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Resumo

No presente trabalho verificou-se o efeito dos ésteres do acido ricinoléico do 6leo
de mamona, acaricida quimico natural pela avaliacdo dos parametros
bioquimicos do sangue e da urina e a morfofisiologia do figado de coelhas, aqui
utilizadas como modelo de hospedeiros de carrapatos, alimentadas com racao
enriqguecida com os referidos ésteres. Os resultados obtidos a partir dos
Bioensaios 1 (racdo + NaCl) e 2 (racdo + ésteres + NaCl) mostraram que 0s
pardmetros clinicos nas analises das enzimas hepaticas fosfatase alcalina
(FAT), gama glutamil transferase (GGT) e alanina aminotransferase (ALT) nao
foram significativamente alterados, exceto para a enzima hepatica aspartato
aminotransferase (AST) das coelhas do Bioensaio 2, que apresentou maior
variancia indicando que os ésteres sédo hepatotéxicos. Os resultados obtidos nas
andlises das amostras de urina para os parametros hemoglobina livre, proteina,
bilirrubina e urobilinogénio demonstraram que os indices de referéncia ndo foram
alterados. Os dados morfohistologicos e histoquimicos do figado mostraram que
as coelhas alimentadas com racao enriquecida tiveram o tecido hepético
alterado, o que foi confirmado pela desorganizacdo dos corddes hepaticos,
aumento do espaco intercelular, presenca de hepatdcitos com limites celulares
pouco distintos e de nucleos irregulares e picnéticos, geralmente deslocados
para a periferia da célula devido a presenca de vacuolos. Histoquimicamente
detectou-se nas coelhas do Bioensaio 2 reducdo na presenca de lipideos e
aumento dos depdsitos de glicogénio. Verificou-se ainda nestas células
hepaticas, atividade da fosfatase acida, provavelmente resultado da toxicidade
causada pelos ésteres, com consequente desorganizacao celular/tecidual do
figado. Assim, os resultados aqui obtidos sinalizaram que os ésteres ofertados
as coelhas hospedeiras nas condicfes experimentais aqui descritas alteraram a
morfofisiologia do tecido hepatico das mesmas, informacdes importantes que
deveréo ser consideradas quando da exposi¢ao de hospedeiros de carrapatos a
este acaricida.

Palavras chave: éster do acido ricinoléico, enzimas hepéaticas, morfofisiologia,

carrapatos



Abstract

The present study verified the effects of castor oil ricinoleic acid, a natural
chemical acaricide, on the clinical blood and urine parameters and on the liver
morphophysiology of female rabbits (used as a model of tick hosts) fed with
commercial food enriched with castor oil esters. Bioassays 1 (commercial food +
NaCl) and 2 (food + esters + NaCl) demonstrated that the clinical parameters of
the hepatic enzyme alkaline phosphatase (FAT), gamma glutamyl transferase
(GGT) and alanine aminotransferase (ALT) were not significantly altered, except
for the hepatic enzyme aspartate aminotransferase (AST) of the rabbits
belonging to Bioassay 2, which presented greater variability, indicating that the
esters are hepatotoxic. The analyses of the urine samples for the parameters free
hemoglobin, protein, bilirubin and urobilinogen demonstrated that the esters were
not toxic to the female rabbits. The morphohistological and histochemical data
showed that the rabbits fed with enriched food had the hepatic tissue altered,
which was confirmed by the disorganization of the hepatic cords, enlargement of
the intercellular space, presence of hepatocytes with little evident limits and
irregular and pyknotic nuclei, mostly dislocated to the cell periphery due to the
presence of vacuoles. Histochemically, the female rabbits of Bioassay 2
presented a decrease in the number of lipids and increased amount of glycogen.
In addition, the hepatic cells of these rabbits showed activity of acid phosphatase,
probably the result of the toxicity caused by the esters, with consequent
disorganization of the liver cells and tissues. Thus, the results provided by the
present study signalize that the esters offered to the host rabbits under the
experimental conditions described herein altered the morphophysiology of the
hepatic tissue, important information regarding the exposure of tick hosts to this

acaricide.

Key words: ricinoleic acid ester, hepatic enzymes, morphophysiology, ticks
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1. INTRODUCAO

Os carrapatos sdo artropodes de interesse médico veterinario, visto serem
hematofagos e estarem amplamente distribuidos nas regides tropicais e subtropicais
(DANTAS-TORRES, 2010; DANTAS-TORRES, OTRANTO, 2015; NAVA et al., 2014).
No inicio do século XX, no Brasil, os carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus
lato sensu (l.s.), encontravam-se distribuidos geograficamente em alguns estados
como Goias, Bahia, Maranh&o, Sergipe, Para, Minas Gerais, Mato Grosso (ARAGAO,
1911, 1936, MORAES-FILHO et al., 2011). No entanto, ao longo dos anos essa
distribuicdo foi se ampliando, estendendo-se para praticamente todo o territorio
nacional, especialmente nas areas urbanas (PEREIRA, 2008; LABRUNA, 2004). Isso
deveu-se também aos novos habitos das familias em abrigarem nas suas residéncias
animais pet, principalmente cées (hospedeiro preferencial de R. sanguineus |. s.) e
gatos. De origem africana, o R. sanguineus l.s. é popularmente conhecido como
carrapato-do-cao, tendo sido introduzido no continente americano juntamente com os
cdes domeésticos oriundos da colonizacdo europeia (GUGLIELMONE et al., 2003;
LABRUNA, 2001, 2004). Muito embora o parasitismo em humanos néo seja comum,
o R. sanguineus I. s. ja foi encontrado parasitando pessoas, inclusive no Brasil
(DANTAS- TORRES et al., 2006).

Durante o seu processo de alimentacédo, além da espoliacéo e injuria causadas
nos hospedeiros, os carrapatos sdo ainda potenciais transmissores de patégenos
como: protozoarios, virus e bactérias para diferentes grupos de animais
principalmente aos seus hospedeiros, causando nestes varias doencas (REY, et al.,
1973; KAUFMAN, 2010, BARBOSA SILVA et al.,, 2017; CONTRERAS, M; DE LA
FUENTE, 2016; COSTA et al., 2017). Dentre esses patdgenos podem ser citados:
Coxiella burnetii, Ehrlichia canis, Hepatozoon canis, Rickettsia conorii, R. rickettsii
(ANDREOTTI, KOLLER, 2013; DANTAS-TORRES, OTRANTO, 2015; ARAUJO et al.,
2015a) e a Leishmania infantum, esta Ultima agente etiolégico da Leishmaniose
Visceral (COUTINHO et al., 2010).

