de selamectina).
E-F: Grupo TII (tratado com 80% da concentracdo comercial de selamectina).

dc: células digestivas; gc: células generativas; bm: membrana basal, gr: granulacdo
citoplasmatica; seta: vacuolizacdo; *: espaco resultante do desprendimento da membrana

basal; circulo pontilhado: divisdo celular. Escala: barra = 20um.
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5. DISCUSSAO GERAL

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram o potencial toxico da selamectina,
principio ativo do antiparasitario Revolution®, Pfizer, sobre o intestino de fémeas
ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus, bem como as alteragdes
morfohistoquimicas que concentragdes de 50% e 80% desse composto provocaram neste

orgdo retirado de fémeas alimentadas por 48 horas em hospedeiros expostos ao produto.

Neste sentido, aqui foi descrito, pela primeira vez, um protocolo para a avaliacdo do
potencial toxico da selamectina, bem como mostrou-se as alteracbes sofridas pelo intestino
destes ectoprasitas quando expostos ao composto em questdo, evidenciando que a acdo da
selamectina ndo é exclusivamente neurotdxica, como amplamente divulgado na literatura
(DANAHER et al., 2006).

A avaliagdo do potencial toxico (CLsp) foi obtida por meio de bioensaios nos quais
fémeas ingurgitadas foram submersas em concentragcdes diferentes de selamectina (Teste de
Imersdo de Adultos), portanto, os efeitos provocados nos carrapatos pelo produto ocorreram
devido ao contato direto deste com os ectoparasitas. Porém, esses bioensaios ndo simularam
condic@es reais da utilizacdo do antiparasitario, o qual se da pela aplicacéo topica do produto
no dorso de cdes e de gatos domésticos. Dessa forma, o carrapato entra em contato com o
principio ativo do produto somente quando este comeca a se alimentar do sangue do
hospedeiro. Por este motivo, para a andlise dos efeitos da selamectina sobre o intestino de
fémeas de R sanguineus, foram utilizados carrapatos alimentados em hospedeiros expostos a
diferentes concentracGes deste composto aplicadas via “pour on” na regido anterodorsal,

simulando uma situacdo mais proxima possivel a que de fato ocorre no cotidiano.

Foram aqui estudados os efeitos das diluicbes de 50% e de 80% do produto
comercial (Revolution® 12%) determinadas para verificar a acdo de uma concentracdo
mediana e de uma concentragcdo mais elevada do produto sobre o intestino dos carrapatos,
porém, ainda assim, menor do que aquela indicada pelo produto comercial. Quanto ao periodo
de alimentag&o dos carrapatos (48 horas), este foi determinado para assegurar que a digestao
ja estivesse ocorrendo, pois segundo Sonenshine (1991), este processo iniciar-se-ia somente

apods 36 horas de alimentagéo.

A partir das analises realizadas neste estudo, verificou-se que o intestino das fémeas

com 48 horas de alimentacdo apresentaram grande complexidade morfofuncional, tendo sido
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encontrando no epitélio dois tipos de células: as generativas e as digestivas, sendo que esta
Gltima tem origem a partir das primeiras e se modificam a medida que o processo de digestdo
avanca (AGBEDE; KEMP, 1985; WALKER; FLETCHER, 1987; SONENSHINE, 1991;
AGYEI; RUNHAM, 1995; COONS; ALBERTI, 1999; CAPERUCCI et al., 2010).

As analises morfohistoquimicas do epitélio intestinal demonstraram que ambas as
concentracdes de selamectina testadas neste estudo provocaram alteracdes em R sanguineus,
evidenciadas pela: a) vacuolizagdo citoplasmatica, b) picnose e fragmentacdo nuclear, c)
rompimento das células, d) desprendimento das células da membrana basal e e)
desprendimento da membrana basal do proprio epitélio, tendo sido tais alteragdes muito mais

severas nos individuos do grupo TII.

No grupo TI observou-se que a concentracdo de 50% de selamectina ja provocou as
alterages anteriormente descritas, porém o epitélio intestinal, como defesa contra o produto
toxico se estratificou repondo as células digestivas por meio de um aumento da atividade de
divisdo celular das generativas, o que ficou evidenciado pela observagdo de figuras mitéticas
nas células generativas e pela grande presenca de granulos polissacaridicos nas mesmas,

provavelmente fonte de energia para o sucesso do processo.

Nos individuos do grupo TII, observou-se que a selamectina na concentracdo de 80%
foi extremamente toxica ao tecido, prejudicando os processos de divisdo celular devido a
ocorréncia de processos de morte. Nas células digestivas destes mesmos individuos,
observou-se um acumulo de granulagbes amarronzadas, provavelmente decorrentes de
processos de oxidacdo dos hemossomos devido ao comprometimento dos movimentos
peristalticos provocados pelo produto toéxico. Ainda no citoplasma das células digestivas do
grupo TII, verificou-se forte marcacdo polissacaridica, o que ndo foi observado nos grupos TI
e GC. Esse aumento de polissacarideos ocorreu devido a exposicdo dessas células ao

composto quimico, o qual modificou sua fisiologia, alterando seu comportamento secretor.

Os danos provocados pela selamectina nas células generativas interferiram na
producdo de novas células digestivas essenciais na digestdo do sangue. Assim, quando 0s
processos digestivos sdo inibidos, também os de armazenamento dos elementos nutritivos do
sangue, necessarios para a nutricdo do proprio ectoparasita e para formacdo de elementos
vitelinicos ndo se completardo, o que interferira diretamente sobre o desenvolvimento de suas

celulas germinativas (ovdcitos) e, portanto, na formacéo de novos individuos.
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6. CONCLUSOES
Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que:

1. A eficicia do acaricida selamectina em fémeas ingurgitadas de carrapatos
Rhipicephalus sanguineus foi determinada através da elaboragdo de um
protocolo eficiente para se estabelecer a CLsg (concentracdo 50% letal).

2. A selamectina provocou alteragbes no epitélio intestinal de fémeas de
carrapatos R sanguineus submetidas a alimentacdo por 48 horas em
hospedeiros expostos a diferentes concentragdes deste produto (50% e 80% do
produto comercial).

3. As alteragdes morfoldgicas nas células do epitélio intestinal das fémeas dos
grupos TI indicaram a ocorréncia de processos de divisdo, bem como de morte
celular. O primeiro, ocorrendo exclusivamente nas generativas e o segundo, em
ambos os tipos celulares (generativas/digestivas).

4. No grupo TII ndo ocorreram divisGes mitdticas das células generativas, no
entanto, as demais alteracfes morfologicas observadas no grupo Tl também
foram detectadas em TI 1, porém, de forma mais intensa.

5. Embora a concentragdo de 50% da selamectina presente no produto comercial
tenha provocado alteragdes no epitélio intestinal, o processo de reposicdo
celular ocorreu intensamente neste grupo.

6. A concentracdo de 80% de selamectina presente no produto comercial alterou
de forma mais pronunciada a organizacdo do epitélio intestinal quando

comparado a de 50%.
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