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RESUMO

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) ¢ um importante ectoparasito na criacdo de bovinos
em regides tropicais, subtropicais e temperadas no mundo. Esse carrapato atua na transmissao
de patégenos, levando a quadros patoloégico em bovinos, e diminuindo a produtividade na
bovinocultura de corte e de leite. Como o carrapato R. microplus possui importancia médico
veterindria, elevando os custos de produgdo de bovinos, torna-se importante a realizagdo de
controle, que ¢ atualmente realizado quase que exclusivamente com a utilizagdo de
carrapaticidas organossintéticos. Atualmente, existem formulagdes comerciais disponiveis para
controle de R. microplus com base na associacao dos principios ativos, fipronil e fluazuron, que
tem sido amplamente utilizada. Contudo, ndo existem informagdes a respeito das alteragdes
histoloégicas dessas moléculas sobre esse carrapato, e tais estudos permitirdo melhor
compreensdo do mecanismo de acdo e toxicidade desses ingredientes ativos em diferentes
orgdos. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial efeito na biologia reprodutiva e
histolégico de uma formulagdo comercial, contendo fipronil e fluazuron em ovérios de fémeas
ingurgitadas de R. microplus. Para a realiza¢do do estudo, trés bezerros foram infestados com
aproximadamente 5.000 larvas nos dias -24, -21,-19,-17,-14, -12, -10, -7, -5 e -3, considerando
o dia 0, o dia do tratamento. O tratamento consistiu na aplicagcdo da formulacdo carrapaticida
comercial contendo fipronil (1,25 %) e fluazuron (2,5%) (Tick Gard®- MSD Satde Animal).
Antes da aplicagdo da formulacdo carrapaticida, foram recuperadas 20 fémeas ingurgitadas,
naturalmente desprendidas dos bovinos, para formagao do grupo controle. Apos a aplicagao da
formula¢do comercial, foram coletadas fémeas ingurgitadas naturalmente desprendidas dos
animais nos dias +5, +10 e +20 para acompanhamento da biologia reprodutiva e +4, +12 e +20
para avaliagdo da histologia dos ovarios. As fémeas coletadas para acompanhamento da
biologia reprodutiva foram mantidas em camara climatizada para oviposi¢do, posteriormente,
incubagdo desses ovos, enquanto as fémeas utilizadas para as andlises histoldgicas foram
mantidas em cdmara climatizada por 4 dias e ap0s esse periodo, foram dissecadas. Na avaliagao
da biologia reprodutiva, foi observado que as fémeas provenientes dos grupos tratados
produziram uma menor quantidade de ovos (p<0,05) e esses ovos apresentaram uma menor
viabilidade (p<0,5), quando comparados com o grupo controle. Todos os grupos tratados (G2 -
dia+4; Grupo 3 - dia +12 e grupo 4 - +20) tiveram alteragdes morfologicas consideraveis. As
alteragdes foram: desorganizacado citoplasmatica, degradacao citoplasmatica, formato irregular
do odcito, vesicula germinativa com formato irregular, reducdo dos granulos de vitelo,
vacuolizag¢do dos granulos de vitelo e rompimento do o6cito. Também foi observado um menor
namero de oocitos em todos estagios de desenvolvimento (I, II, IIL, IV e V) e um maior nimero
de odcitos indeterminados, nos ovarios de fémeas provenientes dos grupos tratados (p<0,05),
quando comparados com o grupo controle. A partir desses resultados, ¢ possivel concluir que
a formulacdo comercial contendo fipronil e fluazuron apresentou afetou a biologia reprodutiva
e causou alteragdes histoldgica nos ovarios de fémeas ingurgitadas de R. microplus, levando a
reducdo no nimero de odcitos.

Palavras chave: Carrapato dos bovinos, benzoilureia, fenilpirazol, histologia
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ABSTRACT

Rhipicephalus microplus is an important ectoparasite inside cattle breeding in tropical,
subtropical and temperate region in the world. This tick is responsible for pathogens
transmission, inducing a cattle pathological condition that can lead to a drop in meat and milk
productivity. The R. microplus represents a great importance regarding to livestock cost, thus
it is important control this ectoparasite which is done almost exclusively with chemical
acaricide. Currently, there are commercial formulations for R. microplus control that contain,
associated or not, fipronil and fluazuron. However there isn't any information regarding
cytotoxic effects of these molecules on ticks. Research on morphological changes caused by
these two products allows a better understanding of how these active ingredients act in different
tick organs. Thus, the objective of this study was to evaluate the reproductive biology and
histological effects of a commercial formulation, containing fipronil and fluazuron on the ovary
of R. microplus engorged females. Three calves were infested with approximately 5.000 larvae
on days -24, -21,-19, -17, -14, -12, -10, -7, -5 and -3, considering day 0, the treatment day. The
treatment consisted on the application of a commercial acaricidal formulation with fipronil
(1,25 %) and fluazuron (2,5%) (Tick Gard® MSD Saude Animal). Before application of
acaricidal formulation, 20 engorged females, naturally detached form the cattle, were
recovered, to form the control group. After application of the commercial formulation,
engorged females naturally detached from the animals were collected on days +5, +10 and +20
for reproductive biology monitoring and on days +4, +12 and +20 for ovaries histology
evaluation. The females collected for reproductive biology monitoring were kept in a climate-
controlled chamber for oviposition, subsequently incubating these eggs, while the females used
for histological analysis were kept in a climate-controlled chamber for 4 days and then
dissected. In reproductive biology evaluation, it was observed that females from the treated
groups produced a smaller amount of eggs (p<0.05) and these eggs had a lower viability (p<0.5)
when compared to the control group. All treatment group had considerable morphological
change. In the histological analysis, many alterations were observed in the oocytes of females
from all treated groups, including irregularly shaped oocyte, irregularly shaped germinal
vesicle, yolk granules reduction, yok granules vacuolization and oocyte disruption. It was also
observed a smaller number of oocytes in all stages of development (I, II, III, IV and V) and a
greater number of indeterminate oocytes on ovaries of females from the treated groups
(p<0.05), when compared with the control group. From these results, it is possible to conclude
that the commercial formulation containing fipronil and fluazuron affected the reproductive
biology and caused histological alterations in the ovaries of engorged females of R. microplus,
leading to a reduction in the number of oocytes.

Keywords: Cattle tick, benzoylurea, phenylpyrazole, histopathology.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os carrapatos pertencem ao filo Artropoda, classe Aracnida, subclasse Acari,
ordem Ixodida, e familia Ixodidae. A familia Ixodidae possui 0o maior niimero de espécies
descritas dentre as quatro familias, com cerca de 702 espécies!. As outras trés familias sdo
Argasidae, Nuttalliellidae e uma familia ja extinta, denominada de Deinocrotonidae®. Os
carrapatos sdo artropodes hematofagos, em que pelo menos em uma das fases de vida ird
parasitar o hospedeiro e sdo o principal grupo de vetores de agentes patogénicos para animais,
e o segundo para o humanos, fazendo com que esses ectoparasitos tenham grande importancia
em saude publica e satide animal’.

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) ¢ um carrapato originario da Asia,
sendo considerado o mais importante ectoparasito na criacdo de bovinos em regides tropicais,
subtropicais e temperadas ao redor do mundo®. Esse carrapato ¢ responsavel por grandes perdas
econdmicas, ocasionadas pela acdo direta e indireta. Os prejuizos diretos sdo decorrentes da
espoliacdo sanguineas e estresse, levando a debilidade, anemia e perda de peso, predisposi¢ao
a miiases e infecgdes secundarias®. De forma indireta, os prejuizos referem-se a transmissdo de
patogenos, como Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale, que isoladamente
ou associados, podem causar sintomas como febre, depressdo, hemoglobinuria, ictericia,
anemia, diarreia, aborto, tremores, convulsdes e coma, podendo até levar o animal a morte.
Também estdo incluidos entres os prejuizos indiretos os gastos com carrapaticidas,
medicamentos, infraestrutura e mao de obra para tratamento dos animais®.

Atualmente, o controle de R. microplus ¢ feito predominantemente com a utilizagao
de carrapaticidas quimicos, compostos por ingredientes ativos pertencentes a sete classes,
incluindo as lactonas macrociclicas, organofosforados, formamidinas, piretroides sintéticos,
fenilpirazéis e inibidores de crescimento (Tabela 1). Entretanto, a utilizacdo constante dos
carrapaticidas, as vezes sem critérios técnicos adequados, tem resultado na selecdo de
populagdes de carrapatos resistentes®’. Enquanto novas tecnologias de controle, como
utilizacdo de agentes biologicos, extratos vegetais, Oleos essenciais e vacinas ainda se

encontram na fase de pesquisa®?10-1!

, empresas tem adotado como alternativa, langar novos
produtos carrapaticidas a partir da associacdo de mais de um ingrediente ativo, visando o
aumento da eficacia das formulagdes'?. Nesse sentido, uma das associagdes disponiveis
comercialmente para o controle de R. microplus é a combinagdo do fipronil (fenilpirazol) com

o fluazuron (inibidor de crescimento)'.
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O fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trimethylmethyl)sulfinil]-1H-pirazol-3-
carbonitrila) ¢ uma molécula do grupo dos fenilpirazéis utilizado para controle de pragas tanto
na area da agricultura, como na area de medicina veterinaria!. Atua nos receptores GABA
(4cido g-aminobutirico), bloqueando o canal de cloro. O GABA ¢ um neurotransmissor
inibitorio da jungdo neuromuscular e sinapse do sistema nervoso de artropodes!®, incluindo o
singanglio de carrapatos!®. Ja o fluazuron pertence ao grupo das benzoilfeniluréias, atuando
como reguladores do crescimento!”, alterando o processo de muda, afetando o metabolismo de
quitina e hormdnios envolvidos nesse processo, prejudicando a formagao e eclosdo das larvas
e o crescimento e desenvolvimento dos carrapatos'®.

Nas formulagdes comerciais com a associacdo de fipronil + fluazuron, a agdo
carrapaticida se da de forma sistémica, uma vez que os carrapatos entraram em contato com
essas moléculas por meio da ingestdo de sangue do bovino tratado. A concentragdo plasmatica
maxima do fipronil em bovinos ocorre cerca de 2,5 dias ap6s a aplicagdo do produto, e a meia-
vida ¢ de 19 dias ap0s o tratamento. J4 a concentracdo plasmatica maxima do fluazuron ocorre
cerca de 6 dias ap0s aplica¢do do produto, € a meia-vida ¢ de cerca de 24 dias'>.

