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RESUMO DO PROJETO DE PESQUISA

O controle de carrapatos tem sido realizado por meio do uso indiscriminado de acaricidas. No
entanto, sabe-se que o desenvolvimento de resisténcia a esses acaricidas pelos ectoparasitas
tem aumentado, o que leva a necessidade de se realizar novas abordagens com relacdo ao
controle parasitario. O controle de parasitas baseia-se na reducdo da frequéncia do uso de
drogas sintéticas, integrado a outras medidas, como o uso de imundgenos e de fungos.
Resultados de estudos tem mostrado a preferéncia pelo redesenho de farmacos, realizado a
partir do conhecimento do mecanismo de acdo dos mesmos no nivel celular, subcelular e
metabolico. Poucos estudos tém tido como alvo os produtos naturais, principalmente aqueles
gue atuam sobre o sistema digestorio, interface primaria na relacdo patdgeno-vetor, e 0
controle microbiano, principalmente no intestino médio 6rgao que pode ser mediado pela
atividade de hemocidinas, lisozimas e defensinas, além de inibidores de proteases, bem como
do estresse oxidativo. Assim, o presente projeto vem propor a avaliacdo dos efeitos da
exposicdo de carrapatos Rhipicephalus sanguineus (atualmente denominado Rhipicephalus
linnaei) aos ésteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona, sobre seus pardmetros
bioguimico-enzimatico e toxicoldgico, visto ser o intestino médio a regido responsavel pela
homeostase e pelo equilibrio redox, além da absorcdo de hemeproteinas. Os ectoparasitas
foram avaliados nos estagios de larva e de adulto, com foco nas enzimas de detoxificacéo
(serinoproteases, estearases, monoxigenase, glutationa S-transferase) de xenobioticos, bem
como nas alteracGes histofisioldgicas que ocorreram no intestino médio, permitindo elucidar

a dindmica do processo bioquimico-enzimatico e toxicolégico.

Palavras-chave: carrapatos, Rhipicephalus sanguineus, ésteres do &cido ricinoléico do 6leo
de mamona, 0zonio, enzimas intestinais.



RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS

O presente estudo avaliou a exposicao de carrapatos do cdo Rhipicephalus linnaei, aos ésteres do &cido
ricinoléico do 6leo de mamona, potencial acaricida natural; e como atuaria sobre os parametros
bioguimico/enzimatico e toxicoldgico destes ectoparasitas sob a perspectiva de se buscar informacdes
que possam ser importantes na busca por alternativas “mais limpas” para o controle dos mesmos. Os
resultados demonstraram que os ésteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona ndo provocou redugdo
na taxa de oviposicdo das fémeas adultas, nem causou mortalidade nas larvas de carrapatos R. linnaei
expostas ao bioativo. De esta maneira o bioativo avaliado ndo apresentou efeito toxico sobre as
diferentes fases de vida dos carrapatos. Enquanto aos resultados bioquimicos corroborou-se que 0 uso
do bioativo como carrapaticida ndo é um fator risco da aparicao de resisténcia ao acaricida, toda vez que
a participacdo das principais enzimas digestivas em fémeas ingurgitadas e larvas, permaneceram bem
préxima dos valores obtidos nos controles negativo com agua destilada. Entretanto, a utilizagdo dos
ésteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona, nas concentracdes de 0,78 a 6,25 mg/mL, causou
alteraces morfohistoquimicas no intestino médio das fémeas ingurgitadas de R. linnaei. O epitélio,
células digestivas ndo uniformes e limen preenchido com vesiculas digestivas rompidas e granulos de
hematina foram observados no intestino médio de fémeas expostas aos bioativos. A analise histoquimica
dos intestinos médios de fémeas de R. linnaei expostas aos ésteres, revelou a presenca de proteinas, as
quais nas células digestivas do epitélio do intestino nas concentracdes de 0,78 a 6,25 mg/mL do bioativo,
mostrou menores quantidades destas no seu citoplasma, provavelmente devido & maior desorganizagdo
estrutural do préprio intestino médio, o que provavelmente interferiu na producdo das mesmas
(principalmente na forma de enzimas digestivas) e em quantidades significativas. Os danos provocados
pelos bioativos presentes nos ésteres do &cido ricinoleico do éleo de mamona, sobre as células digestivas
de fémeas ingurgitadas de R. linnaei, interferiram na producdo de novas células digestivas essenciais no
processo de digestdo do sangue. Futuras pesquisas podem ser desenvolvidas utilizando-se 0 mesmo
modelo de estudo aqui relatado, mas dessa vez com fémeas semi-ingurgitadas. Acredita-se que essa fase
de vida dos carrapatos podera mostrar com mais evidencias os efeitos dos ésteres do cido ricinoleico

do 6leo de mamona sobre o intestino médio dos carrapatos.



1. INTRODUCCAO

A incidéncia de doencas transmitidas por carrapatos e que afetam o homem e os
animais vem crescendo, a medida que aumenta a distribuicdo de carrapatos no globo com
consequente disseminacdo das doencas. No caso da espécie de carrapatos que tem como
hospedeiros preferenciais os cdes, o aumento da transmissdo fica evidente, visto que
atualmente cdes e gatos sdo até mesmo considerados como membros das familias, convivendo
no mesmo ambiente com pessoas e facilitando a dindmica da transmissdo de patdgenos.
Assim, a busca pelo desenvolvimento de meétodos e produtos alternativos que tenham
potencial para controlar as populagdes de carrapatos deve se tornar uma prioridade para as
agéncias sanitérias e de salde publica. Deve-se também considerar que a ampliacdo do leque
de produtos que possam ser usados com seguranca em rebanhos, animais selvagens e pets,
reduza os impactos dos acaricidas atualmente comercializados (Kunz e Kemp, 1994; De
Meneghi et al., 2016; Wanzala, 2017; Laing et al., 2018).

Estudos tem sido registados na literatura mostrando que farmacos comumente
utilizados no controle de ectoparasitas tem perdido o seu potencial (driblado pelo sistema
imune do carrapato) o que os impede de serem mais efetivos no controle do carrapato (Pfister
e Armstrong, 2016; Klafke et al., 2017; Vilela et al., 2020), sinalizando a necessidade de, além
de se ter que buscar novas bases sintéticas, também e principalmente focar na busca por
métodos integrados de controle e de prevencdo, reduzindo assim a transmissao de patdégenos
e 0s impactos sanitarios, ecolégicos e econdémicos. Ressalte-se que compostos de origem
botanica ou ainda oriundos de outros animais (secrecdes por exemplo), vem sendo
investigados como novos biopesticidas, os quais sejam ainda eficientes, e que causem menos
danos aos organismos ndo alvos (Ellse e Wall, 2014; Ntalli et al., 2019).

O carrapato do cdo R. linnaei distribuido por todo mundo tem capacidade de infestacéo
intensa no cdo e em tempo reduzido, ampliando a possibilidade de veiculacdo de agentes
infecciosos ndo sO para o cdo, mas também para o proprio homem. Atualmente o controle
desses carrapatos vem sendo realizado com a aplicacdo de compostos carrapaticidas de bases
sintéticas, mas a semelhanca do que ocorre com outras espécies de importancia econémica a
resisténcia do R. linnaei a esses principios ativos vém sendo observadas (Coles e Dryden,
2004; Becker et al., 2019).

A habilidade dos patogenos de sobreviver no lumen intestinal dos ectoparasitas,

penetrar e se multiplicar no epitélio intestinal, antes de alcancar a hemocele (cavidade
corporal) e invadir outros érgédos (glandulas salivares e ovarios) ja foi relatada (de la Fuente et

al., 2007). Sendo assim, o intestino dos carrapatos tem de dispor de um arsenal de



mecanismos de defesa inata que seja eficiente e capaz de controlar o desenvolvimento e a
multiplicacdo de tais agentes patogénicos (Taylor, 2006; Sonenshine e Hynes, 2008), porém
ainda, preservando a microbiota intestinal, (Ha et al., 2009).

O estudo e a identificacdo de novas moléculas obtidas de produtos naturais vem
crescendo com a necessidade de se combater ectoparasitas. Conhecer o mecanismo de acéo
desses bioativos nos niveis celular, subcelular e metabdlico justificam-se pela possibilidade
de se evitar e/ou minimizar o uso de produtos quimicos sintéticos, evitando a resisténcia aos
acaricidas e minimizando a liberacéo de residuos toxicos tanto nos produtos de origem animal
que sdo comercializados, como no proprio ambiente.

Diante destas informacdes a presente proposta terd como objetivo avaliar os efeitos
dos ésteres do &cido ricinoléico do 6leo de mamona e do 0zdnio, ambos sabidos ter potencial de
regular a atividade de detoxificacdo a xenobioticos em carrapatos R. linnaei, rastreando quais
sdo as principais vias metabdlicas, bem como identificando se a exposi¢do do ectoparasita a
esses biocompostos, causara alteracoes histofisioldgicas no intestino destes ectoparasitas, o que

em caso positivo serd uma informacao valiosa na busca de novas estratégias de controle.

1.1 O intestino de carrapatos como alvo nas pesquisas de novos bioativos para o controle.

O sistema digestorio dos carrapatos esta dividido em intestino anterior, médio e
posterior (Sonenshine, 2014), sendo que o médio € de origem endodérmica e, em carrapatos
alimentados ocupa a maior parte da cavidade corporal cobrindo dorsalmente os 6rgdos
internos (Balashov, 1972). Histologicamente, e segundo Caperucci et al. (2010), a parede
dessa regido esta constituida por um epitélio pseudoestratificado, que apresenta dois tipos de
células: a) digestivas e b) indiferenciadas ou generativas, as quais possuem no seu citoplasma
goticulas lipidicas, estabelecendo entre 0 meio interno e do carrapato e o sangue ingerido do
hospedeiro, uma barreira fisica além da interface hospedeiro-carrapato-patégeno, uma vez
gue ha a expressdo de importantes proteinas que atuam nos processos Vitais deste artropode
e contribuem na adeséo de bactérias como Anaplasma spp as glandulas salivares, facilitando
assim a invasao de patogenos via ingestdo do sangue (Oleaga et al., 2015).

A presenga de diferentes tipos celulares compondo o epitélio de revestimento interno
do intestino médio dos carrapatos, implica também no desempenho de diferentes fungdes dos
mesmos, Vvisto que as células digestivas atuardo no processo de absorcdo dos nutrientes,
excrecédo e formacéo de residuos digestivos, e as generativas (indiferenciadas) darédo origem,
guando requisitadas para se dividir, as células digestivas (Caperucci et al., 2010). Outros

autores estudando ainda o intestino médio de carrapatos, postularam a existéncia ndo sé de



dois, mas de seis tipos de células, a saber: digestiva, regenerativa, secretoria, enddcrina,
indiferenciada e vitelogénica (Grandjean e Aeschlimann, 1973; Coons et al., 1986;
Sonenshine e Roe, 2014).

Estudos anteriores demonstraram que em carrapatos em jejum as células do epitélio
de revestimento do intestino apresentariam poucas organelas, enfatizando que o citoplasma
destas seria ocupado por granulos de glicogénio, goticulas lipidicas e corpos residuais devido
ao sangue remanescente da alimentacdo no estagio de ninfa (Tarnowski e Coons, 1989).