Sob essa perspectiva e ainda considerando os grandes prejuizos econdmicos
gue esses ectoparasitas causam de modo geral, ha a necessidade de que um eficaz
controle dos mesmos seja realizado. Para que esse controle seja eficiente, alguns

parametros biol6gicos precisam ser observados, principalmente aqueles que se



referem ao ciclo biol6gico do ectoparasita, o qual pode variar de espécie para espécie.
Sao conhecidas espécies de carrapatos monoxénicas, ou seja, que necessitam de
apenas um hospedeiro e aquelas heteroxénicas as quais necessitam de mais de um
hospedeiro para poderem se alimentar e assim completar o seu ciclo de vida
(FORTES, 1993).

Atualmente, o controle de carrapatos vem sendo realizado por meio da
aplicacao de substancias quimicas com potencial acaricida, as quais podem ser de
origem natural ou sintética, muito embora as bases quimicas sintéticas sejam aquelas
que vem liderado o mercado veterinério. Ha ainda que se levar em consideracdo o
fato de que para que um acaricida seja de fato eficiente, precisa-se saber em que
estagio de vida do carrapato (especifico de cada espécie), ele devera ser aplicado:
larva, ninfa ou adulto, além de ser necessario saber em qual estagio de alimentacéo
0 mesmo se encontra: em jejum, em processo de alimentacdo (semi-ingurgitado) e
completamente alimentado (ingurgitado) (CAMARGO-MATHIAS, 2013), para que haja

sucesso no controle.

O uso especifico de acaricidas quimicos sintéticos no controle dos carrapatos,
segundo dados registrados na literatura, datam de 1950, com resultados que foram
eficientes, porém, gerando problemas, inclusive referentes a aquisicdo de resisténcia
aos quimicos. A utilizacdo de acaricidas, seja ele de que natureza for, demanda certos
cuidados, tais como a aplicacéo da dose correta seguindo as indicacdes do fabricante,
do preparo das solu¢des, quando for o caso (correta homogeneizacao) e da aplicacao
do quimico no hospedeiro, a qual deve ocorrer de forma uniforme e, novamente,
sempre seguindo as orientagcdes do fabricante do produto (RADOSTITS et al., 2002;
ANGELO; BITTENCOURT, 2014).

Na literatura pertinente, existem registros que mostram que 0s acaricidas
quimicos sintéticos disponiveis no mercado sdo aqueles de bases: arsenicais,
organocloradas, organofosforadas, carbamatos, piretrdides, avermectinas,
formamidinas e piretroides (HAUSERMAN et al., 1992) entre outras (LEAL et al.,
2003). Apesar de terem sua eficiéncia comprovada, sabe-se que 0s mesmos causam
danos ao meio ambiente e a saude publica, por meio da contaminagdo de corpos
d’agua, dos animais e inclusive do solo, deixando nestes, residuos toxicos. Segundo

0s registros disponiveis sabe-se que centenas de litros residuais de acaricidas



quimicos sintéticos sao gerados anualmente, inclusive resultantes de um descarte
inadequado realizado pelo usuario, o qual frequentemente desconhece as normas e
boas praticas de uso (MARTHE et al., 2010). Considere-se ainda o fato de que, em
animais de importancia econbmica (caso do gado de corte), a infestacdo por
carrapatos provoca nos seus produtos (carne, couro, leite) ndo s6 o acumulo dos
residuos toxicos, mas também danos que impedem a utilizagdo dos mesmos de forma
mais otimizada, como € o caso do couro (BIEGELMEYER et al., 2012; CAMARGO et
al., 2014).

Diante desse cenario, fica clara a urgente necessidade de se buscar novas
estratégias de controle de carrapatos, que facam uso de métodos que proporcionem
maiores margens de seguranca para 0s organismos ndo alvos (hospedeiros), bem
como para 0 meio ambiente. Sob essa perspectiva 0 uso de extratos e de Oleos
vegetais como acaricidas tém despertado o interesse sanitario e econdmico, visto
serem estes naturais e mais facilmente biodegradaveis (MORALES; GARCIA, 2000;
ROEL, 2001; IANNACONE; LAMAS, 2002; VATSYA et al., 2006; ALVAREZ et al.,
2008; BORGES, 2011; CATTO, 2013). Atualmente vém sendo testados Varios
compostos 0s quais podem se tornar, num futuro préximo, viaveis para
comercializacdo (KRISS et al., 2012; VALENTE, 2014), como por exemplo os ésteres
derivados do acido ricinoléico do 6leo de “mamona” (Ricinus communis) que
comprovadamente é um potente acaricida (ARNOSTI et al.,, 201l1a, 20011b;
SAMPIERI et al., 2012, 2013a, 20013b,2015, CAMARGO-MATHIAS, 2018). Estes
ésteres mostraram ser efetivos no combate dos carrapatos, uma vez que alteraram a
morfologia e, consequentemente, a fisiologia de importantes érgdos relacionados a
alimentacdo, caso das glandulas salivares, e a reproducdo, caso dos OVarios,
responsaveis pela producéo dos ovacitos e consequentemente das células que darédo
origem aos novos individuos. Os trabalhos que foram desenvolvidos até agora
forneceram resultados que mostraram que os ésteres agiram diminuindo as taxas
reprodutivas e alterando a dinamica da vitelogénese, o que por sua vez inibiu a
producdo de novos ectoparasitas (ARNOSTI et al., 2011 b; SAMPIERI et al., 2012).
Ainda segundo a literatura, os ésteres, eficientes no controle dos carrapatos, ainda
teriam a vantagem de nao provocar nos hospedeiros danos que pudessem interferir
na sua biologia (ARNOSTI et al., 2011 b), tendo inclusive sido demonstrado em alguns

estudos em laboratdrio que quando coelhos hospedeiros de carrapatos R. sanguineus



foram alimentados com racgéo enriquecida com esses bioativos, 0s mesmos né&o
apresentaram alteracdo nem no aspecto externo e nem no seu comportamento e
aumentaram de peso durante o experimento (SAMPIERI et al., 2012, 2013 a, 2013Db,
2015). No entanto, ndo se tem registro ainda na literatura do desenvolvimento de
trabalhos que tenham comprovado se estes ésteres alterariam a morfofisiologia dos
orgaos internos dos vertebrados (hospedeiros), como por exemplo do figado, principal
orgao responsavel pelas rotas metabdlicas dos processos de desintoxicacao.
Diante desse cenario e sob a perspectiva de num futuro proximo os ésteres do
acido ricinoleico do 6leo de mamona (R. communis) poderem ser utilizados como uma
estratégia de controle de carrapatos eficiente de importancia econémica mais
sustentavel, o presente estudo teve como objetivo avaliar bioquimica (sangue e urina)
e morfofisiologicamente (figado) como esses ésteres agiriam nas coelhas que, no
caso, estariam representando os modelos hospedeiros de carrapatos em laboratério,
informacgdes essas importantes para corroborar a indicagéo do seu uso no controle de

ectoparasitas da espécie R. sanguineus |. s..



