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Resumo

RESUMO

O carrapato Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) ¢ um ectoparasita de importancia
médico-veterindria, inclusive pela sua capacidade de atuar como vetor de diversos
patogenos aos seus hospedeiros. Nesse sentido, faz-se necessario o controle do mesmo o
qual tem sido frequentemente realizado com acaricidas quimicos sintéticos, os quais tem
a desvantagem de provocar danos aos organismos nao alvos, bem como ao meio ambiente
(acumulo de residuos). Assim sendo, a busca por métodos eficientes de controle, porém
que sejam também sustentaveis ¢ uma constante e nessa perspectiva, principios ativos
extraidos de plantas tém sido utilizados. Dentre eles estd o carvacrol que apresenta
diversas propriedades bioldgicas, dentre elas a de ser acaricida. No presente estudo foi
realizada uma avalia¢do para se obter informag¢des de como o carvacrol agiria sobre o
integumento e sobre as células germinativas femininas de carrapatos da espécie R.
sanguineus s.l. quando a ele expostas. Os resultados obtidos mostraram que o
integumento e os ovocitos foram significativamente alterados devido a exposi¢ao, mesmo
nas concentragdes mais baixas aqui testadas. Ressalte-se que na maior concentragdo
(100puL/mL) os ovarios apresentaram apenas ovocitos em estagios I e II, visto o carvacrol
ter atuado sobre a vitelogénese, inibindo-a, o que impediu essas células de chegarem até
o estagio V (prontas para fecundagdo) e consequentemente de serem viaveis para gerarem
novos individuos. Em relagdo ao integumento as alteracdes mais significativas foram
observadas também na exposi¢ao das fémeas a maior concentragao (25uL/mL), visto as
modifica¢des ocorridas nas diversas camadas do integumento, inclusive naquela epitelial.
Nesta ultima o bioativo atuou desorganizando o epitélio e provocando neste uma
estratificacdo, ndo observada nos individuos controle. Além desses resultados, no
presente estudo estabeleceu-se o valor da concentracao letal média (CL50) do carvacrol
quando diluido em etanol 50°GL, que foi de 62,48 puL/mL. Assim, os resultados aqui
obtidos sinalizaram que o carvacrol ¢ um bioativo toxico para os carrapatos R. sanguineus
s.l., uma vez que a exposi¢do ao mesmo alterou tanto o integumento como as células
germinativas femininas destes, o que deixou os individuos mais vulnerdveis as
adversidades do ambiente, além de ter inibido a producdo de células germinativas
femininas viaveis, o que traria como consequéncia a nao geracao de uma nova prole.

Palavras-chave: Controle, carvacrol, Rhipicephalus sanguineus s.l.



Abstract

ABSTRACT

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.1.) ticks, recognized vectors of several pathogens,
are ectoparasites of significant medical and veterinary importance. The most widely used
strategy to control these arthropods is the use of synthetic acaricides, which bring serious
damages to non-target organisms and the environment (residue accumulation) as well.
Thus, the search for efficient and sustainable control methods is ongoing, and several
plant extracts have been tested. Carvacrol is one of such extracts, presenting different
biologic properties, including acaricidal action. In the present study, the action of
carvacrol on the integument and on the female germ cells of R. sanguineus s.1. ticks was
evaluated. The results showed that the integument and the oocytes were significantly
altered following exposure, even at low concentrations. At the highest concentration
tested (100puL/mL), the ovaries presented exclusively oocytes in stages I and II, once
carvacrol affected the vitellogenesis, inhibiting it and preventing these cells from reaching
stage V, in which they would be ready for fecundation and consequently capable to
generate new individuals. Regarding the integument, the most significant alterations were
observed in the exposure to the highest concentration (25uL/mL), with modifications in
the different layers, including the epithelial one. The bioactive disorganized the
epithelium and caused stratification, which was not observed in the individuals belonging
to the control group. In addition to providing these results, the present study established
the median lethal concentration (LC50) of carvacrol when diluted in ethanol 50°GL,
which corresponds to 62.48 pL/mL. Therefore, the results obtained herein indicate that
carvacrol is toxic to R. sanguineus s.l., ticks, once the exposure to the bioactive altered
both the integument and the female germ cells, making the individuals vulnerable to
environmental adversities. Moreover, carvacrol inhibited the production of viable female
germ cells, consequently preventing the generation of new individuals.

