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Resumo

A espécie de carrapato Rhipicephalus linnaei (anteriormente denominada R. sanguineus 1.s.),
também conhecida como "carrapato do cao", € relevante na medicina veterinaria devido a sua
capacidade de transmitir doencas aos seus hospedeiros. Atualmente, o controle desse
ectoparasita € realizado por meio da aplicacdo de acaricidas quimicos sintéticos, pratica essa
que, apesar de eficiente, traz prejuizos, como a resisténcia dos carrapatos que deixam de
responder com eficiéncia as bases quimicas, bem como traz riscos aos organismos nao alvos,
incluindo-se 0 homem e outros animais. Nesse cenario, a necessidade de se encontrar novas
estratégias de controle é urgente e, nessa direcdo, 0 uso de acaricidas quimicos que tenham
bases naturais (bioativos), como os ésteres derivados do acido ricinoléico do 6leo de mamona
(Ricinus communis), tém se mostrado ser uma perspectiva eficiente no controle desses
ectoparasitas. Resultados até agora encontrados j& mostraram que 0S MeSMOS causam
alteracdes significativas em fémeas de carrapatos Rhipicephalus linnaei a eles expostas,
incluindo mudancas na morfofisiologia dos érgdos, o que traz como consequéncia impactos
na reproducao e alimentacdo desses ectoparasitas. Apesar da eficiéncia dessas bases quimicas
sintéticas ou naturais, no controle dos ectoparasitas, ha ainda uma lacuna a ser preenchida no
tocante a0 modo de acdo das mesmas quando o foco é o hospedeiro. Assim, no presente
estudo buscou-se: a) avaliar o potencial acaricida destes ésteres contra carrapatos R. linnaei,
através de bioensaios em laboratério, infestando coelhas hospedeiras que foram alimentadas
com racdo Bandeirante® enriquecida com ésteres por 60 dias; b) detectar a ocorréncia de
alteracOes nas enzimas hepaticas TGO, TGP E FAL, bem como alteracdes morfohistoldgicas
e histoquimicas no figado e no baco de coelhas que receberam duas doses de Nexgard® e de
coelhas que se alimentaram de racdo Bandeirante® enriquecida com ésteres por 60 dias; c)
comparar morfohistoldgica e histoquimicamente o tecido hepatico de coelhas hospedeiras que
foram alimentadas com racdo Bandeirante® enriquecida com ésteres, e que foram tanto
infestadas quanto ndo infestadas por carrapatos. Quanto a eficacia no controle dos
ectoparasitas por meio da exposicdo aos ésteres, os resultados revelaram que, no nono dia
apos a infestacdo nos hospedeiros e periodo esse em que 0s mesmos se alimentarem da racdo
Bandeirante® enriquecida com ésteres, a mortalidade meédia dos carrapatos atingiu 84%.
Clinicamente, verificou-se que nas coelhas hospedeiras os ésteres derivados do Oleo de
mamona ndo provocaram alteragfes nos parametros enzimaticos hepaticos, ao contrario do
observado quando coelhas hospedeiras foram expostas (via oral) a0 medicamento Nexgard®

(afoxolaner), aléem de terem sido observadas alteragdes morfohistologicas no figado das



mesmas, tais como esteatose e vacuolizacao citoplasmatica e tecidual. Nas coelhas expostas
aos esteres apenas, ndo houve alteracfes hepaticas, enquanto que naquelas expostas aos
ésteres e simultaneamente infestadas com carrapatos, estas foram observadas e incluiram:
esteatose, hipertrofia e atrofia dos hepatocitos, presenca de nucleos picnoticos e
desorganizacdo tecidual. Assim, de acordo com os resultados obtidos, ficou claro que os
ésteres do &cido ricinoléico do 6leo de mamona (Ricinus communis) sdo eficientes no controle
de carrapatos e ndo provocam toxicidade nos hospedeiros a eles submetidos.

Palavras-chaves: carrapato-do-cdo, bioativos, toxicidade, morfohistologia, glicogénio,

proteinas.



