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RESUMO

O presente estudo avaliou os efeitos do fipronil em fémeas semi-ingurgitadas
de carrapatos Rhipicephalus sanguineus por meio do desenvolvimento de protocolo
adequado de bioensaio in vitro (AIT), monitorado diariamente, com determinacio da
CLs (concentracdo 50% letal) e intervalo de confianga a 95%, g (95): CLsy = 9.647
ppm (4.711 a 13.470), bem como analisou os efeitos histoldgicos e ultra estruturais
deste produto nos ovdrios desses individuos, demonstrando quais sdo0 0s mecanismos
de defesa utilizados pelas células germinativas para eliminar o composto quimico do
sistema. Para o estudo morfol6gico, os carrapatos foram divididos em quatro grupos,
onde o grupo I foi utilizado como controle e os grupos II, III e IV, foram submetidos
as concentracdes de 1, de 5 e de 10 ppm (CLso) de fipronil, respectivamente. As
alteracdes variaram desde a presenca de poucos e pequenos vacuolos até a
interrupcao da vitelogénese e morte celular. A concentracdo de 10 ppm de fipronil
foi a que mais afetou o desenvolvimento dos ovdcitos. Mecanismos de defesa celular
como o aumento da quantidade e novo arranjo citoplasmitico de elementos do
citoesqueleto, bem como a grande quantidade de vactolos digestivos e de figuras
mielinicas foram observados. Simulando a acdo do fipronil nos hospedeiros de
carrapatos expostos aos acaricidas que tenham esse principio ativo em sua
composicdo, o presente estudo avaliou também o potencial citotéxico (danos
causados nas células do figado), genotéxico e mutagénico do fipronil utilizando
camundongos submetidos a diferentes doses da droga. Os camundongos foram
divididos em quatro grupos: grupo controle e grupos I, II e III, que foram expostos as
doses de 15mg/Kg, 25 mg/Kg e 50 mg/Kg (DLsy) de fipronil, respectivamente. Em
seguida, o figado dos individuos foi retirado, seccionado e analisado por meio de
técnicas histolégicas e histoquimicas. As alteracdes variaram desde a proliferacio
das células de Kupffer, hipertrofia dos hepatdcitos, actimulo e distribuicdo de
proteinas, polissacarideos, lipidios e presenca de vaciolos no citoplasma dos
hepatécitos, bem como a congestdo dos vasos sanguineos demonstrando
principalmente a ocorréncia de a) processos de autofagia, b) esteatose e c) morte
celular por necrose. Para avaliacdo genot6xica e mutagé€nica, os camundongos foram

divididos em 5 grupos de tratamento (5 individuos cada), onde o grupo I recebeu

Patricia Rosa de Oliveira
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30% da DLsy (15mg/Kg), o grupo II recebeu 50% da DLsy (25mg/Kg), o grupo I1I
recebeu a propria DLsy (50mg/Kg) e os grupos IV e V, dgua destilada (controle
negativo) e ciclofosfamida (controle positivo — 50mg/Kg), respectivamente. Em
seguida, realizou-se a coleta de sangue periférico dos animais de todos os grupos
para o ensaio do cometa e do teste do microntcleo. Os resultados mostraram que as
doses de 15 mg/Kg (Grupo I) e 25mg/Kg (Grupo II) de fipronil ndo possuem efeito
genotdxico e mutagénico, exceto a dose mais alta (50mg/Kg), no tempo de 24 horas
de exposicdo. Desta forma, este trabalho comprovou a acdo téxica do quimico
fipronil tanto nos carrapatos (acdo deletéria - organismos alvo) quanto nos
camundongos (ac¢do citotxica, genotdxica e mutagénica - organismos ndo alvo),

principalmente na dose mais alta de fipronil aplicada (50mg/Kg).
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ABSTRACT

The present study evaluated the effects of fipronil on semi-engorged females
of the tick Rhipicephalus sanguineus. A protocol for an in vitro bioassay (AIT) was
developed, and the LCsp (lethal concentration 50%) and 95% confidence interval
were determined: LCsyp = 9.647 ppm (4.711 to 13.470). Histological and
ultrastructural alterations in ovaries were also examined to describe the defense
mechanisms of germ cells to eliminate the chemical compound from the system. For
the morphological analysis, ticks were divided into four groups. Group I was used as
the control group and groups II, IIl,and IV were exposed to concentrations of 1, 5,
and 10 ppm (LCsp) of fipronil, respectively. Alterations varied from the presence of
few and small vacuoles to the interruption of vitellogenesis and cell death. The
concentration of 10 ppm of fipronil had the strongest effect on oocyte development.
Defense mechanisms of cells were observed such as increase in the amount and
changes in the arrangement in the cytoskeleton elements in the cytoplasm, amount of
digestive vacuoles and myelin figures. Simulating the action of fipronil in tick hosts
exposed to fipronil, the present study also assessed the cytotoxic (damage caused in
liver cells), genotoxic, and mutagenic potential of fipronil in mice treated with
different doses. Mice were divided into four groups: control group and groups I, II,
and III, which were exposed to doses of 15mg/Kg, 25 mg/Kg, and 50 mg/Kg (LDsp)
de fipronil, respectively. The liver of mice were dissected, sectioned, and analyzed
with histological and histochemical techniques. Changes varied from proliferation of
Kupffer cells, hypertrophy of hepatocytes, accumulation and distribution of proteins,
polysaccharides, lipids, and presence of vacuoles in the cytoplasm of hepatocytes, as
well as the obstruction of blood vessels, characterizing mainly a) autophagic
processes, b) steatosis, and c) cell death by necrosis. To assess genotoxicity and
mutagenicity, mice were divided into 5 groups (5 animals each): group I = 30% of
DLsy (15mg/Kg), group II = 50% of the DLsy (25mg/Kg), group III = DLy
(50mg/Kg), group IV = negative control, and group V = positive control. Peripheral
blood was collected from mice and used in the comet assay and the micronucleus
test. The doses of 15 mg/Kg (Group I) and 25mg/Kg (Group II) of fipronil did not
induce genotoxic or mutagenic effects, only the highest dose (50mg/Kg) 24 h after

Patricia Rosa de Oliveira
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treatment. This study demonstrated the action of fipronil at the highest dose

examined (50mg/Kg) in ticks (target organisms) as well as mice (non-target

organisms).

Patricia Rosa de Oliveira



Introducdo Geral




Introducdo Geral 8

I. INTRODUCAO GERAL

Os Acari, subclasse dos aracnideos onde se encontram oS acaros € oS
carrapatos (RUPPERT et al., 2005), constituem um grupo de individuos que variam
de pequenos a microscopicos, apresentando cabeca, térax e abddmen fundidos e ndo
segmentados (STORER; USINGER, 1977; RUPPERT et al, 2005). Segundo
Sonenshine (1991), apesar de ndo terem aparato para o vdo, estes individuos
concorrem com os insetos em diversidade de espécies e de adaptacdes.

Carrapatos sdo classificados em duas familias maiores: a Ixodidae e a
Argasidae. Na primeira, os individuos apresentam pecas bucais inseridas em uma
depressdo na borda anterior do corpo, o que lhes permite consumirem sangue
vorazmente, bem como um escudo quitinoso, que nos machos recobre quase toda a
superficie dorsal e, nas fémeas, ndo vai além da metade ou de um terco da drea dorsal
daquelas ndo alimentadas. Ja na segunda, o escudo estd ausente e as pegas bucais
estdo localizadas, nos adultos e nas ninfas, na face inferior do corpo, o que explica o
fato desses carrapatos consumirem pouco sangue em contraste com os individuos da
familia Ixodidae (WALKER,1994; WALL; SHEARER, 1997; REY, 2001). H4 ainda
uma terceira e menor familia, Nutalliellidae, constituida por apenas uma espécie

(SAUER et al.,, 1999).

Patricia Rosa de Oliveira
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O corpo dos carrapatos da familia Ixodidae ndao €é completamente
esclerotizado sendo capaz de uma grande expansao quando ingurgitado com sangue e
podendo ainda ter pélos ou cerdas (RUPPERT et al., 2005).

Os carrapatos sdo considerados parasitas de animais vertebrados e podem ter
vérios hospedeiros dos quais irdo se alimentar e localizam seus hospedeiros por meio
da elevada eficiéncia de seu sistema sensorial, o qual detecta odor, vibracgao,
mudangas de temperatura entre outros parametros (SONENSHINE, 1991).

Durante seu ciclo biolégico, os carrapatos podem passar longos periodos fora
dos hospedeiros, abrigados entre a vegetacdo e fendas no solo (WALKER,1994). O
fator principal que explica a habilidade dos carrapatos em sobreviver por longos
periodos sem alimentacdo, é a capacidade de manter a quantidade de dgua em seu
corpo e de absorvé-la do ar insaturado do ambiente (RUDOLPH; KNULLE, 1974;
MCMULLEN et al.,, 1976; NEEDHAM et al., 1990; NEEDHAM; TEEL, 1991;
SIGAL et al., 1999).

De acordo com os estudos realizados por Harwood e James (1979), os
carrapatos de maneira geral possuem extraordindria capacidade de atuar como
vetores de virus, bactérias, ricketsias e protozodrios, provocando doencas nos
hospedeiros, os quais podem ser: animais domésticos, silvestres, aves e até mesmo o
homem, devido ao fato de apresentarem as seguintes caracteristicas bioldgicas:

¢ hematofagismo observado em todas as fases do desenvolvimento: o que
aumenta a sua eficiéncia como vetor;

e fixacdo profunda do hipostdmio nos hospedeiros: o que causa dificuldades
na sua remogao e facilita a dispersdo por aves e mamiferos;

® ingurgitamento lento: propiciando tempo necessdrio para aquisicio e
inoculagdo de patégenos;

e adaptacio a diferentes hospedeiros: possibilitando a veiculacdo de
patdgenos entre as diferentes espécies;

¢ longevidade presente nos diversos estdgios de vida: propiciando tempo para

localizag@o de seus hospedeiros ideais e para a multiplicacdo dos patdgenos;

Patricia Rosa de Oliveira



Introducdo Geral 10

e transmissdo transovariana de microrganismos,:permitindo a geracdo
sucessiva de individuos com potencial de transmiti-los e funcionar como eficientes
reservatorios;

® poucos inimigos naturais: pela eficiente adaptacdo ao ambiente;

e grande esclerotizacdo da cuticula: propiciando resisténcia a adversidade
climatica;

¢ grande potencial bidtico: possibilitando a perpetuacdo da espécie.

A fixagdo do carrapato no hospedeiro ocorre quando ele penetra o seu
hipostdmio na pele do mesmo, como conseqiiéncia da acdo combinada entre as
queliceras e a saliva. A digestdo dos tecidos ao redor do canal de penetragdo do
hipostdmio causa ruptura dos capilares e dos vasos linfaticos do hospedeiro. O
processo de alimentacdo ocorre por suc¢ao do sangue do hospedeiro, alternada com a
eliminacdo da saliva produzida pelas glandulas salivares. Grande volume de saliva é
eliminado no final do processo de ingurgitamento (BALASHOV, 1972) causando o
aumento da permeabilidade vascular do hospedeiro e, conseqiientemente aumentando
o fluxo de sangue para o interior do carrapato (RIBEIRO, 1987).

Embora a extensdo da lesdo no hospedeiro e a capacidade de ingestdo de
sangue pelo carrapato variem independentemente da fase de desenvolvimento do
individuo, as pecas bucais das larvas, das ninfas e dos adultos de determinadas
espécies penetram na pele do hospedeiro na mesma profundidade (TATCHELL;
MOORHOUSE, 1970).

Os carrapatos argasideos (ninfas e adultos) alimentam-se rapidamente de seus
hospedeiros, aumentando de tamanho em minutos ou em poucas horas. J4 os
ixodideos alimentam-se por longo tempo, variando de poucos dias a diversas
semanas. Os ixodideos t€m a capacidade de concentrar o sangue que consomem do
hospedeiro e para tanto, eliminam o excesso de &4gua deste sangue, ou por
transpiracdo corporal, ou pelos restos fecais, ou ainda através de suas glandulas
salivares. A voracidade pela qual os carrapatos consomem o sangue do hospedeiro
pode causar nestes muitos danos, principalmente quando hd muitos carrapatos

infestando um s6 individuo (SONENSHINE, 1991).
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Moorhouse, Tatchell (1966) e Balashov (1972) descreveram as conseqiiéncias
das picadas de carrapatos nos hospedeiros: espoliacdo direta pelo hematofagismo;
indireta pela compressdo de células e de tecidos; acdo mecanica pela dilaceracdo de
células e de tecidos; acdo toxica pela saliva, além da depreciagdo do couro. Zumpt,
Glajchen (1950) e Wall, Shearer (1997) ainda destacaram a ocorréncia de paralisia de
cardter motor e progressivo no hospedeiro. Além do que a ferida formada pode
permitir a entrada de microrganismos, os quais poderiam causar infeccdes
secunddrias como miiases e abcessos (WALL; SHEARER, 1997).

Muitas investigacdes vém sendo realizadas com carrapatos, principalmente
enfocando aspectos bioecondmicos, ecolégicos além de anatdomicos (morfologia
externa), com vistas a taxonomia (HOOGSTRAAL, 1956; TILL, 1961; OLIVEIRA
et al., 2004). No que diz respeito a anatomia e morfologia interna, os estudos sdo
mais escassos e a bibliografia muito antiga (ROBINSON; DAVIDSON, 1913;
DOUGLAS, 1943; VITZTHUM, 1943). Recentemente, pesquisadores do grupo
BCSTM (Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology) tém se dedicado a
realizar o estudo morfolégico de vérios sistemas dos carrapatos, incluindo o do
sistema reprodutor e das glandulas salivares de vérias espécies de importancia
médico-veterindria (DENARDI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005; SAITO et al.,
2005; NUNES et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; SANCHES et al., 2009).

Nos carrapatos ixodideos, o sistema reprodutor feminino consiste de um
ovério tubular tnico e localizado na regifio posterior do corpo, um par de ovidutos,
um tutero, a vagina e um par de glandulas tubulares acessérias desembocando numa
abertura genital. Na regido posterior e muscular encontra-se a vagina cervical e na
regido anterior, a vagina vestibular que é revestida internamente por uma cuticula
pregueada. Ha também um recepticulo seminal que se conecta a vagina cervical e
que armazena os espermatozodides introduzidos pelos machos durante a cdpula
(SONENSHINE, 1991).

Os ixodideos apresentam o ovdrio disposto em forma de ferradura e um
segundo par de glandulas acessorias, as glandulas acessoérias lobulares, localizadas ao
redor da vagina cervical (SONENSHINE, 1991).

Nos argasideos, o ovdrio é menor do que nos ixodideos, ocupando apenas

uma seccdo transversal da regido posterior do corpo. Os ovidutos s@o tdo longos

Patricia Rosa de Oliveira



Introducdo Geral 12

quanto nos ixodideos, porém, nos argasideos aumenta muito de tamanho préximo de
sua jun¢do com o utero. Um par de glandulas tubulares acessorias € encontrado
proximo a regido de contato vagina cervical/vagina vestibular. No entanto, os
carrapatos argasideos ndo possuem glandulas lobulares acessérias (SONENSHINE,
1991).

O ovdrio dos carrapatos em geral possui algumas diferencas morfologicas e
histolégicas quando consideradas as familias Argasidae e Ixodidae e até mesmo
dentro dos ixodideos (TILL,1961; SAID, 1992; DENARDI et al., 2004; OLIVEIRA
et al., 2005; SAITO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; SANCHES et al., 2009).

O ovdrio dos carrapatos € do tipo panoistico, como descrito para os insetos,
ndo possuindo, portanto, células nutridoras (DENARDI et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2005; SAITO et al.,, 2005; OLIVEIRA et al., 2006; SANCHES et al., 2009). Este
¢ descrito como sendo constituido por uma parede de células epiteliais, pelos
pedicelos, estruturas celulares que prendem os ovécitos a parede e por um grande
ndmero de ovdcitos, os quais passam por vdrios estigios de desenvolvimento até
estarem prontos para a oviposicao (TILL, 1961; SAID, 1992; DENARDI et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2005; SAITO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; SANCHES et
al., 2009).

Em Amblyomma cajennense (Fabricius), foi descrita a ocorréncia de ovécitos
em cinco diferentes estagios de desenvolvimento (DENARDI et al., 2004) e, em
Amblyomma brasiliensis, de cinco estagios de desenvolvimento (SANCHES et al.,
2009). Nos ovarios de Rhipicephalus sanguineus foram encontrados ovécitos em
cinco estagios de desenvolvimento além de alguns ovdcitos em processo de
degeneracao (OLIVEIRA et al., 2005), em Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
foram descritos seis estdgios de desenvolvimento (SAITO et al., 2005).

Estudos com fémeas de Amblyomma triste realizados por Ricardo et al.
(2007), trouxeram novas informagdes a respeito da reprodugdo dos carrapatos,
mostrando que as células do pedicelo além de prenderem os ovdcitos a parede do
ovério, também participariam do fornecimento de elementos que formariam o vitelo,
provocando desta forma, o crescimento do ovocito. Uma vez que nos ovdrios
panoisticos ndo existe a presenca de células nutridoras, as células do pedicelo as

substituiriam nesta fungdo especifica.
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O processo de reproducdo dos carrapatos, ja foi descrito como sendo
controlado por diversos fatores, sendo o processo de alimentacdo o estimulo para a
reproducdo, ja que materiais nutritivos seriam necessarios para o desenvolvimento de
embrides. Dessa forma, a cépula e a alimentac@o seriam fatores imprescindiveis para
o0 sucesso reprodutivo da maioria das espécies de carrapatos (SONENSHINE, 1991).

Dentro da familia Ixodidae encontra-se a espécie R. sanguineus, conhecida
popularmente como “carrapato do cdo”. Seus individuos apresentam coloracdo
marrom-avermelhada e sao cosmopolitas (FLECHTMANN, 1973).

Todos os vertebrados superiores estdo sujeitos ao ataque desse e de outros
carrapatos. Entretanto, devido a endotermia os mamiferos sdo os hospedeiros
principais. No caso do carrapato R. sanguineus o cdo é o seu hospedeiro mais
freqiiente (WALKER,1994), porém ele pode ser também encontrado em outros
animais, como: gatos e coelhos. Dados da literatura tém demonstrado que, em
diversas partes do mundo, ele pode atacar bufalos, camelos, bovinos em geral,
cabras, cavalos, ovelhas, morcegos, répteis, além de varias aves que freqiientam o
solo (FLECHTMANN,1973) e até mesmo, em aves silvestres (SIMPSON et al.,
1991).

Rhipicephalus sanguineus € uma espécie de carrapato considerada de grande
importancia médico-veterindria, pois além de causar grandes perdas de sangue nos
animais que ataca (hospedeiros), € também o agente transmissor de Babesia canis,
que ataca um grande ndmero de glébulos vermelhos causando a babesiose ou
"nambiuvu". Nesta doenca, o cdo doente apresenta como sinais clinicos: perda de
apetite, desanimo, letargia, ictericia (amareldo) ou palidez nas mucosas (gengivas e
conjuntiva) (FLECHTMANN,1973). Ainda € o vetor da Hepatozoon canis causando
a hepatozoonose em cdes na América do Sul (VICENT-JOHNSON et al., 1997;
ODWYER; MASSARD, 2001). A transmissdo para cdes ocorre apds a ingestdo de
carrapatos contendo oocistos maduros de H. canis (ALENCAR et al., 1997). Este
ixodideo pode transmitir também a Ehrlichiose, que ataca as células de defesa
(leucécitos) do organismo do cdo, a partir de um carrapato que tenha sugado o
sangue de um cdo contaminado. Através de sua saliva, o carrapato infectado
transmite a doenca, injetando as ehrlichias para dentro da corrente sanguinea do cao

(FLECHTMANN,1973; DAVOUST,1993; SIMPSON et al., 1991) . Em humanos,
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registros indicam que ele pode também transmitir a bactéria Francisella tularensis
causando a tularemia. Os sintomas dessa patologia comecam de 1 a 10 dias
(geralmente 2 a 4 dias) apds o contato com a bactéria e incluem a cefaléia, a ndusea,
o vdmito, a febre de até 40 °C e o intenso esgotamento (WALKER,1994).

A maioria das espécies de carrapatos do género Rhipicephalus exige climas
imidos como aqueles da regido da Africa Tropical e dos trépicos de uma forma
geral, mas R. appendiculatus e o R. sanguineus podem ser também encontradas nos
climas frescos de altas altitudes do planalto africano (WALKER,1994).

Segundo Freitas (1982), R. sanguineus necessita de trés hospedeiros para
completar o seu ciclo bioldgico. As fémeas ingurgitadas destacam-se do hospedeiro e
procuram abrigo para ovipositarem podendo colocar até 5000 ovos. O niimero de
ovos produzidos depende do volume de sangue ingerido e do tamanho das fémeas.
Em geral, fémeas que consomem grande quantidade de sangue produzem mais ovos
(SONENSHINE, 1991).

As larvas de R. sanguineus com seis pernas eclodem 20 a 60 dias apds a
postura dos ovos. Em seguida, estas se prendem ao primeiro hospedeiro do ciclo.
Uma vez repletas de sangue elas o abandonam, mudam o exoesqueleto e passam para
o estigio de ninfa com oito pernas. As ninfas logo se prendem ao segundo
hospedeiro e nele se alimentam, transformando-se em adultos que procuram o
terceiro hospedeiro para se fixar e se alimentar até a oviposi¢do. O ciclo de vida pode
completar-se em dois meses (FREITAS, 1982; WALKER,1994).

Métodos para o controle de carrapatos estdo sendo investigados e incluem o
uso de vacinas, acaricidas sprays e de uso tépico (PETER; BROSSARD, 1998;
BECHARA, 2003), o uso de predadores naturais (como a garca vaqueira Egretta ibis
(ALVES-BRANCO et al., 1983), de parasitas como bactérias (Escherichia coli,
Cedecea lapagei e Enterobacter agglomerans), ji normalmente encontradas no
aparelho reprodutor feminino do carrapato (LIPA, 1971; BRUM, 1988) e de fungos
(como o Metarhizium anisopliae) (DA COSTA et al., 2002), o uso de feromdnios
(DEBRUYNE; GUERIN, 1994) e no caso do combate aos carrapatos presentes em
bovinos, utiliza-se a rotacdo de pastagens (LIPA, 1971). Também estdo sendo
utilizados o controle climdtico, através de temperaturas abaixo de 17.5°C,

precipitacdes pluviométricas anuais abaixo de 400mm e umidade relativa abaixo de
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70% (LIPA, 1971), e o cruzamento genético de diferentes racas de gado (hospedeiro)
visando aumentar naturalmente a resisténcia do animal (PETER; BROSSARD,
1998).

Estudos mais avangados t€m aberto a perspectiva para o controle imunolégico
por meio da identificacdo, isolamento e sintese de antigenos que possam causar
resposta imune protetora (producdo de anticorpos), permitindo assim o
desenvolvimento de vacinas contra os carrapatos (TELLAM et al,1992;
WILLADSEN, 1997).