Keywords: Control, carvacrol, Rhipicephalus sanguineus s.1.



Lista de figuras

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representagdo esquematica das camadas da cuticula de fémeas de
R. sanguineus s.l., segundo Remedio et al. (2014). cut= cuticula; sbc= subcuticular;
€C=CEIUIAS EPITEIIAIS. ....vveeeiiiieciie ettt e et e e b e e e eae e eaaeeenneeennaees 16
Figura 2. Representacdo esquematica dos varios estagios dos ovocitos de fémeas de
R. sanguineus s.l., conforme Oliveira et al. (2008). ch=corio; gv= vesicula germinal;
nu=nucléolos; yg=granulos de Vitelo.............cccourrriiiiiriiiieiiie e 18
Figura 3. Esquema representativo da fixagdo da camara de infestacdo no dorso do
hospedeiro com cola biologica, segundo 0 AULOT. .......cccueeevieriieiiieriie e 24
Figura 4. Exposi¢cdo das fémeas de R. sanguineus s.l. as diferentes concentragdes do
carvacrol (bioensaio 1), SEZUNAO O AULOT..........ccccuiiieiiiieeiie et 25
Figura 5. Exposi¢ao (bioensaio 2) das fémeas de R. sanguineus s.l. as diferentes

concentragdes do carvacrol, SEZUNAO 0 QULOT. .......eevureevierieiiieiie ettt 26



Sumario

SUMARIO
1. INTRODUCAOQO GERAL....cceureeerrresnesesnssesesssssessessssssssssssssssssssssssessssessssssesssses 12
Carrapatos Rhipicephalus sanguineus sensu 1ato (S.1.).....cccoeveviviiiniiiiiiniiiieieeieeee, 12
Controle de R. SANGUINEUS S. L. ....c..oeeeuviieiiiieieeeee et s 13
CATVACTOL ..ttt ettt sttt ettt st 14
Morfologia do Integumento dos Carrapatos...........cecveereeeeveeriieeiieenieeieeee e eiee e eneees 15
Morfologia do OvAario dos Carrapatos.........cecveeecureeeriieeeiiieenieeesreeesreeesreeesreeeeaneesneees 16
2. OBJETIVOS .iiieicensenssicssisesssicssissasssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssans 21
ODbJEtIVOS ESPECTIICOS ...vieiiieiiieeiiieiie ettt ettt et ettt et e et et e e b e e seeesbeessaeenbeensnesneeas 21
3. MATERIAL E METODOS........ccocevesresressessesssssessssssessessessessessessessessessssessessssosss 23
3.1. CATVACTOL. ...ttt sttt et st 23
3.2. Obtencdo das fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus s.1.................. 23
3.3. INTESLACOES ...vviieeeiiiie et ettt e e e 23
3.3.1. INFEStaCOES TOLAIS ...uviicuiieieiiieeciee ettt ettt 24
3.4. Bioensaios in vitro com carvacrol para determinagdo da CL50%................... 25
34.1. BIOCNSAIO 1.ttt 25
3.4.2. BIOCNISAI0 2 ..ttt 26
3.4.3. ANALISE EStatiStiCa ..cuveeuvieiieeiieiiieeieece et 27
3.5. Histologia dOS OVATIOS ..cuvvieeiiieeeiieeciieeeiee et e eetee et e eireeeeveesaaeeeraeeenaeesanaeeennneas 28
3.6. Histologia do INtEZUMENLO ......cccueeuiiriieiieiiieiie et eiee et eiee et esieeeteeaeesereesseesnneens 29
3.7. Histoquimica dO INTEZUMENTO. ......cc.eeriieriieeiieiieeteeniieeieeieeereesieeeteeseesareenseeenseens 30
3.7.1. XyIAINE PONCEAU.......ccuviieiiieiiie ettt e e e e e e e e eevee s 30
3.8. Microscopia Eletronica de Varredura do integumento (MEV). .......ccccccvvveiiennnnenn. 30
4. RESULTADOS....coutitiiiiniinicnisncssicssissesssesssssssssseesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssaes 32
CAPITULO ©aeunieniencinneinneensesnsessascsssscssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasess 35