2. OBJETIVOS

2.1. Geral:

O presente estudo teve como objetivo investigar a agdo dos ésteres do acido
ricinoléico do 6leo de mamona, usado como acaricida contra carrapatos do céo
(Rhipicephalus sanguineus I. s.) sobre os parametros bioquimicos do sangue e da
urina e sobre a morfofisiologia do figado de coelhas, usadas como modelos bioldgicos
hospedeiros, uma vez que a literatura dispde de alguns dados que afirmam que esses
ésteres nao seriam prejudiciais aos hospedeiros de carrapatos.

2.2. Especificos:

- realizar a andlise bioquimica dos parametros do sangue e da urina dosando
as enzimas: fosfatase alcalina, GGT (gama-glutamil transferase), ALT (alanina
aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase) (sangue) e os analitos:
proteinas totais, corpos cetbnicos, urobilinogénio e hemoglobina livre (urina),
verificando assim a ocorréncia (ou nao) de alteracdo nos indices de referéncia, bem

como no caso de ter havido alteracé@o se esta interferiu no desempenho do 6rgéo.

- realizar a analise morfofisioldgica, citoquimica e histoquimica do figado, para
a obtenc@o de dados mostrando se a exposi¢do aos ésteres traria algum prejuizo

interno para o hospedeiro de R. sanguineus |. s..



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais de realizacédo dos estudos

Para a realizacéo deste trabalho foram utilizados os equipamentos disponiveis
nas dependéncias do Laboratorio de Histologia do Departamento de Biologia e do
Biotério do Instituto de Biociéncias (IB) — UNESP, Rio Claro, SP. Nesta instituicdo esta
implantada a Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology (BCSTM), onde sao
mantidas col6nias de carrapatos, sob a coordenacdo da Profa. Dra. Maria lzabel

Souza Camargo.

3.2. Obtencdo dos ésteres do &cido ricinoléico do 6leo de mamona (Ricinus
communis)

Os ésteres foram produzidos e gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Gilberto
Orivaldo Chierice USP - Sao Carlos, SP, Brasil.

3.3. Obtencao da racéao fornecida as coelhas

Para desenvolvimento do presente estudo foram realizados dois Bioensaios (1
e 2), onde no primeiro foi oferecido como alimento as coelhas ragdo comercial da
marca Bandeirante estabilizada com NaCl e no segundo as coelhas foram
alimentadas com a mesma racdo comercial porém enriquecida com ésteres do acido
ricinoléico do 6leo de mamona, além do NaCl (Fig. 1). No Bioensaio 1 a racao
oferecida foi processada a partir de 20 quilos de racdo comercial que foram triturados
e posteriormente homogenizados com NaCl. No Bioensaio 2, 20 quilos da racéo
comercial (Fig. 1A) foram triturados (Fig. 1B) e posteriormente homogenizados com
os ésteres (Fig. 1C) na proporcdo de 5g de ésteres/Kg de racdo (SAMPIERI et al.,
2015), além da adicao do NacCl.

Apbs, realizou-se a repeletizacdo da racdo a ser utilizada em ambos os
Bioensaios, em peletizadora extrusora especifica para racdo (Engmaq) (Fig. 1D). Na
sequéncia, procedeu-se com a secagem em estufa da racdo peletizada (Figs. 1E-F)
instalada nas dependéncias do Laboratério de Nutricho e Saude de Peixes do
Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, UNESP/Botucatu (SP), Brasil, sob a supervisao da Profa. Dra.

Carla dos Santos Riccardi.



Figura 1

Figura 1: A= ragcao comercial; B= moinho; C= p6 de ragéo onde foi adicionado o éster estabilizado com NaCl; D=peletizadora extrusora; E= estufa para secagem
da ragao repeletiza; F= ragéo repeletizada pronto para o uso.



3.4. Hospedeiras

Foram utilizadas quatro coelhas saudaveis, com dois meses de idade, do
Grupo Genético Botucatu, pesando de 3 a 3.5 Kg, as quais nao tiveram contato prévio
com carrapatos ou com carrapaticidas, adquiridas do Biotério da UNESP/Botucatu,
SP, Brasil. As mesmas foram acondicionadas por 15 dias em gaiolas individuais de
arame galvanizado, para adaptacédo, sob temperatura (22°C +/- 2°) e fotoperiodos (14
horas claro e 10 horas escuro) controlados, recebendo agua e racéo. Este trabalho foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNESP de Rio
Claro, SP, Brasil, certificado n® 14/2017.

3.5. Delineamento experimental

Para o desenvolvimento dos experimentos foram utilizadas duas coelhas
hospedeiras por Bioensaio:

- Bioensaio 1: as coelhas receberam diariamente, durante 60 dias, 140g de
racao comercial repeletizada sem a adicdo dos ésteres e com a adicdo de NaCl.

- Bioensaio 2: as coelhas receberam diariamente durante 60 dias, 140g de

racdo comercial repeletizada com a adi¢do dos ésteres, bem como de NacCl.

3.6. Analises bioquimicas
Foram testadas amostras de sangue (Figs. 2, 3) e de urina (Fig. 4) colhidas nos
tempos 0 (T= 0 a partir dos 15 dias de adaptacéo), 15, 30, 45 e 60 dias.
As amostras de sangue foram avaliadas em duas analises distintas. Na anélise
1 as amostras foram coletadas nos tempos acima estabelecidos e imediatamente
analisadas (Fig. 2). Na andlise 2 as amostras foram coletadas nos periodos acima
determinados e congeladas, para serem posteriormente analisadas em um Unico

evento, apos o término dos bioensaios (60 dias) (Fig. 3).