A esse respeito, cabe salientar que para o desenvolvimento de vacinas
anticarrapato, ndo é suficiente apenas o conhecimento da biologia do 4caro, da
relacdo parasito-hospedeiro e dos mecanismos de resisténcia do carrapato. Pesquisas
sobre aspectos morfo-funcionais de tecidos e de 6rgéos isolados de carrapatos s@o
cruciais para a descoberta de sitios produtores de potenciais antigenos para a
producao de vacinas contra esse problema nacional.

O método mais eficaz de controle para populagdes de carrapato ainda é o
quimico, por meio da aplicacdo de acaricidas, visto que os controles imunolégico e
biolégico ainda possuem funcdo complementar. No entanto, o controle quimico é
dispendioso, devido ao alto custo com a aquisicdo de produtos, de instalacdes e de
mao-de-obra adequada para a sua aplicacdo (NOLAN, 1985; PRUETT, 1999).

A contaminag@o da carne e do leite com residuos quimicos e a contaminagdo
do ambiente, através do solo e dos rios tém sido atualmente uma das maiores
preocupacdes quanto ao uso de produtos quimicos em geral (NOLAN, 1985;
PRUETT, 1999). Ainda que seja resolvido o problema da contamina¢do ambiental,
outro problema ainda persiste: a selecdo de linhagens de carrapato resistentes aos
diferentes principios ativos utilizados (CRAMPTON et al., 1999). Isto gera um ciclo
vicioso: pois uma vez que estdo sendo selecionadas populagdes resistentes a
determinados principios ativos, ha uma necessidade de se utilizar seqiiencialmente
acaricidas com diferentes composicdes; o que muitas vezes, em um curto periodo de
tempo ou concomitantemente, acaba por selecionar populagdes mais resistentes ou
resistentes a mais de um principio ativo. Como ao longo destas dltimas cinco décadas
tém-se utilizado acaricidas com diferentes principios quimicos (arsenicais,

organoclorados, organofosforados, carbamatos, nitroguanidinas, fenilpirazoles,
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formamidinas, piretréides, avermectinas, lactonas macrociclicas e fenil uréias)
(HAUSERMAN et al, 1992; COSSIO-BAYUGAR et al, 2002), diversos
mecanismos de resisténcia foram sendo desenvolvidos como estratégia de
sobrevivéncia pelo carrapato (HAUSERMAN et al., 1992). E importante dizer que,
uma vez que tenha sido comprovada resisténcia a um determinado acaricida, ela é
irreversivel e o emprego dessa mesma base quimica ndo terd qualquer sucesso para o
controle futuro (GRILLO,1976).

Sendo assim, novos acaricidas estdo sendo testados no mercado, entre eles
estio as lactonas macrociclicas (ingrediente ativo da Ivermectina® e da
Moxidectina®) e o fipronil (ingrediente ativo do Frontline®), que agem como
bloqueadores da estimulagdo neural e o inibidor de desenvolvimento de carrapato, o
fluazuron (ingrediente ativo do Acatak®) (TAYLOR, 2001). Como sdo
relativamente novos no mercado, somente poucos casos de resisténcia foram
detectados (SABATINI et al., 2001), entretanto ainda nao se conhece bem todas as
suas conseqiiéncias, as quais sdo uteis para o diagndstico das intoxicacdes e para a
instituicdo de tratamento especificos (BAHIA, 1995).

O fipronil é um pesticida pertencente ao grupo quimico fenil pirazol, que
combate os 4caros e os carrapatos e que foi formulado pela transnacional Rhone-
Poulenc Agro, em 1987. Nos EUA, sua apresentacdo € bastante variada com amplo
espectro de aplicacdo, indo desde iscas atrativas para o controle de formigas e baratas
até sprays de uso veterindrio para controle de carrapatos, pulgas (Frontline®) e
dcaros (KIDD, JAMES, 1991; POSTAL et al., 1995; PENALIGGON, 1997;
HUGNET et al., 1999; HIGGINS et al. 2001).

Fipronil é uma molécula extremamente ativa e afeta o SNC (Sistema Nervoso
Central) de animais invertebrados devido principalmente a interferéncia da passagem
de fons de cloreto através do GABA, importante transmissor de impulsos nervosos
(neurotransmissor) nos animais vertebrados e invertebrados, causando neste dltimo, o
descontrole do SNC, superexcitacio e conseqiiente morte (RHONE-POULENC,
1995).

As pesquisas sobre a toxicidade do fipronil apresentam resultados
contraditdrios. Pesquisas realizadas por Tillman e Mulrooney (1997) concluiram que

o fipronil € pouco téxico para organismos ndo alvo. Em contrapartida, Soares e
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Busoli (2000) descreveram que este inseticida apresenta alta toxicidade para
parasitdides tteis em agroecossistemas e invertebrados aquéticos.

Em animais vertebrados ainda € pouco o que se sabe a respeito de como o
fipronil € metabolizado (DAS et al., 2006). Alguns experimentos utilizando ratos
levaram a concluir que o fipronil seria metabolizado rapidamente e que os residuos
distribuir-se-iam amplamente nos tecidos, particularmente, no adiposo, onde
permaneceriam residuos significativos mesmo apds uma semana depois de
administracdo oral (HUGNET et al., 1999). Ja Lyons (2000) observou, em seus
experimentos com o fipronil, um aumento estatisticamente significativo das células
da tiredide de ratos, o que provocou o aparecimento de tumores nos individuos de
ambos os sexos. Ficou claro, portanto, que existe a possibilidade do fipronil
apresentar alto potencial carcinogénico, também em humanos, apesar de ter sido
enquadrado pela EPA no Grupo C (possivelmente carcinogénico para humanos). O
referido autor explica ainda que a exposicdo por um pequeno intervalo de tempo
pode causar sérios efeitos sobre o desenvolvimento de fetos e, apds o nascimento,
seqiielas como dificuldade de aprender, diminui¢do dos reflexos, esterilidade, além
do aumento da suscetibilidade para cincer e para outras doencgas.

Embora o fipronil seja amplamente utilizado em alguns paises, inclusive no
Brasil (apesar de ser proibido nas lavouras de soja), ele tem seu uso proibido na
Europa, pelo alto grau de toxicidade, comprovado pelos problemas sérios registrados
em organismos expostos (STEVENS et al., 1998).

Tanto o fipronil quanto outras substancias quimicas contém moléculas téxicas
que podem interferir nas células de varios organismos ndo alvo, dependendo da sua
concentragdo e do tempo de exposi¢do (RAND; PETROCELLI, 1985). No entanto, a
maioria das a¢des toxicas sobre os animais foi, até agora, pouco investigada (KIM;
FEAGLEY, 1998; ABDEL-RAMHAN et al, 1999; VENTURA, 2004;
FERNANDES, 2005). Como conseqii€éncia do pouco conhecimento sobre a agdo das
substincias téxicas no meio bioldgico em geral, esses agentes quimicos também
acabam representando danos a flora e a fauna além de problemas a satide humana.

A preocupagdo com a proliferacio do uso de agentes quimicos, como
pesticidas, que quando introduzidos no ambiente levam a altera¢des nos organismos,

foi um dos principais motivos que levou ao desenvolvimento de diversas
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metodologias para avaliar a citotoxicidade e a genotoxidade dos mesmos
(BRUSHICK, 1987; VENTURA, 2004; FERNANDES, 2005).

Para se identificar a toxicidade de substincias quimicas e tentar reproduzir
com maior semelhanca o que aconteceria nos humanos, tém se realizados sistemas-
teste in vivo (KURODA et al., 1992). H4 dois tipos bésicos de estudo: a) os co-
epidemiol6gicos, que enfocam populagdes humanas e b) os experimentais, que se
utilizam particularmente de roedores (IARC, 1986; IARC, 1987; HUFF et al., 1991;
CAMARGO, 1994). No entanto, quando o primeiro identifica um agente perigoso, o
pior ja aconteceu, ou seja, os grupos humanos estudados ja foram atingidos pelo
efeito nocivo do quimico. Assim, os estudos experimentais com roedores sio 0s
verdadeiros testes prospectivos, aos quais os agentes quimicos devem ser submetidos
antes de serem utilizados em qualquer atividade humana (IARC, 1986; IARC, 1987;
HUFF et al., 1991; CAMARGO, 1994).

O figado € um dos maiores 6rgaos do corpo dos vertebrados e encontra-se
situado na cavidade abdominal, abaixo do diafragma e protegido pelo arcabouco
costal (KIERSZENBAUM, 2004). E recoberto por uma cdpsula de tecido conjuntivo
fibroso, um revestimento seroso (peritonio visceral) que circunda a cdpsula, exceto
onde o figado se adere diretamente ao diafragma ou a outros 6rgdos (ROSS;
PAWLINA, 2008). E anatomicamente dividido em dois grandes lobos (o direito e o
esquerdo) e em dois lobos menores (0 quadrado e o caudado) (ROSS; PAWLINA,
2008).

Este 6rgdo recebe sangue: (1) da veia porta (75% do volume aferente
sanguineo), que transporta o todo o sangue do trato digestério, do baco e do
pancreas; (2) da artéria hepatica, que fornece 25% do sangue oxigenado para o
figado através das artérias interlobar e interlobular antes de atingir o espagco porta
(KIERSZENBAUM, 2004). Gracas a esta caracteristica, de duplo suprimento
sanguineo, o figado estd em posicdo privilegiada para executar suas fungoes,
recebendo grande variedade de substincias: endobidticas, toxicas e nutrientes
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Além disso, por estar diretamente no caminho
dos vasos sanguineos que transportam substdncias absorvidas, ele € o primeiro 6érgio

tanto a receber substratos metabolicos e nutrientes, como também a ser exposto as
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substancias toxicas que foram absorvidas pelo organismo (ROSS; PAWLINA, 2008;
SREELATHA et al., 2009 )

O figado é um 6rgdo vital, funcionando tanto como glandula exdcrina quanto
enddcrina. A fungfo exdcrina € realizada por meio da produgdo da secrecdo biliar,
que contém sais biliares, fosfolipidios e colesterol, importante para emulsificacdo dos
lipideos provenientes da dieta (ROSS; PAWLINA, 2008). Ja a fun¢do enddcrina, é
representada pela capacidade de modificar a estrutura e a funcdo de muitos
hormdnios (ROSS; PAWLINA, 2008). O figado mantém o nivel de glicose no
sangue e regula os niveis circulantes das lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), as quais participam do transporte de triglicerideos do figado para outros
6rgios. E capaz também de produzir a maioria das proteinas plasmaticas (ROSS;
PAWLINA, 2008). Ainda é importante na captacdo, no armazenamento € na
distribuicdo de nutrientes e de vitaminas da corrente sanguinea (CARVALHO;
COLARES-BUZATO, 2005). Além disso, metaboliza, detoxifica e inativa
substancias téxicas e medicamentos (HINTON; LAUREN, 1990), porém pode sofrer
lesdao quando sobrecarregado por estas substancias (ROSS; PAWLINA, 2008)

Embora as mudancas decorrentes de patologias no figado sejam geralmente
descritas em relacdo ao l6bulo classico, o conceito de hepatdcito € apropriado para o
entendimento de padroes de degeneracdo, alteracdes das atividades metabdlicas e
desenvolvimento de cirroses (KIERSZENBAUM, 2004).

J4 a genotoxicidade avalia os danos causados por uma determinada substincia
no material genético das células. Desta forma, as substancias genotéxicas podem
causar anomalias reprodutivas, defeitos congénitos e, até mesmo, o cancer (HOULK,
1992).

Segundo Houlk (1992), trés grandes classes de danos no DNA podem ser
descritas: mutagénicos (ou de ponto), referentes as mutacdes no gene, que sao
alteracdes do DNA dentro de seqiiéncias g€nicas; clastogéncios, referentes as
alteragcdes da estrutura cromossdmica, usualmente resultando em ganho ou perda ou
rearranjo de pecas cromossOmicas; € aneugéncias, referentes ao ganho ou perda de
Ccromossomos inteiros no complemento cromossémico.

Para se detectar a genotoxicidade de determinada substancia, de acordo com

Rabello-Gay et al. (1991), podem ser realizados testes em microrganismos. Estes
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resultados apresentam boa correlacio com o potencial carcinogénico em animais
superiores e oferecem vantagens quanto ao custo e rapidez. No entanto, essa
associacdo falha em muitos casos. H4 varias explicagdes para esses resultados, tais
como a simplicidade da estrutura e da capacidade metabdlica do sistema. Assim, em
geral, sdo mais relevantes os ensaios feitos in vivo, utilizando plantas, invertebrados e
vertebrados.

Os microntcleos sao freqiientemente usados para quantificar a exposicao aos
agentes quimicos ou fisicos (TUCKER; PRESTON, 1996). Eles sao massas de
cromatina semelhantes a um pequeno nicleo, resultante da condensacdao de
fragmentos cromossdmicos acéntricos (formados pela acdo de agentes clastogénicos)
Oou Ccromossomos inteiros que atrasaram sua migracdo para os polos na andfase
(formados pela acdo de agentes aneugénicos) (SCHMIDT, 1976; MACGREGOR et
al., 1980; HAYASHI et al., 1994; AL-SABTI; METCALFE, 1995). Durante a
telofase, um envelope nuclear se forma ao redor do cromossomo ou do fragmento
cromossdmico perdido, (WALKER et al.,, 1996) que entdo se descondensa e,
gradualmente, assume a forma de um nicleo interfasico, exceto pelo tamanho, visto
que o micronicleo € bem menor do que o nicleo da célula (FENECH, 2000).

Fenech (2000) afirmou que para uma estrutura ser considerada um
micronicleo, ela deveria ser morfologicamente semelhante ao nicleo principal,
porém com tamanho menor, com didmetro entre 1/16 até 1/3 do nicleo principal;
além de ndo ser refringente, ndo estar ligado ou conectado ao nicleo principal e
possuir a mesma intensidade de coloragdo do miicleo principal, embora possa, as
vezes, apresentar coloracdo um pouco mais intensa.

Embora o micronticleo possa se originar espontaneamente nas células filhas, a
sua indugdo é, comumente, usada para se detectar danos genotéxicos nao reparados
ou reparados erroneamente induzidos nas células parentais por um agente
mutagénico (HEDDLE et al., 1983; RIBEIRO, 2003).

Segundo Landolt e Kocan (1983) e Heddle et al. (1983), o teste de
micronicleo é umas das mais promissoras, baratas e rdpidas técnicas de avaliagdo
genotoxicoldgica.

Hayashi et al. (1998) descreveram o teste do micronticleo como uma técnica

vantajosa, pelo fato de poder ser usada em qualquer populagdo celular em
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proliferacdo, sem que fosse necessdrio o conhecimento prévio do cariétipo do
organismo teste utilizado.

O teste do microniicleo € amplamente aceito pelas agéncias internacionais e
instituicdes governamentais, como parte da bateria de testes recomendada para o
estabelecimento da avaliacdio e do registro de novos produtos quimicos e
farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial (CHOY, 2001).

Este teste ainda tem sido aplicado em estudos de antimutagenicidade
(RIBEIRO, 2003), de biomonitoramento em humanos (BENNER et al.,, 1993;
FENESH, 1993) e ecotoxicol6gicos (TOMA et al., 1994; MINISSI et al., 1996;
GRISOLIA; STARLING, 2001), detectando e identificando agentes presentes no ar,
na 4dgua e no solo que alteram o DNA dos organismos (GRISOLIA ; CORDEIRO,
2000).

O teste do microniicleo foi, inicialmente, desenvolvido como um teste que
utilizava eritrdcitos policroméaticos de medula dssea de roedores (SCHMIDT, 1976),
e mais tarde foi estendido também a eritrécitos circulantes (MACGREGOR et al.,
1980).

A técnica do microndcleo, a partir da medula dssea, é amplamente utilizada.
Segundo Schmidt (1975), nessa técnica os microniicleos devem ser avaliados em
hemdiceas jovens, pois quando os eritroblastos expelem seus nicleos e se
transformam em eritrécitos, os micronicleos permanecem no citoplasma, onde sdo
facilmente identificados devido a sua morfologia arredondada e coloracio
caracteristica.

No entanto, Hayashi et al. (1990) descreveram a técnica de micronicleo em
sangue periférico pela coloracdo com Laranja de Acridina. Este ‘“corante” ao se
intercalar com moléculas de DNA e apds ser submetido a radiacdo ultra-violeta emite
uma fluorescéncia de cor amarela. J4 quando se liga ao RNA, sem a capacidade de se
intercalar, a fluorescéncia emitida € vermelha. Essas propriedades permitem a
identificacdo dos reticuldcitos, eritrécitos jovens ricos em RNA em nivel
citoplasmatico, que se coram em vermelho pela presenca desse dcido nucléico. Os
micronticleos que, por sua vez, possuem DNA em sua constitui¢cdo, coram-se em

amarelo e se encontram no meio ou nas bordas das regides coradas em vermelho.
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De acordo com Kishi et al. (1992), estudos comparativos entre a técnica
convencional, em medula 6ssea e corada por Giemsa, e, a técnica que utiliza pré-
coloracdo com Laranja de Acridina, demonstraram que ambas seriam adequadas para
este tipo de avaliacdo. Porém, a técnica de sangue periférico apresentaria uma
vantagem: um mesmo animal poder fornecer vdrias amostras de material, sem a
necessidade de sacrificio do mesmo (CSGMT, 1992). Este fato permitiria que o
perfil da freqii€éncia de micronicleos fosse avaliado num mesmo animal ao longo de
um tratamento agudo, subcrénico e cronico, além de possibilitar o estudo da
recuperacdo deste mesmo individuo apds a suspensdo das administracdes das drogas-
teste.

Outro teste amplamente utilizado € o teste do cometa que visa evidenciar a
corrida de fragmentos de DNA em relagdo ao nicleo principal, quando este &
submetido a uma corrente eletroforética, produzindo figuras semelhantes a cometas.
Os primeiros pesquisadores que utilizaram a quantificacao direta do DNA em células
individuais foram Rydenberg e Johanson em 1978 (TICE, 1995). Ostling e Johanson
em 1984 incluiram neste mesmo teste a eletroforese em pH semineutro (pH 9,5), o
que permitiu um aumento quanto a sensibilidade do teste (TICE, 1995). A
eletroforese em pH alcalino (pH > 13) foi introduzida por Singh et al. (1988) e
transformou o ensaio do cometa em uma técnica de grande importancia, adaptando
outras metodologias j4 utilizadas, para desenvolver uma técnica de eletroforese de
célula unica (SCGE-single cell gel electrophoresis), sob condi¢cdes alcalinas. Essa
técnica evidencia a ocorréncia de quebras em cadeia simples do DNA e de danos em
sitios dlcali-labies, in vivo e in vitro. A visualizacdo subseqiiente da mobilidade dos
fragmentos de DNA nuclear tornou-se um meio bastante adequado para se detectar
danos no DNA de células tnicas. Os protocolos para o ensaio do cometa variam
entre laboratérios, porém Macnamee et al. (2000) propuseram modificacdes nos
métodos ortodoxos de célula tunica, fazendo com que vdrias células fossem
processadas de uma s6 vez, aumentando a eficiéncia da técnica, sem comprometer a
sua confiabilidade. Os resultados por eles obtidos foram similares aqueles
previamente relatados, quando utilizaram o ensaio do cometa convencional.

Os cometas gerados pela técnica podem ser analisados visualmente

(KOBAYASHI, 1995), utilizando-se coloracdo com um agente intercalante
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fluorescente: o Brometo de Etidio, e um microscépio de fluorescéncia. Desta forma
os cometas sdo classificados em: classe 0 — nucledides ndo danificados e que ndo
apresentam cauda; classe 1 — nucledides com cauda menor que o didmetro do
nucledide; classe 2 — nucledides com cauda de tamanho ente 1 a 2 vezes o didmetro
do nucledide; classe 3 — nucledides com cauda 2 vezes maior que o diametro do
nucledide. Nucledides de células apoptéticas, que se apresentam totalmente
fragmentados geralmente nao sdo contabilizados (SPEIT et al., 1996).

A técnica do cometa é um método rdpido, simples e sensivel para quantificar
danos genéticos em um pequeno nimero de células, sendo particularmente
importante na detec¢do de diferencas intercelulares, quanto aos danos ao DNA e no
reparo, em praticamente qualquer célula eucaridtica onde seja possivel obter uma
suspensdo celular, mesmo com uma amostragem bastante pequena. Além disso, 0s
resultados podem ser obtidos em um unico dia e o custo para a realiza¢do da técnica
é relativamente baixo. A sensibilidade do teste do ensaio cometa em detectar danos
em células individuais € compardvel a outros métodos de avaliacdo, sendo usado na
investigacdo da genotoxicidade de varios agentes (OLIVE et al., 1992; FAIRBAIRN
et al., 1995; RIBAS, 1995; ROSS et al., 1995; TICE, 1995; KLAUDE et al., 1996;
ANDERSON et al., 1998; TICE et al., 2000; FRIEAUFF et al., 2001).

Frenzilli et al. (2000) utilizaram o ensaio do cometa para a validacdo dos
efeitos genotoxicos de 18 compostos quimicos, revelando sua efici€ncia na
identificacio de agentes genotoxicos. Os mesmos pesquisadores também
demonstraram que a producdo de quebras nas fitas do DNA poderia ser
correlacionada com as propriedades mutagénicas e carcinogénicas de determinados
quimicos.

Devido a todos estes motivos o teste do cometa é empregado na avaliacdo de
danos no DNA promovidos por agentes fisicos e quimicos, no monitoramento

ambiental e até mesmo na drea clinica (ANDERSON & PLEWA, 1998).
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II. OBJETIVOS

Diante das informacdes expostas e considerando: a) a grande utilizacdo do
fipronil (ingrediente ativo do acaricida Frontline®) na clinica veterindria, b) o pouco
conhecimento de sua atuagdo nos organismos (alvo e ndo alvo) e c) as suas
potencialidades toxicoldgicas e genotoxicoldgicas, o presente estudo teve por
objetivos:

a) Avaliar a eficdcia do acaricida fipronil em fémeas semi-ingurgitadas
de carrapatos Rhipicephalus sanguineus por meio do desenvolvimento de protocolo
adequado de bioensaio in vitro (AIT), monitorado diariamente, com determinacdo da
CLsy (concentragcdo 50% letal) e intervalo de confianca a 95%;

b) Analisar os efeitos do fipronil nos ovarios de fémeas semi-
ingurgitadas de carrapatos R. sanguineus submetidas as concentragdes de 1, 5 e 10
ppm de fipronil baseadas na CLsy de 10ppm obtida em estudo piloto, por meio da
utilizacdo de técnicas histoldgicas e ultra estruturais;

c) Estimar os possiveis comprometimentos que este acaricida poderia
causar em seus hospedeiros (organismos ndo-alvo), avaliando o seu potencial
citotéxico no figado de camundongos adultos, sauddveis e com pesos semelhantes

tratados com doses de 15 mg/Kg, 25 mg/Kg e 50 mg/Kg de fipronil baseadas na
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DLsy de 50 mg/Kg obtida em estudo piloto, por meio de técnicas histolégicas e
histoquimicas;

d) Avaliar a genotoxicidade do composto quimico fipronil (apés 24h)
através do teste do cometa em camundongos expostos as doses de 15 mg/Kg, 25
mg/Kg e 50 mg/Kg de fipronil baseadas na DLsode 50 mg/Kg;

e) Verificar o potencial genotéxico e mutagénico (apds 24, 48 e 72h) e, a
recuperacdo dos individuos, apds a suspensdo da administracdo da droga, por meio
do teste do micronicleo em sangue periférico de camundongos expostos as doses de

15 mg/Kg, 25 mg/Kg e 50 mg/Kg de fipronil baseadas na DLsode 50 mg/Kg.
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III. MATERIAL E METODOS

II1. 1. Substiancia Quimica

O fipronil, composto do grupo quimico fenil pirazol, CAS n°: 120068-37-3 e
nome quimico  (RS)-5-amino-1-(2,6-dichloro-a,a,a-trifluoro-p-tolyl)-4-trifluoro
methylsulfinylpyrazole-3-carbonitrile, foi obtido a partir do Regent 800 WG, produto
comercial fabricado pela BASF com grau de pureza de 80% (os outros 20% sao

inertes).