Abstract

The ticks’ species Rhipicephalus linnaei (previously known as R. sanguineus 1.s.), also known
as “brown-dog tick”, is relevant to veterinary medicine due to its role in transmitting diseases
to hosts. Currently, these ectoparasites’ control is accomplished by applying synthetic
chemical acaricides, which — even though very efficient — brings prejudicial side effects, such
as ticks’ resistance, by no longer responding to these chemicals bases, as well as risks to non-
target organisms, including humans and others animals. In this scenario, the search for new
control strategies is urgent and, in this direction the use of chemical acaricides containing
natural bases (bioactives), like esters derived from castor oil ricinoleic acid (Ricinus
communis), have been shown as an efficient alternative on the control of these ectoparasites.
Results found so far have demonstrated that theses bioactives cause significant alterations on
ticks” females Rhipicephalus linnaei exposed to them, including changes to the organs’
morphophysiology, which brings as consequences impacts to the reproduction and feeding of
these ectoparasites. Despite the efficiency of the synthetic or natural chemical bases on the
control of ectoparasites, there is a gap to be filled on the action method of these bases when
the focus is the host. Therefore, in the present study we sought to: a) evaluate the acaricidal
potential of these esters against R. linnaei ticks, through laboratory bioassays, infesting host
rabbits that were fed with Bandeirante® food enriched with esters for 60 days; b) detect the
occurrence of changes in the liver enzymes TGO, TGP and FAL, as well as
morphohistological and histochemical changes in the liver and spleen of rabbits that received
two doses of Nexgard® and of rabbits that fed on Bandeirante® feed enriched with esters for
60 days; ¢) compare morphohistologically and histochemically the liver tissue of host rabbits
that were fed with Bandeirante® food enriched with esters, and that were both infested and
not infested by ticks. Regarding the effectiveness in controlling ectoparasites through
exposure to esters, the results revealed that, at the ninth day after host infestation — during
which they fed on esters enriched rabbit Bandeirante® feed — the average tick mortality
reached 84%. Clinically it was verified that on the host rabbits the esters derived from castor
oil didn’t provoke alterations on the hepatic enzyme parameters, on the contrary of what was
observed when the hist rabbits were exposed (orally) to the Nexgard® (afoxolaner) medicine,
widely marketed to control ticks, in addition to having observed morphohistological changes
in the liver of the hosts, especially steatosis and cytoplasmic and tissue vacuolation. On the
hosts exposed to esters only, there weren’t morphohistological alterations, while in those
exposed to esters and simultaneously infested with ticks, there were liver changes that

included the presence of steatosis, hypertrophy and atrophy of hepatocytes, pyknosis and total



tissue disorganization. Thus, according to the results obtained, it was clear that ricinoleic acid
esters from castor oil (Ricinus communis) do not cause toxicity in the hosts subjected to them,
thus representing a perspective for the control of dog ticks.

Keywords: brown-dog ticks, bioactives, toxicity, morphohistology, glycogen, proteins.
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1. INTRODUCAO

Carrapatos sdo artropodes pertencentes a Ordem Ixodida, contando com
aproximadamente 956 espécies distribuidas em quatro familias (DANTAS-TORRES et al.,
2019). Sdo ectoparasitas, hematofagos obrigatorios, alimentando-se do sangue de uma
variedade de hospedeiros vertebrados, que abrange desde animais domésticos até animais
selvagens e o0s proprios seres humanos, estes Ultimos de forma acidental (OLIVEIRA et al.,
2021). A espécie Rhipicephalus linnaei, anteriormente denominada de linhagem tropical de R.
sanguineus (SLAPETA et al., 2022; ALMAZAN et al., 2023), é popularmente conhecida
como carrapato-marrom-do-cdo, desempenhando um papel crucial como vetor de patdgenos
que afetam negativamente os cdes, seus hospedeiros preferenciais. Entre esses agentes
patogénicos, incluem-se bactérias como a Erlichia canis, responsavel pela transmissdo da
erliquiose monocitica canina (EMC), e protozoarios como Babesia vogeli e Hepatozoon canis
(HUGGINS et al., 2022; CHABER et al., 2022, SODELLI et al., 2023), os quais também s&o
causadores de doencas graves. Essas enfermidades afetam um numero significativo de cdes
em areas onde o ectoparasita € amplamente distribuido (FONSECA et al., 2022; NEAVE et
al., 2022).

Controlar as infestacGes por carrapatos tem representado, atualmente, um desafio que
vem sendo enfrentado por meio da utilizacdo de agentes quimicos sintéticos, que prevalecem
no mercado veterinario. Entre os acaricidas disponiveis, podem ser citados o afoxolaner
(Nexgard®), um medicamento mastigavel eficaz contra carrapatos, pulgas e acaros. Sua acao
nos receptores de acido y-aminobutirico (GABA) e nos receptores de glutamato resulta na
morte do artropode apds 48 horas (CUTOLO et al., 2021). Sua eficacia contra R. linnaei foi
comprovada, agindo rapidamente e permanecendo ativo como acaricida por cerca de um més,
sendo recomendada sua reaplicacdo nos cées a cada 30 dias. Porém, mesmo sendo eficazes
para o controle de carrapatos, a maioria dos estudos sobre produtos acaricidas se concentra na
compreensdo de seu funcionamento no organismo do ectoparasita, deixando em segundo
plano a compreensdo de como esses produtos quimicos afetam os sistemas dos hospedeiros e
de outros organismos ndo alvos (BURGIO; MEYER; ARMSTRONG, 2016; BEUGNET;
LIEBENBERG; HALOS, 2015; TINKRUEJEEN et al., 2019).