FIGURA 2

Analise 1 dos Parametros Enzimaticos do Sangue
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Figura 2: Apds as coletas de sangue nos periodos necessarios realizou-se a analise bioquimica das amostras de soro nos tempos 0, 15, 30, 45
e 60 dias. A0= coleta e analise no inicio dos Bioensaios; A15= 15 dias apds o inicio dos Bioensaios; A30= 30 dias apds o inicio dos Bioensaios;
AE45=45dias apos o inicio dos Bioensaios; A60=60 dias apds o inicio dos Bioensaios.



FIGURA 3

Analise 2 dos Parametros Enzimaticos do Sangue
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Figura 3: Apos as coletas das amostras de sangue nos diferentes tempos estas foram congeladas para serem analisadas
bioquimicamente em um unico evento, o que ocorreu 60 dias apos o inicio dos Bioensaios.
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FIGURA 4

Analise dos Parametros Bioquimicos da Urina
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Figura 4: Apos as coletas da urina nos diferentes tempos realizou-se a analise bioquimica. A0= coleta e analise no inicio dos Bioensaios;
A15= 15 dias ap0s o inicio dos Bioensaios; A30= 30 dias apds o inicio dos Bioensaios; AE45=45dias apos o inicio dos Bioensaios; A60=60
dias apos o inicio dos Bioensaios.
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3.6.1. Obtencao das amostras de sangue
Foram coletados 2 mL de sangue via puncao jugular das coelhas, com auxilio
de seringa de 3 mL e agulha 25x8 (estéreis), que foram acondicionados em tubo seco

Vacuntainer com gel separador de soro.

3.6.2. Dosagem das enzimas hepéticas (sangue)

Foram dosadas alanina aminotransferase (ALT) (enzima encontrada no
citoplasma dos hepatdcitos), aspartato aminotransferase (AST) (enzima encontrada
nas mitocondrias das células do figado), gama-glutamil transferase (GGT) (enzimas
hepaticas presentes em maior quantidade nas células do figado e dos ductos biliares),
fosfatase alcalina (FAL) (presente principalmente no figado e ductos biliares, mas
também pode ser encontrada nas células dos rins, intestinos, pancreas e bago)
utilizando-se o aparelho BIOPLUS (analisador multiparamétrico semi-automatico de
ensaios colorimétricos e enzimaticos para bioquimica) e “kits” BIOLAB (seguindo
instrucdes do fabricante), nas dependéncias do Laboratério de Andlises Clinicas, das
Faculdades Integradas Einstein de Limeira, Limeira-SP, sob responsabilidade técnica
Luis Fernando Sodelli (CRBM n° 4.099).

3.6.3. Obtencao das amostras de urina
A urina foi obtida por meio da colocacdo de saco plastico estéril forrando o
fundo da gaiola. Na sequéncia, com o auxilio de seringa de 5mL a mesma foi coletada

e transferida para tubos Falcon.

3.6.4. Dosagem dos analitos

Realizou-se na urina a analise de: proteinas, urobilinogénio, bilirrubina e corpos
cetbnicos de acordo com a metodologia da fita reativa para urina, (URITEST®) e
seguindo as especificacdes do fabricante, em sala de experimentacédo alocada no
Biotério do Departamento de Biologia do IB/UNESP/Rio Claro, SP.

3.7. Analise estatistica

Todos os dados obtidos a partir da avaliacdo dos parametros bioquimicos das
coelhas tanto do Bioensaio 1 quanto do 2, foram analisados estatisticamente através
da aplicacdo da Andlise de Variancia Unifatorial (Analysis of Variance, one-way

ANOVA) para cada um dos parametros aqui estabelecidos. O teste de Dunnet foi
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utilizado para comparar os resultados obtidos entre os dois Bioensaios, pelo software
Statistical0 (StatSoft, 2011) (MC HUGH, 2011; KIM, 2015; MIRANDA., 2018).

3.8. Andlises morfoldgicas

3.8.1. Obtencédo das amostras de figado

Depois de completados os 60 dias estabelecidos para a realizacdo do
experimento, na sala do Biotério do Departamento de Biologia do IB/UNESP/Rio
Claro, SP, realizou-se a eutanasia das coelhas (médica veterinaria Dra. Leticia Maria
Graballos Ferraz Hebling, CRMV n° 5.412) com ketamina e xilazina aplicada via
intraperitoneal nas dosagens de 300 mg/kg e 30 mg/kg respectivamente. A seguir

procedeu-se a coleta dos fragmentos do figado (0,3 a 0,5 cm) destas.

3.8.2. Histologia
- Coloracdo pela hematoxilina de Harris-eosina aquosa (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983).

Depois de coletados, os fragmentos do figado foram fixados em
paraformaldeido 4% por 72 horas a 4° C. Em seguida, foram transferidos para solucao
tampao fosfato (NaCl 7,5 g/L, Na2HPO4 2,38 g/L e KH2PO4 2,72 g/L) onde
permaneceram por 24 horas. Na sequéncia, foram desidratados em série crescente
de alcool etilico a 70%, 80%, 90% e 95% (banhos de 30 minutos cada), embebidos
em historesina Leica por 24 horas e incluidos em moldes plasticos contendo
historesina mais polimerizador (Leica Historesin Kit®). Apds, os blocos foram
seccionados (3 ym) em micrétomo Leica RM2265 (Leica®) e as secgdes foram
recolhidas em laminas de vidro previamente limpas. As seccdes foram reidratadas por
1 minuto em agua destilada e, em seguida, coradas pela hematoxilina de Harris
durante oito minutos. Depois de lavadas por trés minutos em agua corrente, foram
coradas pela eosina aquosa por cinco minutos e novamente lavadas em &gua
corrente. Apds secagem em suportes de madeira a temperatura ambiente, foram
mergulhadas em xilol e cobertas com balsamo do Canada e laminula. As laminas
permanentes foram examinadas e fotografadas em microscopio de campo claro Leica
DM750 (Leica®) no laboratério de histologia do Biotério do Departamento de Biologia
do IB/UNESP/RIo Claro, SP.
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3.8.3. Histoquimica
- Técnica do PAS (4cido periddico-Schiff) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).
Para a deteccéo de polissacarideos neutros no figado, fragmentos do 6rgéo
foram fixados em mistura aquosa de Bouin por cinco dias. Depois foram desidratados
em concentracdes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e 95%) em banhos de 30
minutos cada. Na sequéncia, foram embebidos em historesina Leica por 24 horas e
incluidos em moldes plasticos contendo historesina mais polimerizador (Leica
Historesin Kit). Apds, os blocos foram seccionados (3 um) em micrétomo Leica
RM2265 (Leica®) e as seccOes recolhidas em laminas de vidro previamente limpas.
As seccOes foram reidratadas por 1 minuto em agua destilada e transferidas para
solucéo de &cido periédico 4% por 10 minutos. Apods, foram lavadas em agua destilada
por 1 minuto e imersas por 1 hora no reagente de Schiff. Foram lavadas por 30 minutos
em agua corrente, secas a temperatura ambiente e montadas em balsamo do Canada.
As laminas permanentes foram examinadas e fotografadas em microscépio de campo
claro Leica DM750 (Leica®) no laboratorio de histologia do Biotério do Departamento
de Biologia do IB/UNESP/RIo Claro, SP.