II1. 2. Animais: Carrapatos Rhipicephalus sanguineus

Para o presente estudo utilizou-se, para cada concentracdo de fipronil (100
ppm, 50 ppm, 25 ppm, 20 ppm, 17.5 ppm, 15 ppm, 12.5 ppm, 10 ppm, 7.5 ppm, 5
ppm e 1 ppm) bem como para controle, fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos
Rhipicephalus sanguineus, coletadas a partir de colonia mantida em condicdes
controladas (29° C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12 h) em estufa BOD, em sala
de Biotério do Departamento de Biologia (IB) — UNESP, campus de Rio Claro/SP,

Brasil. Antes do experimento, as fémeas foram analisadas em estereomicroscopio e
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somente aquelas capazes de locomocdo e que ndo apresentavam mutilacdes foram
utilizadas.

As fémeas, na situacdo semi-ingurgitada, foram obtidas a partir de casais de
R. sanguineus em jejum depositados em coelhos New Zealand White (25
casais/infestacdo), virgens de infestacdo, mantidos em gaiolas e recebendo dgua e
ragcdo comercial ad libitum. Todo o procedimento de infestacdo foi realizado segundo
metodologia descrita por Bechara et al. (1995).

Foram utilizados os equipamentos disponiveis nas dependéncias dos
Laboratérios de Histologia e de Microscopia Eletrénica do Departamento de
Biologia do [.B.- UNESP- Campus de Rio Claro, SP.

O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

Animal da UNIARARAS/SP/Brasil sob o protocolo n° 09/2009.

IIL. 3. Bioensaio in vitro com Fipronil

I11.3.1. Bioensaio 1

Essa etapa do teste foi conduzida tendo como base a concentracio de fipronil
recomendada pelo fabricante do Frontline® (2500 ppm). A partir dessa concentracio
inicial foram realizadas varias dilui¢cdes acrescentando-se dgua destilada por meio de
pipetas, dai obtendo-se as concentracdes de 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 15 ppm, 10
ppm, 5 ppm e 1 ppm de fipronil.

Todas as concentragdes de fipronil obtidas foram colocadas em placas de
Petri previamente identificadas bem a 4gua destilada (do grupo controle). Em
seguida, foi realizada a duplicata de cada uma das concentrac¢des (duas repeti¢des).

Para cada concentragdo de fipronil, bem como para o controle foram
utilizadas 20 fémeas semi-ingurgitadas de R. sanguineus (10 carrapatos em cada
placa de Petri , no total de 160 fémeas). Antes do inicio do bioensaio, todos os
carrapatos foram lavados em peneira com &4gua corrente e secos com papel
absorvente macio.

Ap6s a lavagem, os individuos (20 fémeas) foram imersos na concentracio de

100 ppm de fipronil e acondicionados em placa de Petri por 2 minutos. O mesmo
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procedimento foi repetido em todas as concentracdes de fipronil. No grupo controle,
os carrapatos foram mergulhados em &4gua destilada pelo mesmo periodo. Na
seqiiéncia, os carrapatos foram secos em papel absorvente e armazenados em placas
de Petri, as quais foram posteriormente colocadas na estufa BOD por 7 dias, periodo
necessdrio uma vez que os acaricidas geralmente atuam de forma lenta na fisiologia
dos carrapatos, tornando-se seus efeitos visiveis apenas apds esse periodo (ROMA et
al, 2009).

A mortalidade dos carrapatos e a acdo do acaricida foram monitoradas
diariamente. Entdo, foi determinado o intervalo de mortalidade observando-se o
comportamento dos individuos até serem completados os 7 dias de tratamento. O
critério de mortalidade foi baseado no toque de cada carrapato com o auxilio de um
pincel. Os individuos que ndo responderam com movimentos dos apéndices, foram

considerados mortos.

I11.3.2. Bioensaio 2

Apds a determinacdo do intervalo de mortalidade (Sppm — 25ppm), foram
entdo realizadas novas diluigcdes dentro desse intervalo de mortalidade. As
concentragdes (dilui¢des) obtidas foram: 20 ppm, 17.5 ppm, 15 ppm, 12.5 ppm, 10
ppm, 7.5 ppm e 5 ppm de fipronil. Nesta etapa do bioensaio também foi estabelecido
um grupo controle, o qual foi exposto apenas a dgua destilada.

O ndmero de fémeas semi-ingurgitadas de R. sanguineus tratadas (em cada
concentracdo de fipronil e no grupo controle) totalizou também 160 individuos (10
individuos em cada placa de Petri, realizado em duplicatas).

Para essa etapa todas as fémeas de R. sanguineus também foram lavadas e
secas antes do experimento.

O procedimento de imersdo foi o mesmo daquele descrito no bioensaio 1,
onde os carrapatos permaneceram imersos em placas de Petri contendo as diferentes
concentragdes de fipronil ou dgua destilada, durante 2 minutos e depois foram secos
e colocados em estufa BOD durante 7 dias.

Posteriormente, foi analisada a mortalidade didria dos carrapatos em cada

concentragdo testada.
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Os dados obtidos no bioensaio 2 foram, entdao, submetidos a analise estatistica

de Probit.

I11.3.3. Analise Estatistica

Os dados coletados no bioensaio 2 referentes a mortalidade das fémeas semi-
ingurgitadas de R. sanguineus foram submetidos a andlise de Probit utilizando o
programa POLO-PC (LeOra SOFTWARE, 1987) e por meio da relagdo concentragio
de fipronil/mortalidade dos carrapatos foram estimados os valores da CLsy, intervalo
de confianga a 95% e a inclinag@o (“slope”) da linha de regressdo. Essa andlise foi
escolhida uma vez que o resultado do bioensaio foi uma resposta quantitativa bindria:

representada pela sobrevivéncia ou morte dos individuos expostos.

I11.3.4. Bioensaio Final

Para esta etapa utilizou-se, para cada concentracio final de fipronil bem como
para controle, 15 fémeas semi- ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus
(totalizando 60 individuos), coletadas a partir de coldonia mantida em condigdes
controladas (29° C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12 h) em estufa BOD, em sala
de Biotério do Departamento de Biologia (IB) — UNESP, campus de Rio Claro/SP,
Brasil.

As concentracdes finais de fipronil que foram utilizadas basearam-se na CLs
de 10ppm, ou seja, corresponderam a 10% da CLso (1ppm), 50% da CLso (Sppm) € a
propria CLso (10ppm). As concentragdes sub-letais (1, 5 e 10 ppm) foram utilizadas a
fim de se acompanhar a ac¢do do fipronil no ovario dos carrapatos, evitando assim a
mortalidade imediata dos espécimens. Um grupo controle foi exposto apenas ao
placebo (4gua destilada).

As 60 fémeas de R. sanguineus, ap6s lavadas em peneira com dgua corrente,
foram secas em papel absorvente macio.

Em seguida, 45 fémeas (trés grupos com 15 fémeas cada), permaneceram
imersas em placas de Petri contendo as diferentes concentra¢des de fipronil, durante

2 minutos. O grupo controle foi composto também por 15 fémeas, que foram imersas
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em 4dgua destilada por 2 minutos. Logo apds, os carrapatos foram secos em papel
absorvente e colocados em estufa BOD durante 7 dias, para posterior andlise

morfolégica.

I11. 4. Histologia dos ovarios dos carrapatos

Os carrapatos submetidos ao tratamento foram anestesiados a frio (choque
térmico) para a dissec¢do em placas de Petri contendo solucio fisiolégica tamponada
com fosfato-PBS (NaCl 7.5 g/L., Na,HPO, 2.38 g/L. e KH,PO4 2.72 g/L). Sob lupa,
os ovdrios foram retirados com auxilio de pingas e micro-tesouras e, fixados por 24
horas em paraformaldeido 4%. Logo apds, o material foi transferido para solucdo
tampdo fosfato de sddio onde permaneceu por mais 24 horas.

Procedeu-se entdo a desidratagdo em série crescente de alcool etilico a 70%,
80%, 90% e 95% . Cada banho teve duracdo de 30 minutos. Em seguida, o material
foi embebido em resina Leica por 24 horas e incluido em moldes plésticos contendo
resina Leica mais polimerizador. Posteriormente, os blocos foram seccionados em
micré6tomo de onde foram obtidos cortes com espessura de 5 pm que foram
recolhidos em laminas de vidro previamente limpas.

As laminas contendo as seccdes dos ovdarios dos grupos de tratamento e do
controle foram coradas pela Hematoxilina durante 5 minutos. Depois de lavadas por
5 minutos em 4gua corrente, foram coradas com Eosina aquosa durante 5 minutos e
lavadas em 4gua corrente novamente.

Apds secagem ao ar livre, em suportes de madeira, as ldminas foram
mergulhadas rapidamente em xilol e, em seguida, montadas com bdlsamo do Canada
e recobertas com laminula.

As laminas obtidas foram examinadas e analisadas em microscépio de luz

MOTIC BA300.
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II1. 5. Microscopia Eletronica de Transmissido dos ovarios dos carrapatos

Os carrapatos de todos os grupos de tratamento e do grupo controle foram
colocados em placas de Petri contendo glutaraldeido 0.5%. Sob lupa, os ovirios
foram retirados com auxilio de pincas e micro-tesouras e, fixados em glutaraldeido
2.5% a temperatura ambiente, por 2 horas. Em seguida, todo o material passou por 2
lavagens de 15 minutos cada, em solu¢do tampao de cacodilato de sédio a 0.1M, e na
sequéncia, foi pds-fixado em tetréxido de 6smio 1% por 2 horas. Novamente foram
realizadas 2 lavagens com cacodilato de s6dio 0.1M por 15 minutos cada.

A seguir, os ovdrios passaram por um banho de dlcool 10% durante 15
minutos sendo, posteriormente, contrastados em acetado de uranila a 2% mais etanol
a 10% durante 2 horas. Posteriormente foi realizada a desidratacdo em série crescente
de banhos em acetona 50%, 70%, 90%, 95% e 100%, 2 vezes, com duragao de 10
minutos cada e acetona pura por 15 minutos. Logo apés, o material foi submetido a
mistura de acetona e resina na proporcao de 1:1 onde permaneceu por 4 a 12 horas.

Finalmente, os ovarios foram incluidos em resina Epon Araldite pura com
catalisador e colocados em estufa a 60°C por 24 horas.

Todo o material foi seccionado em ultra micrétomo e as secc¢des ultrafinas
foram coletadas em grades de cobre. A seguir, as mesmas foram contrastadas com
acetato de uranila e citrato de chumbo durante 45 e 10 minutos, respectivamente.

As grades contendo as seccdes foram examinadas e fotografadas em

Microscépio Eletronico de Transmissao Philips CM 100.

IIL. 6. Animais: Camundongos

Foram utilizados cinco camundongos fémeas Swiss (Mus musculus), com
idade entre 5-6 semanas, sauddveis e com peso semelhante (20 grs + 20 %), por
grupo de tratamento (expostos a diferentes doses de fipronil).

Os espécimens foram obtidos a partir do Dbiotério de criagdo
CEMIB/UNICAMP e mantidos em condi¢des controladas (22°C = 2°C, 50% de
umidade, e fotoperiodo de 12h) em laboratério durante 7 dias, para aclimatacdo,

antes da realizacdo do experimento.
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Os camundongos foram identificados individualmente e dentro do seu grupo
de tratamento. Cada grupo de cinco individuos foi mantido em caixas apropriadas de
polipropileno, com 4gua filtrada e ragcdo comercial ad libitum.

Para a realizacdo desses estudos, foram utilizados os laboratério de Histologia
e de Mutagénese do Departamento de Biologia do I.B.- UNESP- Campus de Rio
Claro, SP.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundacdo Herminio Ometto —

UNIARARAS, protocolo n® 09/2009.

II1. 7. Dosagem do fipronil para aplicacao nos camundongos

As doses de fipronil utilizadas foram baseadas na DLsy de 50mg/Kg
determinada em estudo piloto desenvolvido no Departamento de Biologia, UNESP —
RC, em outubro de 2008. Através da diluicio da dose estabelecida, obteve-se as
doses finais administradas, as quais corresponderam a 30% da DLs, (15mg/Kg), 50%
da DLsop (25mg/Kg) e a prépria DLsp (50mg/Kg). Um grupo controle negativo foi
exposto apenas a dgua destilada.

Todas as doses de fipronil testadas foram preparadas e acondicionadas em

recipientes, devidamente identificados para imediata utilizagao.

I11. 8. Modelo Experimental

Os camundongos foram divididos em 4 grupos de tratamento: grupo I = 30%
da DLsp (15mg/Kg), grupo Il = 50% da DLsg (25mg/Kg), grupo III = a propria DLsg
(50mg/Kg) e grupo IV = controle negativo, todos contendo cinco camundongos cada.

Logo apds o preparo, os animais receberam 0.2 mL da dose de fipronil
determinada para cada grupo de tratamento. No grupo controle negativo foi
administrado somente a dgua destilada.

A rota de administracdo foi intraperitonial para todos os grupos de
tratamento, uma vez que maximiza a exposi¢do ao quimico.

Ap6s 7 dias, os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical.
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I11. 9. Histologia do Figado de camundongos

Os camundongos dos grupos de tratamento e do grupo controle foram
sacrificados por deslocamento cervical e, em seguida, foram colocados em placas de
cera para dissec¢@o. O excesso de tecido foi retirado com o auxilio de tesoura e pinga
de disseccao, e papel toalha absorvente dspero. O figado dos animais de todos os
grupos (I, II, III, IV) foram retirados, seccionados com estilete e imediatamente
fixados por 24 horas em paraformaldeido 4%. Logo apds, o material foi transferido
para solugdo tampao fosfato de s6dio onde permaneceu por mais 24 horas.

Procedeu-se entdo a desidratacdo em série crescente de dlcool etilico a 70%,
80%, 90% e 95% . Cada banho teve duracdo de 30 minutos. Em seguida, o material
foi embebido em resina Leica por 24 horas e incluido em moldes plasticos contendo
resina Leica mais polimerizador. Posteriormente, os blocos foram seccionados em
micrétomo de onde foram obtidos seccdes com espessura de 3 pm que foram
recolhidas em laminas de vidro previamente limpas.

As laminas contendo as sec¢Oes foram coradas pela hematoxilina durante 5
minutos. Depois de lavadas por 5 minutos em 4dgua corrente, foram coradas com
eosina aquosa durante 5 minutos e lavadas em dgua corrente novamente.

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

As laminas obtidas foram examinadas, analisadas e fotografadas em

fotomicroscépio de luz MOTIC BA 300.

III. 10. Histoquimica

Visando detectar alteracdes, tais como: a presenca ou ndo, a freqii€ncia e a
distribuicdo de componentes protéicos, polissacaridicos e lipidicos, no figado dos
camundongos do grupo controle e dos grupos tratados com fipronil, submeteu-se as

seccoes histologicas as seguintes técnicas histoquimicas:
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III.10.1. Técnica do Azul de Bromofenol para deteccio de Proteinas

(Segundo PEARSE, 1985):

Os fragmentos de figado foram fixados por 48 horas em paraformaldeido 4%.
As secgdes foram coradas com Azul de Bromofenol por 2 horas em temperatura
ambiente. Ap6s serem lavadas com acido acético 0.5% por 5 minutos e com dgua
corrente por 15 minutos, as mesmas passaram rapidamente por uma solucdo de
alcool butilico tercidrio.

A seguir, foram secas ao ar livre, diafanizadas e montadas em bédlsamo do

Canada.

II1.10.2. Técnica de Baker para deteccdo de Lipidios (Modificada por
GIOVANETTI, 2009):

Os fragmentos do figado dos grupos I, II, IIT e IV foram fixados em Formol
Cdlcio por 15 horas.

As laminas contendo as sec¢des do figado foram tratadas por 18 horas com
bicromato de célcio. Apds lavadas em 4dgua destilada, permaneceram durante 5 horas
em solucdo de hemateina. Logo depois, procedeu-se a dltima lavagem com 4agua
destilada. Apds a secagem, as laminas foram montadas com glicerina e recobertas

com laminula.

II1.10.3. Técnica do PAS para deteccao de Polissacarideos (Segundo
JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983):

Os fragmentos do figado de todos os animais foram fixados em Bouin por 48
horas. A seguir as sec¢des foram colocadas por 10 minutos em solugdo de 4cido
periddico 0.4%. Em seguida, foram lavadas rapidamente em &4gua destilada e
submetidas ao reagente de Schiff durante 1h, no escuro. Posteriormente, procedeu-se
trés lavagens em 4dgua sulfurosa por 3 minutos cada e, a seguir, as laminas foram

lavadas em 4gua corrente por 30 minutos.
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Ap6s secagem, as laminas contendo as secgdes foram colocadas em xilol para

diafanizar e montadas com Balsamo do Canada.

III. 11. Teste do Cometa

Nesse método, foram utilizados também 5 camundongos fémeas Swiss (Mus
musculus) com idade entre 5-6 semanas para cada grupo. No entanto, para
desenvolver essa técnica foi necessdrio acrescentar um grupo de tratamento: o
controle positivo (ciclofosfamida — 50mg/Kg). Dessa forma, foram formados 5
grupos de tratamento: grupo I = 30% da DLsy (15mg/Kg), grupo II = 50% da DLsg
(25mg/Kg), grupo III = a prépria DLsy (50mg/Kg), grupo IV = controle negativo e
grupo V = controle positivo.

Os camundongos do grupo I, II, III receberam, via intraperitonial, 0.2 mL da
dose de fipronil indicada para cada grupo de tratamento, o controle negativo recebeu
0.2 mL do placebo (4gua destilada) e o controle positivo recebeu 0.2 mlL de
ciclofosfamida.

Para a realizacdo deste ensaio, apds 24 horas de tratamento, uma amostra de
40ull de sangue foi coletada de cada individuo de cada grupo de tratamento e
colocada em ependorf identificado e heparinizado.

Para a montagem das laminas depositou-se 40uL de sangue de cada individuo
com 120pL de agarose LPM (1.5%), a 37°C, em lamina pré-coberta com agarose
normal (5%). Estas foram recobertas com laminulas de vidro e resfriadas a 4°C por
20 minutos. Apds a remocdo das laminulas, as ldminas foram imersas em solugdo de
lise, recém preparada, composta por 89mL de estoque de lise (2.5M NaCl, 100mM
EDTA, 10mM Tris, pH 10 corrigido com NaOH sélido, 89mL de dgua destilada e

1% de laurilsarcosinato de sddio), ImL de Triton X -100 (Merck) e 10mL de
DMSO. A lise se deu por 1 hora, a temperatura de 4°C, protegida da luz. Em
seguida, as laminas foram encaminhadas para a cuba de eletroforese com tampao
pH>13 (300mM NaOH e 1mM EDTA, preparado a partir de solugdo estoque de
NaOH 10N e EDTA 200mM com pH10) a 4°C por 20 minutos para a denaturagio
do DNA. A eletroforese foi realizada a 25V e 300mA (1.25V/cm). Posteriormente,

as laminas foram neutralizadas com tampao pH 7.5 (0.4M Tris-HCI) durante 3 ciclos
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de 5 minutos, secas ao ar livre, fixadas em dlcool etilico absoluto por 10 minutos e
guardadas para leitura a posteriori. Para coloracdo, as laminas foram cobertas com
100pL. de Brometo de Etideo (20pg/mL) e laminula. O material foi avaliado em
microscopio de fluorescéncia no aumento de 40x, com filtro de excitagdo 420-
490nm e filtro de barreira 520nm.

Foram analisadas visualmente 100 células/individuo (2 ldminas por animal de
cada grupo de tratamento), as quais foram classificadas em cometas em: (classe 0)
células ndo danificadas que ndo apresentaram cauda; (classe 1) células com cauda
menor que o didmetro do nucledide; (classe 2) células com cauda de tamanho entre 1
e 2 vezes o didmetro do nucledide; (classe 3) células com cauda maior do que 2
vezes o didmetro do nucledide. Células apoptoticas, que apresentaram nucledide
totalmente fragmentado, ndo foram contabilizadas. O escore total foi calculado pela
somatoria dos valores resultantes da multiplicacdo do total de células observadas em
cada classe de lesdo a qual pertenciam pelo valor da classe. A andlise estatistica foi

realizada usando o teste ANOVA/Tukey (p < 0.05).

III. 12. Ensaio do Microniicleo em Sangue Periférico

Nesse método foram utilizados 5 grupos de tratamento: grupo I = 30% da
DLsp (15mg/Kg), grupo II = 50% da DLsy (25mg/Kg), grupo III = a prépria DLsg
(50mg/Kg), grupo IV = controle negativo e grupo V = controle positivo
(ciclofosfamida — 50mg/Kg), todos com 5 camundongos cada.

O ensaio do microniicleo em sangue periférico aplicado foi realizado de
acordo com o protocolo descrito por Hayashi et al. (1990).

A coleta de sangue periférico ocorreu por meio da pungdo da veia caudal em
3 momentos diferentes, em 24, 48 e 72 horas.

As laminas de todos os grupos foram previamente identificadas e preparadas
com 20pm de alaranjado de acridina (1mg/mL). Em seguida, foram coletados 20 pL
de sangue periférico, o qual foi depositado no centro da ldmina preparada. Logo
depois, as laminas foram recobertas com laminula e permanecem em freezer (-20°C).

A andlise das laminas foi realizada em microscépio de fluorescéncia,

combinando luz azul (488nm) e filtro alaranjado, em objetiva de 100 vezes.