Pesquisas histologicas tém demonstrado que ingredientes ativos presentes nos
carrapaticidas ocasionam importantes alteracdes em oOrgdos internos, incluindo ovarios,
glandulas salivares, singanglio, tegumento e intestino!'®~2>24-26, Nao existem dados na literatura
a respeito do efeito histopatologico da associacdo do fipronil e fluazuron nos 6rgaos internos
de R. microplus, bem como, estudos avaliando o efeito de uma formulagdo comercial, contendo
fluazuron e fipronil, sobre carrapatos. Assim, o presente trabalho tem como objetivo verificar
as alteragdes morfologicas em ovario de fémeas ingurgitadas de R. microplus expostas ao

fluazuron e fipronil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalus microplus

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ um ectoparasito hematofago
obrigatdrio que possui os bovinos como hospedeiros primdrios. Essa espécie estd classificada
na familia Ixodidae, subfamilia Rhipicephalinae, género Rhipicephalus e subgénero Boophilus.
Curtice, 1981 classificou essa espécie no género Boophilus, porém, com base em estudos
filogenéticos atuais, o tdxon Boophilus foi reclassificado como um subgénero, e as espécies que
pertenciam a esse antigo género foram reclassificadas no género Rhipicephalus®’. Essa espécie
de carrapato ¢ considerada a mais importante do ponto de vista econdmico, na América Latina.
Isso se da, devido a sua alta capacidade de adaptacdo, podendo se espalhar rapidamente em uma
regido ou pais, capacidade de atuar como vetor de agentes patogénicos de grande importancia
na bovinocultura, tais como, Babesia bovis, Babesia bigemina ¢ Anaplasma marginale*® e pela
alta incidéncia de resisténcia que populagdes desse ectoparasito apresentam a diversas classes
de carrapaticidas®72%-30,

O Brasil é um dos principais paises produtores de carne’!, sendo cada vez mais
comum, a introdugdo de racas europeias nos cruzamentos industriais, tornando os animais mais
susceptiveis ao parasitismo por R. microplus®?. Ragas europeias e seus cruzamentos com
zebuinos perdem cerca de 6,89% do peso corporal devido infestagdo por carrapatos®, € o
parasitismo por R. microplus também ocasiona uma redugdo na producao de leite e redug@o no
peso de vacas leiteiras®®. A irritagdo causada pelos carrapatos também leva a redugdo do
consumo alimentar dos animais, reduzindo a produtividade e o status imunolégico, predispondo
os bovinos a outras patologias®. Estimativas recentes indicam que as perdas econdmicas na
bovinocultura de corte e de leite, decorrentes do parasitismo por R. microplus, chegam a U$
3.236,35 por ano®.

R. microplus tem os bovinos como hospedeiro preferencial, porém pode parasitar
outros animais como bubalinos, equideos, ovinos, caprinos e cervideos. O seu ciclo de vida ¢
monoxeno, podendo ser dividido em fase ndo parasitaria e parasitaria’®. A fase de vida nédo
parasitaria se inicia a partir do momento em que a teledgena (fémea ingurgitada) se desprende
do animal e caiu no solo, onde ird procurar um local adequado para realizacdo da postura, e
esse periodo se estende até a eclosdo das larvas, e encontro de um novo hospedeiro®®. Segundo
Rocha et al.’”, uma teledgena pode fazer postura de 2.631 até 7.759 ovos. As larvas se tornam
infestantes entre 4 a 6 dias, apos a eclosdo, quando ocorre a finalizagdo do processo de

enrijecimento da cuticula (deposi¢do da quitina)’®. Uma vez que essas larvas se tornam
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infestantes, elas sobem na vegetagao (fototropismo positivo), de forma mais ativa nas primeiras
horas da manha e ao final da tarde, periodos com temperatura mais amenas e menor incidéncia
de radiacdo ultravioleta® (Figura 1).

A fase de vida parasitaria se inicia com as larvas sobre os animais, € inclui os
estagios de larva, ninfa e adultos, terminado com desprendimento das fémeas ingurgitadas e
morte dos machos. Todas as mudancas de estidgio e a copula ocorrem sobre um mesmo
hospedeiro, ndo sendo necessario o desprendimento para realizagdo das mudas de larva para
ninfa e de ninfa para adulto no solo, como ocorre nos carrapatos trioxenos. A duracdo dessa
fase de vida ¢é relativamente constante, levando cerca de 21 dias®, sendo regulado pela
temperatura corporal do hospedeiro, que ¢ constante. Ja a fase ndo parasitdria dura
aproximadamente 70 dias, podendo ocorrer até 5 geragdes por ano*’. A dura¢do do ciclo
biologico sofre alteragdes principalmente na fase ndo parasitdria, pois, fatores como
temperatura ambiental, humidade relativa, tipo de forrageira e manejo da pastagem afetam
diretamente essa fase*!. Um outro aspecto importante que merece ser mencionado é que

segundo Gonzales®, cerca de 95% dos carrapatos estio no ambiente (Figura 1).

Metaninfa
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Figura 1 — Ciclo de vida do carrapato dos bovinos, Rhipicephalus microplus.
Fonte: modificada de https://www?2.ufersa.edu.br/portal/view/uploads/setores/98/entomologia/carra
patos_ahid.pdf

O conhecimento da ecologia de R. microplus, buscando interromper seu ciclo de
vida, principalmente na fase parasitaria, pode propiciar um controle mais eficiente, com menor

custo e impacto ambiental, devido a diminui¢do da quantidade de acaricida utilizada, além de
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desacelerar o processo de resisténcia dos carrapatos®*>*. O controle desse ectoparasito é
amplamente dependente de carrapaticidas quimicos, e a grande maioria desse carrapaticidas
atua como agente neurotoxicos**. No Brasil, resisténcia a diversos acaricidas, tais como

clorpirifos, amitraz, cipermetrina, fluazuron e o fipronil ja foram descritas em varios estados®*~

47,48-50

2.2 Fipronil e Fluazuron
As principais moléculas utilizadas atualmente como ingredientes ativos de
carrapaticidas comerciais, disponiveis no mercado mundial, estdo classificadas em sete classes

quimicas, e dentro de cada classe existem diferentes moléculas (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais classes/moléculas utilizadas como ingredientes ativos de carrapaticidas

disponiveis no mercado mundial.

Classe Quimica Principio Ativo

Piretroides Alfacipermetrina, Deltametrina,
Cipermetrina, Permetrina, Flumetrina
Formamidinas Amitraz
Organofosforados Clorpirifos, Clorfenvinfés, Cumafos,
Diazinén, Ethion, Fenthion, Triclorfon,
Diclorvos
Lactonas Macrociclicas Abamectina, Doramectina,
Eprinomectina, [vermectina,

Selamectina, Moxidectina, Milbemicina,

Oxima
Fenilpirazois Fipronil
Reguladores de crescimento Fluazuron, Diflubenzuron, Lufenuron,
Novaluron
Isoxazolinas Afoxolaner, Fluralaner, Lotilaner,
Sarolaner

O fipronil ¢ inseticida desenvolvido por uma empresa francesa, a Rhone-Poulenc
(atual Bayer Crop Science) entre 1985 € 1987 e langado no mercado em 19935!. Esse composto

atua ligando-se aos receptores dcido gama-aminobutirico e glutamato ligados aos canais i6nicos
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de cloreto®2. O GABA ¢ um dos principais neurotransmissores inibitorios do sistema nervoso
central da maioria dos invertebrados>®. Este neurotransmissor transmite sinais que inibem a
atividade nas células pos-sinapticas levando o parasito a uma superestimagdo e convulsio®*.
Esse receptor também ¢ encontrado em vertebrados, porém o receptor GABA em vertebrados
sdo molecularmente e farmacologicamente diferentes dos receptores GABAA dos insetos,
tornando o fipronil menos toxicos para os mamiferos e outros vertebrados®. Nos invertebrados,
além de ser encontrado no sistema nervoso central, ¢ encontrado também nas juncdes
neuromusculares periféricas’®.

O fipronil, além de bloquear os canais de cloro ligados a0 GABA, também bloqueia
dois tipos de canais de cloro ligados ao glutamato®*. Uma classe de receptores r-glutamato, o
canal de cloro ligado ao r-glutamato (GluCls), é unicamente presente em insetos’ e também

em carrapatos>®. O receptor de glutamato exerce efeito inibitorio na atividade muscular (Figura

2)%.
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Figura 2: Modo de agdo do fipronil nos receptores GABA ou glutamato nos artropodes.
Fonte: adaptado de Beugnet; Franc, 2012.
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O fluazuron ¢ uma molécula pertencente ao grupo de benzoilfeniluréia (regulador
de crescimento de insetos), que atua inibindo a sintese de quitina®. O efeito das
benzoilfeniluréias no desenvolvimento dos artropodes foi descoberto em 1970%, e em 1994, o
fluazuron foi introduzido no mercado para utilizagdo nos animais®'. A quitina é um
aminopolissacarideo de N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc) e sua sintese envolve reacdes
enzimaticas que convertem diferentes agticares (glicose, glicogénio ou trealose) em polimeros
de GlcNAc. As unidades de glicose sdo convertidas em GlcNAc, ligadas a uridina trifosfato
(UTP), transportadas na célula (conjugada a dolicol fosfato) polimerizada em quitina, e através
de ligagdes covalente com proteinas, forma as miofibrilas de quitina® (Gaudéncio, 2016). A
enzima quitina-sintetase (glicosiltransferases) catalisa a formagdo de quitina a partir de 5°-
uridina difosfato-N-acetil-D-glicosamina (UDP-GIcNAc) ¢ (figura 3).

Os inibidores da sintese de quitina afetam a eficiéncia reprodutiva em fémeas
através da inibicdo da eclosdo das larvas e a muda entre os estagios de vida dos carrapatos,
dessa forma ndo possui efeito “knock-down”, sendo assim, sua atividade acaricida ocorre a
longo prazo. Segundo Gaudéncio et al.** houve uma diminuigdo do peso das fémeas
ingurgitadas coletadas apds 15 dias da aplicagdo do produto comercial contendo o fluazuron.
Também houve diminui¢do do indice da producido de ovos em fémeas coletadas com 8 dias
apos o tratamento. O fluazuron ¢ uma molécula altamente lipofilica e quando administrada no
hospedeiro, ¢ acumulada no tecido adiposo o qual ¢ lentamente liberada para a corrente

sanguinea®.
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Figura 3: Biossintese do polimero de quitina em carrapatos.
Fonte: adaptado de Palli e RetnaKaran
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Existe atualmente no mercado trés produtos comerciais que contém a associacao

entre fipronil e o fluazuron, o Tick Gard® (1,25% de fipronil + 2,5 de fluazuron 2,5%) MSD

Saude Animal, Fiprotack (5% de fipronil e 12,5% de fluazuron), da Clarion e o Superhion®

(1% de fipronil e 3% de fluazuron), da Ouro Fino, ambos administrada via pour-on. A

combinagdo possui atividade acaricida contra as formas imaturas e adulta dos carrapatos.