Especificamente no citoplasma das células digestivas dos carrapatos podem ser
observados granulos com contetdos variados, ou seja, desde goticulas lipidicas, até granulos
contendo carboidratos e proteinas, ou separadamente ou formando complexos glicoproteicos
(Sonenshine e Roe, 2014). Os subprodutos resultantes do metabolismo desses elementos,
dardo origem as moléculas que serdo utilizadas para suprirem a demanda energética dos
ectoparasitas, mantendo ativas as vias consideradas vitais ao organismo (Moraes et al., 2012),
0 que nessa direcao faz-se interessante a identificacdo das diversas enzimas que podem estar
envolvidas na glicolise em reposta a necessidade energética durante os periodos de néo
alimentacdo ou jejum do carrapato.

O intestino dos carrapatos € também um local propicio para o desenvolvimento e a
propagacdo de diversos agentes causadores de doencas os quais potencialmente poderéo ser
transmitidos para o hospedeiro durante o repasto sanguineo (Parizi et al., 2007). Segundo
Narasimhan e Fikrig (2015), alguns patogenos colonizam o intestino do carrapato ainda
guando este se encontra no estagio larval, durante a alimenta¢do em um hospedeiro infectado.
Um exemplo é a Enterobacter spp., além de outros que podem sair do intestino e ir infectar
outros 6rgdos como as glandulas salivares como é o caso de Anaplasma phagocytophilum e de
Borrelia hermsii, 0s quais podem permanecer nestes 6rgdos durante as fases posteriores dos
estagios de vida do carrapato (transmissdo transestadial). Especificamente as bactérias do
género Rickettsia spp. sdo encontradas, além de no intestino, nos tubulos de Malpighi, ovarios
e glandulas salivares e nos ovos do ectoparasita. Estas bactérias também podem ser transmitidas
via transovariana, garantindo a sua continuidade nas proximas geracdes dos carrapatos
(Sonenshine e Roe, 2014).

Outros estudos, fazendo uso de ferramentas molecular/bioquimica e tendo como foco
0s intestinos dos carrapatos ja demonstraram que as células desse 6rgdo, apresentam um
“antigeno oculto”, a saber a proteina de intestino (Bm86), descoberta em R. microplus, e que
impulsionou o desenvolvimento de vacinas contra esse ectoparasita (Leal et al., 2003). A

proteina Bm86 agiu induzindo a resposta imunologica em bovinos o que posteriormente levou



as mesmas a servirem de base para producdo das duas vacinas ja disponiveis no mercado
veterinario (de la Fuente et al., 1999) que, apesar da sua utilizacdo ainda ndo garantem 100%
da protecdo necessaria para suprimir o uso de carrapaticidas (Willadsen et al., 1996; Jonsson
et al., 2000).

Outras moléculas como a BmTIs, tém sido utilizadas como inibidoras de
serinoproteases em larvas de R. microplus (Sasaki et al., 2004; Tanaka et al, 1999), com funcéo
de inibir a tripsina, elastase de neutréfilos, plasmina e kallikreina plasmatica. Estudos
demonstraram reducéo de 67,9% no numero total de carrapatos, 71,3% no peso total de ovos
e 69,5% no peso de fémeas ingurgitadas, provenientes de bovinos imunizados com a BmTIs
(Andreotti et al., 2002).

1.2 Oleo de mamona e seus derivados, como potenciais no controle de carrapatos

Ricinus communis é uma planta que cresce nos tropicos e nas regides de temperatura
quente (Burrascano, 2000). No Brasil, é conhecida como mamoneira, ricino, carrapateira,
bafureira, baga e palma-criste. Na Inglaterra e nos EUA ¢é denominada como "castor bean™ e
"castor seed". Suas sementes fornecem até 50% de Oleo frequentemente apresentado em
solucBes: emoliente, veiculo oleaginoso e/ou solvente e atdxico quando utilizado como
excipiente. Sua composicao inclui o éster derivado do &cido ricinoleico (87%), do acido oleico
(7%), do &cido linoleico (3%), do acido palmitico (2%) e do acido estearico (1%) (Rowe et al.,
2009; Omohu e Omale, 2017).

Especificamente a molécula da ricina é formada por duas subunidades: a cadeia A,
citotoxica e a cadeia B, receptor-ligacdo (lectina), ambas unidas por uma ligacdo covalente
de dissulfeto (-S-S-) (Jackson et al., 2006; Ostin et al., 2007) apresentando efeito tdxico
devido a habilidade da ricina de inativar os ribossomos eucarioticos especifica e
irreversivelmente, promovendo a morte das células pela inibicdo da sintese de
polifenilalaninas. Embora nenhum efeito toxico seja conhecido quando se considera as
cadeias isoladamente, sabe-se que quando ligadas formam uma das citotoxinas mais potentes
conhecidas na natureza (Mackinnon e Alderton, 2000; Lindsey et al., 2005; Lubelli et al.,
2006).

As propriedades do 6leo de mamona incluem o efeito medicinal e, mais recentemente
0 acaricida/carrapaticida (Zahir et al., 2009; 2010; Arnosti et al., 2011a; Sampieri et al., 2012;
2013; Ghosh et al., 2013; Islam et al., 2018; Aniley e Atenafu, 2020). Sob o aspecto
carrapaticida, a alta toxicidade dos extratos de R. communis contra carrapatos deveu-se a

presenca de ricina (Kodio et al., 2011), um dos compostos naturais mais venenosos (El



Nikhely et al., 2007).

Ainda sob a perspectiva deste bioativo ter acdo carrapaticida, estudos morfologicos
desenvolvidos, por pesquisadores da BCSTM (Brazilian Central of Studies on Ticks
Morphology) sediada na Unesp de Rio Claro, SP, demonstraram a ocorréncia de alteracfes
morfofisioldgicas nos ovérios de carrapatos R. linnaei, quando os seus hospedeiros se
alimentaram com racdo enriquecida com os eésteres, sinalizando a capacidade destes
bioativos em alterar a estrutura e a fisiologia dos ovocitos, o que impediria a reproducéo
destes ectoparasitas por meio da inibicdo da producdo de novas geracGes (Arnosti et al.,
2011a; Sampieri et al., 2012; 2013). Outros estudos mostraram que 0s ésteres, atuariam na
hidrélise de sacarideos e na dissolucdo de substancias de natureza lipidica nos diferentes
sistemas bioldgicos (Oliveira, 2005; Arnosti et al., 2011b; Camargo-Mathias et al., 2016).

2. OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar como a exposicdo de carrapatos do cdo Rhipicephalus linnaei aos ésteres do

acido ricinoléico do 6leo de mamona, potencial acaricida natural, e como atuaria sobre 0s
parametros bioguimico/enzimatico e toxicoldgico destes ectoparasitas sob a perspectiva de se
buscar informag¢des que possam ser importantes na busca por alternativas “mais limpas” para
o controle dos mesmos.

Objetivos especificos

1- Avaliar o efeito pds exposicdo de fémeas adultas ingurgitadas aos ésteres do &cido

ricinoléico do 6leo de mamona sobre:

a) a atividade das fosfatase alcalina, fosfatase acida, serinoproteases, enzimas
envolvidas na desintoxicacdo metabdlica de acaricidas, resisténcia aos acaricidas, no
transporte e na digestdo do material alimentar absorvido pelo lumen intestinal, além de terem

sido alvos para o desenvolvimento de vacinas contra carrapatos.

b) o conteudo de proteina total/quitina da cuticula, visto que a quitina atua como
barreira fisica na permeabilidade dos produtos acaricidas e isso serviria para saber o poder

de penetracdo dos compostos aqui propostos.

2- Avaliar o efeito pos exposicdo de fémeas adultas ingurgitadas aos ésteres do acido
ricinoléico do 6leo de mamona na histofisiologia do intestino médio destas mesmas fémeas,
detectando alteraces nos processos celulares e subcelulares consequentes da acdo dos

produtos.



3- Auvaliar o efeito pds exposicdo de larvas de R. linnaei aos ésteres do &cido ricinoléico do
6leo de mamona, sobre a atividade das esterases, monoxigenases e glutationa S-transferase,
enzimas envolvidas na desintoxicacdo metabdlica de acaricidas, na resisténcia aos acaricidas
e em varias atividades bioldgica/fisioldgica importantes, como o comportamento reprodutivo

e o funcionamento do sistema nervoso.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Compostos e reagentes quimicos
Os reagentes quimicos necessarios para o desenvolvimento desta proposta, foram obtidos

da Sigma-Aldrich e/ou da Unido Quimica Farmacéutica Nacional, Embu- Guagu, com
recursos da reserva técnica, contemplada pela concessao da bolsa. Ressalte-se que 0s ésteres
do acido ricinoléico do éleo de mamona foram sintetizados e gentilmente cedidos pelo Prof.

Dr. Gilberto Chierice (in memoriam) e se encontram em poder do BCSTM.

3.2 Isolados de Rhipicephalus sanguineus (atualmente, Rhipicephalus linnaei)
Os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em

Uso Animal (CEUA, UNESP, Rio Claro, SP, Brasil) sob Decisdo CEUA N° 05/2023

Para o desenvolvimento da presente proposta foram utilizadas fémeas ingurgitadas de
R. linnaei, as quais foram alimentadas por meio de infestacdes artificiais em coelhas da
linhagem do Grupo Genético Botucatu, pesando cada uma entre 3 a 3,5 Kg. As infestacoes
ocorreram em sala alocada no Biotério do Departamento de Biologia Geral e Aplicada,
Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro, S&o Paulo, Brasil onde também esta em
atividade a Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology (BCSTM).

3.3 Ensaios com fémeas adultas
As avaliac@es in vitro foram realizadas através do Teste de Imersdo de Adultos (TIA)
seguindo a técnica do biocarrapaticidograma, segundo Drummond et al. (1973) que utiliza
grupos de 10 teledgenas, homogéneas em peso, por tratamento/concentracédo. Os testes foram
realizados em triplicata contando com controles negativo (dgua destilada) e positivo

(carrapaticida comercial- Revolution®)

3.3.1 TIA com os esteres do &cido ricinoléico do 6leo de mamona
As fémeas ingurgitadas foram colhidas manualmente de coelhas hospedeiras, com
auxilio de pingas, por meio de movimentos de rotagdo até seu total desprendimento, o que

permitiu preservar a integridade do aparelho bucal do ectoparasita. Na sequéncia foram



higienizadas com &gua destilada, enxutas com papel absorvente e selecionadas usando como
base similaridade em tamanho, peso, mobilidade, coxas completas e auséncia de tegumento

proveniente do hospedeiro no aparelho bucal.

Os bioensaios foram realizados em triplicatas, segundo a alocagdo das fémeas
ingurgitadas nos grupos Controles (C1-C3) e Tratamentos (T1-T10), respectivamente,
segundo descricdo abaixo:

C1.: controle, expostas somente a 4gua destilada

C2: controle, expostas somente ao Tween 80 a 2%

C3: controle, expostas somente ao Revolution® na concentragio de 0,512 mg/mL.

T1-T10: tratamento, expostas aos ésteres do &cido ricinoléico do 6leo de mamona nas

concentragdes de 0,195 a 100 mg/mL

A imersdo dos carrapatos (10 individuos/grupo durante 5 minutos) foi realizada em
recipientes de vidro preenchidos com 3 mL de cada composto a ser testado, segundo
protocolo proposto por Drummond et al. (1973). Em seguida, o excesso do composto foi
retirado em papel absorvente e os grupos foram acondicionados em placas de Petri
devidamente identificadas para serem mantidos em estufa BOD sob condi¢des controladas
(28 + 3°C, 80% de umidade, com fotoperiodo de 12 horas) por 15 dias para oviposicao.
Finalizada a postura foi realizada a mensuracdo do peso dos ovos, 0s quais foram realocados
para seringas plasticas de 5 mL, que tiveram sua abertura vedada com algodao hidréfilo e que
foram novamente colocadas em estufa nas mesmas condic¢des anteriormente descritas por um

periodo de 15 dias.