Patricia Rosa de Oliveira



Material e Métodos 39

Foram analisadas 2000 células/animal (2 laminas por animal de cada grupo de
tratamento) para se observar o nimero de células micronucleadas nos grupos
tratados com o fipronil e a estatistica foi realizada por meio do teste ANOV A/Tukey
(p<0,0001). Os trés momentos (24h, 48h e 72 horas de experimento) permitiram

verificar a freqiiéncia de micronticleos ao longo dos dias de tratamento.
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IV. RESULTADOS

Os resultados aqui obtidos estdo sendo apresentados sob a forma de capitulos,
0s quais contém artigos jd publicados e/ou submetidos a publicagdo em periddicos
internacionais especializados na area, contemplando assim os diferentes aspectos da
acdo do fipronil nos ovarios de fémeas semi-ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus, bem como nos camundongos, mostrando os comprometimentos
(citotdxico e genotdxico) que este acaricida causou em seus hospedeiros (organismos
nao alvo).

Desta forma, a tese estd composta por cinco capitulos, onde:

Capitulo 1:

Situacio: Publicado (2008)

Titulo do artigo: Evaluation of cytotoxic effects of fipronil on ovaries of semi-
engorged Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) tick female.
Autores: Patricia Rosa de Oliveira; Gervasio Henrique Bechara e Maria Izabel
Camargo Mathias.

Peridédico: Food and Chemical Toxicology, v. 46, p. 2459-2465.
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Capitulo 2:

Situacio: Publicado (2009)

Titulo do artigo: Action of the chemical agent fipronil on the reproductive process
of semi-engorged females of the tick Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806)
(Acari: Ixodidae). Ultrastructural evaluation of ovary cells.

Autores: Patricia Rosa de Oliveira; Gervdsio Henrique Bechara; Maria Aparecida
Marin Morales e Maria Izabel Camargo Mathias.

Periddico: Food and Chemical Toxicology, v. 47, p. 1255-1264.

Capitulo 3:

Situac¢io: Submetido.

Titulo do artigo: Cytotoxicity of fipronil in mouse liver cells.

Autores: Patricia Rosa de Oliveira; Gervasio Henrique Bechara; Sandra Eloisi
Denardi; Rodrigo Juliano Oliveira e Maria [zabel Camargo Mathias.

Peridédico: Experimental and Toxicology Pathology.

Capitulo 4:

Situac¢ido: Submetido.

Titulo do artigo: Test to assess the toxicity of the acaricide fipronil in semi-
engorged females of the tick Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari:
Ixodidae). Determination of the LCs.

Autores: Patricia Rosa de Oliveira; Gervasio Henrique Bechara, Sandra Eloisi
Denardi, Marcos Aparecido Pizano e Maria Izabel Camargo Mathias.

Periédico: Experimental Parasitology

Capitulo 5:

Situac¢ido: Submetido.

Titulo do artigo: Genotoxic and mutagenic effects of fipronil on mice.

Autores: Patricia Rosa de Oliveira; Gervasio Henrique Bechara e Maria Izabel
Camargo Mathias.

Periédico: Research in Veterinary Science
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IV.1. Capitulo 1

Evaluation of cytotoxic effects of fipronil on ovaries of semi-
engorged Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari:

Ixodidae) tick female

Patricia Rosa de Oliveira'; Gervasio Henrique Bechara® & Maria Izabel Camargo

Mathias' .

1. Departamento de Biologia — [.B. — UNESP, Avenida 24 A, n° 1515 — Fone:55 19
35264135 — Cx. Postal 199 — CEP: 13506-900 — Rio Claro — SP — Brazil.
2. Departamento de Patologia Veterindria — FCAV — UNESP, Via de Acesso Prof.

Paulo Castellane, s/n - CEP: 14884-900 - Jaboticabal — SP — Brazil.

Artigo publicado no periédico: Food and Chemical Toxicology, v. 46, p. 2459-2465,

2008.
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RESUMO

O presente estudo analisa os efeitos do produto quimico Fipronil, ingrediente ativo
do Frontline® e utilizado como acaricida, no ovéario de Rhipicephalus sanguineus, o
qual é constituido por ovdcitos em cinco estigios de desenvolvimento (de I a V)
presos a parede do ovario através do pedicelo. Os individuos foram submetidos a trés
grupos de tratamento (II, III e IV), submetidos as doses de 1, 5 e 10 ppm de Fipronil,
respectivamente. Os resultados revelaram a ac¢do deste composto, exibindo alteragdes
morfo-histolégicas nos ovdcitos dos individuos dos diferentes grupos, os quais foram
comparados com aqueles do grupo I (controle). As alteracdes variaram desde a
presenca de poucos e pequenos vacuolos até a morte celular, mostrando que as
células germinativas de R. sanguineus sdo afetadas em niveis variados pelo Fipronil,
demonstrando, conseqiientemente, reducdo da fertilidade desses carrapatos quando

expostos a este produto.

Palavras-Chave: Rhipicephalus sanguineus; Fipronil; carrapato, acaricida,

citotoxico.
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IV.2. Capitulo 2

Action of the chemical agent fipronil on the reproductive process of
semi-engorged females of the tick Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae). Ultrastructural evaluation of

ovary cells.

L. | L . . 2 . . .
Patricia Rosa de Oliveira ; Gervasio Henrique Bechara”; Maria Aparecida Marin

Morales' & Maria Izabel Camargo Mathias'".

1. Departamento de Biologia — [.B. — UNESP, Avenida 24 A, n° 1515 — Fone:55 19
35264135 — Cx. Postal 199 — CEP: 13506-900 — Rio Claro — SP — Brazil.
2. Departamento de Patologia Veterinaria — FCAV — UNESP, Via de Acesso Prof.

Paulo Castellane, s/n - CEP: 14884-900 - Jaboticabal — SP — Brazil.

Artigo publicado no periddico: Food and Chemical Toxicology, v. 47, p. 1255-1264.
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RESUMO

O ovdrio do carrapato Rhipicephalus sanguineus é constituido por uma parede de
células epiteliais e por um grande niimero de ovdcitos em cinco diferentes estagios
de desenvolvimento (I, II, III, IV, V), os quais estdo presos por meio do pedicelo a
sua parede. O presente estudo traz informacdes ultra-estruturais sobre os efeitos do
acaricida fipronil (Frontline®) nos ovdrios de fémeas semi-ingurgitadas de R.
sanguineus, bem como demonstra quais sio os mecanismos de defesa por elas
utilizados. Os individuos estudados foram divididos em quatro grupos, onde o grupo
I foi utilizado como controle e os grupos II, III e IV, foram submetidos as doses de 1,
de 5 e de 10 ppm de Fipronil, respectivamente. O fipronil na dosagem de 10 ppm foi
0 que mais afetou o desenvolvimento dos ovdcitos. Neste caso, até mesmo aqueles
ovocitos que conseguiram chegar ao estdgio final de desenvolvimento tiveram
estruturas celulares danificadas pelo agente quimico. Mecanismos de defesa celular
como o aumento da quantidade de microtibulos citoplasmaticos e a grande
quantidade de vacuolos digestivos e de figuras mielinicas foram observados nos
ovécitos dos individuos de R. sanguineus tratados, na tentativa de minimizar os
danos e preservar as células germinativas, matrizes para o desenvolvimento de novos

individuos.

Palavras-Chave: Rhipicephalus sanguineus; fipronil; ovario; acaricida; ultra-

estrutura, reproducio.
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IV.3. Capitulo 3

Cytotoxicity of fipronil in mouse liver cells

L. . . L. . b .. .
Patricia Rosa de Oliveira®; Gervédsio Henrique Bechara’; Sandra Eloisi Denardi’;

Rodrigo Juliano Oliveira® & Maria Izabel Camargo Mathias®".

* Departamento de Biologia — I.B. — UNESP, Avenida 24 A, n° 1515 — Fone:55 19
35264135 — Cx. Postal 199 — CEP: 13506-900 — Rio Claro — SP — Brazil.

b, Departamento de Patologia Veterindria — FCAV — UNESP, Via de Acesso Prof.
Paulo Castellane, s/n - CEP: 14884-900 - Jaboticabal — SP — Brazil.

“ Departamento de Biologia Geral — Centro de Ciéncias Biologicas — Universidade

Estadual de Londrina - UEL, PR— Brazil.

Artigo submetido ao periddico: Experimental and Toxicology Pathology.
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RESUMO

O presente estudo analisou o figado de camundongos expostos a diferentes doses de
fipronil (15mg/Kg, 25 mg/Kg e 50 mg/Kg) através de técnicas histologicas e
histoquimicas, para se detectar o potencial citotéxico dessa substincia e os danos
causados no referido 6rgdo dos animais. Os individuos foram divididos em quatro
grupos: grupo controle e grupos I, II e III, foram expostos as doses de 15mg/Kg, 25
mg/Kg e 50 mg/Kg de fipronil, respectivamente. Os resultados revelaram a agdo
deste composto, por meio de alteracdes citoldgicas, morfo-histoldgicas e
histoquimicas nas células hepéticas dos individuos dos diferentes grupos (I, II e III),
que foram comparados com o grupo controle. As alteracdes variaram desde a
proliferacio das células de Kupffer, hipertrofia dos hepatécitos, o acimulo e
distribuicdo de proteinas, polissacarideos, lipidios e vactolos no citoplasma dos
hepatécitos, bem como a congestdo de vasos sanguineos, demonstrando
principalmente a ocorréncia de: a) processos de autofagia, b) esteatose e c) morte
celular por necrose, comprovando na simulacdo a ac¢do do fipronil nos hospedeiros de

carrapatos.

Palavras-chave: fipronil; citotoxicidade; figado; histopatologia; autofagia; acaricida.
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ABSTRACT

In the present study, mouse livers were examined following exposure to different
doses of fipronil (15 mg/Kg, 25 mg/Kg, and 50 mg/Kg). Histological and
histochemical techniques were used to determine the cytotoxic potential of this
compound and to assess the damage it caused to livers. Mice were divided into four
groups: control group and groups I, II, and III were exposed to 15 mg/Kg, 25 mg/Kg,
and 50 mg/Kg fipronil, respectively. Our findings revealed cytological, morpho-
histological, and histochemical alterations in liver cells of animals from groups I, II,
and III compared to group control animals. These changes included Kupffer cell
proliferation, hepatocyte hypertrophy, accumulation and distribution of proteins,
polysaccharides, lipids, and vacuoles in the cytoplasm of hepatocytes, and congestion
of blood vessels. These phenotypes mainly characterize the following: a) autophagic
processes, b) steatosis, and c) cell death by necrosis, which demonstrate the damage

caused by fipronil in the hosts of ticks.

Keywords: fipronil; cytotoxicity; liver; histopathology; autophagy; acaricide.
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1. INTRODUCTION

Fipronil is a phenylpyrazole pesticide developed by the transnational
company Rhone-Poulenc Agro in 1987. In the US, fipronil is available in a range of
formulations, from attractive baits for ant and cockroach control to sprays used in
veterinary products for the control of ticks, fleas (Frontline®), and mites (HUGNET
et al., 1999).

Fipronil is a molecule that disrupts the binding of the neurotransmitter GABA
to its receptor, consequently blocking chloride ion uptake into the cells of
invertebrates and leading to uncontrolled CNS hyperexcitation, convulsion, and
death (DAS et al., 2006).

Relatively little is known about how fipronil is metabolized in vertebrates
(DAS et al., 2006). Experiments using both male and female rats have demonstrated
a significant increase in thyroid cells, leading to tumor formation (LYONS, 2000).

The liver is one of the largest organs in the body, with a blood supply from
two vessels: (1) the portal vein (75% of the afferent blood volume) and (2) the
hepatic artery, which provides the remaining 25% of (oxygen-rich) blood
(KIERSZENBAUM, 2004). As a result of this rich blood supply, the liver has a
privileged position to perform its functions, receiving a large variety of substances
such as endobiotics, toxic compounds, and nutrients (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008). In addition, because the liver is directly along the path of blood vessels
containing large amounts of absorbed substances, the liver is the first organ to
receive metabolites and nutrients, as well the first organ as to be exposed to toxic
compounds (ROSS; PAWLINA, 2008; SREELATHA et al., 2009).

Thus, the present study described the cytological, histological, and
histochemical aspects of the livers of mice exposed to different doses of fipronil to
determine its cytotoxic potential and possible compromises in the hosts of

ectoparasites treated with acaricides containing this active compound.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Animals

Twenty female Swiss mice (Mus musculus) were used. The mice were 5-6
weeks old, healthy, and had similar weights (20 g +20%). Five animals were used
for each treatment.

Animals were obtained from the animal resource center of
CEMIB/UNICAMP and maintained under controlled conditions (22°C +2°C, 50%
humidity, 12-hour photoperiod) in the laboratory for 7 days to allow acclimation
prior to experiments.

All mice were individually identified, and each group was housed in
polypropylene cages with filtered water and commercial food provided ad libitum.

Experiments were conducted at the Laboratory of Histology of the
Department of Biology of the Biosciences Institute, UNESP, Rio Claro campus in
Sao Paulo, Brazil.

This study was approved by the Ethical Committee of the Foundation
Herminio Ometto -UNIARARAS (SP- Brazil), protocol # 09/2009.

2.2. Chemical Compound

The substance tested was fipronil, a compound of the phenylpyrazole
chemical class, CAS # 20068-37-3 and chemical name (RS)-5-amino-1-(2,6-
dichloro-a,a,0-trifluoro-p-tolyl)-4-trifluoro  methylsulfinylpyrazole-3-carbonitrile.
Fipronil was obtained from Regent 800 WG, a commercial product produced by

BASF with purity level of 80%.

2.3. Doses

Fipronil dosages used were based on an LDsy of 50 mg/Kg, determined in a

preliminary study conducted at the Department of Biology, UNESP — Rio Claro, in

October 2008. Final doses of fipronil administered in the experiments were obtained
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by dilution to 30% of LDs, (15 mg/Kg), 50% of LDs, (25 mg/Kg) and 100% of LDsg
(50 mg/Kg). Control animals were exposed only to placebo (distilled water).

All doses of fipronil tested were prepared and stored in labeled containers.

2.4. Experimental Model

Mice were divided into four groups: control group, group I = 30% of LDsg
(15 mg/Kg), group II = 50% of LDs (25 mg/Kg) and group III = LDsy (50 mg/Kg).
Five female Swiss mice were used for each treatment.

Animals received 0.2 mL of the fipronil dose determined for each treatment.
For the control group, only placebo (distilled water) was administered. The
intraperitoneal route was used for all animals, maximizing chemical exposure. After

7 days, the mice were sacrificed by cervical dislocation.

2.5. Methods

2.5.1. Histology

All mice were sacrificed by cervical dislocation and dissected on wax pads.
Excess tissue was removed with the aid of scissors, dissection tweezers, and paper
towels.

The livers were removed, cut into pieces 4-5 mm in size, fixed for 24 hours
in 4% paraformaldehyde, dehydrated in ethanol, embedded in Leica resin for 24
hours, and transferred to plastic molds previously filled with polymerized Leica
resin. After resin polymerization, all blocks were sectioned at 3-pum thickness slices
and stained with hematoxylin and eosin. The glass slides with the livers were

examined using a Motic BA300 photomicroscope.

2.5.2. Histochemistry

To detect changes such as presence or absence, frequency, and distribution of

proteins, polysaccharides, and lipids in the livers of mice of control and fipronil-
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treated groups, histological sections were prepared for the histochemical techniques

listed below.

Bromophenol Blue Staining for Protein Detection (According to PEARSE,
1985):

All slides were stained with bromophenol blue for two hours at room
temperature. After they were washed with 0.5% acetic acid for 5 minutes and tap
water for 15 minutes, slides were quickly immersed in tertiary butyl alcohol,

allowed to dry at room temperature, clarified, and mounted in Canada balsam.

Baker's Method for Lipid Detection (Modified by GIOVANETTI, 2009):

The livers of group control, I, II, and III animals were fixed with formol-
calcium for 15 hours and transferred to dichromate calcium for 18 hours. After they
were washed with distilled water, slides were immersed in hematein for 5 hours.
After washing with distilled water and drying, slides were mounted with glycerin

and covered with cover slips.

PAS technique for Polysaccharide Detection (According to JUNQUEIRA &
JUNQUEIRA, 1983):

Samples of livers of animals from all groups were fixed with aqueous Bouin.
Slides with sections were immersed for 10 minutes in 0.4% periodic acid, washed
with distilled water, and stained with Schiff's reagent for 1 h in the dark. The
material was washed three times with sulfur water for 3 minutes each and rinsed
with tap water for 30 minutes. After drying, slides were clarified with xylol and

mounted in Canada balsam.
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3. RESULTS

3.1. Liver Histology

- Control Group

The histological results revealed that the livers of control group animals, as
described in the literature, present polygonal hepatocytes that form extensive
anastomosed plates (Fig. 1A). The cytoplasm is acidophilic, as a result of large
amounts of basic components (Fig. 1A). Hepatocytes exhibit one or two large
central round-shaped nuclei strongly stained with hematoxylin. In some hepatocytes,
one or more nucleoli are also observed (Fig. 1A). The plates of hepatocytes and the
walls of hepatic capillaries (sinusoids) delimit the Disse’s space. The walls of
hepatic capillaries are lined with Kupffer cells (Fig. 1A) and are characterized
mainly by elongated and strongly stained nuclei. An abundance of blood vessels is

evident (Fig. 1A).

- Group I (15 mg/Kg)

The livers of group I animals, which were treated with 15 mg/Kg fipronil,
have few histological alterations compared to the control group (Fig. 1B).

The hepatocytes have infrequent and small cytoplasmic vacuoles, as well as
less acidophilic cytoplasm. Nuclei are less intensely stained (Fig. 1B).

The lumen of capillaries that run between plates of hepatocytes is apparently

wider compared to the control group (Fig. 1B).

- Group II (25 mg/Kg)

The livers of group II animals exhibit early stages of disorganization and

histological alterations (Fig. 1C).
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The alterations are characterized by the presence of swollen, round-shaped
hepatocytes, increased cytoplasmic vacuolation, and/or the presence of lipid droplets
in cells as well as in intercellular spaces (Fig. 1C).

Hepatocytes with smaller pyknotic and partially degraded nuclei are clearly
observed, as is an increase in the number of vacuoles (Fig. 1C).

The number and activity of Kupffer cells seems to be increased (Fig. 1C).

The lumen of hepatic capillaries is wider than that of the control group (Fig.
1C).

- Group III (50 mg/Kg)

The livers of group III animals exhibit significant histological alterations
compared to the control group (Fig. 1D).

Hepatocytes became round due to swelling, and there was an increase in lipid
droplets and/or extensive vacuolation, which is more evident around nuclei (Fig.
1D).

The nuclei of hepatocytes are partially degraded or pyknotic (Fig. 1D).

At this concentration of fipronil, a prominent increase in the number of
Kupffer cells is observed, detected by the increased number of strongly stained,
flattened nuclei between the plates of hepatocytes.

Between the plates of hepatocytes, large quantities of red blood cells

(erythrocytes) are observed (Fig. 1D).

3.2. Liver Histochemistry

3.2.1. Bromophenol Blue Staining for Protein Detection

- Control Group

Bromophenol blue staining revealed large amounts of proteins in the livers of

control group animals (Fig. 1E), characterized by a strong positive reaction in the

cytoplasm of hepatocytes as well as other cells of the liver parenchyma (Fig. 1E).
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The nuclei of hepatocytes and Kupffer cells are strongly stained (Fig. 1E).
The lumen of hepatic capillaries located between plates of hepatocytes is

stained due to large quantities of erythrocytes (Fig. 1E).

- Group I (15 mg/Kg)

The livers of group I individuals are strongly positive for proteins, although

early stages of vacuolation are observed (Fig. 1F).

- Group II (25 mg/Kg)

Liver cells of group II individuals exhibit smaller amounts of proteins
compared to the control group (Fig. 1G), as indicated by large unstained areas in

hepatocytes as well as in other cells (Fig. 1G).

- Group III (50 mg/Kg)

The livers of group IIl individuals exhibit a prominent decrease in the
amount of proteins compared to the control group (Fig. 1H).

An increase in unstained vacuolated areas is observed (Fig. 1H).

3.2.2. PAS Staining for Neutral Polysaccharide Detection

- Control Group

The cytoplasm of hepatocytes of control group animals is positive for
polysaccharides, characterized by coarse, evenly distributed granules, especially in
peripheral regions of nuclei (Figs. 11, J).

As this technique is not specific for demonstrating the nucleus, Kupffer cells
(identified based on their nuclei under a light microscope) and the nuclei of

hepatocytes are not observed (Figs. 11, J).
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The lumen of hepatic capillaries, as well as the lumen of large blood vessels
of the liver, are either unstained or weakly stained (Fig. 1J). In the lumen of some

capillaries, moderately positive granules are observed (Fig. 11).

- Group I (15 mg/Kg)

Different staining patterns were observed depending on the region of the
liver. Areas near blood vessels and/or distant from the periphery are weakly stained,
while regions distant from blood vessels and/or near the liver periphery have
strongly positive coarse granules distributed thorough the cytoplasm of hepatocytes

(Figs. 2A, B).

- Group II (25 mg/Kg)

Hepatocytes of group II individuals present more granules of polysaccharides
compared to both the control group and group I (Figs. 2C, D).

Hepatocytes present PAS-positive coarse granules that are more intensely
stained near the peripheral regions of the liver (Fig. 2C). Some weakly positive

vacuoles occupying the entire cytoplasm are also observed (Fig. 2D).

- Group III (50 mg/Kg)

Group III individuals present polysaccharides that are distributed in the
cytoplasm of hepatocytes as well as in different regions of the liver, unlike the
control group observations. Hepatocytes, which occupy areas near blood vessels, are
weakly positive or negative to the test, while those distant from blood vessels exhibit
strongly positive fine granules in the cytoplasm (Figs. 2E, F). Hepatocytes of both
regions present many unstained vacuoles distributed throughout the cytoplasm (Fig.

2F).
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3.2.3. Baker's Technique for Lipid Detection (Modified by Giovanetti,
2009)

- Control Group

This technique revealed the presence of lipids in the cytoplasm of
hepatocytes of control group animals (Fig. 2G).

The nuclei of all cells, including those of hepatocytes and Kupffer cells, and
nucleoli of hepatocytes are stained with hematein, a compound obtained through the
oxidation of hematoxylin (Fig. 2G).

The lumen of blood vessels, including hepatic capillaries, is also stained (Fig.

2G).

- Group I (15 mg/kg)

The hepatocytes of group I individuals exhibit some small unstained areas in
the cytoplasm, probably due the presence of few vacuoles (Fig. 2H). However, most

of the liver parenchyma is stained (Fig. 2H).

- Group II (25 mg/Kg)

The livers of individuals treated with 25 mg/Kg of fipronil are more intensely
stained, suggesting an increase in the amount of lipids compared to group I and the
control group (Fig. 2I).

Most hepatocyte cytoplasm is strongly positive for staining, except for
unstained vacuoles (Fig. 2I).

The lumen of hepatic capillaries is also strongly stained (Fig. 2I).

- Group III (50 mg/Kg)

A significant increase in staining intensity is observed in the livers of group

III individuals, indicating larger amounts of lipids in cells and in liver tissue as a
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whole. Around the extensive vacuolar areas, a strongly positive lipid halo is
observed (Fig. 2J).
The lumen of hepatic capillaries is still strongly positive, causing difficulties

in distinguishing between them and strongly stained hepatocytes (Fig. 2J).
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Figure 1. Histological sections of the liver of fipronil-treated mice. A-D.
Hematoxylin and eosin (HE) staining. A. Control Group, B. Group I (15mg/Kg), C.
Group II (25mg/Kg), D. Group III (50mg/Kg).