Quando esses compostos sdo administrados em uma mesma formulacdo a concentragdo

sanguinea plasmatica maxima do fipronil em bovinos foi de 73,7 g/L apds 2,5 dias apds a

aplicagdo do produto nos animais via pour-on. Ja& o fluazuron, a concentracdo sanguinea

plasmatica maxima foi 26,1 pg/L, ocorrendo ap6s 6 dias da administragdo do produto. A meia
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vida do fipronil foi de 19 dias (+ 2 dias) e a do fluazuron foi de 24,5 dias (£ 3,5 dias) apos a

administra¢do do produto'?.

2.3 Anatomia e fisiologia dos ovarios dos carrapatos

Nos ixodideos, o ovario se apresenta como uma estrutura oca, tubular, em forma de
“U, e juntamente com um par de ovidutos, um utero, uma vagina, um par de glandulas
acessorias e a abertura genital, formam o aparelho reprodutor feminino. O ovério ¢ constituido
por um epitélio simples, que forma a parede que delimita o limen; células intersticiais, que
recobrem o limen e preenchem os espagos entre as oogonias; € 0s 00citos primarios®. As
oogonias fixam-se na parede do ovario por uma estrutura chamada de pedicelo (prolongamento
das células do epitélio ovariano) e permanecem fixadas nessa estrutura até a sua liberagdo para
o interior do ltmen%%%¢ (Figura 4).

Nos estagios juvenis e em fémeas ndo ingurgitadas, o ovario exibe uma estrutura
tubular simples. No estdgio de ninfa o ovério possui somente oogdnia e células intersticiais
indiferenciadas. Quando a ninfa realiza a muda para fase de fémea, j4 ¢ observado o
desenvolvimento de odcitos primarios, circundada por uma unica camada de célula epitelial®®.
O oviario ¢ envolto por uma Unica camada de células epiteliais e ocasionalmente células
musculares lisas, tinica propria acelular, bainha de tecido conectivo com 4 a 5 camadas de
material fibrilar. A tinica propria recobre cada odcito e recobre a parte externa a medida que
eles aumentam de tamanho. Acredita-se que tunica propria seja permeavel a vitelogenina e
outras proteinas da hemolinfa que sdo utilizadas pelo odcito para a vitelogénese (formagdo de
granulos de vitelo necessario para o desenvolvimento embrionario)®® (Figura 5).

Os odcitos passam por mudangas morfologicas importantes e necessarias para que
sua fertilizagdo ocorra. A classificagdo dos odcitos variam de odcito I até o odcito V e essa
classificagdo ¢ feita de acordo com a aparéncia do citoplasma, presenca de vesicula germinativa,

presenga e tamanho dos granulos de vitelo e presenga ou auséncia do corio®’ (Figura 5).
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Figura 4 — Sistema reprodutivo de fémeas de carrapatos. A: Diagrama da vista dorsal do
sistema reprodutivo de fémeas de ixodideos (AG: abertura genital; GAL: glandula acessoria
lobular; SL: sulco longitudinal; O: ovario; Oc: odcitos; Ov: ovidutos; Rs: receptaculo seminal;
GAT: glandula acessoria tubular; VV: vagina vestibular). B: Diagrama do ovario de
Rhipicephalus microplus mostrando os estagios de desenvolvimento inicial do odcito até a
ovulacao (I-V) (I: o6cito I; II: oocito II; III: odcito II1; IV: obcito IV; V: odcito V; ep: epitélio;
lu: lamen; ov: oviduto; gv: vesicula germinativa).

Fonte: Adaptada de Ogihara e Taylor®.
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O oocito I é pequeno e seu formato varia de redondo a eliptico; a vesicula
germinativa ¢ facilmente visualizada. Nao ha visualizag¢do de granulos de vitelo e a membrana
plasmatica nesse estagio ¢ delgada. O odcito II ¢ maior que o odcito I e no citoplasma comega
a aparecer pequenos granulos de vitelo. A membrana plasmatica ¢ mais espessa que no estagio
anterior e a vesicula germinativa ainda ¢ observada®’. Ribossomos e polissomos se acumulam
no citoplasma e grandes quantidades de mitocondrias também estdo presentes nessa regido.
Nessa fase, com o crescimento do odcito, a area de superficie se torna maior e ocorre producao
de microvilos abaixo da tinica propria ou lamina basal®*(Figura 4).

O odcito III ¢ maior que o estagio anterior, e nessa fase a vesicula germinativa ¢é
dificil de ser visualizada, ha deposi¢cdo de granulos de vitelo no citoplasma e a membrana
plasmatica continua se espessando, mostrando caracteristica do corio. Esse estagio ¢ chamado
de estagio vitelogénico (o6cito III para odcito IV), pois inicia-se a deposi¢do de granulos de
vitelo no interior do odcito. Nessa fase, o niicleo do odcito migra em dire¢do ao pedicelo®
(Figura 5).

No od6cito IV ja ha deposicao de granulos de vitelo de varios tamanhos e os granulos
maiores ficam na periferia, e em algumas espécies esse ¢ o ultimo estagio de desenvolvimento.
O odcito V ¢ o estagio final de desenvolvimento na maioria das espécies, onde hd grandes
granulos de vitelo distribuidos por todo o citoplasma. O corio apresenta-se espesso € possui
duas camadas distintas, uma externa, que estd em contato com as células epiteliais da parede
ovariana, chamada de exocdrio, e uma mais interna, que estd em contato com o o6cito, chamada

de endocdrio. Nesse estagio o odcito ja se encontra no lamen ovariano®’ (Figura 4).
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Figura 5 — Diagrama da ovogénese (A-E) do ovario de Rhipicephalus sanguineus (1. oocito I; II:
odcito II; III: odcito I1T; IV: oocito IV; V: o6c¢ito V; ch: corio; vg: vesicula germinativa; nu: nucléolo;
gv: granulos de vitelo.). Fonte: Adaptado de Roma et al, 2013.
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A figura 6 apresenta uma imagem de microscopia eletronica do cério do odcito de

Rhipicephalus sanguineus:

Figura 6: Microscopia eletronica de transmissdo do corio do odcito do Rhipicephalus
sanguineus. Ex= exocorio, em= endocoério, yg granulo de vitelo, seta= mostra canal
do corio. Fonte: Iturbe-Requena et al”., 2020.

O principal nutriente para o desenvolvimento embrionario dos artrépodes,
incluindo os carrapatos, ¢ a vitelina, que tem como precursora uma proteina chamada de
vitelogenina. A sintese da vitelogenina ocorre no intestino e no corpo gorduroso das fémeas,
sendo liberada na hemolinfa e captada pelo ovario via receptores. Dentro dos oocitos, a
vitelogenina acumula-se, formando granulos de vitelo’!. O pedicelo também parece estar
envolvido na sintese de parte dos elementos vitelogénicos que sdo transportados de forma ativa
para o odcito. A grande quantidade de mitocondrias presentes no citoplasma das células do
pedicelo, sugerem que essas organelas participam do transporte ativo dos precursores de vitelo
em Amblyomma triste’.

Muito estudos apontam que os hormonios ecdisterdides possuem um papel
importante na regula¢do do desenvolvimento do odcito € na vitelogénese (Figura 7)’!. Quando
a fémea inicia o processo de ingurgitamento, apdés a copula®. Fémeas de Amblyomma
hebraeum, ao atingirem o peso critico, ap6s a copula, desencadearam o processo de
vitelogénese € o desenvolvimento oocitario’® . Durante a cOpula, substincias, chamadas de

fatores de ingurgitamento, oriundas do trato reprodutivo masculino, sdo transferidas para a



29

fémea juntamente com o os espermatozoides e induzem o ingurgitamento completo e a sintese

de ecdisona’!.

Alimentag¢do sanguinea
até a

replecdo
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Genital da T
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e )()-E J
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Intestino Hemolinfa da
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Figura 7 — Diagrama da regulacdo endécrina da vitelogénese em carrapatos através dos
ecdisterdides. recAhEFalpha: feromonio sexual proteico masculino alfa e beta; Vg:
vitelogenina; VgR: receptor de vitelogenina; Vn: vitelina; 20-E: 20-hidroxiecdisona; JH:
horménio juvenil. Fonte: adaptada de Roe et al’!.

2.4 Alteracdes histopatologicas ocasionadas por carrapaticidas em ovarios de carrapatos

Em relagdo aos ovérios, existem estudos mostrando os efeitos histopatoldgicos de
moléculas carrapaticidas pertencentes a diferentes classes quimicas, incluindo estudos com
piretroides, organofosforados e fenilpirazois. O alvo de ac¢do dos piretroides sdo os canais de
sodio (responsaveis pelo inicio e propagacdao do potencial de a¢do), inibindo sua desativagao,
dessa forma hd um aumento do tempo de abertura dos canais de sodio’®. Alguns estudos
relataram alteragdes histologicas em ovarios de Rhipicephalus sanguineus causadas por
deltametrina'®. As alteragdes mais marcantes ocorreram nas concentragdes mais altas da
deltametrina (200 ppm), sendo observado odcitos com formato irregular, perdas da

caracteristica dos granulos vitelinicos e presenca de intensa vacuolizagdo citoplasmatica em
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todos os odcitos. Além disso, os oo6citos em estadgios avancado de desenvolvimento
apresentaram ruptura do corio e desorganizagdo citoplasmatica, perdendo caracteristicas que
conferem a viabilidade celular e o posterior desenvolvimento de um novo individuo. A
deltametrina também afetou a vitelogénese, a formagdo do corio e causou danos na vesicula
germinativa de alguns odcitos, levando a hipertrofia e fragmentag@o da cromatide dos odcitos.