Determination of the median lethal concentration (LCso) of the bioactive substance
carvacrol for control of the brown dog tick Rhipicephalus sanguineus sensu lato

(ACATTIXOAIAAC). ... eeeeiieeciie ettt e e et e e e e e e e baeeeraeeenaeesnneeas 35
CAPITULQ 2 .cuueuerrensennennesnssensenssesssessssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 54
Effects do carvacrol on oocyte development in semi-engorged Rhipicephalus

sanguineus sensu lato (Acari:IXodidae)........cceeeeviiieiieniienieeiieeee e 54
CAPITULO 3..ouueieniecsnncssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 63

Capitulo de livro intitulado “Protection and Defense (Integument)” publicado no
livro “Inside ticks: Morphophysiology, toxicology and therapeutic perspectives”
Organizado pela Dra. Maria Izabel Camargo-Mathias e publicado pela Editora Unesp,
2018 e de autoria de : JOSE RIBAMAR LIMA DE SOUZA, Rafael Neodini Remedio,



Sumario

Patricia Rosa de Oliveira, André Arnosti, Rusleyd Maria Magalhdes de Abreu e Maria

[zabel Camargo-Mathias..........cccoeeiiiiiierieeiiierie ettt ste b e saeeeneees 63
CAPITULO 4 .ouueeeneteeencenscsnsensscssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasess 69
O bioativo carvacrol como potencial acaricida: avaliagdo dos seus efeitos sobre o

integumento de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus sensu lato. ................ 69
4. DISCUSSAQ GERAL ....uoeceereeerrreeneresessesesssesessesssssssssssssssssesssssssssssessssssesessssssessens 87
5. CONCLUSOES ..cuiuinninncisssisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 92
REFERENCIAS .couueuueemenmcnsscnsscnssessssssssesssessssessssessssssssssssssssssssssssssssessssesssssssssess 94



Introducdo geral



Introdugdo geral

1. INTRODUCAO GERAL

Carrapatos Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.)

Os carrapatos sdo artropodes ectoparasitas, obrigatoriamente hematofagos,
reservatorios e vetores capazes de transmitir diversos tipos de patogenos (bactérias, virus,
protozodarios) quando estdo alimentando-se em seus hospedeiros preferenciais ou ocasionais
(BENELLI et al., 2016; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015).

Dentre os carrapatos Ixodidae, também conhecidos como ‘carrapatos duros’, devido a
presenca de uma placa ou escudo dorsal esclerotizado, destacam-se diversos géneros como:
Amblyomma, Dermacentor, Ixodes, € Rhipicephalus, que agregam inumeras espécies de grande
importancia veterinaria, médica e econdmica (DANTAS-TORRES; CHOMEL; OTRANTO,
2012; HEKIMOGLU et al., 2016; NAVA et al., 2015).

A espécie Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.), conhecida como ‘“carrapato-
vermelho-do-cao” ou “carrapato-marrom-do-cao”, tem sua classificacdo taxondmica dentro do
complexo de 12 espécies baseadas em critérios morfologicos, bioldgicos e genéticos
(CHITIMIA-DOBLER et al.,, 2017, DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015; MORAES-
FILHO etal.,2011; NAVA etal., 2015; OLIVEIRA et al., 2005). Esta espécie esta representada
na América do Sul por duas linhagens distintas: a) linhagem tropical (Argentina, Brasil,
Colombia, Paraguai e Peru e b) linhagem temperada (Argentina, Brasil, Chile e Uruguai)
(MORAES-FILHO et al., 2011; NAVA et al., 2015).

Durante o processo de parasitismo (hematofagia), o R. sanguineus s.l. causa nos caes,
danos diretos como anemia e espoliagcdo na pele e transmitem a estes patogenos como: Ehrlichia
canis, Babesia vogeli, Hepatozoon canis ¢ Anaplasma platys (DANTAS-TORRES;
OTRANTO, 2015; ESTRADA, 2015; PAT-NAH et al., 2015). Esta espécie ainda ¢ vetora de
Rickettsia conorii na Europa e da R. rickettsii no Arizona — EUA (BORGES et al., 2007;
DANTAS-TORRES; CHOMEL; OTRANTO, 2012). Além disso, a literatura tem reportado
que R. sanguineus s.l. pode ser também no Brasil um potencial vetor de riquétsias, visto que
casos de febre maculosa causadas por R. rickettsii € R. parkeri tem sido reportados em algumas
regides (BARBOSA-SILVA et al., 2017; MOERBECK et al., 2016).