E-H. Bromophenol blue staining to detect proteins. E. Control Group, F. Group I
(15mg/Kg), G. Group II (25mg/Kg), H. Group III (50mg/Kg).

I-J. PAS staining to detect polysaccharides. Control Group.

c= blood capillaries, h=hepatocytes, Kc= Kupffer cells, n= nucleus of hepatocytes;
vs= blood vessels, arrow= pyknotic or partially fragmented nucleus, arrowhead=
vacuoles.

Scale bars: A-H=0.02 mm; I=0.1 mm; J= 0.02 mm.
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Figure 2. Histological sections of the liver of fipronil-treated mice. A-F. PAS
staining to detect polysaccharides. A.-B. Group I (15mg/Kg), C-D. Group II
(25mg/Kg), E-F. Group III (50mg/Kg).

G-J. Baker (Giovanetti, 2009) staining to detect lipids. G. Control Group, H.
Group I (15mg/Kg), I. Group II (25mg/Kg), J. Group III (50mg/Kg).

c= blood capillaries, h=hepatocytes, Kc= Kupffer cells, vs= blood vessels,
arrowhead= vacuoles.

Scale bars : A=0.1 mm; B= 0.02 mm; C=0.1 mm; D= 0.02 mm; E=0.1 mm; F=

0.02 mm; G= 0.02 mm; H= 0.02 mm; I= 0.02 mm; J= 0.02 mm.
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4. DISCUSSION

The liver is a central organ that is responsible for several vital functions of
basic vertebrate metabolism (ARIAS et al., 1998), among them the capacity to
accumulate, biotransform, and inactivate many toxic compounds (BRAUNBECK,
1998; GONZALEZ, 1993). Hepatocytes may be considered the first targets of toxic
compounds, making the liver an important organ in toxicological studies
(BRAUNBECK, 1998; ZELIKOFF, 1998).

Schwaiger et al. (1997) and Teh et al. (1997) pointed out that
histopathological analysis has proven to be a sensitive tool for directly detecting the
toxic effects of chemical compounds on target organs such as the liver.

In the present study, mice from treatment groups I, II, and III were exposed to
doses of 15 mg/Kg, 25 mg/Kg, and 50 mg/kg, respectively. The techniques used
revealed the damage caused by this compound in the livers of individuals of
different groups compared with those of control group. The observed alterations
were as follows: (1) proliferation of Kupffer cells, (2) hepatocyte hypertrophy, (3)
presence, quantity, and distribution of proteins, polysaccharides, lipids, and vacuoles
in the cytoplasm of these hepatocytes, and (4) blood vessel congestion.

In control group animals, the livers exhibited normal morphology and typical
histology, as is widely reported in the literature (CARVALHO; COLARES-
BUZATO, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; ROSS; PAWLINA, 2008);
liver parenchyma consisted of anastomosed plates of hepatocytes separated by blood
capillaries (sinusoids) and the Disse’s space, in addition to other structures.

In the livers of individuals exposed to 15 mg/Kg fipronil (group 1), some
hepatocytes exhibited small hyaline vacuoles in the cytoplasm, suggesting an
attempt by the cells to block the action of or to eliminate the toxic compound from
the system, containing it in small compartments to be degraded later, as observed by
Ferreira (1992) and Lopes-Flores and Malabarba (1997) in fish exposed to
petrochemical effluents.

In individuals of group II (25 mg/Kg fipronil), the number of hepatocytes
with morphological alterations increased, resulting in early stages of liver

disorganization. Changes such as loss of original hepatocyte shape, mainly due to
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swelling and cellular hypertrophy, increase in cytoplasmic vacuolation and/or
presence of lipid droplets, and the presence of cells with pyknotic nuclei, confirmed
the damage caused by fipronil.

Studies have demonstrated that cytoplasmic vacuolation in the hepatocytes of
individuals exposed to toxic agents occurs due to hydropic degeneration or
excessive lipid accumulation (steatosis). According to Rhodes et al. (1987) and Teh
(1997), cell hypertrophy (gradual increase of the cytoplasmic area of hepatocytes)
may be caused by several factors, including an increase in the smooth endoplasmic
reticulum as a result of metabolic overload. This might have been the case in the
present study, which would explain the changes observed in the shape of the livers
and cells of fipronil-treated individuals. Simultaneously, hydropic, hyaline, and
digestive vacuoles, as well as lipid droplets, might contribute to these changes.

In the literature, increases in liver size ranging from 10% to 50% have been
reported, as confirmed by Larrey et al. (1983) and Schulte-Hermann (1974).
According to these studies, this increase might be associated with stimulation of
hepatic metabolism in an attempt to inactivate toxic agents.

The animals in this study that were treated with 50 mg/Kg (group III) of
fipronil, had round-shaped hepatocytes (as a result of swelling) and extensive areas
with cytoplasmic vacuoles and/or the presence of lipid droplets. This clearly
indicates that as the concentration of fipronil increased, so did the number and type
of histological alterations in the mouse livers. Similar results were obtained by
Ferreira (1992) and Giil et al. (2004) in studies of fish exposed to polluted waters
and by Rodrigues and Fanta (1995) in studies of fish exposed to organophosphorus
compounds.

Carvalho and Colares-Buzato (2005) stated that round and empty
hepatocytes vacuoles normally indicate sites that were previously filled with lipids,
corroborating most of the results obtained in our study. Other studies by Giil et al.
(2004) of fish exposed to polluted water also reported the presence of vacuoles of
this nature in the livers of tested organisms.

On the other hand, some studies have suggested that irregularly shaped
vacuoles do not contain lipids, but rather are autophagic vacuoles, which are mainly

found during the recycling of cell components or in degenerating cells (Carvalho;
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Pimentel, 2007; Junqueira; Carneiro, 2008; Roy; Bhattacharya, 2006). This may
occur to eliminate damaged cell structures and recycle some useful components,
explaining the increase in the number of vacuoles in the liver cells of fipronil-treated
individuals as the doses increased and caused further damage.

The massive presence of vacuoles occupying extensive areas of the
cytoplasm of hepatocytes may result in displacement of nuclei to the periphery and
pressure that could lead to nuclear atrophy, preventing them from performing their
activities, as suggested by the presence of pyknotic nuclei and prominent
vacuolation in group III individuals. These data corroborate those obtained by Ram
and Singh (1998) in fish exposed to the pesticide carbofuran and by Giil et al. (2004)
in fish exposed to polluted waters.

The concentration levels of proteins in the livers of control group individuals
were high and were seen in the form of coarse granules in hepatocyte cytoplasm. In
fipronil-treated individuals (group I, II, and III), a progressive decrease in protein
level was observed as the dose of fipronil increased, indicated by an increase in
unstained, vacuolated areas. These data suggested that synthesis of structural
proteins as well as exported proteins (albumins, prothrombin, fibrinogen, among
others) might be compromised in hepatocytes, decreasing the efficiency of the cell
to perform these functions and consequently compromising the general metabolism
of the organ as well as the individual.

Polysaccharides also play an important role in hepatocyte function. In this
study, liver cells of control group individuals exhibited coarse PAS-positive
granules. Since the function of the liver is to modulate the energy from food to
extra-hepatic tissues, the liver absorbs glucose from digested food and transforms it
into glycogen to be stored in hepatocytes. When glucose levels in the blood drop
(hypoglycemia), the liver converts glycogen back to glucose through glycogenolysis
and releases it into bloodstream (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A significant increase in the amount of polysaccharides in the form of PAS-
positive granules was observed in the livers of individuals of groups I and II
compared to those of control animals, indicating the storage of glycogen. These
results suggest that glycogenolysis was not occurring or was inefficient in

hepatocytes, probably due to the action of fipronil on the regulatory mechanisms of
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the synthesis of enzymes involved in glycogenolysis. These characteristics were not
observed by Schwaiger et al. (1997) in fish livers. Instead, this study showed that
there were lower amounts of glycogen in hepatocytes of copper-intoxicated animals
than in the livers of control group animals.

According to Junqueira and Carneiro (2008), because the blood runs in blood
capillaries (sinusoids) from the periphery to the center of the hepatic lobule, liver
cells might also be exposed to a gradient of blood components. Peripheral cells are
the first to receive nutrients and oxygen as well as toxic substances and are thus the
first to be affected. In the present study, peripheral hepatocytes of groups I and II
animals had larger amounts of stored glycogen, indicating greater accumulation of
polysaccharides in the peripheral regions of the liver lobule, which were the first to
be damaged by fipronil.

The livers of animals treated with 50 mg/Kg fipronil (group III) had different
polysaccharide staining patterns depending on the proximity to centrolobular veins.
Weaker PAS-positive reactions were detected in hepatocytes surrounding the
centrolobular veins, suggesting that these hepatocytes might be the first to have
decreased capacity to convert glucose into glycogen. Similar results were also found
in rats by Ferranini (1990).

Hepatocytes of group III animals also exhibited prominent PAS-negative
cytoplasmic vacuolation, confirming the absence of polysaccharides.

Lipids were also found in control group animals. According to Carvalho and
Pimentel (2007), the liver plays a central role in lipid and lipoprotein metabolism,
mainly in the absorption, oxidation and/or metabolic conversion of free fatty acids,
synthesis of cholesterol and phospholipids, and production and secretion of specific
classes of lipoproteins.

In group I individuals, no significant changes were observed regarding
hepatic lipids. However, in group II animals, an increase in lipids was observed,
which might be due to a decrease in the capacity to produce and/or metabolize
proteins that participate in the formation of lipoprotein complexes, which is required
for the secretion of lipids into the extracellular space. Thus, a decrease in protein
level might cause an accumulation of lipids in the cytoplasm of hepatocytes

(steatosis), as described by Carvalho and Pimentel (2007).
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In the livers of individuals exposed to 50 mg/Kg fipronil, steatosis was even
more prominent. Ross and Pawlina (2008) suggested that metabolization,
inactivation, and detoxification of many compounds occur at the smooth
endoplasmic reticulum. The administration of drugs to individuals may cause
hypertrophy of this organelle, which consequently increases the activity of enzymes
involved in the breakdown of the drug as well as in lipid synthesis. The process
described above may explain the large lipid deposits observed in the livers of mice
exposed to fipronil at higher concentrations. Steatosis was also observed by
Akashima and Hibiya (1995). According to Danton et al. (2009), this is observed in
the liver in the early stages of apoptosis, necrosis, and fibrosis (due to alcohol
abuse), and in the final stages of cirrhosis. On the other hand, the large amount of
lipids observed in the present study may also be due to a halt in metabolic processes.

Vacuolated areas that were negative for lipids were also observed in the
livers of group III individuals, although they were smaller and less frequent than
those detected by histochemical tests to assay proteins and polysaccharides. This
suggests that some vacuoles contained lipids while others were autophagic vacuoles.
These results also confirmed that in individuals exposed to higher dose of fipronil
(50 mg/Kg), autophagy is taking place, possibly in an attempt of eliminate as many
damaged elements as possible while preserving the cell and minimizing damage.

In the present study, the effects of fipronil on the hepatic capillaries were
also examined. Significant increases in the caliber (distention) of blood capillaries in
animals of groups I, II, and III suggests that more blood cells are reaching the liver
more quickly, a process described as ‘“vessel congestion.” According to Booth
(1992), this process facilitates white cell migration; neutrophils, monocytes, and
lymphocytes, among other cells, participate in the inflammatory process and/or the
removal of foreign substances. Although prominent congested blood vessels were
observed in the present study, inflammatory processes were absent.

Another significant change was the increase in the number of Kupffer cells in
the livers of animals of groups I, II, and III. These are hepatic macrophages that are
part of the mononuclear phagocyte system. Similar results were reported by

Sreelatha et al. (2009) in the livers of CCly (carbon tetrachloride)-treated mice.

Patricia Rosa de Oliveira



Capitulo 3 88

Kupffer cells have several functions, including phagocytosis of old
erythrocytes, digestion of hemoglobin, production of bilirubin as well as secretion of
enzymes needed for intracellular digestion (immunological processes). Therefore, as
doses of fipronil increase, macrophage activity would also be expected to increase in
an attempt to remove remnants of damaged structures and fipronil itself.

The analysis of the livers of mice exposed to different doses of fipronil, a
chemical compound widely used in insecticides and acaricies, revealed damage in
liver cells and tissues as well as in the liver as a whole, characterized by a)
autophagic processes, b) steatosis, and c) cell death by necrosis. The liver has a
remarkable capacity to regenerate; however, when the damage is continuous or
frequent, simultaneous with regeneration, a considerable increase in the amount of
connective tissue is observed. When produced in excess, this connective tissue
causes hepatic circulation disorganization, leading to serious pathological liver
disorders.

This study demonstrates the effect of fipronil on animals that are simulated
hosts of ticks, which are ectoparasites that are often treated with products containing

this chemical compound.
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IV.4. Capitulo 4

Test to assess the toxicity of the acaricide fipronil in semi-
engorged females of the tick Rhipicephalus sanguineus (Latreille,

1806) (Acari: Ixodidae). Determination of the LCs,.
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RESUMO

O método de controle mais eficaz das populacdes de carrapatos ainda € o
quimico, por meio do uso de acaricidas, especialmente o fipronil (ingrediente ativo
do Frontline®), que age como bloqueador da estimulag@o neural. O presente estudo
avaliou a eficécia do acaricida fipronil em fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos R.
sanguineus por meio do desenvolvimento de protocolo adequado de bioensaio in
vitro (AIT), monitorado diariamente, com determina¢ido da CLsy (concentragio letal
50%) e intervalo de confianca a 95%. Os carrapatos foram imersos em placas de
Petri contendo as diferentes concentracdes de fipronil ou 4dgua destilada, durante 2
minutos e depois foram secos e colocados em incubadora durante 7 dias. Os
resultados mostraram o nimero de f€émeas de R. sanguineus mortas diariamente apds
o tratamento com 14 concentracdes de fipronil. Os dados de mortalidade foram
submetidos a andlise de Probit, onde se obteve a CLsp a intervalo de confianca
(95%), g (95): CLsp = 9.647 (4.711 a 13.470). Este trabalho contribuird fornecendo
protocolo de bioensaio in vitro (AIT - testes de imersdo de adultos) mais adequado e
atualizado, informacgdes sobre o potencial téxico do acaricida fipronil (eliminagdo
dos ectoparasitas ji& nas menores concentragdes) e a sensibilidade dos carrapatos,
principalmente o R. sanguineus, importante praga urbana e de grande interesse da

sociedade, uma vez que ocupa também ambientes urbanos.

Palavras-Chave: fipronil; Rhipicephalus sanguineus; carrapato, CLso; acaricida.
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ABSTRACT

Chemical acaricides, especially fipronil (active ingredient of Frontline®), are
still the most effective method to control tick populations. In this study, the
effectiveness of fipronil was assessed in semi-engorged females of the tick R.
sanguineus. A protocol for an in vitro bioassay (AIT) was developed, and the L.Csy
(lethal concentration 50%) and 95% confidence interval were determined. Ticks were
immersed in Petri dishes with different concentrations of fipronil or distilled water
for 2 minutes, dried, and placed in an incubator for 7 days. Dead R. sanguineus
females treated with the 14 concentrations of fipronil were counted daily. Mortality
results were compared with the Probit analysis, and the L.Cs¢ and 95% confidence
interval were calculated, g (95): LCso = 9.647 (4.711 to 13.470). This study was
aimed at developing a more appropriate and updated protocol for an in vitro bioassay
(AIT - adult immersion test), and providing information on the toxic potential of
fipronil (elimination of ectoparasites with lower concentrations) and sensitivity of
ticks, especially R. sanguineus, a pest of great interest, due to its occurrence in urban

environments.

Keywords: fipronil; Rhipicephalus sanguineus; tick; LCso; acaricide.
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1. INTRODUCTION

Rhipicephalus sanguineus is a tick of great medical and veterinary interest
(LINARDI; NAGEM, 1973; LABRUNA; PEREIRA, 2001; SZABO et al., 2001;
GONZALEZ et al., 2004; SOARES et al., 2006). This arthropod is the main vector
and reservoir of Ehrlichia canis and is responsible for the transmission of other
pathogens such as Babesia canis, B. caballi, B. equi (SEXTON et al., 1976), and
Hepatozoon canis (CRAIG, 1990). Some studies have also suggested the
participation of R. sanguineus in the transmission of canine visceral leishmaniasis
(COUTINHO et al., 2005), and may be vector of Coxiella burnetii, agent of the
human Q fever (STEPHEN; ACHYUTHARAO, 1980); rickettsiae, agent of the
Rocky Mountain spotted fever; Rickettsia conori, agent of the Mediterranean spotted
fever (MERLE et al., 1998); the causative agent of Lyme-simile disease
(YOSHINARI et al., 1997); and the bacteria Francisella tularensis, agent of the
tularemia (WALKER, 2000).

In addition to being the responsible for the transmission of pathogens, R.
sanguineus also causes direct damage to their hosts characterized by blood loss, skin
lesions and secondary infections, such as myiasis and abscess (BALASHOV,1972;
WALL, SHEARER,1997).

Chemical acaricides still are the most efficient method to control tick
populations, while immunological and biological controls play a supplemental role.
New acaricides are being tested in the market, such as macrocyclic lactones (active
components of Ivermectin® and Moxidectin®) and fipronil (active component of
Frontline®), which blocks transmission of neural signals, as well as fluazuron (active
compound of Acatak®), which inhibits tick development or growth (TAYLOR,
2001).

Fipronil is a phenylpyrazole pesticide developed by the transnational
company Rhone-Poulenc Agro in 1987. In the US, fipronil is available in a range of
formulations, from attractive baits for ant and cockroach control to sprays used in
veterinary products for the control of ticks, fleas (Frontline®), and mites

(PENALIGGON, 1997; HUGNET et al., 1999; HIGGINS et al. 2001).
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The efficacy of a chemical can be assessed by in vitro bioassays, which are
relatively simple to be performed, inexpensive, and require little specialized
equipment (SCOTT, 1995).

The toxicity of a chemical is defined as its capacity to kill or cause damage to
an organism. Many natural or synthetic compounds are potentially toxic, thus
causing adverse effects in certain conditions. The concentration and conditions of the
exposure are the main factors determining the toxic effect of a given compound
(OTTOBONI, 1991). In toxicity studies, the LDsg (Lethal Dose 50%) is defined as
the single dose of a chemical compound capable of statistically causing the death of
50% of exposed animals. Another commonly used parameter is LCso (Lethal
Concentration 50%), which is defined as the concentration of a chemical compound
that when applied in the environment where the target population is present, causes
the death of 50% of organisms (OTTOBONI, 1991).

Because of the wide use of fipronil to control several pests, including ticks, its
toxic potential, the importance and the interest on R. sanguineus as an urban pest,
and the few and old protocols available for in vitro bioassays (AIT — adult immersion
tests) (Drummonnd et al., 1973), the present study was aimed at assessing the
effectiveness of fipronil in semi-engorged females of the tick R. sanguineus and
developing an appropriate protocol for an in vitro bioassay (AIT), monitored daily.

The LCsg and the 95% confidence interval were also determined.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Chemical Compound

Fipronil is phenylpyrazole compound, chemical name (RS)-5-amino-1-(2,6-
dichloro-a,a,a-trifluoro-p-tolyl)-4-trifluoro methylsulfinylpyrazole-3-carbonitrile and
CAS #: 120068-37-3. Fipronil was obtained from Regent 800 WG, a commercial
product produced by BASF with purity level of 80%.
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2.2. Rhipicephalus sanguineus Ticks (Latreille, 1806)

Female R. sanguineus ticks were exposed to fipronil at the concentrations of
100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 20 ppm, 17.5 ppm, 15 ppm, 12.5 ppm, 10 ppm, 7.5 ppm,
5 ppm, and 1 ppm, and distilled water (control group). Semi-engorged Rhipicephalus
sanguineus females were obtained from a colony maintained under controlled
conditions (28° C %1 ° C, 80% humidity and 12-hour photoperiod for 24 hours) in
BOD incubator in the Animal Facility of the Department of Biology (IB) — UNESP,
campus de Rio Claro/SP, Brazil. Before the experiment, females were examined
under stereomicroscope and only intact females capable of moving were selected.

Semi-engorged females were obtained after unfed R. sanguineus couples (25
couple/infestation) were allowed to feed on naive New Zealand white rabbits
maintained in cages with ad libitum water and commercial rabbit food, following
Bechara et al. (1995).

This study was approved by the Committee of Ethics in Animal Research of
the UNTARARAS/SP/Brazil, protocol # 09/2009.

2.3. In vitro bioassay using Fipronil

2.3.1. Bioassay 1

In this bioassay, the concentration of fipronil recommended by the makers of
Frontline® was used (2500 ppm). Based on this initial concentration, the
concentrations of 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 15 ppm, 10 ppm, 5 ppm and 1 ppm of
fipronil were obtained by diluting the initial concentration with distilled water.

Petri dishes with one duplicate each were filled with fipronil in these
concentrations and with distilled water (control group).

Twenty semi-engorged R. sanguineus females (10 ticks per Petri dish, total of
160 females) were used for each concentration of fipronil and for the control group.
Before starting the bioassay, all ticks were rinsed in a colander under tap water and
dried with soft paper towel.

After being washed, 20 female ticks were immersed in a solution of 100 ppm

of fipronil in Petri dishes for 2 minutes. The same procedure was repeated for all
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concentrations of fipronil. For the control group, ticks were immersed in distilled
water for 2 minutes. After this time, ticks were dried with paper towel and placed in
Petri dishes in an incubator for 7 days, since acaricides usually act slowly in the
physiology of ticks, and their effects are only visible after this period (ROMA et al,
2009).

The mortality of ticks and the effects of fipronil were monitored daily. The
mortality interval was determined by observing the behavior of ticks until the 70 day
of treatment. Ticks were considered dead when they did not respond by moving their

legs when touched with a paintbrush.

2.3.2. Bioassay 2

After determining the mortality interval (Sppm — 25ppm), fipronil was diluted
within this interval The final concentrations (dilutions) were: 20 ppm, 17.5 ppm, 15
ppm, 12.5 ppm, 10 ppm, 7.5 ppm, and 5 ppm of fipronil. The control group was only
exposed to distilled water.

The number of semi-engorged R. sanguineus females treated with the
concentrations of fipronil and the control group totaled 160 ticks (10 ticks per Petri
dish, with one duplicate for each concentration).

All R. sanguineus females were rinsed and dried before the experiment.

The procedure for immersing the ticks was the same as that described in
bioassay 1. Ticks were immersed in Petri dishes containing different concentrations
of fipronil or distilled water for 2 minutes, dried, and placed in incubator for 7 days.

The mortality of ticks was monitored daily for each concentration tested was

later compared with the Probit analysis.