- Técnica do azul de bromofenol (PEARSE, 1985)

Para deteccdo de proteinas totais, fragmentos de figado foram fixados em
paraformaldeido 4% por 48 horas. Em seguida, foram transferidos para solucao
tampédo fosfato (NaCl 7,5 g/L, Na:HPO4 2,38 g/L e KH2POs4 2,72 g/L) onde
permaneceram por 24 horas. Na sequéncia, foram desidratados em série crescente
de éalcool etilico a 70%, 80%, 90% e 95% (banhos de 30 minutos cada), embebidos
em historesina Leica por 24 horas e incluidos em moldes plasticos contendo
historesina mais polimerizador (Leica Historesin Kit®). ApGs esse processo, 0s blocos
foram seccionados (3 um) em micrétomo Leica RM2265 (Leica®) e as secg¢des foram
recolhidas em laminas de vidro previamente limpas para posterior coloragéo pelo azul
de bromofenol, por uma hora, a temperatura ambiente. Apds serem lavadas com acido
acético 0,5% por 5 minutos e com agua corrente por 15 minutos, as mesmas passaram
rapidamente pela solucdo de alcool butilico terciario. A seguir, foram secas ao ar livre,
diafanizadas e montadas em balsamo do Canada. As laminas permanentes foram
examinadas e fotografadas em microscopio de campo claro Leica DM750 (Leica®) no
laboratorio de histologia do Biotério do Departamento de Biologia do IB/JUNESP/RIio
Claro, SP.
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3.8.4. Citoquimica
- Deteccédo da atividade da enzima fosfatase acida (HUSSEIN et al., 1990)
Fragmentos de figado foram fixados em formalina neutra tamponada 10% (pH
7.4), durante 1 hora e 30 minutos, a 4°C. Posteriormente foram lavados em tampéo
acetato de sodio (0,1 M, pH 4,8) e incubados por 45 minutos a 37°C em: naftol AS-TR
fosfato, DMSO (dimetil sulféxido), tampédo acetato de sodio (0,1 M, pH 4,8),
MnCI2.4H20 10% e sal vermelho violeta. Para o preparo do meio de incubacao foram
dissolvidos 3 mg do substrato naftol AS-TR fosfato em duas gotas de DMSO e, em
seguida, adicionados 10 mL de tamp&o acetato de sddio. Entéo foi acrescentado 0,2
mL de cloreto de manganés 10%. Essa solucdo foi misturada delicadamente e
adicionada em outro recipiente contendo 6 mg do sal vermelho violeta. Finalmente a
solucéo foi delicadamente agitada, para evitar a formagéo de precipitado. O controle
da técnica foi realizado excluindo-se o substrato (3 mg de naphtol AS-TR fosfato) do
meio de incubacédo. Apds a incubacao, os materiais foram lavados em tampéao acetato
de sddio (0,1 M, pH 4,8), desidratados em série crescente de alcool etilico a 70%,
80%, 90% e 95% (30 minutos cada), embebidos em historesina Leica por 24 horas e
incluidos em moldes plasticos contendo historesina mais polimerizador. Apds, 0s
blocos foram seccionados em micr6tomo Leica RM2265 (Leica®) (7 um de espessura)
e as seccdes foram coradas com hematoxilina de Harris por 8 minutos a temperatura
ambiente. As laminas foram secas ao ar livre, diafanizadas e montadas em balsamo
do Canada, para posterior documentacdao fotografica em microscépio de campo claro
Leica DM750 (Leica®) no laboratorio de histologia do Biotério do Departamento de
Biologia do IB/JUNESP/Rio Claro, SP.



4. Resultados

4.1. Andalise dos parametros do sangue
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Os dados aqui obtidos das amostras de sangue dos Bioensaios 1 e 2 estao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Dados estatisticos descritivos dos valores das
enzimas hepaticas obtidos das coelhas dos
Bioensaios 1 e 2 com média, minimo, maximo,
variancia e desvio-padrdo (DP) para os parametros

enzimaticos.
Enzima Meédia Minimo Maximo Variancia  DP
FAL1 9,10 8,00 10,00 0,73 0,85
GGT1 7,95 6,00 9,00 0,79 0,89
ALT1 45,60 42,00 49,00 3,31 1,82
AST1 22,80 17,00 28,00 9,33 3,05
FAL2 9,00 8,00 10,00 0,63 0,79
GGT2 8,10 7,00 9,00 0,62 0,79
ALT2 44,85 44,00 46,00 0,66 0,81
AST2 23,75 22,00 26,00 1,46 1,21

FAL= fosfatase alcalina, GGT= gama glutamil transferase, ALT= alanina
aminotransferase e AST= aspartato aminotransferase; FAL1, GGT1, ALT1 e
AST1 = andlise bioquimica 1; FAL2, GGT2, ALT2 e AST2 = analise bioquimica

2.

Segundo o teste ANOVA, nao foi verificada a ocorréncia de diferenca
significativa entre os parametros enziméticos FAL, GGT e ALT, entre os individuos
dos Bioensaios 1 e 2. No parametro enzimatico AST observou-se diferenca
significativa para os individuos do Bioensaio 2 quando comparados aos do 1. Os
valores de p obtidos da aplicacdo dos testes de Dunnet mostraram que nao houve
diferenca significativa entre os individuos dos Bioensaios 1 e 2 para as enzimas FAL,
GGT e ALT, porém foi observada diferenca significativa para a enzima AST dos

individuos do Bioensaio 2 (Tabela 2; Fig. 5).