3.4 Impacto das formulacgdes nas enzimas intestinais das fémeas ingurgitadas tratadas
Trés enzimas digestivas, fosfatase alcalina, fosfatase acida, e serina proteases foram

relatadas estar presentes em células do intestino médio de carrapato (Agyei et al., 1992;
Gough e Kemp, 1995; Reyes et al., 2020). Na presente proposta essas enzimas foram
quantificadas nas fémeas adultas expostas aos ésteres do acido ricinoléico do 6leo de

mamona, seguindo o protocolo proposto por Muharsini et al. (2000).

Apds 24 h de exposicao aos compostos, as fémeas foram dissecadas, para retirada do
intestino médio e de fragmentos do integumento (cuticula), que foram identificados e
devidamente armazenados a -20°C para posteriores analises das diferentes enzimas. A fim de
se padronizar o volume de amostra necessario para os testes, placas de microtitulacéo de 96
pocos foram incubadas no escuro, e preenchidas com 0.1, 0.2, 0.3, 0.5 e 1 mL de fosfatase

alcalina, fosfatase &cida e serina proteases, respectivamente, utilizando uma placa para cada



enzima.
3.4.1 Atividade da fosfatase alcalina
Solucao substrato de trabalho de p-Nitrofenilfosfato 7,6 mM e tampéo de glicina (pH
10,5) contendo 9,5 mg de cloreto de magnésio (MgClz) foram preparados em agua destilada
e hidroxido de sodio (NaOH) 1 N, respectivamente, para armazenamento a 4°C. A solucédo
substrato de trabalho foi preparada a fresco misturando-se volumes iguais do p-
Nitrofenilfosfato e da solugcdo tampéo. Uma amostra (100 mg) de intestino médio foi triturada
em tampéo de glicina (pH 10,5), centrifugada a 1.100 xg por 5 min, e coletado o sobrenadante.
Trés microtubos (um teste, um branco de teste e um branco de reagente) contendo substrato
(76 mg de p- Nitrofenilfosfato), exceto o tubo em branco de teste, foram pré-incubados por 5
min a 37°C. Os 0,2 mL de sobrenadante foram adicionados aos tubos, exceto no tubo do
reagente em branco. Em seguida, 0,2 mL de &gua destilada foram adicionados e incubados a
37°C por 30min e entdo 1mL de NaOH 0,1 N foi adicionado a todos os tubos. A densidade
Otica (DO) foi lida a 405 nm contra o branco e a atividade da enzima determinada como:
Atividade de fosfatase alcalina (IU) = {[A(T)- A(TB)-A(RB)]J/Exb} x 10° x
(TVIEV) x (1/t) = {[A(T)-A(TB)-A(RB)]/18530} x 10° x (2.5/0.02) x (1/30) =
A(T)-A(TB)-A(RB) x 20.25 umol/min/L
Onde: A(T) - Absorbancia da amostra de teste; A(TB) - absorbancia do branco de teste;
A(RB) - absorbancia do branco do reagente; 10°- convertendo moles em pmol; TV - volume

de teste; EV - volume da amostra; t - tempo de incubacéo; Exb - valor do coeficiente.

3.4.2 Atividade da fosfatase acida

Solucao de p-Nitrofenilfosfato 0,02 M e tampdo de citrato (pH 5,0) foram preparados
em agua destilada e armazenados a 4°C. A solucdo de substrato de trabalho foi preparada
misturando-se volumes iguais de p-Nitrofenilfosfato e de tamp&o antes do uso. Trés
microtubos contendo substrato (74 mg de p-Nitrofenilfosfato), exceto o branco de teste,
foram pré-incubados por 5 min a 37°C. Um volume padronizado de sobrenadante foi
adicionado, exceto no tubo de reagente em branco, junto com igual volume de dgua destilada.
As amostras entdo foram incubadas a 37°C por 30 min e 1 mL de NaOH 0,1 N foi adicionado
em todos os tubos. A DO foi estimada a 420 nm contra o branco e a atividade da enzima
determinada usando a formula:

Atividade de fosfatase &cida (IU) = {[A(T)- A(TB)-A(RB)J/Exb} x 108 x (TV/EV) x
(1/t) ={[A(T)-A(TB)-A(RB)]/18530} x 10° x (2.5/0.02) x (1/30) = A(T)-A(TB)-
A(RB) x 20.25 pmol/min/L



3.4.3 Atividade das serinoproteases

A p-Nitroanilina disponivel comercialmente foi usada para a preparacdo da curva
padrdo. A solucdo estoque foi preparada dissolvendo 5 mg de p-Nitroanilina em 5 mL de
Tris-cloridrato 100 mM (Tris-HCI) contendo 20 mM de cloreto de calcio (CaCl,). Em placa
de microtitulacdo de 96 pocos, 100 puL da solugdo estoque foram utilizados para realizar
diluicdes seriadas, sendo que a concentracdo final de p-Nitroanilina foi de Img/mL. Apoés a
preparacdo da curva padréo, foi preparado em agua destilada o Tris-HCI 100 mM, pH 7,8
contendo CaCl2 20 mM e SAPNA 3,5 mM (N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida),
tendo sido esta solucdo, posteriormente armazenada a 4°C.

Fragmentos do intestino médio de fémeas expostas ao composto aqui descrito, foram
mantidos de forma independente para cada concentracdo do composto avaliado, em solucéo

de Tris-HCI 100 mM, pH 7,8 contendo CaCl, 20 mM até as analises da atividade enzimatica.

Os ensaios foram realizados em placas de microtitulacdo de 96 pocos adicionando 40 uL de
substrato (3,5 mM SAPNA) a 150 uL de tampéo (10 pL de amostra para cada po¢o). As
placas foram incubadas (1 h, 37°C) e a absorbancia foi medida a 405 nm. A curva padréao de

p-Nitroanilina (Sigma) foi usada para determinar a concentra¢do do produto.

3.4.4 Determinacdo de proteina total e da quitina da cuticula
Para avaliacdo da acdo da exposicdo aos ésteres do &cido ricinoleico do 6leo de

mamona sobre a cuticula das fémeas dos carrapatos, as mesmas, apés o TIA, foram
determinadas, segundo Bradford (1976), as concentracGes de proteina total e a concentracédo
de quitina do homogenato cuticular.

Anélise da Concentracdo de Proteinas: Fragmentos da cuticula foram removidos,
lavados com tetraborato de sodio a 1% e rapidamente lavados em agua destilada e etanol. A
pureza das proteinas foi entdo verificada segundo protocolo de Bradford (1976). Cerca de 10
mg de cuticula por replica foram mantidos em -80°C, triturados em tampédo Tris 5 mM
contendo ureia 7M em cadinho com pistilo, sonicados e centrifugados a 10.000 xg por 10
min. O sobrenadante foi coletado e a concentracdo de proteina foi estimada usando-se uma
curva padrdo do método BSA (soro albumina bovina).

Anélise da Concentracéo de Quitina
N-acetil-D-glucosamina disponivel comercialmente foi usado para a preparacdo da

curva padrdo. A solucdo estoque foi preparada dissolvendo-se 20 mg de N-acetil-D-
glucosaminaem 10 mL de &gua destilada, e em seguida foram preparadas dilui¢Bes seriadas

com agua destilada, e a concentracéo final ajustada para 2 mg/mL. O homogenato cuticular



foi centrifugado (1.500 xg, 5 min, 2°C), o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 4 mL de lauril sulfato de sddio (SDS 3% p/v) e aquecido (100°C, 15 min).
Apbs resfriamento, foi realizada mais uma etapa de centrifugacdo e o sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi entdo lavado uma vez com agua destilada, ressuspendido em 3
mL de hidroxido de potéssio (KOH) (120 g em 100 mL de &gua) e aquecido (130°C, 1 h).
Apos o resfriamento, 8 mL de etanol gelado (75% v/v) foram adicionados e as amostras
foram agitadas até que o KOH e o etanol formassem apenas uma fase.

Os tubos foram mantidos em agua gelada por 15 min e 0,3 mL de suspensdo de Celite
(1 g de Celite 545 foi misturado com etanol 75% para coletar o sobrenadante apds 2 min).
Depois foram centrifugados (1.500 xg, 5 min, 2°C) e o sedimento lavado uma vez com etanol
gelado (40% v/v) e duas vezes com &gua gelada. O sedimento contendo quitosana insoluvel
foi armazenado a 4°C para o bioensaio subsequente. Agua destilada foi adicionada ao pellet
de quitosana até a marca de 0,5 mL nos tubos das amostras. Uma vez que a quitosana é
avaliada em relacdo a uma quantidade conhecida de glucosamina, os padrdes contém 0,2 mL
de agua ou 0,2 mL de glucosamina (10 pg/mL) foram ajustados.

Foram adicionados em cada uma das amostras, 0,5 mL de nitrito de sédio (NaNO2 5%
p/v) e 0,5 mL de bissulfato de potéassio (KHSO4 5% p/v); finalmente 0,2 mL de cada solucéao
foram adicionados aos padrdes. Todos os tubos foram suavemente misturados trés vezes e
depois centrifugados (1.500 xg, 2 min, 2°C).

Um volume de 0,6 mL de sobrenadante dos tubos de amostra foram retirados em dois
tubos e juntamente com os padrfes foram trazidos a temperatura ambiente. Foram
adicionados em todos os tubos 0,2 mL de sulfamato de amonio (12,5% p/v) e estes foram
misturados vigorosamente por 5 min. Em seguida, 0,2 mL de uma solucdo de MBTH (50 mg
de 3-metil-benzo-2-tiazolona hidrazona HCI monoidratado em 10 mL de agua) preparado a
fresco foi adicionado e os tubos entdo foram aquecidos (100°C, 3 min).

Apbs o resfriamento, 0,2 mL de hexaidrato de cloreto férrico (FeCls- 6H20 0,83% p/v)
foi adicionado e a densidade 6ptica (650 nm) medida apds 25 min em um espectrofotdmetro.
O conteldo de quitina foi expresso como um equivalente de glucosamina.

A cuticula ndo tratada que deu uma leve reacéo de cor foi utilizada como branco. O
contetido de quitina da cuticula (X) foi determinado pela equagdo: X =5 (A -B) + (G- W) ug
de glucosamina, onde a densidade Optica (650 nm) para a amostra de teste € A, o controle ndo
tratado € B, o0 padrdo de glucosamina € G e o padrdo de agua é W.



3.4.5 Analise morfolégica do intestino medio
Apo0s 24 h da exposicao das fémeas (5/grupo) as diferentes concentragdes dos ésteres do

acido ricinoleico do 6leo de mamona, estas foram coletadas. Na sequéncia foram anestesiadas
por choque térmico (em freezer a 2°C por 1 minuto para diminuicdo do metabolismo sem causar
a morte) para retirada dos intestinos, os quais foram fragmentados e fixados em
paraformaldeido a 4% por 72 horas.

Depois foram transferidos para solucdo tampéo fosfato de sédio (pH 7,2) por 24 horas
para posterior desidratacdo em série crescente de alcool etilico (70, 80, 90 e 95%) a intervalos
de 20 minutos. A infiltracdo foi realizada em resina Leica (Leica Historesin Embedding Kit)
e apos o material foi colocado em moldes plasticos para serem mantidos a 4°C, retardando
assim a polimerizacdo da resina e permitindo que a mesma penetrasse no material, o qual foi
seccionado com 3 um de espessura em microtomo Leica RM 2255. Apos as seccdes foram
recolhidas em laminas de vidro que foram secas a temperatura ambiente. A seguir, procedeu-

se a aplicacdo das técnicas histoldgica e histoquimicas.