2.4. Statistical Analysis

The results obtained in bioassay 2 on the mortality of semi-engorged R.
sanguineus females were compared with the Probit analysis using the software
POLO-PC (LeOra SOFTWARE, 1987). Based on the relationship between the

concentration of fipronil/tick mortality, the LCsg , the 95% confidence interval, and
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the slope of the regression were calculated. This analysis was chosen, since the result

of the bioassay was a binomial response (survivor or death of exposed ticks).

3. RESULTS

The total mortality of semi-engorged R. sanguineus females treated with
fipronil was calculated using the 14 concentrations tested (Tables 1 and 2).

The results of the bioassays revealed that R. sanguineus females are sensitive
to fipronil in all concentrations tested. However, the number of dead ticks for each
concentration of fipronil was significantly different (Tables 1 and 2)

In bioassay 1, the mortality rate of females (0 - 100%) increased with higher
concentrations of fipronil (1ppm, Sppm, 10ppm, 15ppm, 25ppm, 50ppm, and
100ppm). Also, the effects of fipronil (in all concentrations) progressively increased
with the duration of the experiment. Peak mortality was observed in the fourth and
fifth day of treatment (Table 1).

At lower concentrations of fipronil (Ippm and S5ppm), no immediate
responses were observed in treated ticks. At the concentrations of 10 ppm, 15 ppm,
25 ppm, 50 ppm, and 100 ppm, ticks exhibited hyperexcitation, convulsion, and
paralysis.

In the control group, dead ticks or behavioral changes were not observed
during the observation period.

The mortality interval was obtained based on the number of dead ticks for
each concentration of fipronil tested in bioassay 1 (Table 1).

Bioassay 2 was conducted with ticks treated with concentrations of fipronil
based on the mortality interval. In this bioassay, the responses for all concentrations
tested (7.5 ppm, 10 ppm, 12.5 ppm, 15 ppm, 17.5 ppm, and 20 ppm) were the same
as those observed in the higher concentrations tested in bioassay 1, except at the
concentration of Sppm, in which no behavioral changes were observed in treated
ticks (Table 2)

In bioassay 2, tick mortality progressively increased (15% - 70%) during the

7 days of observation as the concentration of fipronil increased (Sppm, 7.5 ppm, 10
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ppm, 12.5 ppm, 15 ppm, 17.5 ppm, and 20 ppm). Peak mortality was observed in the
forth and fifth day of experiment (Table 2).

The mortality rates obtained in bioassay 2 were compared with the Probit
analysis to estimate the L.Csg and the 95% confidence interval, g (95): LCso = 9.647
(4.711 a 13.470), the slope + standard deviation was found to be 1.76235 + 0.417,
and y* = 1.9377 (Table 3).

4. DISCUSSION

Seeking to increase the success rates of pest control with different chemical
agents (arsenicals, organochlorines, organophosphates, carbamates, nitroguanidines,
phenylpyrazoles, formamidines, pyrethroids, avermectins, macrocyclic lactones, and
phenyl ureas) (HAUSERMAN et al., 1992; COSSIO-BAYUGAR et al., 2002), new
drugs, like fipronil, are being developed (PARADIS, 1999).

Fipronil is a broad-spectrum chemical agent available in the market in a range
of formulations, from attractive baits for ant and cockroach control to sprays used in
veterinary products for the control of ticks, fleas (Frontline®), and mites
(PENALIGGON, 1997; HUGNET et al., 1999; HIGGINS et al. 2001). Since this
product is relatively new in the market, no cases of resistance have been reported
(SABATINI et al., 2001). However, its effects are not fully known, as well as the
direct and indirect consequences of its use. This information is useful for diagnosing
intoxication and for specific treatments (BAHIA, 1995).

The tick Rhipicephalus sanguineus is an arthropod of great medical and
veterinary importance. This species is the vector of several pathogens to their hosts,
including man, and causes direct damage, such as high volume of blood loss, in
infested animals (WALKER, 2000).

Because of the wide use of fipronil, the importance of knowing its lethal
concentration to ticks, and the need to have information on the potency and
sensitivity of target animals, the present study was aimed at developing a bioassay
protocol to assess the effectiveness of fipronil, and determining the LCs¢ in semi-

engorged R. sanguineus females.
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The commercial product used was Regent 800 WG (produced by BASF with
purity level of 80%). This product was chosen after several tests conducted in the
attempt to solve problems of solubility and avoid a commercial product with other
components in its formulation, which could compromise the interpretation of results.

To examine the susceptibility of a given tick species to an acaricide, our study
was aimed at developing a practical, fast, inexpensive, and reliable test, such as the
“in vitro” bioassay (SCOTT, 1995). This technique was termed AIT (adult
immersion test) WHITNALL; BRADFORD, 1947, HITCHCOCK, 1953,
DRUMMOND et al., 1973) and consisted in the immersion of semi-engorged tick
females in the tested acaricide.

Currently, few AIT protocols are available in the literature and the most
frequently used for laboratory tests still is the one developed by Drummond et al.
(1973).

AIT is influenced by several factors, especially immersion time. In the case of
fipronil, this was also a critical point in this study. Because of its high toxicity, the
maximum immersion time of semi-engorged R. sanguineus females was two
minutes.

Previous studies have reported various immersion times to test different
concentrations and doses of some acaricides. Oliveira et al. (2000) used 10 minutes
for amitraz, Mendez et al. (2000), 15 min for cypermethrin, and Roma et al. ( 2009),
5 min for permethrin. Sabatini et al. (2001), however, had difficulties to obtain
commercial products with high concentration of the active ingredient, and used the
same concentration of macrocyclic lactones, but altered the immersion time. This
increased the mortality of ectoparasites, as the immersion time increased.

The results of bioassays 1 and 2 obtained in our study revealed that the
increase in the concentration of fipronil (Ippm — 100ppm) caused a progressive
increase in the mortality of semi-engorged R. sanguineus females.

The lethal time (time needed to kill test organisms in a bioassay) decreased
inversely to the increase in the concentration of fipronil, indicating the relatively fast
action of fipronil. The mortality of 50% of ticks was observed with the concentration
of 20 ppm de fipronil after 4 days of treatment (Table 2). At the concentration of 10

ppm, the same mortality rate was observed in 7 days of treatment (Table 2),
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indicating that fipronil can be used in lower concentrations than the one
recommended, consequently decreasing the chances of contamination of non-target
organism and the environment.

An increase in the number of dead ticks caused by fipronil (in all
concentrations) was observed in the fourth and fifth day of treatment, indicating that
although the acaricide is already affecting ticks, its effects are significantly increased
during these days .

Morphological, physiological, and behavioral alterations were not observed in
ticks treated with fipronil at lower concentrations (1ppm and Sppm). However, at
higher concentrations (7.5 ppm — 100 ppm), ticks exhibited hyperexcitation and
paralysis. These reactions are the result of the effects of fipronil in the central
nervous system, disrupting the binding of the neurotrasmitter GABA to its receptors,
and consequently preventing chloride ion uptake into the cells (RAUH et al., 1990;
SATTELLE, 1990; COLE et al., 1993). These data are in agreement with those
obtained by other authors for different invertebrates exposed to fipronil (RAUH et
al., 1990; SATTELLE, 1990; COLE et al., 1993).

In the control group, immersed only in distilled water, no dead ticks, ticks
exhibiting uncoordinated movements, paralysis or morphological and/or behavioral
changes were not observed during the experiment.

The effects of fipronil in semi-engorged R. sanguineus females were
compared with the Probit analysis using the software POLO-PC (LeOra
SOFTWARE, 1987). The slope + standard deviation was found to be 1.76235 +
0.417, demonstrating a wide variation in the response of ticks to the different
concentrations of fipronil. The chi-square value was not significant (1.9377),
indicating that the results of Bioassay 2 fit the Probit model. After assessing the
goodness-of-fit of the Probit model, the estimated L.Csg of fipronil of semi-engorged
R. sanguineus females and the 95% confidence interval was LCsy = 9.647 (4.711 to
13.470). Compared with other pesticides, such as permethrin (LCso= 2062ppm)
(ROMA et al., 2009), the LCsy of fipronil was extremely low, demonstrating its high
potential for pest control.

Our findings are a contribution for the understanding of the sensitivity of

ticks (target organisms) and the toxic potential of fipronil in semi-engorged R.
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sanguineus females. Tick mortality was observed in concentrations even lower than
those suggested in the directions of use of existing commercial products. This
indicates that lower concentrations could efficiently eliminate ectoparasites and
decrease the risks of contamination of the environment and non-target organisms,
including man, since R. sanguineus occurs in urban environments as a result of the

interaction between dogs and humans.
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Table 1 — Percentage of dead semi-engorged Rhipicephalus sanguineus females

exposed to different concentrations of the acaricide fipronil — Bioassay 1

Percentage of dead ticks/ days of treatment

1" day | 2"day | 3"day | 4™ day | 5" day | 6"day | 7" day

o control 0 0 0 0 0 0 0
Sa 1 ppm 0 0 0 5 5 5 5
S s 5 ppm 0 5 15 25 25 30 30
it 10 ppm 5 10 15 30 40 45 55
EN 15 ppm 15 20 25 40 55 60 60
S g 25 ppm 20 30 35 50 65 70 75
oha 50 ppm 30 40 45 65 85 90 95

100 ppm 100 100 | 100 100 | 100 100 100

Table 2 - Percentage of dead semi-engorged Rhipicephalus sanguineus females

exposed to different concentrations of the acaricide fipronil — Bioassay 2

Percentage of dead ticks/ days of treatment
1"day | 2"day | 3%day | 4"day | 5"day | 6"day | 7" day

o control 0 0 0 0 0 0 0
: z 5 ppm 0 5 5 10 15 15 15
S 2 | 7.5ppm 5 5 15 30 40 40 40
E 2‘ 10 ppm 5 15 20 30 40 45 50
% 'g 12.5ppm 10 15 25 40 55 60 60
g 8 | 15ppm 15 20 20 35 50 55 60
S ¥ | 17.5ppm 15 25 30 40 60 60 65

20 ppm 20 30 30 50 60 65 70

Table 3- Results of the Probit analysis based on the mortality of semi-engorged
R. sanguineus females exposed to the acaricide fipronil in Bioassay 2.

LC50

9.647. limits: 4.711 a 13.470

Regression equation

y=3.3489412+ 1.7623510 log x

t ratio (slope)

4.2244976

Slope 1.76235 £ 0.417
Chi-square 1.9377
Degrees of freedom 5
Heterogeneity 0.39
Estimation of the confidence interval 0.215
g (0.95)

Patricia Rosa de Oliveira




Capitulo 5



Capitulo 5 111

IV.5. Capitulo 5

Genotoxic and mutagenic effects of fipronil on mice

Patricia Rosa de Oliveira®; Gervasio Henrique Bechara” & Maria Izabel Camargo

Mathias®”.

* Department of Biology, Institute of Biosciences, Sdo Paulo State University-
UNESP, Av. 24 A, n° 1515, Phone: 55 19 35264135, Postal Code 199, Zip Code:

13506-900, Rio Claro— SP, Brazil.
b Department of Animal Pathology, Faculty of Agronomic and Veterinary Sciences,

Sao Paulo State University-UNESP, Via de Acesso Prof. Paulo Castellane, s/n, Zip

Code: 14884-900, Jaboticabal-SP, Brazil.

Artigo submetido ao periddico: Research in Veterinary Science.

Patricia Rosa de Oliveira



Capitulo 5 112

RESUMO

Os efeitos toxicos de diversas substancias nos ecossistemas ndo se restringem
apenas aos desequilibrios bioecoldgicos, mas podem afetar, a longo prazo, também a
saude humana. O fipronil é uma substincia eficaz, que tem sido regularmente
utilizada no controle de pragas, inclusive daquelas resistentes aos pesticidas
piretréides, organofosforados e carbamatos. A acdo do fipronil nos vertebrados ainda
€ pouco conhecida. O presente estudo avaliou o potencial genotdxico e mutagénico
dessa substancia utilizando camundongos submetidos a diferentes doses da droga,
com intuito de simular a acdo deste quimico nos hospedeiros de carrapatos expostos
a acaricidas que tenham esse principio ativo em sua composicdo. Os camundongos
foram divididos em 5 grupos de tratamento, contendo 5 camundongos cada, onde o
grupo I recebeu 30% da DLsy (15mg/Kg), o grupo II recebeu 50% da DLsg
(25mg/Kg), o grupo III recebeu a prépria DLso (50mg/Kg) e os grupos IV e V, dgua
destilada (controle negativo) e ciclofosfamida (controle positivo), respectivamente.
Em seguida, foi realizada a coleta de sangue periférico dos animais de todos os
grupos para o ensaio do cometa (apds 24 horas de tratamento) e o teste do
microntcleo (apds 24, 48 e 72 horas de tratamento). Os resultados obtidos mostraram
que as doses de 15 mg/Kg (Grupo I) e 25mg/Kg (Grupo II) de fipronil ndo possuem
efeito genotdxico (menores indices de nucledides com danos) e mutagénico (indices
baixos de eritrécitos portadores de micronicleo), somente a dose mais alta
(50mg/Kg) induziu o aparecimento de caracteristicas genotdxicas e mutagé€nicas no
tempo de 24 horas de exposicdo, indicando o conseqiiente potencial mutagénico do
fipronil e excluindo o uso desta dosagem ou de outras mais altas por sugerir que

sejam téxicas para os organismos nao-alvos.

Palavras-Chave: fipronil; pesticida; carrapato; micronticleo; cometa; camundongo.
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ABSTRACT

The toxic effects of several compounds on ecosystems are not restricted to
ecological disturbances, and may also affect long-term human health. Fipronil is
highly efficient in the control of pests, including those resistant to pyrethroid,
organophosphate, and carbamate insecticides. Relatively little is known about the
action of fipronil in vertebrates. This study was aimed at evaluating the genotoxic
and mutagenic potential of this compound in mice exposed to different doses,
simulating the action of this chemical in hosts of ectoparasites treated with
acaricides containing this active ingredient. Mice were divided into five groups:
group I = 30% of DLsy (15mg/Kg), group II = 50% of the DLsy (25mg/Kg), group
IIT = DLsp (50mg/Kg), group IV = negative control, and group V = positive control.
Peripheral blood was collected for the comet assay (24 h after exposure) and the
micronucleus test (24, 48 and 72h after exposure). Our findings revealed that doses
of 15 mg/Kg (Group I) and 25mg/Kg (Group II) of fipronil did not have genotoxic
or mutagenic effects. Only the highest dose tested (50mg/Kg) induced DNA damage
24 h after exposure, indicating the mutagenic potential of fipronil. Therefore, this or

higher doses are not recommended, as they may be toxic to non-target organisms.

Keywords: fipronil; pesticide; tick; micronucleus; comet; mice.
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INTRODUCTION

The toxic effects of several compounds on ecosystems are not restricted to
ecological disturbances, and may also affect long-term human health, due to the
persistence and bioaccumulation of toxic pollutants in the food chain (ALVES,
1990; HOUK, 1992).

Fipronil is a phenylpyrazole pesticide developed by the transnational
company Rhone-Poulenc Agro in 1987. In the US, fipronil is available in a range of
formulations, from attractive baits for ant and cockroach control to sprays used in
veterinary products for the control of ticks, fleas (Frontline®), and mites
(PENALIGGON, 1997; HUGNET et al., 1999; HIGGINS et al. 2001). Fipronil is
highly efficient in the control of these pests, including those resistant to pyrethroid,
organophosphate, and carbamate insecticides (KIDD; JAMES 1991).

Fipronil is an extremely active molecule and a potent disruptor of the central
nervous system (CNS) of invertebrates, as interferes with the binding of the
neurotransmitter gamma-aminobutyric acid (GABA) to its receptor, blocking
chloride ion uptake into the cells, and leading to uncontrolled CNS, hyperexcitation,
and death (RHONE-POULENC, 1995).

Relatively little is known about the action of fipronil in vertebrates (DAS et
al., 2006). Studies have reported that in rats fipronil is quickly metabolized and
residues are distributed in tissues, especially in fatty tissues under the skin and hair
follicles. Fipronil is then constantly discharged along with the sebaceous secretion
on the skin and hairs, where residues may still be present in significant amounts a
week after the application of the product (HUGNET et al., 1999).

Lyons (2000) conducted studies on male and female rats exposed to fipronil
and demonstrated a significant increase in thyroid cells, leading to tumor formation.
This suggests that fipronil is highly carcinogenic to humans, despite being classified
as class C - possible carcinogen (Environmental Protection Agency). This author also
reported that short-term exposure to fipronil can have serious effects on the
development of fetus and after birth, such as learning disability, reflex reduction,

sterility, in addition to increased susceptibility to cancer and other diseases.
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The comet assay and the micronucleus test have been used to access the
toxicity of fipronil. The advantages of the comet assay over other genotoxicity tests
are simplicity and sensitivity with rapid results to quantify and detect DNA strand
breaks and damage in alkali-labile sites in vivo and in vitro, using a small number of
cells (ANDERSON; PLEWA, 1998). This assay has also been used to evaluate DNA
damaged caused by physical and chemical agents in environmental monitoring,
genetic toxicology, ecotoxicology, and clinical studies (ANDERSON; PLEWA,
1998; GONTLIO; TICE, 2003).

The presence of micronuclei is frequently used to quantify the exposure to
chemical or physical agents (TRUCKER; PRESTON, 1996). The micronucleus test
is an important method used by international and governmental agencies as part of
the tests recommended to evaluate and release new chemicals and pharmaceutical
products into the market (CHOY, 2001).

Hayashi et al. (1990) described the micronucleus test with peripheral blood
using acridine orange staining. This technique has advantages over the micronucleus
test with bone marrow, such as the possibility to obtain samples from the same
animal without killing it (CSGMT, 1992). Therefore, it is possible to examine the
frequency of micronuclei in the same animal during an acute, sub-chronic, and
chronic treatment, in addition to the recovery of the same individual after treatment.

Given that fipronil is an important ingredient of several acaricides widely
used to control the brown dog tick Rhipicephalus sanguineus, this study was aimed
at assessing the genotoxic and mutagenic potential of this compound in mice

exposed to different doses.

MATERIAL AND METHODS

1. Animals

Twenty-five female Swiss mice (Mus musculus) were used. The mice were 5-
6 weeks old, healthy and had similar weights (20 g + 20 %). Five animals were used

for each treatment.
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Animals were obtained from the animal resource center of
CEMIB/UNICAMP and maintained under controlled conditions (22°C + 2°C, 50%
humidity, 12-h photoperiod) in the laboratory for 7 days to allow acclimation prior to
experiments.

Mice were individually identified, and each group was housed in
polypropylene cages with filtered water and commercial food ad libitum.

Experiments were conducted at the Laboratory of Histology and Mutagenesis
of the Department of Biology of the Biosciences Institute, UNESP, Rio Claro
campus in Sdo Paulo, Brazil.

This study was approved by the Ethical Committee of the Foundation
Herminio Ometto —-UNIARARAS (SP- Brazil), protocol # 09/2009.

2. Chemical Compound

Fipronil, a compound of the phenylpyrazole chemical class, CAS # 20068-
37-3 and chemical name (RS)-5-amino-1-(2,6-dichloro-a,a,o-trifluoro-p-tolyl)-4-
trifluoro methylsulfinylpyrazole-3-carbonitrile was obtained from Regent 800 WG,

a commercial product produced by BASF with purity level of 80%.

3. Doses

Fipronil dosages used were based on an LDsy of 50 mg/Kg, determined in a
preliminary study conducted at the Department of Biology, UNESP — Rio Claro, in
October 2008. Final doses of fipronil administered in the experiments were obtained
by dilution to 30% of LDso (15 mg/Kg), 50% of LDsg (25 mg/Kg) and 100% of LDsg
(50 mg/Kg). Negative control animals were exposed only to distilled water. Positive
control animals were treated with cyclophosphamide (50mg/Kg).

All doses of fipronil tested were prepared and stored in labeled containers for

immediate use.
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4. Experimental Model

Mice were divided into five groups: group I = 30% of DLs¢ (15mg/Kg), group
IT = 50% of the DLsy (25mg/Kg), group III = DLsy (50mg/Kg), group IV = negative
control, and group V = positive control. Five female Swiss mice were used for each
treatment.

Animals received 0.2 mL of the fipronil dose determined for each treatment.
The negative control group received 0.2 mL of distilled water and the positive
control animals, 0.2 mL of cyclophosphamide.

The intraperitoneal route was used for all animal to maximize chemical

exposure.

5. Methods

5.1. Comet Assay

Approximately 40uL. of blood were collected from each animal of each
treatment (24h after exposure) in a heparinized eppendorf tube.

Slides were pre-coated with 5% agarose, and 40ul. of blood of each
individual with 120puL of agarose LPM (1.5%) at 37°C were placed on the slide.
Slides were slipcovered and refrigerated at 4°C for 20 minutes. Coverslips were
removed and slides were immersed in lysis solution freshly prepared with 89mL of
lysis stock solution (2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, pH 10 adjusted with
NaOH, 89mL of distilled water and 1% of sodium lauroylsarcosine), 1mL of Triton
X -100 (Merck) and 10mL of DMSO, for 1 hour at 4°C in the dark. Slides were
placed on an electrophoresis chamber filled with buffer pH>13 (300mM NaOH and
ImM EDTA, prepared with a stock solution of 10N NaOH and EDTA 200mM,
pH10) at 4°C for 20 minutes for DNA denaturation. Electrophoresis was performed
at 25V and 300mA (1.25V/cm). Slides were then neutralized with buffer pH 7.5
(0.4M Tris-HCI) during 3 cycles of 5 minutes, air dried, fixed with 100% ethanol for
10 minutes and stored for later examination. Slides were stained with 100uL of

ethidium bromide (20ug/mL) and slipcovered. The material was examined with a
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fluorescence microscope, equipped with an excitation filter of 420-490nm and a
barrier filter of 520nm at 40x magnification.

One hundred cells per animal were examined. Comets were classified as:
class 0 — no damage; class 1 — tail of comet shorter than the diameter of nucleiod;
class 2 — tail of comet once or twice the diameter of nucleoid; class 3 — tail of comet
more than twice the diameter of nucleoid. Apoptotic cells with completely
fragmented nucleoids were not included. A total damage score was determined by
multiplying the number of cells assigned to each class of damage by the numeric
value of the class and summing all resulting values. The results were compared with

an ANOV A/Tukey test (p < 0.05).

5.2. Micronucleus Test with Peripheral Blood

The micronucleus test with pheripheral blood was conducted according to
Hayashi et al. (1990).

Blood was collected from the tail of animals from all groups at 24, 48, and 72
hours after treatment.

Slides were previously prepared with 20uL of acridine orange (1mg/mL), and
20uL of peripheral blood was added in the center of prepared slides. Slides were
slipcovered and stored in a freezer at -20°C.

Examination of slides was conducted with a fluorescence microscope under
blue light (488nm), an orange barrier filter, and magnification of 100x.

Two thousand cells per animal (two slides per animal of each treatment) were
examined and cells containig micronuclei were counted. The results were compared
with an ANOVA/Tukey test (p<0.0001). The frequency of micronuclei was
examined at 24h, 48h, and 72 h after treatment.
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RESULTS

1. Comet Assay

The results obtained with the comet assay are presented in Table 1,
summarizing the average frequency of damaged cells, distribution among classes of
damage, and the total damage scores.