Um conjunto de fatores define o sucesso biologico de R. sanguineus s.l. e dentre eles
podem ser citados: ampla distribuicao geografica, poucos inimigos naturais, elevados niveis de
infestagdo, bem como mudancas climéaticas, desmatamento, as quais vem favorecendo o maior
contato com os hospedeiros alvos (cdo) e ndo-alvos (outros mamiferos incluindo os humanos).

Assim sendo, a ampla adaptacdo desses Arthropoda aos diferentes ambientes, tem contribuido
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Introdugdo geral

para sua proliferacdo exponencial, o que provoca a necessidade de se buscar estratégias de
controle que sejam eficientes (CAMARGO- MATHIAS, 2018; DANTAS-TORRES;
OTRANTO, 2015).

Controle de R. sanguineus s. 1.

O controle de carrapatos, em geral, tem sido realizado principalmente pela utilizagao de
acaricidas os quais sdao sintetizados a partir de diversas bases quimicas (organofosforados,
piretroides, amitraz, lactonas macrociclicas) e, mais recentemente os reguladores de
crescimento e as isoxazolinas (OLIVEIRA et al., 2012); MCTIER et al., 2016). No entanto, o
uso indiscriminado e muitas vezes inadequado de produtos desta natureza tem causado uma
série de desvantagens como: a) a presenca de residuos contaminantes no ambiente; b) a
toxicidade para os organismos ndo-alvos; ¢) o custo elevado; d) a necessidade de mao de obra
especializada; e) a selecdo de linhagens de carrapatos resistentes (ABBAS et al., 2014;
BENELLI et al., 2016; GUERRERO et al., 2014; NAQQASH et al., 2016). Nessa perspectiva
a literatura tem reportado diversos casos de resisténcia aos diversos grupos de acaricidas
quimicos sintéticos como: permetrina (EUA), amitraz (Panamad), amitraz e permetrina (México)
(EIDEN et al., 2016; MILLER et al., 2001; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2017).

Devido a esses inconvenientes, bem como as novas normas de preservagdo do meio
ambiente, nos dias de hoje tem sido necessario buscar alternativas que possam controlar esses
ectoparasitas de forma mais eficiente e que seja a0 mesmo tempo sustentavel, na tentativa de
minimizar os danos colaterais causados pelos acaricidas quimicos. Os estudos mais recentes
nesta diregdo tem apontado para o fato de que produtos sintetizados por diversas plantas
(extratos, Oleos essenciais, principios ativos) teriam potencial acaricida e ainda seriam
biodegradaveis e ndo se acumulariam no meio ambiente (ROSADO-AGUILAR et al., 2017).

Essa estratégia vem chamando a atengao
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dos estudiosos no assunto, entretanto ha a necessidade de se levar em conta alguns fatores
como: facilidade de cultivo das plantas em questdo, idade e localizagdo geografica das
mesmas, bem como a composicao do solo e as condigdes climaticas sob as quais as
mesmas sao cultivadas, ndo deixando de lado ainda os diversos métodos de extragao dos
principios ativos, os quais podem ter sua concentragdo alterada (KOC et al., 2013).
Estudos que ja foram realizados com os 6leos e principios ativos extraidos de plantas ja
demonstraram resultados promissores no controle de R. sanguineus s..l. Dentre eles
podem ser citados: o 6leo de neem (DENARDI et al., 2011; LIMA-DE-SOUZA et al.,
2017), o 6leo de andiroba (VENDRAMINI et al., 2012), o timol (MATOS et al. 2014); o
carvacrol (SENRA et al., 2013), os ésteres do acido ricinoléico (ARNOSTI et al., 2011;
SAMPIERI et al., 2013).