3.4.5.1 Coloragéo pela hematoxilina de Harris-eosina aquosa
As seccdes recolhidas em laminas de vidro foram reidratadas por 1 minuto em agua
destilada e coradas pela hematoxilina de Harris, durante oito minutos. Depois de lavadas por
trés minutos em agua corrente, as mesmas foram coradas pela eosina aquosa por cinco minutos
e novamente lavadas em agua corrente (Junqueira e Junqueira, 1983). ApGs secagem em
suportes de madeira a temperatura ambiente, foram mergulhadas em xilol e cobertas com
Entellan (meio para montagem de laminas permanentes) entre laminula para posterior

observagdo microscopica.
3.4.6 Histoquimica

3.4.6.1 Técnica do Azul de Bromofenol
Para a detecdo de proteinas totais, as secgdes recolhidas em laminas de vidro foram
coradas pela solugdo de azul de bromofenol & temperatura ambiente durante 2 horas (Pearse,
1985). Em seguida foram banhadas em solucdo aquosa de acido acetico 0.5%, durante 5
minutos. Logo apos, foram passadas no alcool butilico terciario por 5 minutos. Em seguida,
foram secas, diafanizadas em xilol e montadas em Entellan e laminula para posterior

observagdo microscopica.

3.4.6.2 Técnica do PAS acido periddico-Schiff

As seccdes recolhidas em laminas de vidro foram reidratadas por 1 minuto em agua



destilada e transferidas para solucdo de &cido periddico 4%, por 10 minutos. Apds, foram
lavadas em &gua destilada, por 1 minuto e imersas por 1 hora no reagente de Schiff (Junqueira
e Junqueira, 1983). Foram lavadas por 30 minutos em agua corrente, secas a temperatura
ambiente, diafanizadas em xilol e montadas em Entellan e laminula para posterior observagédo
microscopica.

Apos a aplicacdo das técnicas histoldgica e histoquimicas, as ldminas permanentes
foram examinadas e fotografadas em microscopio de campo claro Leica DM750 (Leica®) no
Laboratorio de Histologia do Departamento de Biologia Geral e Aplicada do IB/UNESP/Rio
Claro, Sao Paulo.

3.5 Bioensaios com larvas
Com o objetivo de se verificar a atividade residual do bioativo aqui descrito, ovos

com 10 dias p6s postura foram separados das fémeas ingurgitadas que sobreviveram a
exposicdo aos esteres do acido ricinoléico do 6leo de mamona.

Outro lote de ovos com 10 dias pds postura, foi separado e ndo exposto ao bioativo
aqui testado. Cada lote de ovos independentemente, foi pesado em aliquotas de 10 mg (~200
ovos) e acondicionado em seringas de 3 mL vedadas na sua abertura com algod&o hidrofilo,
e incubado a 27 £ 1°C e U.R. > 80% até a eclosdo das larvas. As seringas que ndo
apresentaram eclosdo superior a 95% foram descartadas.

As avaliages in vitro foram realizadas através do Teste de Imersdo de Larvas (TIL)
seguindo protocolo de Sindhu et al. (2012) com modificagBes. Foram utilizados grupos
homogéneos em peso por tratamento/concentracdo. Grupos: controle negativo, controle de

solvente e controle positivo (carrapaticida comercial) também fizeram parte do experimento.

3.5.1 TIL com os ésteres do acido ricinoléico do 6leo de mamona

Os bioensaios foram realizados em triplicata segundo a alocacdo das seringas
(contendo as larvas) nos grupos controle (C1-C3) e Tratamento (T1-T12), respetivamente,
segundo descri¢do abaixo:

C1.: controle, expostas somente a dgua destilada

C2: controle, expostas somente ao Tween 80 0,5%

C3: controle, expostas somente ao Revolution® na concentragdo de 0,512 mg/mL.

T1-T12: tratamento, expostas aos ésteres do acido ricinoléico do 6leo de mamona nas

concentragdes de 0,003 a 6,24 mg/mL

A imersdo das larvas (200 individuos/seringa/grupo durante 1 minuto em agitacéo) foi

realizada nas proprias seringas que foram preenchidas com 2 mL de cada concentracdo dos



ésteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona de forma independente. Em seguida, foi
retirado o excesso do bioativo, empurrando-se o €mbolo da seringa até a gaze. Papel filtro foi
colocado na gaze para remover completamente as solugdes teste e 0 émbolo foi puxado de
volta para a marca de 2 mL.

Todas as seringas dos respectivos grupos (tratamento e controle), ficaram em capela
por 1 hora, com a extremidade cortada para cima. Apds todas as seringas foram colocadas em
camara BOD a temperatura de 27 + 1°C ¢ U.R. > 80% por 24, 48 ¢ 6 dias. As seringas foram
retiradas e abertas no final de cada periodo de incubacao, respetivamente, e quantificadas as
larvas vivas e mortas. As que conseguiram andar foram classificadas como vivas e as que nao
conseguiram ou apenas exibiram pequenos movimentos nas pernas sem mudar de posicéo

foram consideradas mortas.

3.6 Atividade das esterases
Larvas com 12 dias de idade e armazenadas em freezer -80°C foram homogeneizadas

separadamente em 150 pL de agua destilada em cadinho com pistilo e centrifugadas a 1.100
Xg a 4°C durante 15 min. O sobrenadante foi coletado para a estimativa comparada das
atividades da esterase. O experimento foi realizado em triplicata utilizando-se 40
larvas/grupo.

As solucgdes de trabalho de a e B-acetato de naftilo foram preparadas pela adi¢do de
100 pL de solucédo estoque o ou B-acetato de naftilo 30mM (armazenada a 4°C) em 9,9 mL
de tampao de fosfato 0,02 M, pH 7,2 enquanto a solu¢édo de coloracdo azul rapido foi feita
pela adicdo de 15 mg de azul rapido em 1,5 mL de dgua destilada e 3,5 mL de SDS a 5% em
tampdo de fosfato de s6dio 0,1 M (pH 7,2). As misturas de reacdo compreendendo 20 pL de
homogenato de larva e 150 puL de solugdo de trabalho o ou B -acetato de naftilo foram
adicionadas em placa de microtitulacdo de 96 pocos e foram mantidas em temperatura
ambiente por 15 min. A seguir, 50 uL de solugéo de azul rpido foram adicionados a cada poco
e novamente incubados por 5 min. O controle incluiu 20 uL de agua destilada no lugar do
homogenato de larvas. A intensidade do desenvolvimento da cor foi medida a 570 nm em
leitor de ELISA.

A quantidade de naftol foi derivada da curva padrdo obtida e com base naquela ja
descrita e disponivel na literatura (Hemingway e Brogdon, 1998). Para determinar a
concentracéo de proteina total de cada amostra foi utilizado o0 método descrito por Bradford
(1976). Para a preparagdo da curva padrdo de proteina, foi utilizada albumina sérica bovino

padréo (2 mg/mL; Sigma Aldrich). A absorbancia foi medida a 595 nm e consequentemente



a concentracdo média de proteina foi determinada.

A quantidade de naftol produzida por minuto foi dividida pelo tempo (em minutos)
em que o substrato e 0 homogenato foram incubados antes da adi¢do do corante. Os valores
obtidos foram novamente divididos pelo valor da proteina. Atividades de esterase foram

relatadas como umoles de produto formado/min/mg de proteina (Habig et al., 1974).

3.6.1 Atividade das monoxigenases

Trés réplicas, cada uma contendo 80 das larvas armazenadas em -80°C foram
homogeneizadas separadamente com 150 pL de agua destilada em cadinho com pistilo e
centrifugadas a 1.100 xg a 4°C durante 15 min. Em placa de microtitulacdo de 96 pocos, 20
uL do sobrenadante larval foi adicionado em pocos duplicados adjacentes com 80 uL de
tampéo fosfato de potassio 0,625M (pH 7,2), 200 uL de solugao 3,3',5,5'- tetrametilbenzidina
(TMB2Z) e 25 pL de perdxido de hidrogénio a 3%. A absorbancia foi medida no ponto final
de 650 nm apds incubagdo por 5 min no escuro. Nos pogos brancos de controle, 20 pL de
tampdo de homogeneizacdo foram adicionados no lugar do sobrenadante larval. As
densidades Opticas médias resultantes (DO) foram analisadas usando a curva padrdo de
citocromo C purificada para o teor de proteina total do sobrenadante. Os valores foram
expressos em nanomoles equivalentes ao citocromo P450/mg de proteina.

3.6.2 Atividade da Glutationa S-transferase (GST)

Segundo protocolo de Habig et al. (1974), modificado (Ghosh et al., 2017), larvas
com 20 dias de idade armazenadas em -80 °C foram homogeneizadas separadamente com
150 pL de &gua destilada em cadinho com pistilo e centrifugadas a 1.100 xg a 4°C durante
15 min. A mistura de reagdo em cada poco da placa de microtitulacdo de 96 pocos consistiu
em 10 pL do sobrenadante com 150 uL solugéo de trabalho em quadruplicado. A solucéo foi
preparada em tampdo fosfato (pH 6,5) pela adicdo de 2,5mL de glutationa reduzida (GSH)
10mM, com 125 pL de cloroditrobenzeno (CDNB) 63 mM. No pogo de controle branco, 10
puL de tampao de homogeneizacao foram adicionados no lugar do sobrenadante larval. A
absorbéancia foi lida a 340 nm apds incubacéo das placas por 20 min no escuro. A atividade
GST foi estimada da seguinte forma:

GST (mM/mg/min) = (Densidade Gtica x 100) / 4.39mM* x 6 mm x total proteina

em 10pL homogenato x 20 min.

Para célculo da atividade especifica da GST, utilizou-se o contetdo de proteina total
do homogenato de larvas armazenadas em -80°C, seguindo protocolo de ensaio de Bradford
(1976).



4.0 ANALISE ESTATISTICA
Os parametros bioldgicos utilizados para avaliar os efeitos dos compostos aqui
propostos pelo TIA foram os ja estabelecidos por Drummond et al (1973) e Bennett (1974).
A percentagem de eficiéncia no controle e a percentagem de mortalidade foram corrigidas
pela formula de Abbott, a partir do nimero de fémeas vivas na testemunha (T) e no tratamento
(Tr): E%=((T-Tr)/T) x 100. Parao TIL, o calculo da eficacia dos produtos foi realizado pela
férmula: 100 x (Média de larvas mortas / (Média de larvas vivas + Média de larvas mortas)).

Para os TIL, ainda foi realizada andlise ANOVA Two-Way pelo procedimento GLM,
considerando no modelo os efeitos de origem das larvas (fémeas ndo expostas e fémeas
sobreviventes do TIA), concentracdes (1 a 7) e a interacdo origem*concentracdo. Para
comparagdo mdaltipla entre as medias dos efeitos da origem das larvas e da interacdo foi
adotada a opcdo LSMEANS usando o teste de Tukey e o teste F, respectivamente.

O probit de analise de regressdo foi aplicado aos dados obtidos dos TIA e TIL,
respectivamente para expressar as CLSso.

Os dados obtidos do impacto das formulacdes sobre a atividade das diferentes enzimas,
tanto em fémeas adultas quanto em larvas foram analisados pelo teste de ANOVA One-Way
seguido pelo teste post hoc de Dunnett’s, para avaliar as diferencas entre as médias
aritméticas dos grupos tratados e controle. Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo
programa XLSTAT 2021, e o nivel de significancia para todos os testes foi estabelecido em
p <0,05.