In the negative control group, the average frequency of nucleoids with no
damage and with some damage was 95.20 + 1.06 and 4.80 + 1.06, respectively. All
damaged nucleoids were classified as class 1 (Table 1).

In group I, the average frequency of nucleoids with no damage and with some
damage was 93.40 + 1.28 and 6.60 + 1.28 respectively. All damaged nucleoids were
classified as class 1 (Table 1).

In group II, the average frequency of nucleoids with no damage and with
some damage was 92.00 £ 0.70 and 8.00 + 0.70, respectively. All damaged nucleoids
were classified as class 1(Table 1).

In group III, the average frequency of class 1 nucleoids (23.20 + 2.97) was
higher than those observed in the negative control, and groups II and III. The average
frequency of nucleoids with no damage was 76.80 +2.97 (Tablel).

In the positive control (cyclophosphamide), a higher average frequency
damaged nucleoids 97.20 + 0.73 was observed. Class 1 and 2 nucleoids were the
most frequently observed. The average frequency of nucleoids with no damage was
2.80 £0.73 (Table 1).

The statistical analysis revealed a dose-dependent genotoxic activity of
fipronil. Animals treated with the doses of 15 mg/Kg and 25mg/Kg did not induce
genotoxic effects. Only animals treated with 50mg/kg of fipronil (Group III) had
significantly higher frequencies of nucleoids (23.40 + 3.14 - Table 1) indicating a

genotoxic potential.

2. Micronucleus Test with Peripheral Blood

The results obtained with the micronucleus test are presented in Table 2.
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The micronucleus test with peripheral blood was conducted with mice treated
with different doses of fipronil. In addition, the effects of fipronil were monitored
24h, 48h, and 72 h after treatment.

Twenty-four hours after treatment, the average frequency of cells containig
micronuclei in the negative control group was 1.20+1.30 and in the positive control
group (cyclophosphamide), 27.80£2.59. In the fipronil-treated groups (I, II, and III),
higher frequencies of micronucleus were observed. The average frequencies of
micronuclei were higher as doses increased. The average frequency of cells containig
micronuclei was 3.90+1.48 in group I, 4.90+1.30 in group II and 12.00+2.74 in
group III and (Table 2).

Forty-eight hours after treatment, the average frequency of micronuclei did
not vary significantly in the negative control (1.60+1.14) (Table 2). In the positive
control, the average frequency of micronuclei was much higher than that observed at
24 h after treatment (56.20+6.72). The average frequency of cells containig
micronuclei in fipronil-treated mice was lower than that observed at 24 h after
treatment. The average frequency of micronuclei was 3.80+0.84 in group I,
4.80+0.84 in group II, and 6.00£1.00 in group III (Table 2).

Seventy-two hours after treatment, the average frequency of micronucleus of
the negative control remained low (1.40£1.14), while in the positive control
(cyclophosphamide), the frequency of micronuclei was high, although much lower
than that observed 48 h after treatment (17.20+1.92). In all fipronil-treated groups,
the average frequency of cells containig micronuclei was the lowest compared to
those observed 24 h and 48 h after treatment. The average frequency of cells
containig micronuclei was 2.40£1.14 in group I, 2.60+£0.54 in group II, and

3.20+0.83 in group III (Table 2).

DISCUSSION

According to available estimates, millions of liters of pesticides are applied
every year worldwide (USEPA, 2001). The World Health Organization (WHO,
1992) reported approximately 3 million cases of intoxication by pesticides annually,

resulting in 220 thousand deaths throughout the world. Many of these chemicals are

Patricia Rosa de Oliveira



Capitulo 5 121

mutagenic (GALLOWAY et al., 1987; GARAJ-VRHOVAC, ZELJEZIC, 2000), and
have been associated with the development of cancers (LEISS, SAVITZ, 1995), and
developmental problems (ARBUCKEL, SERVER, 1998). Several studies have
demonstrated that pesticides can have genotoxic effects in directly and indirectly
exposed non-target organisms (including humans) (BORZSOINI et al., 1984;
DULOT et al., 1985; NEHE'Z et al., 1988), and therefore the assessment of the
genotoxicity of pesticides is currently of great importance.

In general, cells exhibit similarities, especially between humans and other
animals, regarding structure and biochemical processes, which allow the use of mice
in experimental studies to investigate the possible effects of chemicals on humans
(MEYER, 1993). In addition, in vitro assays are useful tools to examine the
mechanisms of action, standardize experimental stages, and manipulate and/or
introduce variables, such as duration of treatment, and types of association, among
others (BRUSICK, 1987).

The genotoxic effects of fipronil (active ingredient of Frontline®) were
assessed using the comet assay with peripheral blood of mice exposed to different
doses of this chemical.

The comet assay has been considered an efficient tool in the field of genetic
toxicology (TICE et al., 1990; BETTI et al., 1993), as it detects damaged DNA by
differential migration of the nuclear material when subjected to electrophoresis
(ANDERSON et al., 1998; MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; NANTHAWAN et
al., 2002; LEE; STEINERT, 2003).

In our study, the comet assay revealed that fipronil at the doses of 15mg/Kg
and 25mg/Kg did not induce DNA damage in mice. The total damage score and the
average frequency of damaged cells were 6.60 + 1.28 and 8.80 + 0.70, respectively.
These results are very similar to those obtained for the negative control (4.80 £ 1.06).

On the other hand, significant genotoxic effects were observed in the
treatment with 50mg/kg of fipronil. Mice treated with this dose exhibited a higher
average frequency of damaged nucleoids (damaged cells: 23.20 + 2.97) and
genotoxicity index (total damage score: 23.40 £3.14) with most comets classified as
class 1. Based on these results, this concentration of fipronil can induce DNA

damage, which may or may not be repaired in exposed organisms.
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The mutagenic effects of fipronil was examined with the micronucleus test
with peripheral blood of mice. Chemicals can induce the formation of micronuclei in
dividing cells, due to clastogenic or aneugenic action, resulting in chromosome
fragments from chromosome breaks and/or entire chromosomes lost during the cell
division process, respectively. During the telophase, these fragments or entire
chromosomes are enclosed in a smaller nucleus separated from the main nucleus,
thus being named “micronucleus” (SCHMID, 1976; AL-SABTI, METACALFE,
1995; KIRSCH-VOLDERS, 2002).

Twenty-four hours after treatment, a low frequency of micronuclei was
observed in the negative control group, while the positive control group exhibited
changes in the genetic material. Group I and II did not exhibit mutagenic effects. In
the treatment with fipronil 50mg/Kg, mutagenic effects were observed, characterized
by the presence of micronuclei.

Forty-eight hours after treatment, a low frequency of micronuclei was
observed in the negative control group, while the DNA damage observed in the
positive control group was much intense than that of the negative control. This
indicates that cyclophosphamide can be considered a positive control, as the
frequency of micronuclei must be at least twice as much as that of the negative
control. The peak of micronucleus frequency induced by cyclophosphamide occurred
48 h after treatment. According to ROGERS (1994), cyclophosphamide does not act
directly on DNA, as it needs to be metabolized in order to induce DNA damage. This
may explain the higher frequency of micronuclei found 48 h after treatment rather
than 24 h.

The indices of micronuclei observed in fipronil-treated groups decreased,
mainly in group III, in which fipronil no longer had a mutagenic potential. This
decrease 48 h after treatment suggests that the metabolization of fipronil decreases its
capacity to induce DNA damage.

Seventy-two hours after the treatment, low frequencies of micronucleus were
observed in the negative control, as expected. In the positive control,
cyclophosphamide still induced damage to exposed animals, as indicated by the high

frequency of micronuclei. A significant decrease in the frequency of micronuclei in
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all fipronil-treated groups was also found. This probably occurs due to the
metabolization of fipronil and elimination of toxic products.

Although the comet assay and the micronucleus test with peripheral blood
detected the toxic effects of fipronil at the dose of 50mg/Kg (24 h treatment),
differences were observed in the number of lesioned cells. These differences are
probably a result of the higher sensitivity of the comet assay and the detection of
genotoxic damage, which may or may not become mutations, while the micronucleus
test quantify cytogenetic damage, mutations already fixed in the cell genome that
cannot be repaired (ANTUNES et al., 2000; GONTIJO, TICE, 2003).

The effects of fipronil have also been reported by Tingle et al. (2003). These
authors reported that mice exposed to oral doses above 30ppm developed cancer.
Jennings et al. (2002) found large amounts of fipronil in dogs treated with
Frontline® pour on, even after 24 h of application, indicating risks to human health
if exposure is repeated.

The evaluation of the toxic effects of fipronil in three different doses
indicated that only the highest dose (50mg/Kg) had a significant mutagenic potential
in mice. Therefore, this or higher doses may be toxic to non-target organisms and are
not recommended, as specific treatment to the toxic effects of fipronil are not yet

available.
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V. DISCUSSAO GERAL

O controle de pragas com diversos compostos que tem como bases
moleculares  diferentes  principios quimicos (arsenicais, organoclorados,
organofosforados, carbamatos, nitroguanidinas, fenilpirazoles, formamidinas,
piretrdides, avermectinas, lactonas macrociclicas e fenil uréias) (HAUSERMAN et
al., 1992; COSSIO-BAYUGAR et al., 2002) tem estimulado a pesquisa de novas
drogas, tais como o composto quimico fipronil (PARADIS, 1999).

Estudos avaliando os efeitos de acaricidas sobre organismos alvos, bem como
aqueles nio alvos tem sido pouco desenvolvidos e, por isso o presente estudo foi
realizado. Inicialmente, analisou-se a eficicia do fipronil sobre carrapatos R.
sanguineus, bem como estabeleceu-se o protocolo dos procedimentos laboratoriais e
o céalculo da CLsy (concentragdo 50% letal) deste quimico utilizando, para tanto
fémeas semi-ingurgitadas do carrapato do c@o R. sanguineus.

Neste trabalho foi apresentada a metodologia para testar a acio do fipronil em
carrapatos, onde estabelecer o tempo de imersdo dos individuos foi o ponto mais
critico, uma vez que este acaricida € altamente téxico e, dessa forma, o tempo
maximo ndo poderia ser superior a 2 minutos. Vale ressaltar que estudos anteriores

registraram diferentes tempos de imersdo ao testarem as diferentes concentracdes e

Patricia Rosa de Oliveira



Discussdo Geral 132

doses de outros acaricidas. No caso do amitraz, por exemplo, foram necessarios 10
minutos (OLIVEIRA et al., 2000), para cipermetrina de 15 min (MENDES et al.,
2000) e para permetrina, 5 min (ROMA et al., 2009).

No presente estudo, os resultados dos bioensaios 1 e 2 revelaram
principalmente que o aumento da concentracio de fipronil (1ppm — 100ppm) causou
um aumento progressivo da percentagem de mortalidade das fé€meas semi-
ingurgitadas de R. sanguineus e que, o tempo letal (tempo necessdrio para que os
organismos testados, em um bioensaio, morram) diminuiu numa relagdo inversa ao
aumento das concentragdes de fipronil, evidenciando a a¢ao ripida deste produto.

Mortalidade de 50% dos individuos foi observada na concentracdo de 20 ppm
de fipronil ap6s 4 dias de tratamento. Ja a concentragdo de 10 ppm provocou a
mesma taxa de mortalidade em 7 dias de tratamento, indicando que o fipronil poderia
ser utilizado em concentragdes menores do que aquelas recomendadas pelos
fabricantes de produtos veterinarios, evitando conseqiientemente, intoxicacdo dos
organismos ndo alvos, bem como a contamina¢do do ambiente.

A acdo do fipronil ficou também confirmada por meio dos resultados obtidos
pela andlise estatistica, onde estimou-se a concentracgdo letal 50% (CLs) de fipronil
em fé€meas semi-ingurgitadas de carrapatos R. sanguineus, bem como os intervalos
de confianca (limite superior e inferior) nos niveis de 95 % de probabilidade, sendo
de CLso = 9.647 ppm (4.711 a 13.470). Em relacdo a outros pesticidas, como a
permetrina com CLso de 2062 ppm (ROMA et al., 2009), o fipronil apresentou CLsy
extremamente baixa, comprovando seu elevado potencial toxico.

A ac@o de acaricidas, como o fipronil, por exemplo, além de interferir na
transmissdo dos impulsos nervosos, pode ainda atuar como inibidor do
desenvolvimento e da reproducdo dos carrapatos, o que permite por meio da sua
utilizacdo, o controle e/ou a eliminagdo de ectoparasitas. Estes parimetros também
foram aqui avaliados, histolégica e ultraestruturalmente, por meio da andlise dos
ovéarios das fémeas semi-ingurgitadas de R. sanguineus expostas a diversas
concentragdes de fipronil.

A histologia do ovdrio, bem como a vitelogénese do carrapato R. sanguineus
ja foram anteriormente descritas por Oliveira et al. (2005) que mostraram que o

ovério € do tipo panofistico e constituido por uma parede de células epiteliais e por
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um grande nimero de ovdcitos em cinco estidgios de desenvolvimento, os quais
encontram-se fixos a parede por meio de um pedicelo celular, o que corroborou os
dados encontrados por Till (1961) em R. appendiculatus, por Balashov (1983) em
Hyalomma asiaticum, por Denardi et al. (2004) em A. cajennense e por Saito et al.
(2005) em B. microplus.

Nos individuos do grupo controle (I) do presente estudo, verificou-se que os
ovécitos em todos os estdgios de desenvolvimento possuem caracteristicas
morfolégicas tipicas dos ovécitos de carrapatos e ja descritas também para outras
espécies (Denardi et al., 2004; Saito et al., 2005; Oliveira et al., 2006). Dessa forma,
no presente estudo as caracteristicas dos ovdcitos do grupo controle ndo foram
discutidas, tendo sido apenas utilizadas para comparag@o dos resultados obtidos a
partir dos individuos expostos ao fipronil.

Nos ovocitos I de R. sanguineus submetidos a 1 ppm de fipronil (grupo II), as
alteracdes foram na sua forma, devido ao surgimento de uma constricio mediana,
bem como pela presenca de poucos vaciolos no citoplasma, pelo menor nimero e
tamanho dos microvilos na membrana plasmadtica e pela lamina basal subdividida em
duas regides, indicando que o fipronil, embora fracamente, ja estaria atuando nestas
células, modificando-as estruturalmente.

Nas fémeas expostas a 5 ppm (grupo III), o nimero de ovdcitos I alterados e
as modificacdes celulares aumentaram, isto €, a vesicula germinal (nucleo) exibiu
dobras em seu envoltério e o citoplasma apresentou grande quantidade de vacuolos,
inclusive alguns rompidos, préximos a uma membrana plasmadtica sem microvilos. A
auséncia destas especializacdes de membrana (ou mesmo a reducdo de seu nimero)
dar-se-ia, uma vez que a célula estaria fisiologicamente minimizando os danos
internos, isto €, essa modificacdo estrutural diminuiria a superficie de contato
ovdcito/hemolinfa, diminuindo conseqiientemente, a entrada do acaricida no interior
da célula.

Nas fémeas do grupo IV expostas a 10 ppm, os ovdcitos I ndo foram mais
observados, sugerindo que o fipronil conseguiu causar total destruicdo destas células,
deixando apenas uma massa amorfa. A vulnerabilidade destas células, neste estagio
de desenvolvimento, provavelmente estaria ocorrendo também pelo fato das mesmas,

ndo terem ainda o cério (membrana protetora dos ovos) depositado, o que permitiria
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mais facil penetracdo do acaricida, visto que esta barreira a ser transposta pela
substancia estaria ausente.

Segundo estudos anteriores de Oliveira et al. (2005) e também como
observado no grupo controle (grupo I), nos ovdcitos Il de R. sanguineus o processo
de vitelogénese t€m inicio por meio da sintese endégena de elementos vitelogénicos,
bem como pela incorporacio de elementos produzidos por outros tecidos
(incorporacdo exdgena ou extra-ovariana) os quais sdo posteriormente, enviados para
o interior do ovdcito tanto via células do pedicelo quanto via captacdo pela prépria
membrana plasmética do ovdcito, diretamente da hemolinfa.

Os ovdcitos II dos individuos expostos a 1 ppm de fipronil, exibiram dobras
no envoltério da vesicula germinal, figuras mielinicas e vacuiolos, inclusive aqueles
autofagicos distribuidos pelo citoplasma, além de menor quantidade de microvilos na
membrana plasmdtica quando comparados aos ovocitos do grupo controle, sugerindo
que, nesta concentragdo de fipronil, as organelas celulares que eventualmente
tivessem sido danificadas, estariam sendo acondicionadas em vactiolos para posterior
digestdo, uma vez que o niimero destes aumentou consideravelmente quando
comparado ao observado no grupo controle.

Segundo Junqueira, Carneiro (2008) e Carvalho, Pimentel (2007), os
vacuolos autofigicos seriam encontrados principalmente em células onde estivesse
ocorrendo a degradacdo e a reciclagem de por¢des e de organelas citoplasmaticas
danificadas, com a finalidade de reabsorver a massa e/ou os restos celulares e, de
reaproveitar outros componentes, justificando a presenca destas estruturas no
citoplasma dos ovdcitos Il em questao.

Nas fémeas expostas a 5 ppm (grupo III) encontrou-se maior quantidade de
ovdcitos II alterados quando comparados aos do grupo II e, na concentragdo de 10
ppm (grupo 1V) de fipronil, cerca de 75% dos ovdcitos Il sofreram a acdo do agente
quimico. Essas alteragdes envolveram maior vacuolizacdo, presenga de numerosas
figuras mielinicas e de reticulo endoplasmatico rugoso nas formas lamelar e
vesicular.

Especificamente, a exposicdo a 10 ppm de fipronil foi a que acarretou
maiores danos aos ovdcitos II, inclusive com a redugdo da incorporacao exdgena de

elementos do vitelo via membrana plasmética, uma vez que foi observada redugdo
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drastica do nimero de microvilos. Quanto ao reticulo endoplasmdtico rugoso, sua
permanéncia poderia sugerir que, apesar da interrup¢do da incorporacdo exdgena de
elementos do vitelo e dos danos sofridos pela célula, esta ainda estaria tentando
promover a sintese protéica, embora em menor escala, o que desta forma, preservaria
e daria continuidade ao desenvolvimento da mesma. Simultaneamente, a presenca de
reticulo endoplasmatico ainda poderia sugerir uma alta atividade na sintese de
enzimas, capazes de neutralizar o produto téxico.

Por outro lado, a vesiculagdo das cisternas do reticulo endoplasmaético rugoso
nos ovdcitos I poderia ser o inicio do processo de morte celular, visto que durante a
morte celular, esta organela é a que apresenta as maiores alteragdes, corroborando
Silva de Moraes e Bowen (2000), durante a observagdo da morte celular em insetos.

Nos ovdcitos III dos individuos expostos a 1 ppm, as alteracdes indicaram
que, assim como nos ovécitos I e II do mesmo grupo de tratamento, os III também
seriam danificados pela acdo do fipronil. Estes exibiram, além da vacuolizagdo,
figuras mielinicas entre a lamina basal e a membrana plasmadtica, reacdo celular no
sentido de eliminar organelas e restos de citoplasma danificados.

Um nimero maior de ovdcitos III expostos a 5 ppm foi alterado e, na
concentracdo de 10 ppm, cerca de 75% dos ovdcitos III foram afetados pela acdo do
fipronil. Nestas duas concentragdes, os ovoécitos mostraram grandes dreas
vacuolizadas, bem como o rearranjo de elementos do citoesqueleto, além de
alteracdes nos granulos protéicos, os quais apresentaram forma irregular e areas
internas desorganizadas.

Segundo Chapman (1998), em estudos com ovdcitos de insetos, essa
desorganizacdo ocorreria quando o ovdcito estivesse em processo de morte celular,
uma vez que os granulos de vitelo sofreriam digestdo autofigica com conseqiiente
liberacdo da proteina vitelogenina, a qual, no entanto, ndo seria descartada, mas seria
devolvida a hemolinfa, j4 que a permeabilidade da membrana plasmatica destes
ovOcitos aumentaria, permitindo sua saida. Este processo possivelmente tenha
ocorrido nos ovdcitos III aqui estudados, uma vez que uma longa faixa de material
eletrondenso foi observada imediatamente abaixo da membrana plasmaética,
indicando ser constituida pelas mesmas proteinas oriundas da quebra dos granulos

protéicos do vitelo pelo fipronil.
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Por outro lado, o rearranjo dos elementos do citoesqueleto no citoplasma dos
ovocitos I1I dos grupos expostos a 5 e 10 ppm de fipronil, poderia estar relacionado a
necessidade da célula em isolar dreas de seu citoplasma (que ainda poderiam estar
funcionais) do restante do conteido celular danificado, evitando assim que os danos
se propagassem. A presenca de elementos do citoesqueleto realizando esta funcdo em
ovdcitos de outros Arthropoda, ji foi anteriormente sugerida por Jedrzejowska e
Kubrakiewicz (2007).

Analisando especificamente, os ovdcitos III dos individuos expostos a 10
ppm de fipronil, ficou clara a auséncia de reticulo endoplasmatico rugoso na forma
lamelar. Hacker (2000) registrou que esse fato dever-se-ia a dilatacdo e fragmentacdo
dessas organelas, as quais poderiam originar o tipo vesicular do reticulo, dados que
justificariam a elevada quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso vesicular
observada nos ovdcitos III deste grupo de tratamento.

Além disso, detectou-se também, nos ovécitos III expostos a 10 ppm, o
inchaco das mitocondrias e o desarranjo e/ou a perda de suas cristas. Segundo
Proskuryakov (2002), essas altera¢des ocorreriam ou devido ao rdpido aumento na
quantidade de fons cdlcio, ou ao estresse celular, fatores que alterariam a estrutura da
membrana interna das mitocdndrias, tornando-as permedveis. Esse processo poderia
levar a mitocOndria & morte, afetando diretamente os niveis de ATP na célula e,
conseqiientemente, seu metabolismo respiratério, o que provavelmente tenha
ocorrido nos ovocitos de R. sanguineus.

Ainda, nos ovocitos III expostos a 10 ppm, ocorreu a interrup¢ao total da
tomada de elementos vitelogé€nicos oriundos da hemolinfa, uma vez que, neles
detectou-se a retracdo completa dos microvilos da membrana plasmatica.