Roma et.al. ! avaliaram a a¢do da permetrina nos ovarios de R. sanguineus s.l. e
também encontraram resultados similares. As alteragdes mais acentuadas, similar ao trabalho
citado anteriormente, ocorreram no tratamento com maior concentracdo do composto (2062
ppm), incluindo a presenga de vacuolos no citoplasma e formato irregular em todos os estagios
oocitarios; em odcitos II a vesicula germinativa tornou-se mais larga e eliptica; em o6cito 111
um maior nimero de vacuolos foram observados na regido do pedicelo; poucos granulos de
vitelo e presenca de vactiolos no citoplasma nos oocitos IV; e finalmente, perda completa do
formato e vactiolos na periferia e dentro dos granulos vitelinicos (menos evidente) do o6citos
V.

Buczek et.al ”° avaliou a biologia reprodutiva e o percentual de eclosdo em Ixodes
ricinus submetidos a diferentes concentragdes de alfacipermetrina e deltametrina, e observaram
reducgdo significativa da taxa de postura dos ovos e de eclosdo das larvas até mesmo em doses
mais baixas.

Em uma pesquisa com fémeas tratadas com amitraz (formamidinas), foi avaliado
alteracdes oocitarias, das quais foram encontradas: bordas onduladas, regides onde havia
descontinuidade da margem, e perda da integridade do vitelo em odcitos nos estagios IV e V.
Essas alteragdes provavelmente foram causadas pela entrada do composto toxico através da
hemolinfa, uma vez que a deposicdo do corio também foi alterada, permitindo dessa forma, a
passagem do amitraz para o interior do 06cito*7°,

O fipronil (fenilpirazdl) também ocasiona altera¢des nos ovarios. Em um estudo
com R. sanguineus s.1., concentragdes baixas de fipronil ja foram capazes de causar alteragdes
nesses O0rgdos. Na concentracdo de 10 ppm de fipronil, 75% dos odcitos II e III possuem
vacuolos em grande parte do citoplasma, com poucos granulos vitelinicos e espagos vazios em
toda célula. Nos odcitos IV e V de fémeas submetidas a 10 ppm de fipronil, houveram grande
aumento de vacuolos. Os 06citos V se tornaram enrugados pela ruptura dos granulos de vitelo®.
Essas alteragdes, estio de acordo com o resultado obtido por Davey et.al.”’, onde foi
demostrado uma redu¢do da capacidade reprodutiva de fémeas R. microplus tratadas com

fipronil.
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3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar se a formulagdo comercial contendo fipronil + fluazuron ocasiona alteragdes na
biologia reprodutiva e morfologia em ovarios de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus

microplus.

3.2 Objetivo especifico
e Avaliar se a formulacdo comercial contendo fipronil + fluazuron ocasiona alteragdes na
biologia reprodutiva de fémeas ingurgitadas de R. microplus;
e Avaliar se a formulagdo comercial contendo fipronil + fluazuron ocasiona alteracdes
histopatologicas em ovarios de fémeas ingurgitadas de R. microplus
e Avaliar se existe correlacdo entre as alteragdes na biologia reprodutiva e alteragdes

histopatologicas, ocasionadas pela associagao de fipronil + fluazuron
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CAPITULO 11

AVALIACAO DA BIOLOGIA REPRODUTIVA E HISTOPATOLOGIA
DOS OVARIOS DE FEMEAS INGURGITADAS DE Rhipicephalus
microplus SUBMETIDAS A UMA FORMULACAO CONTENDO
FIPRONIL E FLUAZURON
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos de uma formula¢do comercial, contendo fipronil
e fluazuron, sobre a biologia reprodutiva e histologia de ovarios de fémeas ingurgitadas de R.
microplus. Trés bezerros foram infestados artificialmente com aproximadamente 5.000 larvas
nos dias -24, -21, -19, -17, -14, -12, -10, -7, -5 ¢ -3, sendo o dia 0, o dia do tratamento. O
tratamento consistiu na aplicacdo de uma formulagdo comercial contendo fipronil (1,25% e
fluazuron (2,5%) (Tick Gard®- MSD Saude Animal). Antes da aplicagdo da formulagdo
comercial, 20 fémeas ingurgitadas, despendidas naturalmente dos bovinos, foram coletadas,
formando o grupo controle. Apos a aplicacdo da formulagdo comercial, as fémeas ingurgitadas
desprendidas naturalmente foram recuperadas nos dias +5, +10 e +20 para avaliacao da biologia
reprodutiva e nos dias +4, +12 e +20 para avaliacdo histologica dos ovarios. As fémeas
coletadas para biologia reprodutiva foram mantidas em cdmara climatizada para oviposi¢ao,
subsequentemente, para incubacao dos ovos, enquanto as fémeas para andlise histologica foram
mantidas em camara climatizadas por 4 dias e posteriormente, dissecadas. Os ovarios foram
retirados e armazenados em eppendorf com solugdo formalina tamponada 3%, e mantidas
durante 2 semanas a 4° C. Posteriormente, os ovarios foram desidratados de forma seriada em
etanol (70%, 80%, 90%, 95% e 100%) durante 15 minutos em cada concentragdo, e incluidos
em Historesin (Leica®) durante 2 semanas a 4° C. Posteriormente, os 6rgdo foram transferidos
para moldes de silicone com resina de polimerizagcdo para formacdo dos blocos. Os blocos
foram seccionados na espessura de 4 pm, usando um microétomo (Leica RM 2145) e distribuido
em laminas de microscopia 26x76 mm com ponta fosca. Os cortes foram corados com azul de
toluidina 1%. Na avaliacao da biologia reprodutiva, foi observado que as fémeas provenientes
dos grupos tratados produziram uma menor quantidade de ovos (p<0,05) e esses ovos
apresentaram uma menor viabilidade (p<0,05), quando comparados com o grupo controle. Na
analise histologica, todos os grupos tratados (G2 - dia+4; Grupo 3 - dia +12 e grupo 4 - +20)
tiveram alteragdes morfologicas consideraveis. As alteracdes foram:  desorganizacao
citoplasmatica, degradacdo citoplasmatica, formato irregular do odcito, vesicula germinativa
com formato irregular, redu¢do dos granulos de vitelo, vacuolizagdo dos granulos de vitelo e
rompimento do oo6cito. Também foi observado um menor ntimero de odcitos em todos estagios
de desenvolvimento (I, II, III, IV e V) e um maior nimero de oocitos indeterminados, nos
ovarios de fémeas provenientes dos grupos tratados (p<0,05), quando comparados com o grupo
controle. A partir desses resultados, € possivel concluir que a formulagdo comercial contendo
fipronil e fluazuron apresentou afetou a biologia reprodutiva e causou alteragdes histologica
nos ovarios de fémeas ingurgitadas de R. microplus, levando a reducdo no niimero de odcitos.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, inibidores de crescimento, fenilpirazol, histopatologia



42

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the reproductive biology and histological effects of
a commercial formulation, containing fipronil and fluazuron on the ovary of R. microplus
engorged females. Three calves were infested with approximately 5.000 larvae on days -24, -
21, -19, -17, -14, -12, -10, -7, -5 and -3, considering day 0, the treatment day. The treatment
consisted on the application of a commercial acaricidal formulation with fipronil (1,25 %) and
fluazuron (2,5%) (Tick Gard® MSD Saude Animal). Before application of acaricidal
formulation, 20 engorged females, naturally detached form the cattle, were recovered, to form
the control group. After the commercial formulation was applied, engorged females naturally
detached from the animals were collected on days +5, +10 and +20 for reproductive biology
monitoring and on days +4, +12 and +20 for ovaries histology evaluation. The females collected
for reproductive biology monitoring were kept in a climate-controlled chamber for oviposition,
subsequently incubating these eggs, while the females used for histological analysis were kept
in a climate-controlled chamber for 4 days and then dissected. The ovaries were dissected and
stored in Eppendorf with buffered formalin 3%, which were remained for 2 weeks at 4°C.
Subsequently, the ovaries were dehydrated serially in ethanol (70%, 80%, 90%, 95% and 100%)
during 15 minutes interval, and included in Historesin (Leica®) for another 2 weeks at 4° C.
After this period, the organs were transferred to silicone molds with polymerization resin to
form blocks. The blocks were sectioned at thickness of 4,0 um, using a microtome (Leica RM
2145) and distributed on microscope slides 26x76 mm with a matte tip. The sections were
stained with toluidine blue (1%). In reproductive biology evaluation, it was observed that
females from the treated groups produced a smaller amount of eggs (p<0.05) and these eggs
had a lower viability (p<0.5) when compared to the control group. In the histological analysis,
many alterations were observed in the oocytes of females from all treated groups, including
irregularly shaped oocyte, irregularly shaped germinal vesicle, yolk granules reduction, yok
granules vacuolization and oocyte disruption. It was also observed a smaller number of oocytes
in all stages of development (I, II, IIL, IV and V) and a greater number of indeterminate oocytes
on ovaries of females from the treated groups (p<0.05), when compared with the control group.
From these results, it is possible to conclude that the commercial formulation containing
fipronil and fluazuron affected the reproductive biology and caused histological alterations in
the ovaries of engorged females of R. microplus, leading to a reduction in the number of
oocytes.

Keywords: Cattle tick, benzoylurea, phenylpyrazole, histopathology
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1. INTRODUCAO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), ¢ um ectoparasito que tem os
bovinos como hospedeiros preferenciais. Esse carrapato estd amplamente distribuido em paises
localizados em regides tropicais, subtropicais e temperadas (Pereira, 2008). Do ponto de vista
médico veterinario, essa espécie ¢ considerada a mais importante na regido Neotropical, a ponto
de centralizar a atencdo de instituicdes de pesquisa € empresas que produzem antiparasitarios
(Martins et al., 2006).

R. microplus causa perdas econdmicas diretas devido a espoliagdo sanguinea e suas
consequéncias, como perda de sangue, estresse dos bovinos, danos no couro, propensao a
miiases, reagoes alérgicas, reagdes inflamatdrias e anemia. O estresse causado pelos carrapatos
também leva a reducdo do consumo de alimentos, queda na produtividade (Furlong et al., 2004;
Grisi et al, 2014). Também existem prejuizos indiretos relacionados com a transmissdo de
agentes patogénicos (Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale), gastos com
carrapaticidas, medicamentos, equipamentos ¢ mao de obra para tratamento dos animais
(Furlong et al., 2004).