5.0 RESULTADOS
5.1 Ensaio com fémeas ingurgitadas

Na Tabela 1 estdo dispostos os resultados médios obtidos pelo teste de imersdo de
adultos - TIA para as diferentes concentracGes dos ésteres do acido ricinoleico do 6leo de

mamona e para 0s controles negativo e positivo.



Tabela 1. Médias de peso das fémeas ingurgitadas (PF), peso dos ovos (PO), % de eclosdo das
larvas de Rhipicephalus linnaei, indice de Eficiéncia Reprodutiva (IER) e Eficacia dos esteres
do acido ricinoleico do 6leo de mamona e do controle positivo pelo Teste de Imersdo de Adultos

(TIA).

Tratamentos (mg/mL) | PF (g) PO (g9) % de eclosdo | IER Eficacia (%)
100 249+0,2 | 1,25+0,3 | 9500+1,2 | 98,14+2,0 -

50 244+0,1 | 1,20£0,0 | 9500+15 | 98,10+2,0 -

25 240+0,0 | 1,10£0,0 | 98,00+21 | 98,07+1,1 -
12,5 242+00 | 1,13+0,0 98,00+21 98,03+1,1 -
6,25 238+0,0 | 1,20£0,1 | 9800+21 | 98,00+1,1 -
3,13 238+0,0 | 1,10+0,0 98,00+1,9 98,00 +1,1 -
1,56 240+0,0 | 1,00£0,0 | 9800+15 | 98,02+1,1 -
0,78 236+00 | 1,13+0,0 | 98,00+1,1 | 9821+1,1 -
0,39 2,38+0,0 1,11+ 0,0 98,00+ 1,7 98,12+ 3,1 -
0,195 236+00 | 1,13+0,0 97,00+ 2,2 99,01+1,1 -
H.O (Ctrl Negativo) 240+0,0 | 1,19+0,0 98,00+1,2 98,31+ 3,1 -
Revolution® [0,512] 242+0,0 | 061+£0,2 | 830024 2,80+3,3 96,9+4,0

De acordo com a Tabela 1, é possivel observar que o controle negativo (agua destilada)
ndo causou efeito deletério sobre as fémeas ingurgitadas, resultando em alto Indice de
Eficiéncia Reprodutiva (IER): 98,31%.

Na maior concentracao avaliada (100 mg/mL), e nas subsequentes concentracdes dos
ésteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona, ndo foi observada eficacia e nem efeito tanto
na inibigdo da postura das fémeas, como na inibig&o da ecloséo das larvas; enquanto no controle
positivo, Revolution® a 0,512 mg/mL, houve eficicia de 96,9% de eficacia sobre as fémeas
ingurgitadas.

De acordo com os resultados obtidos e mostrados na Tabela 1 ndo foi possivel calcular
as respectivas concentracOes letais, a saber CLsg e CLgo. Para 0s subsequentes experimentos,
diga-se andlises morfohistoquimicas, foram utilizadas as fémeas ingurgitadas expostas ao

bioativo nas doses de 25 a 0,195 mg/mL.

5.1.1 Impacto dos ésteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona nas enzimas intestinais
das fémeas ingurgitadas

Os niveis de fosfatase alcalina, fosfatase acida e serino protease, respectivamente, estao

apresentados na Tabela 2. De forma comparada entre os grupos tratamento e controles, ndo

foram observadas diferencas significativas entre as mesmas.



Tabela 2. Perfil quantitativo comparativo das enzimas (média + error standard) no homogeneizado de tecido intestinal de R. linnaei ap6s exposi¢do

aos esteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona.

Enzimas do intestino médio

Grupos Controles

Grupos Tratamentos

H-0 Revolution® [0,512] 25 12,5 6,25
(pmole/min/L)
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
Fosfatase alcalina 15,22+0,2 | 16,10+0,2 | 23,00+0,2 | 27,27+05 | 15,77+0,4 | 18,22+0,2 | 16,16 £0,1 | 18,00+£0,3 | 1541+0,3 | 17,08 £0,2
Fosfatase acida 28,47+0,3 | 29,27+0,1 | 46,87 +0,1 | 50,21+0,9 | 27,09+0,9 | 29,16 £0,7 | 26,12+0,2 | 29,11 +0,2 | 28,00+0,1 | 31,33+0,3
Serino proteases 0,89+0,0 0,99+0,0 1,56 £0,1 2,01+0,2 0,90+0,1 1,00+£0,1 0,87+0,0 0,93+0,0 0,91+0,0 0,99+0,1
Tabela 2. Continuacao
Grupos Tratamentos
Engi . . -
nzimas do intestino médio 313 156 078 039 0.195
(pumole/min/L)
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
Fosfatase alcalina 15,12+0,4 | 16,80+0,6 | 1497+0,0 | 16,11 +0,1 | 1500+0,5 | 16,96 +0,3 | 15,11+0,3 | 17,22+0,1 | 16,23+0,4 | 18,88 +0,4
Fosfatase acida 29,12+0,3 | 32,44+0,3 | 2956 +0,2 | 29,88+ 0,1 | 30,98+0,1 | 33,47+0,2 | 36,40+0,2 | 37,12+0,3 | 37,47+0,3 | 39,27 +0,1
Serino proteases 0,93+00 | 1,00+02 | 089+0,1 | 0,97+00 | 0,88+0,0 | 0,99+0,0 | 0,96+0,3 | 1,00+05 | 098+0,1 | 1,06+0,1




Com relacdo as enzimas fosfatase alcalina e 4acida, o presente estudo mostrou que 0s
indices de atividade de ambas as enzimas nos grupos controle (agua), e tratamentos (0,195 a
25,0 mg/mL) foram estatisticamente semelhantes para um mesmo periodo de avaliacdo (24 ou
48 h apos exposicao), porém, todos os anteriores diferiram estatisticamente do grupo controle
positivo (Revolution® a 0,512 mg/mL), onde foi observado o maior indice de atividade
enzimética de 23,00 a 27,27 umole/min/L e 46,87 a 50,21 umole/min/L apos 24 e 48 h,
respectivamente, das fémeas ingurgitadas terem sido expostas aos ésteres do acido ricinoleico
do 6leo de mamona.

A andlise da serino protease em todos grupos tratamentos e controle negativo foram
estatisticamente semelhantes, quando comparados os resultados no mesmo periodo de
exposicdo aos bioativos. Porém, todos eles diferentes estatisticamente do grupo controle
positivo (Revolution®); onde os maiores indices de atividade (1,56 a 2,01 pmole/min/L) foram

detectados.

5.1.2 Efeito dos ésteres do acido ricinoleico sobre a producéo de proteina total e da quitina
da cuticula das fémeas ingurgitadas

Na Tabela 3 séo apresentados os resultados de proteina total bem como a quantificagdo

do conteudo de quitina. As concentragdes de proteinas dos extratos obtidos a partir do intestino

de carrapatos dos diferentes grupos aqui analisados foram detectadas pelo método de Bradford

(Bradford, 1976) utilizando-se a albumina de soro fetal bovino como padréo.

Tabela 3. Perfil quantitativo do conteldo de quitina e de proteina cuticular total de fémeas

ingurgitadas de R. linnaei expostas aos ésteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona

Tratamentos Conteudo de quitina Proteina total

(mg/mL) (mg de glucosamina/mL) (mg/mL)
100 0,89+0,0 2,96 £0,0
50 0,90+0,0 2,92+0,2
25 0,89+0,0 2,98+0,0
12,5 0,89+0,0 2,98+ 0,0
6,25 0,88+0,0 2,97 £0,0
3,13 0,88+0,0 2,99 £0,0
1,56 0,89+0,0 2,98+0,0
0,78 0,87+0,0 2,98+0,0




0,39 0,89+0,0 2,98+0,0
0,195 0,88+0,0 2,99+0,1
H20 (Ctrl Negativo) 0,91+0,0 3,02+0,1
Revolution® [0,512] 0,68 £0,1 2,12 +0,1

Os resultados do contetdo de quitina foram os seguintes: Controle (dgua destilada) =
0,91 mg de glucosamina/mL; Tratamento (0,195 a 100 mg/mL) = 0,88 a 0,89 £1 mg de
glucosamina/mL; Controle Positivo (Revolution®) = 0,68 mg de glucosamina/mL, resultados
que foram estatisticamente semelhantes, porém, o0s grupos tratamentos e controle,
respectivamente, diferiram estatisticamente do controle positivo.

O comportamento do conteddo de proteina total do integumento das fémeas
ingurgitadas, expostas aos esteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona, foi 0 mesmo da
quantificacdo de quitina. Os grupos tratamento e controle negativo, foram estatisticamente

semelhantes, porém, diferiram estatisticamente do grupo controle positivo.

5.1.3 Andlises morfoldgico e histoquimico das fémeas ingurgitadas expostas aos ésteres do
acido ricinoleico do 6leo de mamona
O tubo digestdrio das fémeas de Rhipicephalus linnaei é composto por trés regides
distintas: intestino anterior, intestino médio e intestino posterior. Neste estudo, o intestino
médio das fémeas ingurgitadas foi analisado através de técnicas histoldgicas (coloracdo pela
hematoxilina e eosina) e histoquimicos (reacdo pelo acido periddico de Schiff para marcacéao
de polissacarideos neutros - PAS e técnica de marcacdo das proteinas totais pelo azul de
bromofenol).
5.1.3.1 Andlise histoldgica
Grupo controle
Os resultados histoldgicos revelaram que o intestino médio de fémeas ingurgitadas esta
revestido por um epitélio estratificado, com células que variam de cubicas a cilindricas;
possuindo nucleos redondos ou ovais em diferentes posicOes (Figura 1A). Estas Gltimas estédo
posicionadas proximas ao lumen e exibem ndcleos esféricos a ovais com heterocromatina
condensada. As células das camadas basais (indiferenciadas) possuem citoplasma intensamente
corado pela hematoxilina e alguns vacutolos fracamente corados. As células das camadas mais
proximas do limen apresentam citoplasma altamente vacuolizado e fracamente corado com o0s
corantes testados. Na regido apical das celulas da camada mais proxima do lumen,

provavelmente células digestivas, observam-se mais vacuolos. Algumas células parecem estar



ainda liberando vesiculas em direcéo ao limen, de forma arredondada e com varios tamanhos.
Além disso, algumas destas Ultimas estdo fortemente coradas, sugerindo conterem restos

celulares

Figura 1. Secc¢do histoldgica do intestino médio de fémeas ingurgitadas R. linnaei, do grupo
controle negativo. Detalhe do epitélio estratificado (ep), ntcleo (n), células germinativas (cg),

células digestivas (cd) e lamen (lu). Barra: 50 um.

Grupos tratamento

Nestes grupos (doses de 0,78 a 12,5 mg/mL) o epitélio intestinal estratificado passa a
sofrer desorganizagdo, antes ndo observada nos individuos do grupo controle (Fig. 2 A-E).
Nota-se também que o epitélio do grupo exposto a dose de 25,0 mg/mL (Fig. 2 F), apresenta as

células com as mesmas caracteristicas observada no grupo controle.
As células generativas, na maioria cubicas, apresentaram vacuolizacdo citoplasmatica
e ndcleos variando de menos condensados a picnéticos (Fig. 2 B). Mais intensa
desorganizacdo foi observada no intestino das fémeas expostas a 0,79 mg/mL (Fig. 2 A) do
bioativo, onde o epitélio intestinal apresentou-se simples, com a membrana basal que sustenta
0 epitélio destacando-se do mesmo deixando um grande espaco vazio. Os limites celulares ja



ndo estavam tdo evidentes, principalmente aqueles das células generativas (Fig. 2 B-E). De
forma geral, as alteracGes celulares ndo seguiram um padréo dose-resposta, isto é, as maiores

alteracOes foram observadas apenas nas exposi¢des das fémeas as doses menores do bioativo.