Nos ovdcitos IV dos individuos expostos as concentracdes de 1, de 5 e de 10
ppm de fipronil, encontrou-se areas vacuolizadas, bem como cério mais fino do que
aquele normalmente encontrado no grupo controle. O aumento progressivo do
nimero de ovdcitos alterados, das modificagdes citoplasmadticas e das dreas de
vacuolizag¢do celular quando se comparou os ovdcitos IV dos grupos II, III e IV,
indicou que os processos autofigicos foram muito mais intensos nos ovécitos dos
individuos tratados com as maiores concentra¢des de fipronil, provavelmente devido

ao fato da célula estar eliminando maior quantidade de elementos danificados.
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Os ovécitos V de R. sanguineus, segundo Oliveira et al. (2005) e observado no
grupo controle, foram caracterizados por possuirem os maiores granulos protéicos de
vitelo, poucas e pequenas goticulas lipidicas em seu citoplasma, bem como cdrio
completamente depositado e subdividido em endo e exocdrio. Essa morfologia nio
foi observada nos ovdécitos V dos individuos expostos a 1 ppm de fipronil, onde os
granulos de vitelo deram lugar a extensas dreas vacuolizadas e onde o envoltério do
ovdcito, ndo apresentou caracteristicas de corio devido a sua espessura extremamente
fina, o que mostrou que mesmo se o ovicito conseguisse chegar intacto ao estagio
IV, ele ainda poderia sofrer a acdo do fipronil na fase V do desenvolvimento.

Nos individuos expostos a 5 ppm, observou-se dois tipos de ovdcitos V,
caracterizados por alteragdes morfoldgicas diferenciadas. Num deles, os granulos de
vitelo mostraram eletrondensidade variada, figuras mielinicas, vactolos
citoplasmaticos e corio fino apoiado numa ladmina basal rompida. O outro tipo, ao
contrario, possuia granulos de vitelo ainda preservados, muitos vactiolos e cério mais
espesso do que aquele descrito no primeiro tipo, apoiado numa ldmina basal integra.
Estes resultados deixaram evidente que os ovdcitos V poderiam reagir
diferentemente a acdo do agente quimico em questdo, pela prépria presenga de um
c6rio mais espesso € com todas as camadas depositadas, uma vez que ter-se-ia menor
permeabilidade a entrada de agentes externos para o interior da célula, o que nio
implicaria na formacdo de uma barreira total contra o acaricida, visto que o
citoplasma destas células apresentou caracteristicas de desorganizacdo
provavelmente causada pela acdo do agente quimico aplicado.

Nagqueles individuos expostos a 10 ppm, observou-se muitos ovocitos V com
grandes alteracdes, confirmando, mais uma vez, que essa dose € a que causaria os
maiores danos nas células germinativas de R. sanguineus.

Os dados obtidos no presente estudo corroboraram outros desenvolvidos com
diferentes agentes quimicos, como aqueles de Friesen et al. (2003), que analisando
carrapatos A. hebraeum registraram que o agente quimico avermectina induziria a
interrup¢do da captacdo de vitelo e a sua degeneragdo nos ovdcitos. Ja Friesen e
Kaufman (2003) detectaram a inibicdo da captacdo da vitelogenina, principal
proteina do vitelo, pelos ovécitos do carrapato A. hebraeum apds a exposicdo a

cipermetrina.
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Outros dados que confirmariam a atuac¢io do fipronil no desenvolvimento do
ovario de R. sanguineus seria a mudanga no tamanho dos ovdcitos, quando
comparado o grupo controle aos trés grupos de tratamento (II, III e IV), onde no
grupo II, os ovdcitos ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao
didmetro; no grupo III, houve a redu¢@o do tamanho dos ovécitos IV e V e no grupo
IV, os ovécitos II e III se tornaram um pouco menores e os IV e V muito menores,
como resultado da acdo do fipronil. Estes dados corroboraram os de Friesen e
Kaufman (2003) e Friesen et al. (2003), que registraram a redu¢do do comprimento
do ovério e do tamanho dos ovdcitos do carrapato A. hebraeum, em virtude da
exposicdo a cipermetrina € a avermectina, respectivamente.

O presente estudo ainda avaliou o potencial téxico (citotoxico, genotdxico e
mutagénico) do fipronil em camundongos (organismos nio alvo) submetidos a
diferentes doses desta droga, em condicdes artificiais.

No presente estudo, os camundongos foram divididos em grupos (I, II, III) e
foram expostos as doses de 15mg/Kg (I), 25mg/Kg (IT) e 50mg/kg (III) de fipronil.
Ap6s o tratamento, procedeu-se a andlise dos figados dos individuos. As alteracdes
morfolégicas observadas foram: (1) a proliferacdo das células de Kupffer, (2) a
hipertrofia dos hepatdcitos, (3) a presenca, quantidade e distribui¢cdo de proteinas,
polissacarideos, lipidios e de vactiolos no citoplasma dos hepatécitos, bem como (4)
a congestdo dos vasos sangiiineos hepaticos.

Nos individuos do grupo controle, o figado mostrou morfologia inalterada e
histologia conhecida e amplamente relatada na literatura de mamiferos
(CARVALHO; COLARES-BUZATO, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008;
ROSS; PAWLINA, 2008).

O figado é um O6rgdo que desempenha intimeras funcdes vitais nos
vertebrados (ARIAS et al., 1998), dentre as quais, a acumulagio, biotransformacao e
inativacdo de indmeras substincias toxicas (BRAUNBECK, 1998; GONZALEZ,
1993). Desta forma, os hepatdcitos seriam o primeiro alvo da toxicidade de uma
substincia, o que habilitaria o figado a ser um importante 6rgdo para estudos
toxicoldgicos (BRAUNBECK, 1998; ZELIKOFF, 1998).

No presente estudo, os figados dos individuos expostos a 15mg/kg de fipronil

(grupo 1), apresentaram alguns hepatécitos com pequenos vactiolos em seu
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citoplasma, sugerindo que a célula estivesse tentando bloquear ou mesmo eliminar o
composto téxico do sistema, acondicionando-o em compartimentos que
posteriormente passariam por processos de degradacdo. Resultados semelhantes
foram obtidos por Ferreira (1992) e Lopes-Flores e Malabarba (1997), em peixes
submetidos a acdo de efluentes petroquimicos.

Nos individuos do grupo II (25mg/Kg), o nimero de hepatdcitos com
alteracdes morfolégicas aumentou, o que levou a desorganizacdo original do tecido
hepético. Alteragdes como perda da forma dos hepatdcitos, principalmente devido ao
inchaco (hipertrofia) dessas células, aumento da vacuolizacio citoplasmdtica e/ou
das gotas lipidicas, bem como a presenca em algumas células de nicleos picnéticos,
confirmariam a ocorréncia dos danos causados pelo acaricida.

Dados da literatura demonstraram que a vacuolizagdo citoplasmética dos
hepatécitos de individuos submetidos a agentes téxicos ocorreria ou devido a
presenca de degeneracdo hidrépica ou devido ao acimulo excessivo de lipidios
(esteatose). Segundo Rhodes et al (1987) e Teh (1997), a hipertrofia celular poderia
ocorrer devido a vérios fatores, incluindo o aumento do reticulo endoplasmadtico liso
causado quando uma sobrecarga metabdlica fosse imposta a célula. Essa situacio
poderia estar acontecendo nos individuos avaliados no presente estudo, o que
justificaria as alteracdes observadas na forma dos hepatécitos dos individuos tratados
com fipronil. Simultaneamente a presenca de vactiolos hidropicos, hialinos,
digestivos, bem como de gotas lipidicas poderiam estar contribuindo para o
surgimento dessas alteracoes.

Os individuos analisados neste estudo e tratados com 50mg/Kg de fipronil
(grupo III), apresentaram hepatécitos arredondados devido ao grande inchaco, bem
como extensas dreas citoplasmadticas vacuolizadas e/ou com a presenca de gotas
lipidicas, deixando claro que, a medida que as doses do fipronil aumentaram também
se elevou o nimero e o tipo das alteragdes histolégicas nos figados destes
camundongos. Dados semelhantes foram encontrados por Ferreira (1992) e Giil et
al.(2004), em estudos com peixes expostos a dguas poluidas, bem como por
Rodrigues e Fanta (1995), em peixes expostos a organofosforados.

Carvalho e Colares-Buzato (2005) e Giil (2004) descreveram que a presenca

de vactiolos com aspecto vazio e arredondado nos hepatdcitos, normalmente
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indicariam sitios anteriormente ocupados por lipidio, corroborando assim muitos
dados aqui obtidos. Por outro lado, alguns autores descreveram que vacuolos de
formato irregular, ndo conteriam lipidios e seriam caracterizados como vactiolos
autofigicos, estruturas encontradas principalmente em células em processo de
reciclagem ou mesmo em processo de degeneragio (CARVALHO; PIMENTEL,
2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; ROY; BHATTACHARYA, 2006). Isto
ocorreria com a finalidade de se eliminar os restos celulares danificados, porém
fazendo ainda o reaproveitamento de alguns componentes que poderiam ser
reutilizados pela célula, o que justificaria o aumento do nimero de vactolos no
figado dos individuos expostos ao fipronil, 2 medida que a dose do agente tdxico
aumentou e causou maior dano a célula.

A presenca de vaciolos ocupando extensas dreas do citoplasma dos
hepatdcitos traria como maior prejuizo a célula, o deslocamento do nicleo para a
periferia, devido a pressdo fisica exercida sobre o mesmo, 0 que ocasionaria sua
atrofia, impedindo-o de realizar suas funcdes, como aqui registrado pela presenca de
nicleos picnéticos e pela intensa vacuolizagdo nos hepatdcitos dos individuos do
grupo III. Esses dados corroboraram os encontrados por Ram e Singh (1998), em
peixes expostos ao pesticida carbofuran e por Giil et al.(2004), em peixes expostos a
dguas poluidas.

A marcagdo para as proteinas no figado dos individuos do grupo controle foi
significativa e encontrada na forma de granulacdo grosseira no citoplasma dos
hepatécitos. Nos individuos tratados (grupo I, II e III) ocorreu a diminuicdo
progressiva na quantidade deste elemento a medida que a dose de fipronil aumentou,
o que foi evidenciado pelo aumento de dreas vacuolizadas e negativas ao teste. Esse
aumento do niimero de vacuiolos poderia sugerir também que nestes estivessem
contidas organelas citoplasmaticas danificadas (vactolos autofdgicos), incluindo
reticulo endoplasmatico rugoso, que seria responsavel pela sintese de proteinas. Estes
dados permitiram inferir que a sintese protéica realizada pela célula hepatica, tanto
de proteinas estruturais (para uso da prépria célula) como de proteinas para
exportacdo (albuminas, protombina, fibrinogénio, entre outras), estaria sendo

comprometida, o que viria a diminuir a eficiéncia da célula na realizagdo desta
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funcdo de sintese, comprometendo, conseqiientemente, o metabolismo geral do
6rgdo, bem como do préprio individuo.

O polissacarideo foi outro elemento aqui analisado, que se apresentou como
granulacdo grosseira e PAS positiva e, que € freqiiente nos hepatdcitos por
intermediar a transformacdo da energia vinda do alimento e que supre tecidos extra-
hepdticos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O aumento da marcacdo para polissacarideo no figado dos individuos dos
grupos I e II foi significativo quando se comparou ao controle, sugerindo um
acimulo de glicogénio nesses 6rgdos. Esses dados poderiam indicar que o processo
de quebra do glicogénio pelos hepatécitos ndo estaria ocorrendo, ou estaria
ocorrendo com deficiéncia, provavelmente devido a a¢do do agente toxico sobre os
mecanismos de regulacdo da sintese das enzimas envolvidas com a sua quebra. Esses
dados, no entanto, ndo foram observados por Schwaiger et al. (1997), ao analisarem
o figado de peixes. Os referidos autores encontraram menores quantidades de
glicogénio no interior dos hepatécitos dos individuos submetidos a intoxicag¢ao pelo
cobre do que naqueles dos organismos controle.

O figado de individuos tratados com 50mg/Kg de fipronil (grupo III),
apresentou diferentes marcagdes para polissacarideos dependendo da proximidade ou
ndo com as veias centro lobulares. Menor positividade ao PAS foi detectada nos
hepatocitos localizados ao redor das veias centro lobulares, sugerindo que esses
hepatdcitos seriam os primeiros a ter a sua capacidade de converter a glicose em
glicogénio afetada. Resultados semelhantes também foram encontrados por Ferranini
(1990) em ratos.

Os hepatdcitos dos figados dos individuos do grupo III ainda apresentaram
grande vacuolizag¢do citoplasmdtica PAS negativa, o que confirmou que a natureza
destes vactiolos ndo seria polissacaridica.

O lipidio foi outro elemento analisado no figado. De acordo com Carvalho e
Pimentel (2007), o figado teria também fung@o central no metabolismo dos lipidios e
das lipoproteinas, principalmente na capta¢do, na oxidacdo e/ou na conversdao
metabdlica dos dcidos graxos livres, sintese de colesterol e de fosfolipidios, bem

como na formacao e na secrecao de classes especificas de lipoproteinas.

Patricia Rosa de Oliveira



Discussdo Geral 142

No presente estudo, os individuos do grupo I ndo apresentaram grandes
alteracdes hepaticas. No entanto, naqueles do grupo II, ocorreu um aumento na
quantidade de lipidios, o que poderia ser justificado pela diminui¢do da capacidade
de produzir e/ou metabolizar proteinas que teriam participacdo na formacdo dos
complexos lipoprotéicos, necessdrios para a secrecdo dos lipidios para o meio
extracelular. Dessa forma, a diminui¢do da quantidade das proteinas, causaria o
acimulo de lipidios no citoplasma dos hepatdcitos (esteatose), processo este que
também foi descrito por Carvalho e Pimentel (2007).

No figado dos individuos expostos a 50mg/Kg, a esteatose foi ainda mais
acentuada. Segundo Ross e Pawlina (2008), a administracdo de drogas aos
organismos provoca a hipertrofia do reticulo endoplasmatico liso, uma vez que é
nesta organela onde ocorrem o0s processos de metabolizacdo, inativacdo e
desintoxica¢@o de varios compostos. Conseqiientemente, provoca também a elevacio
da atividade das enzimas que atuam na destruicao da droga, bem como na sintese de
lipidios. Este processo pode assim justificar a grande deposicio de gordura
observada nos figados de camundongos submetidos a maior dose de fipronil. A
ocorréncia da esteatose também foi revelada por Takashima e Hibiya (1995) e,
segundo Danton et al. (2009), ela seria observada nos hepatdcitos em estagios
iniciais de apoptose, necrose, fibrose (devido ao uso de dlcool) e nos estigios finais
da cirrose . Por outro lado, essa grande quantidade de lipidio nos individuos do
presente estudo poderia também ser resultado da auséncia de processos de
metabolizagao.

Areas vacuolizadas negativas ao teste para lipidios também foram
encontradas no figado dos individuos do grupo III, no entanto foram menores e
menos freqiientes do que aquelas observadas nos testes para deteccdo de proteinas e
de polissacarideos, o que confirmou que a natureza de alguns vactiolos seria
realmente lipidica, enquanto outros seriam vacuiolos autofigicos. Esses resultados
confirmaram também que, nos individuos tratados com a maior dose de fipronil,
estariam ocorrendo intensos processos autofagicos na tentativa da célula de eliminar
maior quantidade possivel de elementos danificados, preservando-a.

No presente estudo também foram observados os comportamentos dos

capilares sangiiineos do figado dos individuos. O aumento significativo do calibre

Patricia Rosa de Oliveira



Discussdo Geral 143

(distensdo e/ou dilatacdo) dos capilares sanguineos quando se comparou oS
individuos dos grupos I, II e III ao controle negativo, poderia indicar a presenga de
maior quantidade de células sangiiineas chegando ao figado, processo este descrito
como ‘“congestdo dos vasos”. Segundo Booth (1992), esse processo facilitaria a
migracdo de células também da linhagem branca: neutréfilos, mondcitos, linfocitos,
entre outras, para participarem, ou de um processo inflamatério e/ou da destrui¢io da
substancia estranha. Embora no presente estudo tenha sido observada “congestio de
vasos” em grande escala, ndo foram observadas ocorréncias de processos
inflamatorios.

Outra alteragdo significativa nos figados aqui estudados foi o aumento
crescente do nimero de células de Kupffer nos individuos dos grupos I, II e II1. Essas
células sdo macréfagos hepdticos, pertencentes ao sistema reticuloendotelial. Tal
caracteristica também foi descrita por Sreelatha et al (2009) ocorrendo no figado de
ratos submetidos ao tetracloreto de carbono (CCl,).

Uma vez que as células de Kupffer sdo células que desempenham diversas
funcdes, dentre elas, a de destruir hemdcias inativas, digerir hemoglobina, produzir
bilirrubina, bem como secretar enzimas necessdrias para a digestdo intracelular
(processos imunoldgicos), poder-se-ia sugerir que a medida que a dose de fipronil
aumentou, também aumentou a acdo de macréfagos, e conseqilentemente, 0s
processos de fagocitose na tentativa de se eliminar o proprio agente toxico, bem
como os restos celulares danificados.

No presente estudo foram também avaliados os efeitos genotéxicos do
fipronil, por meio da realizacdo de ensaio do cometa, utilizando o sangue periférico
de camundongos expostos a diferentes doses deste quimico.

Os resultados revelaram que doses de 15mg/Kg e 25mg/Kg de fipronil nio
foram potencialmente indutoras de danos genotéxicos nos camundongos analisados.
Os valores dos indices de genotoxicidade (escore) e o nimero de nucledides com
danos (células lesionadas) foram proximos aqueles obtidos para o controle negativo,
ndo significativos estatisticamente e, portanto, sem efeitos danosos. Ao contrério,
quando fez-se a aplicacio de 50mg/kg de fipronil, os individuos expostos
apresentaram elevado nimero de nucledides com danos (células lesionadas) e alto

indice de genotoxicidade (escore), indicando que aqui os efeitos genotéxicos foram
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significativos. No entanto, a maioria dos nucledides observada foi classificada como
pertencente a classe 1. Por estes resultados pode-se inferir que essa concentracio de
fipronil apresentaria capacidade de induzir alguns danos no DNA, que poderiam ou
ndo ser ainda reparados.

Para a andlise dos efeitos mutagénicos do fipronil (efeitos ja fixados) foi
realizado o teste de microndcleo por meio da andlise do sangue periférico de
camundongos. Os resultados demonstraram que em 24 horas, o grupo controle
negativo apresentou baixo indice de microndcleos e os individuos submetidos ao
controle positivo (ciclofosfamida) jid comecaram a apresentar alteracdes em seu
material genético. Os individuos que receberam as doses de 15mg/Kg e 25mg/Kg de
fipronil, ndo apresentaram potencial de mutagenicidade. No grupo exposto a dose
mais alta (50mg/Kg), os individuos apresentaram caracteristicas mutagénicas
detectdveis via observacdo de micronicleos, o que indicou, conseqiientemente o
potencial mutagénico do fipronil.

No tempo de 48 horas, os individuos do grupo controle negativo continuaram
a apresentar baixos indices de micronicleos e o controle positivo (ciclofosfamida) foi
eficiente em causar danos no DNA, uma vez que a freqii€ncia de microntcleos
observada foi muito maior do que no controle negativo. Também, foi no tempo de
48h que ocorreu o pico de micronicleos induzidos pela ciclofosfamida. Segundo
Rogers (1994), esse agente mutagénico ndo age diretamente no DNA; ha a
necessidade do mesmo ser primeiro metabolizado para que seus metabdlitos sejam
efetivos para provocar estes danos, o que justifica a maior freqii€éncia de
micronticleos no tempo de 48h e, ndo naquele de 24h.

Os indices de micronicleos dos grupos expostos ao fipronil sofreram
diminui¢do, principalmente nos individuos expostos a 50mg/Kg de fipronil, os quais
ndo mais apresentaram potencial mutagé€nico, ou seja, houve a diminui¢do da
inducdo de micronicleos nos organismos expostos ao quimico no tempo de 48h,
sugerindo que a metabolizacdo do produto diminuiria a capacidade de causar danos
ao DNA.

No tempo de 72 horas de exposicdo, o controle negativo permaneceu com
baixa taxa de micronicleos. O controle positivo (ciclofosfamida) ainda foi capaz de

promover danos nos organismos expostos, visto que elevada freqiiéncia de
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microniicleo ainda foi detectada. Nesse tempo houve também a diminuicdo
significativa da freqiiéncia de micronicleos em todos os grupos de tratamento (I, Il e
III), provavelmente devido ao processo de metabolizacdo da droga e da eliminacdo
dos produtos téxicos.

A avaliagdo dos efeitos toxicos das trés diferentes doses de fipronil em
camundongos permitiu verificar que somente o tratamento com a dose mais alta
(50mg/Kg) apresentaria potencial de mutagenicidade estatisticamente significativo.

Sendo assim, o presente estudo trouxe informagdes importantes que
certamente contribuirdo para o sucesso no controle e/ou eliminacio de carrapatos R.
sanguineus minimizando os danos em seus hospedeiros, visto que promoveu uma
melhor compreensdo da acdo do fipronil, tanto nos carrapatos, quanto nos
camundongos, organismos nado-alvo, bem como demonstrou qual é a reacdo,
principalmente das células dos sistemas bioldgicos dos carrapatos em resposta aos

efeitos de um agente téxico.
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VI. CONCLUSOES

1.

A eficdcia do quimico fipronil em fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos
Rhipicephalus  sanguineus foi determinada, estabelecendo a ClLsy
(concentracdo 50% letal) e intervalo de confianca a 95%, g (95): CLsp =
9.647 ppm (4.711 a 13.470).

A mortalidade dos carrapatos R. sanguineus ocorre em concentragdes de
fipronil bem menores do que aquelas indicadas nos rétulos dos produtos

comerciais existentes no mercado.

As alteracdes histoldgicas causadas pelo fipronil sobre os ovdcitos de R.
sanguineus variaram desde a presenca de poucos e pequenos vacuiolos até a

vitelogénese interrompida e a morte celular .

Num mesmo ovéario de R. sanguineus exposto ao fipronil, sdo observados
ovocitos com alteragdes morfoldgicas e vitelogénese interrompida que
culmiraram na morte celular, e outros que, mesmo que nao completamente,

ainda conseguem manter parte de suas estruturas celulares integras.
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5. Os mecanismos de defesa celular observados nos ovécitos de R. sanguineus
expostos ao fipronil sd3o: o aumento e rearranjo dos elementos do
citoesqueleto, bem como a grande quantidade de vacuolos autofigicos e de

figuras mielinicas.

6. Fica comprovada a acdo do fipronil em individuos ndo-alvo em condi¢des

artificiais.

7. As alteracdes encontradas no figado dos camundongos expostos ao fipronil
variaram desde a proliferacdo das células de Kupffer, hipertrofia dos
hepatdcitos, o acimulo e distribuicdo de proteinas, polissacarideos, lipidios e
vacuolos no citoplasma dos hepatécitos, bem como a congestdo de vasos

sanguineos.

8. Os danos causados pelo fipronil no figado de camundongos demonstraram
principalmente a ocorréncia de a) processos de autofagia, b) esteatose e c)

morte celular por necrose.

9. As doses 15 mg/Kg e 25mg/Kg de fipronil ndo t€m acdo genotdxica e

mutagénica no sangue periférico de camundongos.

10. O potencial mutagénico do fipronil fica demonstrado na dose de 50mg/Kg, no

tempo de 24 horas de exposicao.

11. A utilizacdo da dose de 5S0mg/Kg de fipronil ou de outras mais altas deve ser

evitada, uma vez que podem causar danos aos organismos nao-alvos.
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