Tabela 2: Andlise estatistica dos parametros

enziméticos (testes de Dunnet) a

partir

dos

dados

obtidos

individuos dos Bioensaios 1 e 2.

dos

Teste de Dunnet (p)

Enzima Bioensaio 2 Bioensaio 1
Al A2

Al 0,11 0,29
FAL1

A2 0,22 0,47

Al 0,44 0,02
GGT1

A2 0,68 0,62

Al 1,00 0,75
ALT1

A2 0,73 1,00

Al 1,00 <0,001*
AST1

A2 0,02* 0,02*

Al 1,00 0,68
FAL2

A2 0,68 1,00

Al 0,68 1,00
GGT2

A2 0,68 1,00

Al 1,00 0,91
ALT2

A2 0,68 0,46

Al 0,94 0,07
AST?2

A2 0,05* 0,74

A1 (coelha 1); A2 (coelha 2); fosfatase alcalina (FAL), gama glutamil

transferase (GGT),

alanina aminotransferase (ALT)

aminotransferase (AST).

* indica p <0,05.

e

aspartato
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Figura 5: Gréafico mostrando resultados das andlises dos parametros enzimaticos

do sangue das coelhas de ambos os Bioensaios analisados estatisticamente. A,

FIGURA 5
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(FAL) fosfatase alcalina; (GGT) gama glutamil transferase; (ALT) alanina

aminotransferase; (AST) aspartato aminotransferase; (valor do eixo Y) dosagens

enzimaticas quantitativas; (B1) Bioensaio 1; (B2) Bioensaio 2.
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4.2. Analise dos parametros da urina
Os resultados obtidos a partir da realizacdo da andlise da urina das coelhas
dos Bioensaios 1 e 2 demonstraram a auséncia dos analitos: hemoglobina livre,

proteinas, bilirrubina e urobilinogénio (Tabela 3).

Tabela 3: Andlise da presenca (+)/auséncia (-) dos analitos
hemoglobina livre, proteinas, bilirrubina e urobilinogénio
dosados na urina de coelhas dos Bioensaios 1 e 2.

Individuos Analisados
Bioensaio 1 Bioensaio 2

Parametros

hemoglobina livre - -

proteinas - -

bilirrubina

urobilinogénio - -

4.3. Andlises histoldgica e histoquimicas

4.3.1. Bioensaio 1

Os resultados histolégico e histoquimicos obtidos demonstraram que para
esses individuos a histologia do 6rgao manteve-se preservada (Figs. 6B-C), uma vez
que os hepatécitos apresentaram-se distribuidos em cordfes regulares e com
morfologia integra, ou seja, células cubicas, apresentando um ou dois nucleos
arredondados com cromatina dispersa e nucléolos integros (Fig. 6C), os quais
também estavam com sua morfologia preservada. As células de Kupffer, foram
observadas por entre os corddes hepaticos e mostraram seus nucleos alongados e
com aspecto integro (Fig. 6C).

Os resultados dos testes histoquimicos para detec¢éo de proteinas totais, bem

como de polissacarideos neutros, também deixaram claro que n&o houve alteracdes
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no tecido, e nem nas células (Figs. 6F-G, J-K). A vacuoliza¢do citoplasmatica nos
hepatécitos, evidentes na Figura 6G, onde foi aplicado o teste para deteccdo de
proteinas totais (azul de bromofenol), mostrou espacos que provavelmente estariam
representando locais onde haveria um acumulo de goticulas lipidicas, as quais nao
puderam ser aqui evidenciadas em virtude da especificidade da técnica (que nao
evidencia lipideos). O glicogénio, polissacarideo que é armazenado no figado, foi
observado distribuido no citoplasma dos hepatdcitos, preferencialmente localizados
na periferia dos mesmos (Fig. 6K) e sob a forma de fina granulacéo.

A citoquimica demonstrou auséncia de atividade da fosfatase acida nos figados
dos individuos do Bioensaio 1, o que indicou baixa atividade hidrolitica no tecido

hepatico destes (Figs. 6N-O).

4.3.2. Bioensaio 2

Neste Bioensaio, onde as coelhas receberam como alimento racao enriquecida
com os ésteres do &cido ricinoléico do 6leo de mamona estabilizados com o NaCl,
verificou-se a partir dos resultados obtidos da analise histolégica que no tecido
hepéatico das mesmas houve uma aparente desorganizacdo da disposicdo dos
hepatécitos nos corddes (Fig. 6D-E), inclusive ficando dificultada a visualizacdo dos
limites celulares. Uma intensa vacuolizacdo esteve presente ndo s6 no citoplasma dos
hepatdcitos, mas também por entre os mesmos (Fig. 6E). Os nlcleos dessas células
mostraram-se bastante irregulares, ou seja, perderam a morfologia original
arredondada (Fig. 6E) e, além de uma intensa picnose (Fig. 6E), os mesmos foram
deslocados do centro da célula para a periferia desta, provavelmente devido a extensa
presenca destes vacuolos (Fig. 6E) .

Quanto a deteccdo das proteinas totais no tecido hepético (Figs. 6H-I),
observou-se que a intensidade da marcacdo das mesmas nos individuos deste
Bioensaio foi menos intensa do que naqueles do Bioensaio 1. A presenca de goticulas
lipidicas no citoplasma dos hepatdcitos também pareceu ter diminuido, uma vez que
regides ndo marcadas pela técnica (vacuolos) foram menos frequentes nas ceélulas
desses individuos (Fig. 6l).

A analise histoquimica dos polissacarideos mostrou que houve modificacdo na
distribuicdo do glicogénio em toda a extensdo do tecido. No Bioensaio 1, verificou-se

que este polissacarideo esteve preferencialmente localizado no citoplasma dos
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hepatdcitos (intracelular) (Fig. 6K). Aqui, no Bioensaio 2, verificou-se que o glicogénio,
além de estar sob a forma de uma granulacdo mais espessa, esta também foi
observada ocupando os espacos extracelulares no tecido (Fig. 6M).

A citoquimica para evidenciar a atividade da enzima fosfatase acida revelou
que esta esteve presente nos hepatdcitos destes individuos tendo sido observada por
meio da forte marcacgdo citoplasmatica (Figs. 6P-Q), sinalizando resposta de intensa

atividade hidrolitica das células do figado das coelhas deste grupo de estudo.
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Figura 6: Representacdo esquematica mostrando o posicionamento do figado (A) e

seccoes histoldgicas (B-Q) do figado de coelhas (modelos hospedeiros).

B-C: Seccbes histoldgicas do figado dos individuos do Bioensaio 1 coradas pela hematoxilina
e eosina (HE).

D-E: Seccdes histoldgicas do figado dos individuos do Bioensaio 2 coradas pela hematoxilina
e eosina (HE).