Vale ressaltar que na literatura ja existem registros de que a utilizacdo desses produtos
quimicos sintéticos pode causar prejuizos consideraveis aos organismos de forma geral, bem

como ao meio ambiente, o que leva a se buscar alternativas mais seguras para 0 combate aos
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ectoparasitas (ARNOSTI et al., 2011a, 2011b; BIEGELMEYER et al., 2012; CAMARGO et
al., 2014). As infestacOes por carrapatos em animais que sdo considerados de importancia
econdmica (bois, cavalos, caes, estes ultimos por serem eleitos como “pets”) podem resultar
em danos teciduais e patologicos nos hospedeiros devido a espoliacdo do sangue e dos
proprios tecidos no processo de alimentacdo dos mesmos, causando perdas de sangue que
levam o animal a se tornar anémico e inclusive afetando, no caso dos bovinos, por exemplo, a
qualidade de produtos derivados, como a carne, o leite e 0 proprio couro (SILVA, 2023).
Para alem destes danos, existe uma preocupacdo em orientar os usuarios desses produtos
quimicos sintéticos quanto a correta aplicacdo dos mesmos, segundo as indicacdes dos
fabricantes e dos 6rgdos regulatorios, além de utilizar os equipamentos adequados para a
aplicacdo, praticas consideradas fundamentais para se evitar a selecdo de cepas de carrapatos
resistentes aos ingredientes ativos dos acaricidas convencionais BURROW et al., 2019;
NASIRIAN, 2022; EIDEN et al., 2017; CAMARGO-MATHIAS, 2018).

Na busca por se encontrar alternativas de controle de carrapatos que ndo tragam tantos
prejuizos aos organismos ndo alvos e nem ao proprio meio ambiente, é que pesquisas recentes
vém apresentando resultados que mostram que o emprego de bioativos provenientes de varias
partes de plantas/animais reconhecidos pelo uso popular na medicina tradicional em diversas
regides do Brasil e do mundo pode ser uma alternativa viavel. Exemplos desses resultados
incluem os estudos com os bioativos extraidos de plantas como da Azadirachta indica (neem)
(DENARDI et al., 2010, 2011, 2012; REMEDIO et al., 2014, 2015, 2016), carvacrol (LIMA
DE SOUZA et al., 2019, 2022), timol (MATOS et al., 2019, 2020) e 6leo de andiroba
(ROMA et al., 2013a, 2013b, 2015), em trabalho que foi compilado por Camargo-Mathias et
al. em 2018.

Sob essa perspectiva, o estudo com os ésteres derivados do acido ricinoléico do 6leo
de mamona (Ricinus communis) tem despertado interesse. Estudos anteriores desenvolvidos
tanto em campo (informacdo pessoal) quanto em laboratério ja revelaram resultados
promissores, indicando uma significativa alteracdo na morfologia dos 6rgaos de carrapatos R.
linnaei, ap06s a exposicdo a esses ésteres. Essas alteragdes ao atingirem sistemas
imprescindiveis ao sucesso desses ectoparasitas (reprodutor, digestorio, nervoso) afetaram a
fisiologia de processos que resultaram na reducdo na taxa de ovos viadveis, por exemplo,
inviabilizando a producdo de novos individuos (ARNOSTI et al., 2011a, 2011b; SAMPIERI
etal., 2012, 2013a, 2013b, 2015, CAMARGO-MATHIAS, 2018), degenerando precocemente
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as glandulas salivares, inviabilizando o sucesso no processo de alimentacdo, além de trazerem
outros prejuizos aos ectoparasitas (ARNOSTI et al., 2011a, 2011b; SAMPIERI et al., 2015),
resultados esses que sinalizaram que os ésteres do acido ricinoléico do 6leo de mamona
(Ricinus communis) representariam um potencial como produto para o controle de carrapatos.

Os coelhos tém sido amplamente utilizados em estudo biomédicos e por serem
modelos bioldgicos viaveis também como modelos hospedeiros nos estudos com carrapatos
(HOUDEBINE, FAN, 2009; FAN et al., 2017; SEBASTIAN et al., 2023).

Nos estudos que abordam o controle de carrapatos, muito se tem focado no que os
agentes quimicos (sintéticos ou naturais) vem provocando nos ectoparasitas, mas pouco se
tem de informacdo do que 0s mesmos causam nos organismos ndo alvos, incluindo-se aqui os
hospedeiros. De maneira geral, em estudos toxicoldgicos, o figado e o baco tem sido utilizado
na avaliacéo dos efeitos adversos de substancias.