Figura 2. Secces do intestino médio de fémeas de R. linnaei expostas as diferentes doses



(0,78 a 25 mg/mL) dos ésteres do &cido ricinoleico do 6leo de mamona (HE). A-F=Detalhes
dos diferentes tipos de células presentes no intestino médio. ep: epitélio; n: ndcleo; seta:
vacuolizacdo; *: espaco resultante do desprendimento da membrana basal; circulo pontilhado:
fragmentos de células lizadas ricas em hematina e particulas livres; lu: limen. Escala: barra =
50pum
5.1.3.2 Andlise histoquimica
A) Detecao de proteinas

Os resultados do estudo histoquimico obtidos por meio da aplicacao da técnica do azul
de bromofenol mostram que, nas fémeas de carrapatos R. linnaei ingurgitadas as células
digestivas apresentam regdo positiva ao teste.

No grupo controle (Fig. 3 A), a analise histoquimica detectou que o epitélio do intestino
médio ainda se apresenta estratificado, apresentando reacdo positiva ao teste. O contetdo
citoplasmatico das células digestivas ndo apresentou variacdo na intensidade de marcagéo pelo
azul de bromofenol, a qual ocorre fortemente positiva a técnica. Foi possivel observar as
células com aspecto integro, porém, fracamente marcadas, evidenciando um baixo contetido
proteico. Proximo ao lumen observou-se a presenca de vacuolizacdo fracamente positiva ao
azul de bromofenol, em meio a restos citoplasmaticos também fracamente positivos.

Quanto aos grupos tratamento, isto €, fémeas expostas aos ésteres do acido ricinoleico
do 6leo de mamona nas doses de 0,78 a 12,5 mg/mL, os limites celulares ja ndo puderam ser
evidenciados, principalmente nas células generativas (Fig. 3 B-F). O citoplasma das células
generativas apresentou diminuigdo na intensidade de marcacao para o azul de bromofenol em
relagdo ao grupo controle, se tornando medianamente positivo a esta técnica. As células dos
estratos do epitélio mais préximos do lumen do intestino mostraram citoplasma com
vacuolizacdo fracamente positiva ao azul de bromofenol. Na figura 3 E-F, observa-se que o
dominio apical das células digestivas é o local onde existe maior vacuolizacao e este apresenta-
se fracamente positivo. De igual maneira, nestas figuras, as células dos estratos basais (celulas
generativas ou indiferenciadas) apresentaram citoplasma fortemente corado pelo azul de
bromofenol com a presenca de alguns vacuolos fracamente positivos.

Entretanto as caracteristicas descritas anteriormente, no grupo de fémeas expostas a
dose de 25,0 mg/mL (Fig. 3G), ndo seguiram o mesmo comportamento; permanecendo as
celulas com caracteristicas integra semelhante aquelas encontradas no grupo controle, e com

marcacdo fracamente positiva para proteinas.



Figura 3. Seccles histologicas do intestino medio de fémeas de R. linnaei expostas as
diferentes doses dos ésteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona, coradas pelo azul de
bromofenol. A: Grupo controle; B-G Grupo tratamento nas doses de 0,78 a 25 mg/mL,
respetivamente. Detalhes nas imagens= lu: limen; n: nucleo; seta: vacuolizacdo. Escala: barra

= 50pum.



B) Detecéo de polissacarideos

As células generativas pertencentes ao intestino das fémeas alocadas no grupo controle,
apresentaram o0 citoplasma com intensa granulacdo polisacaridica positiva distribuida
heterogeneamente (Fig. 4A). Observou-se ainda a presenca de polissacarideos no espago
intercelular das células digestivas e generativas.

Nos grupos tratamento, foi observada marcacdo PAS positiva mais intensa no
citoplasma (Fig. 4 E-G). As células em contato direto com o Iimen apresentaram vacuolos
negativos ao PAS. Algumas pareciam estar liberando por¢des ou mesmo se desprendendo do
epitélio em direcdo ao lumen, sob a forma de esferas fortemente PAS positivas (Fig. 4 B, D,
FeQG).

Nas células digestivas observou-se vacuolizacdo citoplasmatica com 0 mesmo padrao
de marcacdo para proteinas descrito para o grupo controle (Fig. 4 G). Nestas células também
foram observados granulos citoplasméaticos que reagiram moderadamente ao PAS. Além
disso, observou-se células digestivas parcial ou totalmente preenchidas por granulacdo

amarelada/amarronzada.



s

Figura 4. Secc¢des do intestino médio de fémeas de R. linnaei expostas as diferentes doses dos

ésteres do &cido ricinoleico do 6leo de mamona, coradas pela técnica de PAS. A: Grupo
controle; B-G Grupo tratamento nas doses de 0,78 a 25 mg/mL, respetivamente. Detalhes nas

imagens = cg: células generativas; gr: granulacdo citoplasmética. Escala: barra = 50um.



5.2 Ensaios com larvas

Na Tabela 4 estdo as médias de mortalidade de larvas de R. linnaei, obtidas para o0s
bioensaios de tratamento e controle, a partir do TIL.
Tabela 4. Médias de eficacia dos ésteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona em relacao a

mortalidade (%) das larvas de R. linnaei pelo Teste de Imerséo de Larvas (TIL).

Concentracdes (mg/mL) % Mortalidade larval
Lote 1 Lote 2

6,24 1,16 £0,0 1,09+0,1
3,12 1,16 £0,0 1,15+0,0
1,56 1,10+0,0 1,13+0,0
0,78 1,10+ 0,0 1,00+ 0,0
0,39 1,10+ 0,0 1,00+ 0,0
0,195 1,11+0,0 1,00+£0,0
0,098 1,10+ 0,0 1,00+ 0,0
0,049 1,10+ 0,0 1,00+ 0,0
0,024 1,10+ 0,0 1,00+£0,0
0,012 1,10+ 0,0 1,00+ 0,0
0,006 1,03+0,0 1,00+ 0,0
0,003 1,03+0,1 1,00+0,0
H20 (Ctrl Negativo) 1,86 +0,1 1,22+0,0
Revolution® [0,512] 100+ 0.0 100 £ 0.0

*Lote 1: larvas com idade de 10 dias obtidas das posturas de fémeas ingurgitadas com previa exposi¢ao aos ésteres
do acido ricinoléico do 6leo de mamona. Lote 2: larvas com idade de 10 dias obtidas das posturas de fémeas que
n&do foram expostos ao bioativo

De forma geral os resultados demonstraram que as larvas de ambos o0s lotes expostos
aos esteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona tiveram comportamento semelhante entre
0S grupos tratamento e controle negativo, sem diferencas estatisticas, porém, estes grupos
diferiram estatisticamente do grupo controle positivo. Os ésteres do acido ricinoleico do 6leo
de mamona ndo tiveram efeito residual entre as geragdes de larvas, indicando que existe baixo

risco de resisténcia aos bioativos.



5.2.1 Atividades das estearases, monoxigenase e glutation transferase-GST, em larvas

expostas aos ésteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona

Nas Tabelas 5-7, sdo apresentados os resultados referentes a atividade enzimatica das

estearases, monoxigenase e glutation transferase, respectivamente, em larvas de R. linnaei

apos exposicao aos esteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona.

Tabela 5. Atividade mé&xima das enzimas obtidas apds 24h de exposicéo aos ésteres do acido

ricinoleico do 6leo de mamona, nos diferentes lotes das larvas de R. linnaei.

Estearase Monoxigenase GST
Concentrages (nmole/min/L) (mM/mg/min) (mM/mg/min)
Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2

6,24 0,69+00 |062+0,0|0,37+0,0 | 032+0,0| 0,33+0,0 0,32+0,0
3,12 0,68+0,0|0,62+0,0| 0,37+0,0 | 0,33£0,0 0,33+£0,0 0,32+£0,0
1,56 0,68+0,0 |061+0,0|0,38+00|034+0,0| 0,34+0,0 0,32+0,0
0,78 0,69+00|061+00038+0,0|0,32+0,0 0,32+£0,0 0,32+£0,0
0,39 0,67+0,0|060+0,0|0,38+0,0 |032+0,0| 0,34+0,0 0,32+0,0
0,195 0,68+0,0 | 0,60+0,0| 0,38+0,0 | 0,32+0,0 0,34 +£0,0 0,32+£0,0
0,098 0,68+0,0 | 0,60+0,0|0,39+0,0 | 0,34+£0,0 0,34 +£0,0 0,32+£0,0
0,049 069+0,0|060+00|038+0,0|034+00| 0,34+0,0 0,32+0,0
0,024 0,68+0,0| 0,60+0,0| 0,38+0,0 | 0,34+0,0 0,34 £0,0 0,32+£0,0
0,012 0,68+0,0|060+00 |0,38+0,0|034+00| 0,34+0,0 0,31+0,0
0,006 0,69+0,0|0,60+0,0|0,38+0,0|0,34+0,0 0,34 +£0,0 0,32+£0,0
0,003 0,68+0,0|060+00 |038+0,0|034+00| 0,34+0,0 0,32+0,0
H-O 069+0,0|060+00|038+0,0|034+00| 0,34+0,0 0,32+0,0
Revolution® 0,87+0,0(080+0,0|0,44+0,1|043%0,1 0,41+£0,0 0,42+0,1

*Lote 1: larvas com idade de 10 dias obtidas das posturas de fémeas ingurgitadas com previa exposi¢do aos ésteres
do acido ricinoléico do 6leo de mamona. Lote 2: larvas com idade de 10 dias obtidas das posturas de fémeas que
ndo foram expostos ao bioativo

Tabela 6. Atividade maxima das enzimas obtidas ap6s 48h de exposicdo aos ésteres do acido

ricinoleico do 6leo de mamona, nos diferentes lotes das larvas de R. linnaei.

Estearase Monoxigenase GST
Concentrages (nmole/min/L) (mM/mg/min) (mM/mg/min)
Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2

6,24 0,72+00 | 063+0,0|036+00|035+0,0 | 0,34+0,0| 0,33+0,0
3,12 0,70£0,0 | 065+0,3 | 0,39+0,0 | 0,34+0,0 | 0,34+0,0 | 0,33+0,0
1,56 0,70+0,0 | 0,64+00|0,39+0,0|0,34+0,0 | 0,34+0,0 | 0,33+£0,0
0,78 0,70+0,0 | 0,64+0,0 | 0,39+0,0 | 0,34+0,0 | 0,34+£0,0 | 0,33+0,0
0,39 0,70+0,0 | 0,64+00|039+0,0 | 0,34+0,0 | 0,34+0,0 | 0,33+£0,0
0,195 0,70+0,0 | 0,64+00|038+0,1|0,34+0,0 | 0,34+0,0 | 0,33+0,0
0,098 0,70+0,0 | 064+0,0 | 0,38+0,1 | 0,34+0,0 | 0,34+£0,0 | 0,33+0,0
0,049 0,70+0,0 | 0,64+0,0|039+0,0|0,34+0,0 | 0,34+£0,0 | 0,33+£0,0




0,024 0,70+0,0 | 0,64+0,0 | 039+0,1 | 0,34+0,0 | 0,34+0,0 | 0,33+0,0
0,012 0,70+0,0 | 064+00|039+0,1|0,34+0,0 | 0,34+0,0 | 0,33+0,0
0,006 069+00064+00|039+01|034+00 | 034+0,0 | 0,33+0,0
0,003 0,69+0,0|064+00|039+0,1|0,34+0,0 | 0,34+0,0 | 0,33+0,0
H20 0,69+0,0 |064+00|038+0,0|0,34+00 |0,34+0,00,32+0,0
Revolution® 0,87+0,0080+00|044+0,1|043+01|041+0,0|042+0,1

*Lote 1: larvas com idade de 10 dias obtidas das posturas de fémeas ingurgitadas com previa exposicao aos ésteres
do acido ricinoléico do 6leo de mamona. Lote 2: larvas com idade de 10 dias obtidas das posturas de fémeas que
n&do foram expostos ao bioativo

Tabela 7. Atividade mé&xima das enzimas obtidas ap06s 6 dias de exposi¢do aos ésteres do acido

ricinoleico do 6leo de mamona, nos diferentes lotes das larvas de R. linnaei.