F-G: Deteccao de proteinas totais no figado dos individuos do Bioensaio 1 (azul de
bromofenol).

H-l: Deteccdo de proteinas totais no figado dos individuos do Bioensaio 2 (azul de
bromofenol).

J-K: Deteccao de polissacarideos neutros no figado dos individuos do Bioensaio 1 (PAS).
L-M: Deteccao de polissacarideos neutros no figado dos individuos do Bioensaio 2 (PAS).
N-O: Detecgdo da atividade da enzima fosfatase acida no figado dos individuos do
Bioensaio 1.

P-Q: Deteccdo da atividade da enzima fosfatase acida no figado dos individuos do

Bioensaio 2.

*= veia centro lobular; hc= corddo de hepatécito; seta= nucleo do hepatécito; pn= nucleo
picnotico; Kc= célula de Kupffer; va= vacuolo; quadrado= glicogénio presente no citoplasma
do hepatécito; circulo= marcacédo da atividade da fosfatase acida.

Escala: B, D, F, H,J,L,N, P=50um; C, E, G, |, K, M, O, Q = 20um.
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5. Discussao

A literatura tem registrado ha varias décadas os beneficios e as propriedades
bioldgicas dos ésteres obtidos a partir do acido ricinoléico do 6leo de mamona os quais
vém sendo utilizados em varios setores da economia, servindo de base para pinturas,
vernizes, corantes, anilinas, desinfetantes, germicidas, 6leos lubrificantes de baixa
temperatura, composicao do biodiesel, colas e aderentes, nailon, polimeros e matéria
plastica (SILVA, 2000; CANGEMI, 2006; MESSETTI, 2010). Além disso, novos polidis
derivados do 6leo da mamona foram também desenvolvidos para serem utilizados na
fabricacao de préteses e de implantes 6sseos (REZENDE et al., 2001). Dados obtidos
mais recentemente mostraram que esses bioativos podem também ser considerados
como excelentes acaricidas, uma vez que trabalhos desenvolvidos por varios autores
nesta tematica, apresentaram resultados que apontaram para esses bioativos como
sendo uma estratégia de controle de carrapatos (ARNOSTI et al., 2011a, 2011b;
SAMPIERI et al.,, 2012, 2013, 2013 b, 2015; CAMARGO-MATHIAS, 2018).
Especificamente sobre as propriedades acaricidas destes ésteres, estas embora ja
fortemente comprovadas em pesquisas desenvolvidas em laboratdrio, confirmando
sua eficiéncia, ainda deixam lacunas relativas as respostas dos organismos alvos
(hospedeiros) a exposicdo aos mesmos, dados que até o presente sdo ainda
escassos, 0 gue demanda um conhecimento mais aprofundado que aborde inclusive
as rotas, bem como os mecanismos de acao desses ésteres. Informacdes sobre quais
seriam as implicacbes da presenca destes nos sistemas bioldégicos dos animais
vertebrados, principalmente daqueles que servem de hospedeiros dos carrapatos
tanto em experimentos que sdo conduzidos no campo quanto aqueles que o sdo no
laboratorio, seriam imprescindiveis para se confirmar se esses bioativos poderiam ser
indicados/utilizados no controle destes ectoparasitas.

Assim, diante da problematica acima colocada, o presente trabalho objetivou
elucidar qual seria a resposta de coelhas hospedeiras quando estas recebessem
como alimento ragéo enriguecida com esses ésteres (em experimentos conduzidos
em laboratorio) na perspectiva destes bioativos tornarem-se no futuro uma alternativa
para controlar infestacdes de carrapatos do cado R. sanguineus |. s. Neste trabalho
para obter-se essas informacgdes fez-se uso da andlise de parametros bioquimicos do
sangue e da urina, bem como da histologia, da histoquimica e da citoquimica do

tecido hepético das mesmas.
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Os resultados aqui obtidos revelaram que quando as coelhas foram expostas
aos ésteres (Bioensaio 2), ao contrario do que tem sido reportado na literatura
(ARNOSTI, 2011), que estes foram potencialmente capazes de alterar a estrutura
histoldgica e celular do tecido hepatico, causando um desarranjo na organizacao dos
corddes de células (hepatdcitos), bem como alterando a forma das mesmas, as quais
passaram de cubicas a irregulares. Essas alteracbes acarretaram na total
desorganizacao das vias normais de circulacdo sanguinea no interior do érgéo, o que
provavelmente alterou diretamente a fisiologia do mesmo.

O figado € considerado um dos oOrgdos primordiais nos processos de
desintoxicacdo dos vertebrados, sendo sensivel a qualquer alteracdo nos sistemas
internos dos mesmos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Ainda segundo a literatura
pertinente, esse O0rgdo estaria sendo considerado um excelente indicador para a
deteccao da toxicidade de diversos elementos, nos mais diversos organismos, o que
no presente trabalho, foi base para se mostrar que os ésteres, muito embora eficientes
acaricidas, trariam prejuizos aos individuos ndo alvos (hospedeiros) a eles expostos,
uma vez que alterariam a morfofisiologia deste 6rgao.

As alteracdes morfofisiologicas que foram observadas no figado das coelhas
expostas aos ésteres analisadas no presente estudo foram fortemente corroboradas
pela observacdo da alteracdo da enzima AST (aspartato aminotransferase), cuja
atividade foi avaliada por meio de amostras do sangue, onde detectou-se na
circulacao dos animais o aumento do indice da mesma. Reporta-se que a observacao
da elevacdo dessa enzima na circulagéo, ocorreria quando o animal apresentasse
algum tipo de patologia hepatica, ou mesmo quando nele estivessem ocorrendo
processos de necrose (MURRAY et al., 1994). Cerca de 80% da enzima AST esta
presente no interior das mitocéndrias que, em associacdo com os indices da ALT
(alanina aminotransferase), indicam alteracées no figado e sinalizam a instalacdo de
doencas hepéticas. Cabe ressaltar que, no caso de danos hepatocelulares leves
predomina no soro sanguineo a ezima citoplasmatica ALT, enquanto que em lesdes
hepatocelulares graves, ocorre a liberagdo da AST (mitocondrial) (MOTTA, 2003).
Desta forma, os dados aqui obtidos da analise dos niveis da AST no sangue das
coelhas do Bioensaio 2 permitiram inferir que os danos morfoloégicos (com
consequente alteracao fisioldgica no 6rgdo) aqui observados foram intensos no tecido
hepético das coelhas, reforcando o potencial hepatotoxico destes ésteres.