O figado é o segundo maior 6rgdo do corpo humano, sendo responsavel pelo
metabolismo e homeostase do organismo, desempenhando diversas fungdes essenciais, entre
elas, a desintoxicacdo. A avaliacdo de alteracGes histoldgicas hepéticas é capaz de fornecer
informacBes valiosas sobre a toxicidade de determinadas substancias e seus impactos no
organismo. Além disso, o figado é um dos principais 6rgdos de metabolizacdo de
xenobioticos (substancias estranhas ao organismo) sendo considerado um biomarcador na
compreensdo dos efeitos toxicos de compostos quando circulantes no organismo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017; SODELLI
etal., 2023).

O baco, 6rgao linféide (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019) atua como um
importante centro de atividade imunoldgica, onde as células imunes interagem com antigenos
provenientes da circulacdo sanguinea e auxiliam na coordenacdo da resposta imune do
organismo (ALBERTI; VASCONCELLOS; PETROIANU, 2021).

Assim, com base nas informacgdes aqui postas sobre os efeitos dos ésteres do acido
ricinoléico do 6leo de mamona (Ricinus communis), 0 presente estudo teve como objetivo
confirmar o efeito acaricida destes ésteres em laboratorio, bem como avaliar
morfohistologicamente (figado e bago) e clinicamente (sangue) quando esses bioativos s&o
fornecidos associados a ragdo comercial da marca Bandeirante®, para coelhas simulando
modelos hospedeiros de carrapatos R. linnaei. Paralelamente, fez-se um estudo comparativo

que avaliou os resultados obtidos entre a acdo dos bioativos dos ésteres do &cido ricinoléico
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do 6leo de mamona (Ricinus communis) (quimico natural) e do medicamento Nexgard®
(quimico sintético), com foco no controle desses ectoparasitas em bioensaios com e sem

infestacdo de carrapatos nas coelhas hospedeiras.
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6. CONCLUSOES
Assim, diante dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

Os esteres do acido ricinoléico do 6leo de mamona (Ricinus communis) atuaram como
eficiente acaricida provocando a morte de 84% de carrapatos em bioensaio realizado

em laboratério.

Comparativamente, o acaricida sintético Nexgard® elevou os niveis séricos da enzima
TGO no figado das coelhas do GT1, ao contrario do observado no grupo exposto aos
ésteres do acido ricinoléico do 6leo de mamona (Ricinus communis), comprovando a

ndo toxicidade desses bioativos aos organismos hospedeiros (néo alvos).

A andlise histologica do figado das coelhas expostas aos ésteres do cido ricinoléico
do 6leo de mamona (Ricinus communis) mostrou preservacdo da organizacao tecidual
hepética, bem como da morfologia celular e nuclear dos hepatdcitos ao contrario do

observado quando a exposi¢do foi ao medicamento Nexgard® que foi hepatotdxico.

O bago em ambos as exposi¢des a0 Nexgard® e a racdo enriquecida com ésteres do
acido ricinoléico do dleo de mamona (Ricinus communis) ndo sofreu alteracGes

morfofisiolégicas, permanecendo tanto no tecido quanto as células preservadas.

A exposicdo das coelhas hospedeiras apenas a racdo enriquecida com os ésteres do
acido ricinoléico do o6leo de mamona (Ricinus communis) ndo causou

hepatotoxicidade nas mesmas.

A exposicdo das coelhas hospedeiras a racdo enriquecida com os ésteres do acido
ricinoléico do 6leo de mamona (Ricinus communis) com concomitante infestacdo por
carrapatos Rhipicephalus linnaei, provocou alteracbes na organizacdo do tecido
hepéatico, bem como na estrutura celular dos hepatdcitos, fato decorrente ndo da
resposta aos bioativos presentes nos ésteres, mas sim em resposta a infestacdo dos

carrapatos.
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e Os ésteres do &cido ricinoléico do Oleo de mamona (Ricinus communis) nos
experimentos conduzidos em laboratério ndo foram hepatdxicos para as coelhas a eles

expostas.

e A exposigdo aos ésteres do &cido ricinoléico do 6leo de mamona (Ricinus communis) e
infestacdo por carrapatos influenciou a sintese de proteinas no tecido hepaético,

sugerindo que o figado iniciou uma resposta inflamatoria devido a esteatose.

e A dieta enriquecida com ésteres do &cido ricinoléico do 6leo de mamona (Ricinus
communis) é uma alternativa viavel para beneficiar hospedeiros infestados por
carrapatos, pois mostraram potencial acaricida sem causar toxicidade ao tecido

hepatico.
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