Estearase Monoxigenase GST
Concentragdes (numole/min/L) (mM/mg/min) (mM/mg/min)
Lotel Lote 2 Lotel Lote 2 Lotel Lote 2

6,24 0,71+0,0 | 0,66+0,0|0,38+0,0| 0,35+0,0 0,34+0,0 |034+0,1
3,12 0,70+0,0 | 066+0,0|037+00| 0,35+0,0 | 0,34+0,0 | 0,33+£0,1
1,56 0,70+0,0 | 066+0,0 | 037+00| 0,35+0,0 | 0,34+0,0 | 0,32+£0,1
0,78 0,69+0,0 | 066+0,0 |037+0,0]| 0,35+0,0 0,36 £0,0 | 0,33+0,1
0,39 0,70+0,0 | 066+0,0|038+00| 035+0,0 | 0,34+0,0 | 0,33+£0,1
0,195 0,70+0,0 | 0,66+0,0 | 0,37+0,0| 0,35+0,0 0,34+0,0 |0,33+0,1
0,098 0,70+0,0 | 066+0,0|037+00| 0,35+0,0 | 0,36x0,2 | 0,32+£0,1
0,049 0,70+0,0 | 0,66+0,0 | 0,38+0,1| 0,35+0,0 0,35+0,0 |0,33+0,1
0,024 0,70+0,0 | 0,66+0,0|0,38+0,1| 0,35+0,0 0,34+0,0 |032+0,1
0,012 0,70+0,0 | 066+0,0038+01| 034+00 | 0,34+0,0 |0,32+£0,1
0,006 0,70+0,0 | 0,66+0,0 | 0,38+0,1| 0,35+0,0 0,34+0,0 |032+0,1
0,003 0,70+0,0 | 066+0,0038+01| 034+00 | 0,34+0,0 |0,32+£0,1
H20 069+00 |066+0,1({0,38+0,1| 0,34+£0,0 0,34+0,0 |032+0,1
Revolution® 087+00 |083+£0,1|044+£01| 04301 041+0,0 | 042+01

*Lote 1: larvas com idade de 10 dias obtidas das posturas de fémeas ingurgitadas com previa exposi¢ao aos ésteres
do acido ricinoléico do 6leo de mamona. Lote 2: larvas com idade de 10 dias obtidas das posturas de fémeas que
ndo foram expostos ao bioativo.

Estearase

Conforme descrito nas tabelas acima, para cada lote de larvas selecionado foi analisada
a atividade enzimatica maxima. A maior atividade enzimatica de 0,72 pmole/min/L, foi
observada nas larvas do lote 2 ap0s 48h de exposicdo aos ésteres do &cido ricinoleico de
mamona, porém sem diferencas estatisticas entre as diferentes concentragdes, lotes de larvas
e periodo de exposicdo aos bioativos. O padrdo de reatividade dos bioativos nas populacoes
de larvas foram semelhantes nos grupos controle e tratamento, sem diferencas significativas,

porém significativamente diferente dos resultados obtidos no grupo exposto ao Revolution®.



GST

Nos diferentes periodos de exposicdo aos ésteres do acido ricinoleico do 6leo de
mamona, a maior atividade enzimatica foi observada no grupo controle positivo
(Revolution®). Nenhuma diferenca significativa na atividade enzimatica foi observada entre

os lotes e periodo ap6s exposi¢do das larvas aos bioativos.

Monoxigenase

A maior atividade enzimatica foi observada no grupo controle positivo. Da mesma
maneira as enzimas anteriormente descritas, a atividade da monoxigenase nao apresentou
diferenca significativa entre os periodos apds exposicao aos ésteres do acido ricinoleico do
6leo de mamona, quando comparada a atividade obtida entre os grupos controle e tratamento.

6.0 DISCUSSAO GERAL

No presente estudo, a avaliacdo das diferentes doses s dos ésteres do &cido ricinoleico
do 6leo de mamona, ndo apresentaram atividade inibidora na reducdo das massas de ovos das
fémeas ingurgitadas de R. linnaei, expostas aos bioativos através do bioensaio de imerséo.
Desta maneira, a avaliagdo do potencial toxico (CLso) obtida a partir dos bioensaios, nos quais
as fémeas ingurgitadas sdo submersas em concentracfes diferentes dos ésteres do acido
ricinoleico do 6leo de mamona (Teste de Imersdo de Adultos), ndo foi estimada, dado a baixa
eficacia do bioativo.

Para o controle de carrapatos, carrapaticidas quimicos sdo usados para interromper
funcdes especificas dos 6rgaos alvos para que a populacdo possa ser controlada em um nivel
significativo. No presente estudo, focou-se no intestino médio dos carrapatos, que é o local de
predilecdo para a digestdo do sangue (Sonenshine e Roe, 2014). Como a digestdo em carrapatos
é um processo intracelular, as mudancas no perfil celular das células digestivas podem afetar o
processo de digestdo do sangue e, portanto, a sintese de proteinas vitais necessarias na
vitelogénese e na produgdo de ovos. Varias enzimas digestivas estdo envolvidas na digestéo do
sangue (Chevillon et al., 2007; Sojka et al. 2013).

As enzimas digestivas, fosfatase acida (FAc), fosfatase alcalina (FAI) e serinas
protéases (SP) foram relatadas em células do intestino médio de carrapatos (Mulenga et al.,
2003) estando localizadas em vesiculas intracelulares dentro dos epitélios do intestino médio
e normalmente nao estdo disponiveis no Ilimen. No nosso estudo, foi observada uma atividade
das enzimas FAc, FAl e SP, em ambos os periodos de avaliagdo (24 e 48h), onde obteve-se

valores bem proximos aos do grupo controle negativo (agua destilada). A diminuicdo na



atividade enzimaética sugeriu a incapacidade das células digestivas alteradas de absorver as
proteinas do hospedeiro e a formacdo de endossomos e, finalmente, a formacdo de
fagolisossomos (Bisht et al., 2024). Os resultados sugeriram que ndo houve envolvimento
destas enzimas no processo de desintoxicacao contra 0s agentes xenobidticos (Shekari et al.,
2008), portanto, bem pouco provavel o surgimento da resisténcia aos ésteres do acido
ricinoleico do 6leo de mamona. A estimativa quantitativa das enzimas digestivas em fémeas
expostas aos carrapaticidas pode fornecer informacdes cruciais sobre a possivel via de acéo
dos novos produtos.

A cuticula do carrapato forma o seu exoesqueleto e estd composta por proteinas e
quitina que fornecem estabilidade e flexibilidade (Hackman, 1982; Kramer et al., 1988). As
proteinas produzem uma matriz de propriedades mecanicas variaveis e estabilizam a quitina.
Ela interage com a quitina em uma zona estreita (a camada Schmidt) onde uma quantidade
relativamente grande de &gua (cerca de 90%) esté presente, presumivelmente para conduzir as
interacbes hidrofobicas entre quitina e proteina, um fator importante no processo de
estabilizacdo (Hillerton e Vincent, 1983). Embora ndo tenham sido observadas, no presente
estudo, mudancas morfoldgicas significativas no tegumento de carrapatos tratados com 0s
ésteres do &cido ricinoleico do 6leo de mamona, o perfil quantitativo de proteina e quitina foi
realizado. Nenhuma diferenca significativa no contetdo de quitina entre as fémeas tratadas
com o bioativo (0,88 £ 0,0 mg/mL) em comparacdo com as do grupo controle (0,91 £ 0,0
mg/mL) foi observada. Da mesma forma, Remedio et al. (2014) avaliaram o extrato aquoso
das folhas de neem em carrapatos Rhipicephalus sanguineus e nédo relataram variagao
significativa na morfometria da cuticula, entretanto, alteracbes morfolégicas foram observadas
no tegumento dos carrapatos tratados.

Outros resultados obtidos neste trabalho mostraram o potencial toxico dos ésteres do
acido ricinoleico do 6leo de mamona, sobre a morfohistologia do intestino médio de fémeas
ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus linnaei, bem como altera¢cbes morfohistoquimicas
que as concentragdes de 0,78 a 6,25 mg/mL desse composto provocaram neste o0rgao. No
presente estudo, o epitélio, células digestivas ndo uniformes e limen preenchido com vesiculas
digestivas rompidas e granulos de hematina foram observados no intestino médio de fémeas
expostas aos bioativos. Semelhantes resultados foram obtidos por Araujo et al. (2014) ap6s o
tratamento de R. sanguineus com selamectina que mostrou efeito citotoxico nos diferentes tipos
de células do intestino médio incluindo a degeneracdo do epitélio intestinal. Da mesma forma,
de Oliveira et al. (2013, 2016) relataram a presenca de vacuolizacdo nas celulas do intestino

médio e alteracdes significativas nos subtipos de células digestivas em R. sanguineus durante o



tratamento com fluazuron e dinotefuran.

Segundo a literatura j& descreveu, as células digestivas seriam consideradas as
principais células do epitélio do intestino médio, e seriam responsaveis pela producao e pela
secrecdo de enzimas digestivas, além da absorcdo de agua e de outras substancias digeridas
(Harrison e Foelix, 1999). O presente estudo confirmou que embora as alteragdes
morfohistologicas ocorridas nas células do intestino medio das fémeas expostas aos ésteres do
acido ricinoleico do 6leo de mamona, a participacdo das enzimas digestivas permaneceu
inalterada em relacéo aos resultados obtidos no grupo controle negativo. Este achado indicou
que os ésteres conseguem desestruturar a nivel celular o intestino médio sem que exista uma
sobre expressdo enziméatica como mecanismo de defesa ao xenobiotico/carrapaticida. Dos dois
mecanismos amplos envolvidos no desenvolvimento de resisténcia, o papel da superexpressdo
de enzimas metabdlicas no desenvolvimento de resisténcia ja foi estabelecido em varias
espécies de artropodes (Hemingway e Ranson, 2000; Rosario-Cruz et al., 2009; Bass e Jones,
2018).

O estudo histoquimico dos intestinos médios de fémeas de R. linnaei expostas aos
ésteres, também forneceu importantes informacdes sobre a presenca de proteinas, as quais nas
células digestivas do epitélio do intestino nas concentracées de 0,78 a 6,25 mg/mL do bioativo,
mostrou menores quantidades destas no seu citoplasma, provavelmente devido & maior
desorganizacdo estrutural do proprio intestino médio, o que provavelmente interferiu na
producdo das mesmas (principalmente na forma de enzimas digestivas) e em quantidades
significativas. As poucas proteinas que foram ai encontradas, provavelmente seriam as
chamadas proteinas estruturais, pelo menos em parte, produzidas para serem utilizadas pelas
préprias células, e/ou ainda parte delas poderiam estar sendo sintetizadas e armazenadas para
uso posterior (Harrison e Foelix, 1999).