Foi também realizado no presente trabalho a analise dos analitos da urina das
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coelhas expostas aos ésteres, e constatou-se que ndo houve alteracdo nos niveis de
referéncia dos mesmos, indicando que estes ndo causaram a nivel renal toxicidade
aos animais.

Como complemento das analises bioquimicas, ainda neste trabalho foram
realizadas analises histologicas e histoquimicas do tecido hepatico, quando, através
de seccdes histoldgicas pode-se confirmar a hepatoxicidade dos ésteres nas coelhas
gue se alimentaram com racao enriquecida com as referidas moléculas (Bioensaio 2).
Essa confirmacao deu-se por meio da observacao de varias alteracées que incluiram:
a desorganizacdo dos corddes hepaticos com consequente aumento do espaco
intercelular, bem como com a presenca de hepatécitos irregulares, com nucleos
também irregulares e picnéticos, além de extensa vacuolizacdo citoplasmatica. Estas
alteracdes aqui observadas foram interpretadas como sendo o resultado da toxicidade
severa tanto no nivel celular quanto no tecidual do figado destas coelhas. A
hepatotoxicidade dos ésteres foi também fortemente corroborada pela observagéo de
hepatocitos em processo de morte celular, mostrando inclusive a instalacdo de um
processo de necrose, demonstrada também por meio da aplicacdo de técnica
citoquimica que evidenciou a presenca da enzima fosfatase acida no citoplasma dos
hepatocitos. Esse evento muito provavelmente deveu-se a intensa atividade hidrolitica
no citoplasma, o que por sua vez favoreceu a desestruturacao celular, bem como
acarretou na desorganizacao tecidual aqui observadas histologicamente.

Muito embora haja escassez de trabalhos disponiveis na literatura abordando
o efeito de acaridas de origem natural em diferentes tecidos de hospedeiros infestados
por carrapatos tanto no campo quanto em laboratério, os dados aqui obtidos
corroboraram aqueles de Cunha et al. (2017), autores que avaliaram a acdo do
carvacrol e do timol, acaricidas sintéticos de origem natural, sobre o tecido hepatico
de camundongos da espécie Mus musculus, e obtiveram resultados semelhantes aos
agui encontrados, ou seja, que deixaram claro que estes bioativos, embora de origem
natural, seriam hepatotoxicos, provocando nas células danos que as levariam
inclusive a entrar em processo de morte.

Foi ainda realizada nesse trabalho a avaliagéo histoquimica para deteccéo de
alteracdes nas células do figado das coelhas dos Bioensaios 1 e 2, como as proteinas
e os polissacarideos importantes elementos que sao produzidos e convertidos nesse
orgao. Muito embora ndo se tenha realizado testes histoquimicos para demonstrar a

presenca e localizacao de lipideos no figado, os resultados obtidos permitiram inferir
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gue houve reducao na frequéncia deste elemento nas coelhas do Boensaio 2 quando
comparou-se com aquelas do Bioensaio 1. Ainda nas coelhas do Bioensaio 2
verificou-se que houve aumento da frequéncia e localizacdo dos polissacarideos no
citoplasma dos hepatocitos destas, o que foi demonstrado pela forte e extensa
marcacdo de regibes abrigando depdsitos de glicogénio. Esses resultados
histoquimicos aqui obtidos sugeriram que os ésteres do acido ricinoléico fornecidos
via alimentacao estimularam nos hepatécitos a gliconeogénese sinalizando para os
mesmos que a melhor rota para obtencéo da glicose seria por meio da degradacao
dos lipideos ao invés dos depdsitos de glicogénio, resultando na liberagdo de energia
para realizacdo da sintese de ATP. Assim, muito provavelmente os ésteres tenham
atuado como reguladores da via da gliconeogénese nos hepatdcitos em questao,
provavelmente com a participacdo dos peroxissomos, organelas celulares que além
de outras teriam também a funcdo de oxidacdo de acidos graxos, liberando a
acetilcoezima-A, molécula imprescindivel a sintese de ATP durante o processo de
respiracao celular (MURRAY et al., 1994; ALBERTS et al., 2017).

Sendo assim, os dados aqui obtidos demostraram que os ésteres do acido
ricinoléico do 6leo da mamona, que ja em experimentos realizados anteriormente teve
seu potencial acaricida demonstrado (ARNOSTI et al., 2011a, b; SAMPIERI et al.,
2012, 20134, b, 2015) e nas condi¢cbes experimentais aqui conduzidas, foram capazes
de alterar a morfofisiologia do tecido hepatico das coelhas alocadas no Bioensaio 2,
ou seja, embora efetivos como acaricidas nas infestagcbes por carrapatos R.
sanguineus l.s. eles teriam acdo hepatotoxica no hospedeiro. Tais resultados
demonstraram que os ésteres, sdo ainda um método de controle alternativo de
carrapatos pouco seguro para ser recomendado, necessitando ainda de estudos
complementares, inclusive de testes de citotoxidade in vitro.

Os dados aqui apresentados demonstraram também que os ésteres, ao
contrario do que foi relatado anteriormente por outros autores que observaram que 0S
mesmos foram benéficos aos hospedeiros (gado de corte no campo), visto terem
promovido o aumentado do peso dos animais durante os experimentos, seriam na
realidade hepatotoxicos, causando no figado dos animais a eles expostos severos

danos estruturais e fisiolégicos os quais culminaram na morte dos hepatocitos.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo verificou-se que os ésteres do acido ricinoléico do 6leo de

mamona (acaricida) ofertados as coelhas hospedeiras de carrapatos, via alimentacao:

- provocaram o0 aumento da concentracdo da enzima AST (Aspartato
Aminotransferase) na circulagdo sanguinea o que significou que os ésteres, fator

exdgeno via alimentacéo, interferiram no metabolismo do figado.

- ndo interferiram nos parametros da urina aqui analisados, o que significou a nédo

toxicidade destes a nivel renal.

- provocaram alteragBes nas células e no tecido hepatico, desorganizando a
circulacdo sanguinea do 6rgdo por meio da desestruturacdo dos corddes hepéticos

e provocando a morte celular de hepatdcitos.

- alteraram o metabolismo tanto dos lipideos quanto dos polissacarideos (glicogénio)
acelerando a conversdo dos primeiros para a obtencdo de energia (via da

gliconeogénese).

- ainda ndo sdo seguros para 0s animais hospedeiros como estratégia de controle

de carrapatos R. sanguineus |. s.
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