Carvacrol

O carvacrol (C10H140) ¢ um monoterpeno aromadtico oxigenado, volatil, de odor
forte, sintetizado a partir do y-terpineno e do p-cimeno (CACCIATORE et al., 2015;
NOSTRO; PAPALIA, 2012). E um principio ativo comumente encontrado em uma
grande variedade de plantas aromadticas e medicinais das familias Lamiaceae e
Verbaneceae , as quais incluem, espécies como Lippia triplinervis (LAGE et al., 2013);
L. gracilis (CRUZ et al., 2013); Origanum onites (COSKUN et al., 2008); e O. bilgeri
(KOC et al., 2013), com reconhecida agao sobre carrapatos de diferentes espécies. De
acordo com Senra et al. (2013) quando o carvacrol ¢ exposto em doses subletais para o
controle de carrapatos causa nestes efeitos de inibi¢do, e impedem a oviposi¢ao inibindo
consequentemente a geragao de uma nova prole (PANELLA et al., 2005). Além disso o
carvacrol tem mostrado ser um agente acaricida que afeta a todos os estagios de
desenvolvimento de carrapatos quando aplicado isoladamente e/ou em associagdo com
outros componentes. Segundo Cetin et al. (2010) fémeas de Hyalomma marginatum
expostas ao carvacrol tiveram taxa de mortalidade de 60% em 24h. Neste ultimo caso
foram aqueles carrapatos que ndao se movimentaram durante o tratamento, mas que
responderam com movimentos de pernas quando estimulados com alfinete. Dolan et al.
(2009) também demonstraram a capacidade de o carvacrol causar rapido knockdown e
controle a curto prazo de carrapatos das espécies 1. scapularis e A. americanum. Embora

diversos estudos fazendo uso do carvacrol para controlar os carrapatos tenham sido
14



Introdugdo geral

realizados, pouco ainda se sabe sobre a sua a¢cdo na morfologia interna e externa dos

carrapatos a ele expostos.

Morfologia do Integumento dos Carrapatos

Nos carrapatos, assim como nos artropodes em geral, o sucesso bioldgico esta
associado também a eficiéncia protetora do integumento (exoesqueleto) responsavel por
recobrir externamente o corpo destes animais, bem como por evitar a perda/entrada
excessiva de agua, além de fornecer protecao contra choques mecanicos (SONENSHINE;
ROE, 2014). Este orgdo estad histologicamente organizado pela cuticula, subcuticula,
epiderme, numerosos apéndices epidérmicos e glandulas dérmicas (CAMARGO-
MATHIAS, 2018; SONENSHINE; ROE, 2014).

A cuticula dos carrapatos esta dividida em duas regides: a epicuticula, mais fina e
externa e a procuticula, mais espessa ¢ interna (AMOSOVA, 1983; SONENSHINE;
ROE, 2014). Esta ultima pode ser subdividida em outras duas camadas, dependendo do
estagio de alimentagao do individuo: a exocuticula, localizada préxima a epicuticula, e a
endocuticula, em contato direto com as células epidérmicas (REMEDIO; NUNES;
CAMARGO-MATHIAS, 2014). Abaixo da cuticula encontra-se um epitélio simples,
composto por células cubdides, além de glandulas dérmicas, cerdas e sensilas (Fig. 1)

(SONENSHINE; ROE, 2014).

15



Introdugdo geral

Figura 1. Representacdo esquematica das camadas da cuticula de fémeas de R. sanguineus s.l.,

segundo Remedio et al. (2014). cut= cuticula; sbc= subcuticular; ec=c¢lulas epiteliais.

Atualmente, varios estudos fazendo uso de compostos naturais extraidos de
plantas tém sido realizados e, muitos deles abordando o comportamento morfofisioldgico
do integumento, tendo em vista que este 6rgdo € o primeiro a entrar em contato com os
produtos acaricidas quando estes sdo aplicados topicamente. Remedio, Nunes; Camargo-
Mathias et al. (2014), realizaram bioensaios nos quais fémeas semi-ingurgitadas de
R.sanguineus s.1. foram expostas ao extrato aquoso das folhas de neem, e verificaram a
presenca de alteragdes morfoldgicas de carater dose-dependente no 6rgdo, principalmente
nas células epidérmicas. Essas alteracdes foram, por exemplo: extensa vacuolizacdo
citoplasmatica e variagdes na espessura da camada subcuticular. Recentemente Lima de
Souza et al. (2017), utilizando o 6leo de neem enriquecido com azadiractina sobre
carrapatos da mesma espécie, demonstraram que os mesmos foram capazes de atravessar

a cuticula e chegar até o epitélio, causando assim danos as células epiteliais.