Em estudos prévios com R. sanguineus que foram expostos aos ésteres do acido
ricinoleico do 6leo de mamona, a medida que as concentracgdes do bioativo foram diminuindo,
observou-se nas celulas digestivas do intestino médio, um aumento da vacuolizagdo
citoplasmatica a qual reagiu fracamente aos corantes utilizados que foram azul de bromofenol
e reagente de Schiff; dados que corroboraram, aqueles encontrados para o intestino anterior e
médio de carrapatos da espécie R. appendiculatus (Till, 1961; Coons et al., 1982). Estes
autores interpretaram a presenca destes vacuolos como resultado da fusdo de vesiculas
contendo secrecdo, as quais ndo liberaram seu contetdo para o lumen, indicando que o0s
carrapatos expostos ao bioativo ja poderiam estar fabricando produtos de defesa (ndo

enzimaticos), os quais poderiam estar afetando a fisiologia do intestino dos mesmos



(Sonenshine e Roe, 2014).

Quanto ao estudo com larvas de R. linnaei, no presente estudo, as diferentes doses
avaliadas dos ésteres do acido ricinoleico do 6leo de mamona, ndo tiveram atividade bioldgica
que fosse potencial para causar mortalidade larval. Desta maneira, a avaliacdo do potencial
toxico (CLso) obtido a partir dos bioensaios de Teste de Imersdo de Larvas, ndo foi possivel
ser estimado, dado a baixa eficacia do bioativo.

Principalmente trés enzimas, a saber, estearase, monooxigenase e glutationa S-
transferase, sdo relatadas como envolvidas na desintoxicacdo metabolica e frequentemente
correlacionadas com o desenvolvimento de resisténcia a carrapaticidas em larvas de carrapatos
(Guerrero et al., 2012). No presente estudo, a atividade das enzimas supracitadas, obtiveram
resultados préximos aos do grupo controle, indicando, portanto, a baixa eficacia na
mortalidade larval em decorréncia da exposicdo aos esteres, 0 que poderia estar diretamente
correlacionado com a baixa atividade enzimatica o que consequentemente descartaria a

possivel ocorréncia de resisténcia.

7.0 CONCLUSAO

Os danos provocados pelos bioativos presentes nos ésteres do acido ricinoleico do 6leo
de mamona, sobre as células digestivas de fémeas ingurgitadas de R. linnaei, interferiram na
producdo de novas células digestivas essenciais no processo de digestdo do sangue. Assim,
guando os processos digestivos sdo inibidos, também os de armazenamento dos elementos
nutritivos do sangue, necessarios para a nutricdo do proprio ectoparasita e para formacao de
elementos vitelinicos ndo se completardo, o que interferird diretamente sobre o
desenvolvimento de suas células germinativas (ovocitos) e, portanto, na formacgdo de novos
individuos.

Futuras pesquisas podem ser desenvolvidas utilizando-se 0 mesmo modelo de estudo
aqui relatado, mas dessa vez com fémeas semi-ingurgitadas. Acredita-se que essa fase de vida
dos carrapatos podera mostrar com mais evidencias os efeitos dos ésteres do acido ricinoleico

do 6leo de mamona sobre o intestino médio dos carrapatos.

8.0 DESCRICAO DO APOIO INSTITUCIONAL RECEBIDO NO PERIODO

No periodo referente ao relatorio, o apoio institucional recebido do Instituto de
Biociéncias de Rio Claro foi adequado e fundamental para o desenvolvimento das atividades
acima descritas.

- Manejo dos coelhos: colaboracdo da equipe do setor de Manejo Animal, composta por



assistentes e analistas, para acompanhamento médico veterinario dos animais.

- Apoio técnico dos estudantes do Laboratorio de Microscopia e do Técnico Gerson de Mello:
foram de fundamental importancia nas atividades de pesquisa do laboratorio, bem como ajuda
na realizacdo das andlises e processamento do material bioldgico coletado.

- Andlise e interpretacdo dos resultados: Um elemento fundamental foi o apoio em todo
momento da Supervisora deste projeto, Profa Dra. Maria Izabel Camargo-Mathias. Seu auxilio
foi essencial no aperfeicoamento do delineamento experimental, escolha das andlises
adequadas dos diferentes conjuntos de dados obtidos, bem como formulag6es e reformulacbes

das analises estatisticas para um melhor entendimento e interpretacdo dos resultados.

9.0 LISTADE PUBLICAQ()ES RESULTANTES DE AUXILIO DA BOLSA
9.1 Desenvolvimento de material didatico ou instrucional - ebook
MORTE CELULAR PROGRAMADA, APOPTOSE. Capitulo 2. In: A morte celular como
estratégia  biolégica de sobrevivéncia: beneficios e prejuizos. 2023. Doi:
http://dx.doi.org/10.13140/RG.2.2.33543.37288.

9.2 Artigo em elaboracéo
Yousmel Aleman Gainza, Bruna Jéssyca Nascimento Horn, Eduarda Cristina Vinha, Kirley
Marques Canuto, Maria Izabel Camargo-Mathias., 2024. Morphological characterization in the
midgut and digestive enzyme profile in Rhipicephalus linnaei ticks, exposed to the ricinoleic

acid salt of castor oil.

10.0 OUTRAS ATIVIDADES

Durante o periodo referente ao relatério, o bolsista participou das seguintes atividades
docente educativa:
- Professor voluntario da disciplina de Imunologia geral. Ministrada durante el periodo de
margo de 2023 a julho de 2023, totalizando 60h (ANEXO).
- Participacéo do evento Brunch de Boas-Vindas da Internacionalizacdo 2023 realizado em
30/03/2023, contabilizando carga horéria total de 3 horas (ANEXO).
- Participacdo na “Mentoria para Consolidacao da Carreira em Pesquisa dos bolsistas de Pos-
Doutorado (PD) da FAPESP” (ANEXO).
- Participacdo no 1° Encontro do Programa de Pds-Doutorado (ANEXO).
- Participagdo do Ciclo ILP + FAPESP de Ciéncia e Inovacdo 2024: IMPACTOS
ECONOMICOS DAS MUDANGAS CLIMATICAS (ANEXO).
- Participacdo como coautor no VIII Simposio Brasileiro de Acrologia — SIBAC (ANEXO).


http://dx.doi.org/10.13140/RG.2.2.33543.37288

11.0 ANEXOS

une S p&&g UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA R,

“JULIO DE MESQUITA FILHO”
Instituto de Biociéncias - Campus de Rio Claro
Departamento de Biologia Geral e Aplicada

Rio Claro, 24 de junho de 2023
ATESTADO

Atesto para fins académicos que Yousmel Aleméan Gainza, pés-doutorando vinculado ao
Programa de Pés-Graduagdo Biologia Celular e Molecular do Instituto de Biociéncias da UNESP de
Rio Claro, ministrou voluntariamente a disciplina “Imunologia” para os alunos do Curso de
Ciéncias Bioldgicas-integral no 1°semestre do ano de 2023, totalizando 60 horas.
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Profa. Dra. Patricia Pasquali Parise Maltempi
Chefe do Departamento de Biologia Geral e Aplicada

Instituto de Biociéncias — Departamento de Biologia Geral e Aplicada
Avenida 24-A n° 1515 - CEP 13506-900 - Rio Claro - S.P. - Brasil
tel 19 3526-4175 /19 3526-4135 - http://www.rc.unesp br -
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Certificamos que Yousmel Aleman Gainza, participou com éxito do evento Brunch de
Boas-Vindas da Internacionalizagéo 2023 realizado em 30/03/2023, contabilizando carga
horaria total de 3 horas.

Sé&o Paulo, 30 de margo de 2023.
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RES: CONVITE FAPESP / Webinario do Programa Iniciativa de Mentoria para Consolidacaoda & ©
Carreira em Pesquisa dos bolsistas de Pos-Doutorado (PD) da FAPESP D Caixa de entrada =

DC <DC@fapesp.br> @ ter,18de abr. de 2023, 1227 ¥ “« 3
paraDC ~

Caro(a) Bolsista de Pés-doutorado da FAPESP,

Agradecemos a presenga de todos durante os trés dias de realizagao do Webinario do Programa Iniciativa de Mentoria para Consolidagéo da Carreira em Pesquisa dos
bolsistas de Pés-Doutorado (PD) da FAPESP.

Conforme mencionado durante o Webinario, & importante a avaliacdo de cada atividade desenvolvida para o seu aprimoramento. Assim, contamos com a colaboracao de
todos(as) no preenchimento da Avaliagéo em anexo. Por favor, encaminhar até o dia 28/04/2023 para o e-mail: mentoriapd@fapesp.br.

Atenciosamente,
Profa. Catarina Segreti Porto

Coordenadora Programa
Membro da Assessoria DC

De: DC
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1° ENCONTRO
DO PROGRAMA DE POS-DOUTORADO

Certificamos %u’e Yousmel Aleman Gainza, Cf)articipou do 1° Encontro do
Programa de Poés-Doutorado da Unesp realizado em 18 de Abril de 2024, na
cidade de Séo Paulo, contabilizando carga horaria total de 8 horas.

Sé&o Paulo, 18 de Abril de 2024
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INSTITUTO.
DO LEGISLATIVO. ASSEMBLEIA LEGISLATIVA
PAULISTA DO ESTADO DE SAO PAULO

CERTIFICADO

A Assembleia Legislativa do Estado de Sdo Paulo, por meio do Instituto de Estudos, Capacita¢do e Politicas Publicas do Poder Legislativo
(Instituto do Legislativo Paulista — ILP), com fundamento nas atribui¢des dadas pelo Ato da Mesa n2 11, de 16 de Abril de 2019, artigos
141 e 142, certifica que

YOUSMEL ALEMAN GAINZA

portador(a) do CPF 236.499.318-00 participou do Ciclo ILP + FAPESP de Ciéncia e Inovagdo 2024

IMPACTOS ECONOMICOS DAS MUDANCAS CLIMATICAS

realizado de forma telepresencial em 01/04/2024, com carga horaria de 2h.
S&o Paulo, 01 de abril de 2024

e A%MQE)' -
N GERMANO DA SILVA AGNES THAIS SACILOTTO NATACHA SOUZA JONES
Diretor Executivo do ILP Diretora-Presidente do ILP Diretora Executiva do ILP

Programa
As ameacas ao desenvolvimento econémico global pelos efeito%das mudancas climaticas. A situagao de vulnerabilidade do Brasil.
Medidas para mitigagdo dos riscos econdmicos (transformagéo e da transi¢do para economia de baixo carbono, investimentos na
adaptagdo para o enfrentamento das mudangas climaticas e avaliagdo dos impactos e riscos em cada setor econdmico e da vida humana).
Evento disponivel em: https://www.youtube.com/watch?v=I3vpzOmFVME

Assembleia Legislativa do Estado de Sdo Paulo
Avenlda Pedro Alvares Cabral 201, 04097 900, 550 Paulo (SP) PABX 3886 6000 www.al.sp., gov br
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Acarologia e Biodiversidade: da inovagdo a sustentabilidade

Certificamos que o trabalho CANNABIS SATIVA: ACAO DO SEU EXTRATO NA ORGANIZAGAO
TECIDUAL DO TEGUMENTO E DAS GLANDULAS SALIVARES DE CARRAPATOS RHIPICEPHALUS

LINNAEI foi apresentado por Odaiza Da Silva, Davy Sapatini, Milena de Lima Rodrigues, Yousmel

Aleman Gainza, Marina Rodrigues de Abreu e Maria lzabel Camargo Mathias, na forma Poster, na
area tematica Acaros de Importancia Veterinaria, durante o VIIl Simpésio Brasileiro de Acarologia,

realizado em Sdo Luis, Maranhio, no periodo de 23/06/2024 a 26/06/2024.
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