A utilizacdo de carrapaticidas quimicos ¢ a principal forma de controle desse
ectoparasito, e as principais classes de acaricidas utilizadas sdo as lactonas macrociclicas,
organofosforados, formamidinas, piretréides sintéticos, fenilpirazdis e inibidores de
crescimento. A utilizagdo continua, ao longo de varios anos, e muitas vezes de sem critérios
técnicos, tem resultado na sele¢do de populagdes resistentes (Campos Jinior e Oliveira, 2005;
Silva et al., 2005; Gomes et al., 2011; Raynal et al., 2013; Santana et al., 2013; Reck et al.,
2014; Klatke et al.,, 2017). Novas tecnologias de controle, como utilizagdo de agentes
biologicos, extratos vegetais, Oleos essenciais e vacinas, ainda se encontram em fase de
pesquisa (Monteiro et al., 2010; Merino et al., 2011; Fernandes et al., 2012; Ghosh et al., 2015;

Nwanade et al., 2020). Assim, as empresas farmacéuticas t€ém buscado vencer esse desafio de
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populacdes resistentes com o desenvolvimento formulagdes carrapaticidas a partir da
associacdo de moléculas de diferentes grupos quimicos (Furlong et al., 2007). Nesse sentido,
uma das associacdes disponiveis comercialmente para o controle de R. microplus ¢ a
combinagdo do fipronil (fenilpirazol) com o fluazuron (inibidor de crescimento) (Lopes et al.,
2017).

O fipronil ¢ uma molécula pertencente ao grupo dos fenilpirazdis que age nos
receptores GABA (4cido g-aminobutirico — neurotransmissor inibidor de sinapse no sistema
nervoso de artropodes), bloqueando o canal de cloro, e foi introduzido no mercado em 1993
para o controle de pragas agricolas e parasitos de importancia médico-veterinaria (Rauh et al.,
1990; Moffat, 1993). Mais recentemente, os canais de cloro ativados por glutamato (outro
neurotransmissor) também foram reconhecidos como alvos importante do fipronil (Zhao et al.,
2004). O fluazuron faz parte do grupo das benzoilfeniluréias, e atua como regulador de
crescimento (Coop et al., 2002), impactando o processo de muda, alterando o metabolismo de
quitina e/ou a producdo dos hormonios envolvidos nesse processo, prejudicando a formagao e
eclosdo das larvas, bem como, o crescimento e desenvolvimento dos carrapatos (Graf et al.,
2004; Fournet et al., 1995; Hoffmann & Lorenz, 1998; Pawar et al., 1995). O fluazuron nao
possui efeito knock-down, agindo de forma lenta e gradativa, apresentando baixa toxicidade em
vertebrados (Taylor, 2001).

Estudos histologicos tém demonstrado que os acaricidas quimicos causam alteragdes
morfoldgicas em varios 6rgaos dos carrapatos, como no singanglio (Roma et al., 2013; Pereira
et al., 2017), ovarios (Camargo-Mathias et al., 2017; Kanapadinchareveetil et al., 2017; Roma
et al., 2011; Prado-Ochoa et al., 2014) e glandulas salivares (Kanapadinchareveetil et al., 2019;
Nodari et al., 2012). Pesquisas com o fipronil, demonstraram que essa molécula ocasiona
alteracdes nos ovarios de fémeas semi-ingurgitadas de R. sanguineus sensu lato (s.l.) (Oliveira

et al., 2008), enquanto o fluazuron ocasiona efeito deletério na cuticula e intestino de ninfas
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desse mesmo carrapato (Oliveira et al., 2013). Atualmente, ndo existem dados na literatura a
respeito alteracdes histopatoldgicas que essas moléculas ocasionam em tecidos/6rgaos internos
de R. microplus, bem como, estudos avaliando o efeito de uma formulagdo comercial, com a
associagdo dessas duas moléculas sobre carrapatos. Assim, o presente trabalho tem como
objetivo verificar alteracdes na biologia reprodutiva e morfologicas em ovario de fémeas
ingurgitadas de R. microplus, expostas ao fluazuron e fipronil. A hipotese ¢ que haja alteragdes
deletérias nos ovarios, em decorréncia da exposi¢do do carrapato ao fipronil e fluazuron,

alterando a morfologia dos o6citos, impactando a biologia reprodutiva de fémeas R. microplus.

2 METODOLOGIA

2.1 Obtengdo dos carrapatos

Os carrapatos (cepa Gyn) utilizados para a realizag@o do estudo foram obtidos de colonia
mantida através de infestagcdo artificial em bovinos estabulados em baias na Estacdo de
Experimentacdo Animal da Escola de Veterindria e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal
de Goias (UFG). Esse procedimento foi aprovado de pela Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA 075/2018). As fémeas ingurgitadas desprendidas naturalmente dos animais foram
levadas para o laboratdrio, lavadas com agua destilada, e mantidas em camara climatizada do
tipo B.O.D (SOLAB 200/364), com temperatura e humidade controladas (27+1° C e UR
80£10%), para realizacdo de postura. Apos 15 dias, os ovos obtidos foram pesados e
fracionados em quantidades de 250 mg (equivalente a 5.000 larvas) e acondicionados em
seringas de 5 mL, com extremidade distal cortada, vedadas com algodao hidréfilo e mantidas
nas mesmas condigdes de temperatura e umidade citadas anteriormente. Apos cerca de 21 dias,

foi realizada a avaliacdo da eclosdo larval por meio de estimativa visual, sendo selecionadas
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para infesta¢do dos animais e realizacdo do estudo, somente as seringas contendo amostras com

percentual de eclosdo larval superior a 95%.

2.2 Infestagdo e tratamento dos bovinos

Foram utilizados trés bezerros machos, sem raga definida (cruzado), com idade entre 8
a 10 meses e peso entre 150 a 180 kg. Esses bezerros foram estabulados individualmente em
baias na Estacdo Experimental Animal da EVZ/UFG e receberam como alimento, silagem de
milho, racdo balanceada contendo sal mineral e dgua ad libitum. A limpeza das baias onde os
animais foram mantidos foi realizada diariamente.

As infestagdes seguiram as recomendagdes de Portaria nimero 48/1997 do Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, para registro de produtos antiparasitarios (MAPA,
1997). Para infestagdo dos animais foram utilizadas larvas com idades entre 15 a 21 dias apo6s
a eclosdo, e cada bezerro foi infestado com aproximadamente 5.000 larvas (250 mg), nos dias
24, -21, -19, -17, -14, -12, -10, -7, -5 e -3. No dia 0, foi realizada a aplica¢do da formulagao
carrapaticida pour on (Tick Gard®, MSD Satde Animal) contendo fipronil (1,25 mg/kg) +
fluazuron (2,5 mg/kg) como ingredientes ativos. A aplicacdo do carrapaticida foi realizada na
dosagem de 1 ml para cada 10 kg, correspondente a 2,5 mg/kg de fluazuron e 1,25 mg/kg de
fipronil. Para isso, os animais foram pesados, e em seguida, foi feita aplicagdo no dorso do

animal, utilizando um volume entre 15 a 18 ml em cada animal.

2.3 Recuperagdo das fémeas ingurgitadas para analises de biologia reprodutiva

Para avaliacdo da biologia reprodutiva, foram recuperadas 10 fémeas ingurgitadas
(desprendidas naturalmente) do chdo das baias (pelo menos trés carrapatos de cada animal). O
grupo controle foi formado com 10 fémeas ingurgitadas recuperadas no dia 0, antes do

tratamento dos bovinos. Apds o tratamento dos animais, foram recuperadas 10 fémeas
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ingurgitadas nos dias +5, +10 e +20 para avaliar o efeito da formulacdo sobre a biologia
reprodutiva das fémeas ingurgitadas, permitindo a formag¢do de 04 grupos com pesos
homogéneos (p>0,05). As baias foram lavadas diariamente, garantindo a recuperagdo de fémeas
desprendidas exatamente nos dias determinados. Assim, foram formados os seguintes grupos:

e Gl (Controle): Fémeas ingurgitadas recuperadas antes do tratamento dos animais;

e (32: Fémeas ingurgitadas recuperadas no dia +5;

e (3: Fémeas ingurgitadas recuperadas no dia +10;

e (G4: Fémeas ingurgitadas recuperadas no dia +20.

Os quatro grupos formados, com pesos homogeneizados (p>0,05), foram mantidos em
camara climatizada do tipo B.O.D (SOLAB 200/364), com temperatura e umidade controladas
(27£1°C e UR 80+10%) para avaliagdo dos pardmetros bioldgicos. Apos 15 dias, foi realizada
a pesagem dos ovos, que em seguida, foram acondicionados em seringas plésticas com
extremidade distal cortadas, vedadas com algodao hidrofilo e incubadas nas mesmas condig¢des
de temperatura e umidade para avaliagdo do percentual de eclosdo (21 dias apo6s a pesagem dos
ovos). Foram avaliados os seguintes parametros:

e Peso inicial (PI) - Peso da fémea ingurgitada antes da oviposi¢do (mg);

e Peso da massa de ovos (PM) — peso da massa de ovos produzido pelas fémeas
ingurgitadas (mg);

e Percentual de eclosdo larvas (PE) — contagem dos ovos e das larvas eclodidas (%)

(Figueredo et al., 2017);

A partir desses valores foi feito o calculo do indice de produgao de ovos (IPO% - Bennet,

1971), reproducao estimada e percentual de controle (Drummond et al., 1973).

indice de produgio de ovos (IPO) = % x 100
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Reprodugdo estimada (RE) = (%) x PEx 20.000

RE do grupo controle—RE do grupo tratado
Percentual de controle (%C) = ¢ gTp gTp ) 100

RE do controle

2.4 Recuperagdo das fémeas ingurgitadas para histologia
Para avaliacdo dos efeitos da formulagdo carrapaticida sobre os ovarios de fémeas

ingurgitadas de R. microplus, foram coletados 20 carrapatos no chdo das baias (pelo menos seis
de cada animal). O grupo controle foi formado com carrapatos recuperados no dia 0, antes do
tratamento dos animais. Os grupos tratados foram formados por carrapatos recuperados nos
dias +4, +12 e +20. As baias também foram lavadas diariamente, garantindo a recuperacao de
fémeas desprendidas exatamente nos dias determinados. Assim, foram formados os seguintes
grupos:

e Gl (Controle): Fémeas ingurgitadas recuperadas antes do tratamento dos animais;

e (32: Fémeas ingurgitadas recuperadas no dia +4;

e (3: Fémeas ingurgitadas recuperadas no dia +12;

e (G4: Fémeas ingurgitadas recuperadas no dia +20.