Morfologia do Ovario dos Carrapatos

Segundo dados da literatura, embora existam algumas diferengas morfologicas e

histolégicas no sistema reprodutor feminino dos carrapatos (OLIVEIRA et al., 2005;
16
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SAITO et al., 2005), estes ectoparasitas apresentam o ovario como um tubo em forma de
U (parede composta por células epiteliais que delimitam um lumen) localizado na regiao
posterior do corpo. A ele liga-se um par de ovidutos, utero e vagina (SONENSHINE;
ROE 2014). De acordo com Denardi et al. (2004), os ovarios dos ixodideos sdao do tipo
panoistico, assim como o encontrado em alguns insetos, porém ao contrario destes, ndo
possuem células nutridoras nem foliculares. Externamente a parede do ovario, estdo
presos 0s ovocitos (nos varios estagios de desenvolvimento) por meio dos pedicelos
(agrupamentos de células epiteliais) (SAITO et. al., 2005; OLIVEIRA et. al., 2006). Os
estagios de desenvolvimento dos ovoécitos baseiam-se na morfologia dos mesmos,
considerando-se: sua forma, presenca/tamanho e localizagdo da vesicula germinal
(nucleo), aspecto do vitelo (granulagdo mais fina ou mais espessa), bem como presenca
ou auséncia do corio, membrana protetora do ovocito (Fig. 2) (CAMARGO-MATHIAS,
2018).
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Figura 2. Representagdo esquematica dos varios estagios dos ovocitos de fémeas de
R. sanguineus s.l., conforme Oliveira et al. (2008). ch=corio; gv= vesicula germinal;

nu=nucléolos; yg=granulos de vitelo.

A exposicao de fémeas de R. sanguineus s.l. aos diversos acaricidas de origem
natural, ou seja, principios ativos extraidos de plantas sob a forma de extratos e 6leos,
vem confirmando o potencial destes como estratégia de controle de carrapatos de varias
espécies, informagdes estas que vem estimulando o desenvolvimento de estudos,

inclusive deste projeto, abordando essa tematica. Denardi et al. (2010, 2011) utilizando o
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extrato aquoso de Azadirachta indica (neem) em concentracdes de 10% e 20%
demonstraram a ocorréncia de alteracdes na morfologia das células do pedicelo, bem
como extensa vacuolizacdo no citoplasma do ovdcito e na vesicula germinal de R.
sanguineus s.l. e Remedio et al. (2015) expondo R. sanguineus s.1 ao 6leo de neem em
diferentes concentragdes demonstraram também que os ovarios foram morfologicamente
alterados e ainda que essas alteragdes foram dose-dependentes (quanto maior foi a dose,

maiores foram os danos provocados).
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo mostrando agdo acaricida do carvacrol sobre o

integumento e sobre as células germinativas femininas de carrapatos da espécie

Rhipicephalus sanguineus s.l. permitiram concluir que:

1)

2)

3)

4)

A concentracao letal média do carvacrol (CL50) quando diluido em etanol
50°GL foi de 62,48ul/mL para fémeas semi-ingurgitadas (5 dias de
alimentacdo) de R. sanguineus s.l.

O carvacrol agiu sobre o integumento e sobre os ovarios (ovocitos) de R.
sanguineus de forma dose dependente, ou seja, quanto maior foi a
concentracao de exposicao maiores foram os danos observados em ambos os
orgaos.

Na exposicao a concentragdo de 100uL/mL os ovdcitos s6 conseguiram se
desenvolver até o estagio II nao tendo sido observada presenca de nenhum
outro estagio.

O integumento das fémeas de R. sanguineus s.l. expostas a concentracao de
25ul/mL foi o que sofreu maior alteracdo morfologica, uma vez que o
epitélio formado por células secretoras passou de secretor simples (uma s6
camada) para estratificado (varias camadas) de revestimento, indicativo

histolégico de que o bioativo atuou nessa estrutura, modificando-a.
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