Apos as coletas, as fémeas ingurgitadas (20 por grupo) foram lavadas com agua
destilada, secas com papel toalha e acondicionadas em camara climatizada do tipo B.O.D
(SOLAB 200/364), com temperatura e umidade controladas (27 £ 1° C e UR 80 £ 10%) durante
quatro dias, para matura¢ado final dos ovarios. Apos 4 dias, foram selecionadas aleatoriamente,

cinco fémeas ingurgitadas ainda vivas, para realizacdo da dissecacdo e obtencdo dos ovarios.
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2.5 Avaliagao histologica dos ovarios

Antes do processo de dissecagdo, as fémeas foram mantidas na geladeira por no
minimo trinta minutos, para insensibilizacdo por choque térmico. Para o processo de
dissecagdo, fémeas ingurgitadas foram colocadas em placa de Petri, embebecida com solucao
salina a 0,9% de cloreto de s6dio, para evitar a desidratacdo dos 6rgaos.

Os ovarios foram retirados e fixados por 2 semanas em solu¢do de formalina
tamponada 3% e armazenada a 4° C. Apos esse periodo, foram desidratados em banhos de 15
minutos em solugdes seriadas de etanol a 70%, 80%, 90% e 100% (2x). Posteriormente, os
orgdos foram inclusos em resina glicolmetacrilato (Leica), de acordo com as recomendacdes
do fabricante, ¢ mantidos a 4°C, durante 2 semanas. Apds esse periodo, os 6rgdos foram
transferidos para moldes de silicone preenchidos previamente com resina Leica de
polimerizacao.

Os blocos foram seccionados com auxilio de microtomo Leica RM 2145, a 4 um de
espessura, e recolhidos em lamina de vidro para microscopia (26 x 76 mm) com ponta fosca.
Depois de secas, as laminas foram coradas com azul de toluidina (1%), e as secg¢des foram
fotografadas em foto microscopico (ZEISS). Para analise quantitativa foram selecionados 3
cortes de cada repeti¢do (fémea ingurgitada), de acordo com a qualidade técnica de coloragao.
Como em cada grupo, haviam 5 repeti¢des (5 fémeas por tratamentos), obtivemos 15 cortes por
grupo (15 cortes — 3 de cada fémea). A medida que esses oodcitos foram quantificados, em seus
diferentes estagios de desenvolvimento, as altera¢des visualizadas em cada um deles, também
foram quantificadas.

Foi realizada a quantificacao dos diferentes estagios de desenvolvimento dos odcitos e
frequéncia de alteragdes encontradas em cada tratamento. Para elaboracdo da tabela com as
alteracdes morfologicas, foram consideradas apenas as alteragdes mais frequentes (frequéncia

superior a 5% em pelo menos um dos tratamentos).
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2.6. Andlise estatistica
Para realizag¢do da andlise estatistica de todos os experimentos, foi utilizado o software
Biostat versdo 5.0. Os dados adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco seno

x e analisados por teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis e Student-Newman-Keuls (p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1 Avaliagdo da biologia reprodutiva

Nao foram observadas diferencas (p=0,99)em relag¢@o ao peso das fémeas antes do inicio
da oviposi¢do, indicando que as demais altera¢des estdo relacionadas ao efeito do tratamento.
Em relagdo ao peso da massa de ovos e ao IPO, foram observadas diferencas (p>0,01) entre os
valores do grupo controle e dos grupos tratados, no entanto, entre os tratamentos, ndo foram
observadas diferengas significativas (p>0,05).

Tabela 1 — Parametros biologicos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
recuperadas nos dias 0, +5, +10 e +20, de bovinos artificialmente infestados e tratados com

formulagdo carrapaticida comercial pour on contendo fipronil e fluazuron

Indice de Percentual
Tratamentos Peso da fémea antes Peso da massa . Percentual de
(Dia) da oviposicio (mg) de ovos (mg) produgao de cclosio (%) de controle
ia a oviposi¢do Vi ()
POsIgHo (g & ovos 1PO%) (%)
Controle (dia 0) 207,9°+6,3 100,6*+£20,0 48,3495 87,7*£16,2
(n) (10) (10) (10) (10)
Dia +5 207,8°+15,4 60.9°+41,8 29,0°+20,4 28,4°4+40,8 80,7
(n) (10) (10) (10) (09)
Dia +10 202.1°423,8 65,5*+37,6 33,9°+19,4 35,7°+£37,9 73,2
(n) (10) (10) (10) (10)
Dia +20 210,4*4£52,5 66,0°+72,3 26,8+28,3 18,0°+33,8 86,5
(n) (10) (10) (10) (09)

M¢dias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, ndo apresentam diferengas significativas a nivel de 5%.
Formulagdo comercial pour on contendo fipronil (1,25 mg/kg) + fluazuron (2,5 mg/kg).
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Para o percentual de eclosdo, foi observado diferengas (p<0,05) entre o controle (87,7%)
e os grupos tratados, sendo observado valores de 28,4; 35,7 e 18,0% nos tratamentos com
carrapatos recuperados nos dias +5, +10 e +20, resultando em percentuais de controle de 80,7;

73,2 e 86,5%, respectivamente (Tabela 01).

3.2 Alteragdes morfologicas dos o6citos
Os odcitos do grupo controle apresentaram caracteristicas tipicas para odcitos de
carrapatos do género Rhipicephalus (Figura 1).
Odcito I: odcito pequeno podendo apresentar formato arredondado ou eliptico, com
vesicula germinativa facilmente visualizada. A vesicula germinativa estd localizado na
regido central da célula, ocupando boa parte do citoplasma. O citoplasma se apresenta
homogéneo e o limite celular ¢ pouco evidente.
Odcito II: o6cito maior em comparacdo com odcito I e com formato arredondado. A
vesicula germinativa ¢ encontrada na regido central do citoplasma, ou em alguns casos,
mais deslocada para margem da célula. O citoplasma possui uma discreta granulagdo. O
limite celular também ¢ pouco evidente.
Odcito III: o6cito maior que o oocito 11, apresentando formato arredondado. O citoplasma
Jj& possui granulos vitelinicos com tamanhos variado ocupando grande parte do
citoplasma. Quando o corte permite a visualizacdo da vesicula germinativa, esta se
encontra deslocada na regido periférica, proxima ao pedicelo. O limite celular ¢ mais
evidente em comparagdo ao oocito II, devido a deposi¢ao do cério.
Odcito IV: odcito maior que o odcito III e possui formato arredondado. O citoplasma

possui granulos de vitelo maiores do que os observados nos oécitos III, e ndo € possivel
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visualizar a vesicula germinativa. O limite celular ¢ bem evidente, devido a deposi¢do do
corio.

Odcito V: € o maior de todos os o6citos com formato arredondado. Os granulos vitelinicos
sdo grandes e tomam todo o citoplasma. A vesicula germinativa ndo ¢ visualizada e assim

como nos oocitos 1V, o limite celular é bem evidente.

Nos grupos tratados foram observadas uma série de alteragdes morfoldgicas nos odcitos
L IL I, IV e V (figura 1 e 2), algumas em frequéncia elevada (p<0,05), que serdo apresentadas
na sequencia desse topico (Tabela 2). Todas alteracdes morfologicas observadas nos grupos
tratados, estavam presentes em baixa frequéncia ou ausentes no grupo controle, com exce¢ao
da presenca de degradacgdo citoplasmatica em odcitos II (Tabela 2).

Nos odcitos I, as alteragdes mais frequentes foram presenca de desorganizagdo
citoplasma, degradacdo citoplasmatica, formato irregular do odcito e vesicula germinativa
irregular (Figura 1 e 2). A frequéncia da desorganizagao citoplasmaética foi maior (p=0,001) nos
tratamentos com carrapatos recuperados nos dias +4 e +20, quando comparado ao grupo
controle, enquanto a degradacdo citoplasmatica foi observada com maior a frequéncia
(p=0,0006) em todos os tratamentos (+4, +12 e +20). A presenca de oocitos com formato
irregular (p=0,0242) foi mais frequente no grupo +20, quando comparado ao controle (Tabela
2). Nos odcitos II, foram observadas as mesmas alteracdes descritas para os oocitos I (Figura 1
e 2). A observagdo de desorganizacdo citoplasmatica foi maior em todos os grupos tratados
(p=0,0256), enquanto o formato irregular do oocito (p=0,0241) e vesicula germinativa irregular
(p=0,0203) foram mais frequentes nos grupos +12 ¢ +20 e +4 e +20, respectivamente (Tabela
2).

Nos oo6citos III, as alteracdes morfoldgicas mais frequentes foram degradacdo
citoplasmadtica, formato irregular do odcito, redugdo de granulos de vitelo e vacuolizagdo dos

granulos de vitelo (Figura 1 e 2). Houve maior quantidade de oo6citos III com degradagdo
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citoplasmatica (p=0,0447) e formato irregular nos grupos +12 e +20 (p=0,0205), em relagdo ao
grupo controle. A reducdo dos granulos de vitelo foi maior (p=0,0126) em todos os grupos
tratados, quando comparados ao grupo controle. A vacuolizagdo dos granulos de vitelo ocorreu
em maior quantidade nos grupos +4 e +20, com diferenca significativa (p=0,0049) em relagao
ao grupo controle (Tabela 2).

Nos oocito IV e V, as alteracdes morfologicas com maior frequéncia foram:
degradacdo citoplasmatica, formato irregular do oocito, reducdo dos granulos de vitelo,
rompimento do oocito e vacuolizagdo do granulo de vitelo (Figura 1 e 2). A quantidade de
odcitos IV com degradacdo citoplasmatica foi maior em todos os grupos tratados (p=0,0322),
quando comparados com o grupo controle (p>0,05), enquanto nos grupos +12 e +20, as
altera¢des formato irregular do odcito (p=0,0428) e redu¢dao do numero de granulos de vitelo
(p=0,0351) foram mais frequentes. A maior frequéncia (p<0,05) de odcitos IV com
vacuoliza¢do no granulo de vitelo (p=0,0046) ocorreu nos grupos +4 e +20. Em relagdo aos
odcitos V, a degradagdo citoplasmatica (p=0,0084) e redugdo de granulos de vitelo (p=0,0084)
ocorreram com maior frequéncia nos grupos +12 e +20. O formato irregular do odcito foi
observado com maior frequéncia em todos os grupos tratados (p=0,012), enquanto a presenca

de vacuolizacdo do granulo de vitelo foi mais frequente no grupo +4 (p=0,0442) (Tabela 2).
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Figura 1 — Cortes histologicos de oocitos, corados com azul de toluidina, de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus recuperadas nos dias 0 (controle = CTR) e +4, de
bovinos artificialmente infestados e tratados com formulagao carrapaticida comercial pour on
contendo fipronil (1,25 mg/kg) + fluazuron (2,5 mg/kg). I: odcito I; II: odcito II; III: oodcito
IIT; IV: oocito I'V; V: odcito I'V; Ind: odcito indeterminado; PE: pedicelo; LO: limen ovariano;
vg: vesicula germinativa; vt: granulo de vitelo; dc: degradagdo citoplasmatica; dec:
desorganizagdo citoplasmatica; vgv: vacuolizagdo dos granulos de vitelo.



+ 20

Figura 2 - Cortes histologicos de odcitos, corados com azul de toluidina, de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus recuperadas nos dias +12 e +20, de bovinos
artificialmente infestados e tratados com formulacdo carrapaticida comercial pour on
contendo (1,25 mg/kg) + fluazuron (2,5 mg/kg). I: odcito I; II: odcito IT; I1I: odcito IT; IV:
odcito IV; V: odcito I'V; Ind: odcito indeterminado. PE: pedicelo; vg: vesicula germinativa;
dc: degradacao citoplasmatica; dec: desorganizacdo citoplasmatica; vgv: vacuolizacdo dos
granulos de vitelo; seta vermelha: rompimento do odcito.
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Tabela 2 — Alteragdes morfologicas de oocitos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus recuperadas nos dias 0 (controle), +4, +12 e +20, de bovinos artificialmente
infestados e tratados com formulacdo carrapaticida comercial pour on (1,25 mg/kg) +

fluazuron (2,5 mg/kg).

Oocito  Alteragdes observadas Controle (dia 0) D +4 D+12 D+20
Ool Desorganizagao citoplasmatica 4,7°+7,0 38,3%426.6  15,1%+102  54,9°t18,2
Degradagdo citoplasmatica 11,3%10,9 73,4425 4 75,7°+17.5 60,8°+22.0
Formato irregular do odcito 0,0%+0,0 20,1%427,8  30,7%°+30,4  49,5°+26,7
Vesicula germinativa com forma irregular 0,02+0,0 8,4°+7,6 15,3%12,3 14,0411,9
OoIl  Desorganizagdo citoplasmatica 0,0%+0,0 23,0b+6,8 27,5%433,8  33,6°+20,1
Degradacgdo citoplasmatica 31,8%6,9 69,5%£8,6 69,5%+30,8 68,3%+16,9
Formato irregular do odcito 0,00,0 21,7437,5  39,7°425.0  22,4°+15,0
Vesicula germinativa com forma irregular 0,0%£0,0 30,9°+134  19,3%+129  259°+12,9
Oo Il Degradagao citoplasmatica 5,22453 19,0“'&14,4 38,1'&26,6 23,7'&23,0
Formato irregular do odcito 0,0%£0,0 16,7%+£28,9  26,0°+20,2 38,7°+19,1
Redugio de granulos de vitelo 0,0%£0,0 31,7°+17,6 42,1°+£33,5 18,1°+6,4
Vacuolizagdo do granulo de vitelo 0,0%£0,0 55,0b°+8,7 16,8%+£20,7  68,9+13,6
Oo IV  Degradagdo citoplasmatica 0,4%1,0 41204240  43,4%430,5  53,3"+16,9
Formato irregular do oécito 1,5%3,4 28,8%+158  57,1°+469 37,8253
Redugdo de granulos de vitelo 1,3%1,9 51,00+32,1  65,1%437,3  71,9°+10,9
Rompimento do 06cito 1,7°42,4 4,6*+4.5 6,2£10,8  13,2+13,0
Vacuolizago do granulo de vitelo 0,0%0,0 48,5%13,5 790483 24,1*°+14,8
OoV  Degradagio citoplasmética 1,2%1,1 33284248  56,3°+17,8  52,1Y+29.8
Formato irregular do odcito 0,5%1,1 51,5%4224  67,6°4212  44,1°+352
Redugio de granulos de vitelo 2,7%4.7 46,004432  92,7°£10,1  74,9°+12.5
Rompimento do odcito 0,408 1,642,7 9.2%11,1  25,6*28,9
Vacuolizago do granulo de vitelo 0,0%0,0 27,9°429,8 0,0%0,0 11,4%+17,0

Me¢dias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, apresentam diferengas significativas a nivel de 5%.
Formulagdo commercial pour on contendo fipronil (1,25 mg/kg) + fluazuron (2,5 mg/kg).

3.3 Quantificacao dos odcitos

Em relagdo ao niimero de odcitos I, ndo foi observado diferencas significativas
(p>0,05) entre o grupo controle (dia 0) e os grupos tratados (+4, +12 e +20), sendo observado
valores de 28,4; 19,3; 20,2 e 23,6 o6citos, respectivamente (Figura 3). No entanto, foi observado
que todos os tratamentos apresentaram um menor numero de odcitos II e III (p<0,05), quando
comparados ao controle (Figura 3). Em relagdo aos oodcitos IV, houve uma diminuicdo
significativa (p>0,05) na quantidade de odcitos no grupo +12 (13,4) quando comparado ao

grupo controle (38,8) (Figura 3). Todos os tratamentos (+4, +12 e +20) ocasionaram uma
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reducdo no nimero de oocitos V (p<0,05), quando comparados com o grupo controle (Figura
3).

Nos grupos tratados, ndo foi possivel fazer a classificagao de alguns odcitos, devido
ao elevado grau de descaracterizagdo morfologica. Esses odcitos também foram quantificados
e foram classificados como odcitos indeterminados (Figura 1 e 2). O nimero de odcitos
indeterminados foi significativamente maior (p<0,05) nos grupos +4 e +12, com valores de 43,7

e 26,6 respectivamente. Nao houveram od6citos indeterminados no grupo controle (Figura 3).
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Figura 3 — Quantificagdo de oodcitos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
recuperadas (dias 0, +4, +12 e +20) de bovinos artificialmente infestados e tratados com
formulagdo carrapaticida comercial pour on contendo fipronil e fluazuron.

CTR = Grupo controle (carrapatos recuperados no dia 0, antes do tratamento).

4. DISCUSSAO

A associacdao de moléculas de diferentes classes quimicas em um mesmo produto
comercial vem sendo utilizada com a finalidade de potencializar a a¢do de carrapaticidas
comerciais, melhorando sua eficiéncia (Furlong, 2007). O fipronil e o fluazuron combinados,
representam uma opg¢do de complementacdo da atividade carrapaticida, j4 que estas duas
moléculas pertencem a diferentes classes e atuam de forma diferente (Chavasse e Yap, 1997;

Simon-Delson et al., 2015), com perfis farmacocinéticos distintos (Lopes et al., 2017). No
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presente trabalho, apresentamos pela primeira vez os efeitos deletérios de uma formulacao
carrapaticida, contendo fipronil e fluazuron, sobre a biologia reprodutiva e morfologia dos
ovarios de fémeas ingurgitadas de R. microplus, descrevendo e quantificando as alteragdes
morfologicas observadas.

Na avaliagdo da biologia reprodutiva, foi observado que as fémeas ingurgitadas
recuperadas de bovinos tratados com a formula¢do pour on contendo fipronil e fluazuron, nos
dias +5, +10 e +20, produziram uma menor quantidade de ovos, € esses ovos apresentaram
menor viabilidade, fato que estd correlacionado com a ingestdo de sangue dos bovinos dos
animais tratados. Lopes et al. (2017), utilizando uma formulagdo comercial contendo fipronil
(1.0 mg/kg) + fluazuron (2.5 mg/kg) (pour on), observaram que a concentracao plasmatica
maxima dessas duas moléculas ocorreu apos 2,5 e 6 dias, e a meia-vida foi de 19 e 24,5 dias,
respectivamente. Esses dados, indicam que no presente estudo, os carrapatos recuperados entre
os dias +4 e +20, estiveram em contato com essas moléculas por meio da ingestdo do sangue
dos bovinos, impactando diretamente na biologia reprodutiva desses carrapatos.

A alteracdo na biologia reprodutiva pode estar relaciona aos mecanismos de agao
do fipronil e fluazuron, e como essas moléculas atuam nos diferentes 6rgdos de carrapatos.
Mendonga (2010) também observou a reducdo na eclodibilidade de larvas provenientes de
postura de fémeas ingurgitadas recuperadas de bovinos tratados com fluazuron. Essa redugao
na eclodibilidade larval estd relacionada ao bloqueio da sintese de quitina durante a
embriogénese do carrapato, impedindo a formagdo do exoesqueleto das larvas (Bull et
al.,1996), ou entdo, na sintese de quitina de estruturas presentes no 6rgao de Gené (Matos et al.,
2018), fato que pode comprometer o funcionamento desse o6rgdo na impermeabilizagdo e
lubrificacdo dos ovos. Cabe destacar que algumas fémeas recuperadas no presente estudo
apresentavam o oOrgdo de Gené exteriorizado, com menor rigidez e mais disformes,

possivelmente, devido a alguma alteragdo da sintese da cuticula, que ¢ importante para maior
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sustenta¢do e funcionamento desse 6rgdo (Matos et al., 2018). Essa redu¢do na producgdo de
ovos e eclodibilidade das larvas também esta relacionada a acdo do fipronil. Amithamol et al.
(2012), em um estudo realizado com Rhipicephalus annulatus, observaram um percentual de
inibi¢do de fecundidade de 86,42% no grupo tratado com 0,5 ppm de fipronil, e atribuiram esse
resultado ao efeito citotoxico do fipronil nos ovarios, fato j& bem documentado para
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) (Oliveira et al., 2008; Oliveira et al., 2009) e
reforcado no presente estudo.

Na avaliacdo histolégica, os odcitos das fémeas ingurgitadas de R. microplus
apresentaram caracteristicas de acordo com o padrdo da espécie, como descrito por Saito et al.
(2005) e Prado Ochoa et al. (2014), e também de acordo com o que ja foi descrito para outros
carrapatos do género Rhipicephalus (Oliveira et al., 2008; Roma et al., 2010; Matos et al., 2014;
Camargo-Mathias et al., 2017).

Na avaliacdo histolégica dos ovarios dos grupos tratados, foram observadas uma
série de alteragdes morfologicas nos odcitos, fato que possivelmente estd mais relacionado a
acdo do fipronil, cujo o efeito histopatologico em ovarios de R. sanguineus s.l. ja foi
documentado (Oliveira et al. 2008; Oliveira et al., 2009). Nos oocitos I e II das fémeas
ingurgitadas dos grupos tratados, foi observado uma maior frequéncia de regides do citoplasma
coradas de forma mais intensa, indicando uma desorganizagdo citoplasmatica. Segundo Saito
et al. (2005) e Camargo-Mathias et al. (2010), no estagio inicial dos odcitos (I e II), existe uma
producdo endogena de proteinas estruturais, incorporagdo exogena de elementos vitelinicos e
aumento de algumas organelas. Essa desorganizagdo citoplasmatica, observada no presente
trabalho, pode indicar alteragdo desse processo inicial, que ¢ fundamental para
desencadeamento do desenvolvimento dos odcitos, até chegarem ao estagio final (o6cito V).

A degradacao citoplasmatica, que sdo areas do citoplasma ndo coradas, sugerindo

a formagao de vacuolos, ocorreu em odcitos de todas as fases de desenvolvimento, ¢ também
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foi observado a presenca de areas de vacuolizag¢do nos granulos de vitelo. Esse tipo de alteragao
morfoldgica tem sido observado em ovarios de carrapatos expostos a diferentes moléculas com
atividade carrapaticida, incluindo moléculas quimicas sintéticas como o amitraz, etil-carbamato
e permetrina (Kanapadinchareveetil et al., 2019; Iturbe-Requena et al.,2020; Roma et al., 2011)
e também para moléculas de origem vegetal, como o timol (Matos et al., 2014). Oliveira et al.
(2008), em estudo com a exposicao de fémeas de R. sanguineus s.1. a diferentes concentragdes
de fipronil, observaram essa mesma alteragdo em todos os grupos tratados. Esses vacuolos
autofagicos sdo estruturas encontradas principalmente em células que precisam degradar ou
reciclar por¢des do citoplasma, assim como organelas modificadas ou danificadas (Andrade e
Jordao, 2012). Tal fato sugere que a presenca de degradagdo citoplasmatica e vacuolos nos
granulos podem ser uma resposta celular na tentativa de eliminar elementos danificados ou
reciclar moléculas para manter o metabolismo celular. Em R. sanguineus, o processo de
reabsor¢do de alguns odcitos provavelmente ocorrem como mecanismo de recuperagdo de
alguns nutrientes (Oliveira et al., 2004).

A degradacdo citoplasmatica nos odcitos II do grupo controle, observada nesse
trabalho, foi de 31,8%, porém, na avaliacdo da biologia reprodutiva, ndo houve déficits
consideraveis no percentual de eclosdo do grupo controle. Na descri¢ao ultraestrutural do ovario
de fémeas ingurgitadas de R. microplus, Saito et al. (2005) observaram que pode ocorrer
naturalmente a presenca de alguns vacuolos na regido ao redor da vesicula germinativa de
alguns oocitos, sem causar grandes impactos na eficiéncia reprodutiva.

Foi possivel observar alteragdes no formato da vesicula germinativa nos oocitos I e
II. Alteragdes na forma da vesicula germinativa também foram observadas em estudos com
exposicao de fémeas de R. sanguineus s.1. ao fipronil (Oliveira et al., 2009) e permetrina (Roma
et al., 2011) e fémeas de R. annulatus expostas ao amitraz (Kanapadinchareveetil et al., 2019).

No estudo conduzido com fipronil, foi observado que os odcitos I, II e Il de fémeas de R.
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sanguineus s.l. apresentaram dobras no envoltorio da vesicula germinativa, conferindo um
formato irregular (Oliveira et al., 2009). A producdo de riboproteinas pelo nticleo e nucléolo do
odcito sdo essenciais para maturagcdo de ovos de carrapatos (Balashov, 1983), e alteragdes na
vesicula germinativa podem gerar degenera¢do no material nuclear, ocasionando danos
irreversiveis na célula germinativa (Roma et al., 2011).

Nesse trabalho foi observado uma reducao dos granulos de vitelo nos odcitos I1I,
IV e V. Essa reducdo de granulos de vitelo também ja foi observada em ovarios de carrapatos
expostos a diferentes moléculas carrapaticidas, incluindo piretroides, amidinicos (Iturbe-
Requena et al., 2020; Roma et al., 2010; Kanapadinchareveetil et al., 2017). Oliveira et al.
(2008) observaram redu¢do dos granulos de vitelo no citoplasma dos odcitos II, IV e V de
fémeas de R. sanguineus s.l. expostas ao fipronil, sendo observado também o rompimento de
alguns granulos, liberando o contetdo no citoplasma. Em um outro estudo, utilizando
microscopia de transmissdo, Oliveira et al. (2009) observaram reducdo e até auséncia de
microvilos nos oocitos II e III de fémeas de R. sanguineus s.l. expostas ao fipronil, e essa
alteracdo também pode ter ocorrido no presente estudo. Os microvilos se desenvolvem durante
a vitelogénese na regido entre a lamina basal e a membrana plasmadtica, proporcionando
aumento da area de superficie para transporte de proteinas (Ogihara e Taylor (2014), e sua
diminui¢do podem levar ao comprometimento do transporte proteico para dentro do odcito e
formacao dos granulos de vitelo (Roma et al., 2010).

Nesse estudo, foi observado que alguns oocitos de todas as fases de
desenvolvimento apresentaram formato irregular. Oliveira et al. (2008) relataram que os odcitos
I, de fémeas de R. sanguineus s.1. expostas ao fipronil, adquiriram aspecto de massa disforme e
formato irregular. Kanapadinchareveetil et al. (2019) também observaram altera¢dao no formato
de oocitos I, II e III em ovarios de fémeas de R. annulatus tratadas com amitraz (300 ppm). No

odcitos IV e V de fémeas de R. sanguineus s.1. expostas ao fipronil (10 ppm), a membrana dos
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odcitos exibiram dobras, alterando o formato arredondado, apresentando naturalmente por esses
oocitos. Além disso, foram observado que a membrana dos odcitos estava mais delgada
(Oliveira et al., 2008). Resultados similares foram obtidos por Oliveira (2010), que relataram
que o rompimento dos granulos de vitelo no interior do citoplasma alteram o formato original
do odcito (Oliveira et al., 2008).

A perda de integridade da membrana pode levar a alteragdo do formato do odcito,
j& que células submetidas a estresse quimico, aumentam a permeabilidade da membrana,
alterando sua capacidade de manter o equilibrio osmotico (Proskuryakov et al., 2003).
Alteragdes na deposicdo do cério também podem ter ocorrido no presente estudo, ja que
Oliveira et al. (2009) observaram o corio de oocitos V mais delgado e com muitas dobras.
Varios acaricidas causam alteragdao no corio (Roma et al., 2010; Oliveira et al., 2009; Iturbe-
Requena et al., 2020), com isso, ocorre uma facilitagdo da entrada de componentes quimicos
para dentro da célula (Roma et al., 2010; Oliveira et al., 2009), prejudicando também a
permeabilidade seletiva da membrana, interferindo na passagem seletiva de nutrientes para o
interior do odcito (Iturbe-Requena et al., 2020), fazendo com que o oocito perca seu formato
original (Camargo-Mathias et al., 2017). O cério ¢ sintetizado durante a matura¢do do odcito,
a partir do odcito I1I, ocorrendo deposi¢ao de matriz cuticular ao redor da base dos microvilos
(Ogihara & Taylor, 2014).

Em todos os grupos tratados, foi observado um maior numero de oocitos com
elevado grau de descaracterizagdo morfoldgica, fato que impediu a classificacdo em odcitos I,
IL, III, TV e V; assim, esses oocitos foram classificados como indeterminados. No presente
trabalho, também foi observado um bom nimero de o6citos rompidos. Além disso, a avaliagdo
quantitativa dos odcitos, indicou uma redug¢ao no numero de oocitos II, III, IV e V. Os danos
nos odcitos observados no grupo tratados, podem ter levado a extensas alteracdes morfoldgicas

dos odcitos, levando a sua total descaracterizagdo, impedindo a classificagdo, ocasionando
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consequentemente, a redu¢cdo da quantidade de odcitos quantificados. Essa redugdo também
pode estar relaciona ao rompimento de alguns odcitos dos grupos tratados, fato que também foi
observado no presente estudo.

No presente estudo, os o6citos apresentaram alteragdes mais acentuadas em
comparagdo com as alteracdes descritas por Oliveira et al. (2008). Essa diferenca pode ter
ocorrido devido a presenca do fluazuron na formulagdo. Embora o fluazuron ndo tenha agao
direta sobre os odcitos, seu efeito sobre a membrana periotrofica e no limen intestinal (Terra,
2011; Sonenshine e Anderson, 2014), pode ter alterado a fun¢do digestiva das células
intestinais, levando a um comprometimento na absor¢ao de nutrientes, bem como na sintese de
vitelogenina. Além disso, esse efeito também pode estar relacionado a forma de contato dos
carrapatos com os carrapaticidas, nos dois estudos. No estudo conduzido por Oliveira et al.
(2008), as fémeas foram imersas por 2 minutos na solucdo de fipronil, enquanto no presente
estudo, os carrapatos dos grupos tratados passaram todo o periodo do estudo se alimentando de

sangue de bovinos tratados com a formula¢do comercial contendo fipronil e fluazuron.

5. CONCLUSOES

Concluimos que a formulagdo contendo fipronil + fluazuron afetou a biologia
reprodutiva de fémeas ingurgitadas de R. microplus, ocasionando reducdao na quantidade e
viabilidade dos ovos produzidos. As moléculas presentes na formulagdo também induziram a
alteracdes morfoldgicas nos odcitos, assim como, uma redu¢do no nimero de odcitos. As
alteracdes mais frequentes foram degradacdo citoplasmatica e odcitos com formato irregular.
Esse impacto esta primariamente relacionado ao efeito direto do fipronil no desenvolvimento
dos ovérios, ja evidenciado na literatura para outras espécies de carrapatos, e descrito pela
primeira vez para R. microplus, no presente estudo. O impacto na biologia reprodutiva também

pode estar relacionado a consequéncias indiretas, que podem ocorrer por conta da acdo do
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fluazuron, devido bloqueio da sintese de quitina no intestino, 6rgao de Gené e na formacao do

exoesqueleto das larvas. Tais aspectos merecem ser investigados futuramente.
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