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Resumo

Carrapatos sdo ectoparasitas hematéfagos e sua presenca tem sido associada a
grandes prejuizos econdmicos e impactos na salde publica. As espécies de
Rhipicephalus sanguineus (Latreille , 1986) (Acari: Ixodidae), também conhecido
como carrapato marrom do cdo, apresenta um ciclo de vida triexénico, onde larvas,
ninfas e adultos de R.sanguineus, vivem em hospedeiros distintos e realizam suas
mudas no ambiente, voltando a um vertebrado para se alimentar. Devido a sua
distribuicAo cosmopolita, espera-se que existam populagdes distintas de R.
Sanguineus. No entanto, eles podem se comportar de forma diferente de acordo
com a especificidade do hospedeiro e transmisséo de vérios patdogenos. O presente
trabalho analisou os efeitos do acido 5,5 '- Ditiobis -2- nitrobenzdico (DTNB) in vivo
em coelhos (hospedeiro) e carrapato R. sanguineus .O potencial uso terapéutico do
DTNB foi avaliado “in vivo” e “in vitro”. Inicialmente, diferentes doses de DTNB foram
injetadas subcutaneamente em coelhos machos saudéaveis . Andlises bioquimicas
clinicas e histopatolégicas foram realizadas durante a experimentagéo . Além disso,
R. sanguineus foram alimentados em coelhos. Apds a alimentacdo, estes carrapatos
foram incubados a 27 = 1 °C em humidade relativa (acima de 70 %) e foi
determinada a taxa de oviposi¢cao . Notavelmente, ndo foram observadas diferencas
clinicas significativas em qualquer dose DTNB usado em coelhos. No entanto, os
carrapatos alimentados em coelhos que receberam dose de 145 mg.Kg -1 de DTNB
, apresentaram reducdo nas taxas de oviposicdo e na taxa de eclosdo. Neste
estudo foi estabelecido uma metodologia para avaliar as drogas contra ectoparasitas
utilizando coelhos como hospedeiro. Este estudo mostrou que alguns membros
desta classe de drogas podem ser utilizados, futuramente, para o desenvolvimento

de novos acaricidas.

Palavras-chave: Controle de carrapatos , DTNB e 5,5 '- Ditiobis -2- nitrobenzoico .



Abstract

Ticks are haematophagous ectoparasites associated with great economic losses and
public health impacts. Rhipicephalus sanguineus species (Latreille,1986) (Acari:
Ixodidae), also known as brown dog tick, have a triexenic life cycle in which larvae,
nymphs and adults alternate feeding on different hosts and perform ecdysis in the
environment, returning to a vertebrate. Due to its cosmopolitan distribution, distinct
populations of R. sanguineus are expected to exist. However, they may behave
differently according to host specificity and transmission of several pathogens. The
present work analyzed the effects of 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) in vivo
on rabbits (host) and R. sanguineus ticks. The potential therapeutic use of DTNB
was evaluated in vivo and in vitro. Firstly, different DTNB doses were injected
subcutaneously in healthy male rabbits. Clinical, enzymatic and hystopathological
analyses were performed before and after DTNB administration. Additionally, R.
sanguineus were fed on rabbits. After feeding, these ticks were incubated at 27 + 1°C
in relative humidity (above 70%) and oviposition rate was determined. Remarkably,
no clinical significant differences were observed in any DTNB dose used in rabbits.
However, ticks fed on rabbits which received the dose of 145 mg.Kg'l DTNB,
presented reduced values (75%) of both oviposition and egg hatching. The aim of
this study was to establish methodology to evaluate drugs against ectoparasites
using rabbits as a host. These results show that some members of this class of drugs

can be used to the development of new acaracides.

keywords: Tick control, DTNB and 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoic acid.



1. INTRODUCAO

1.1 Carrapatos

Os carrapatos sdo artrépodes ectoparasitos hemat6fagos obrigatérios,
subdivididos em duas principais familias: Argasidae e Ixodidae (Sonenshine et al.,
2006). Até o momento foram descritas 866 espécies de carrapatos (Horak et
al.,2002). Devido a sua capacidade de infestar vertebrados terrestres, tais como:
mamiferos, passaros, répteis e até anfibios, podem transmitir vérias doencas aos
seres humanos e aos animais. Curiosamente, nenhum outro artrépode conhecido
tem a capacidade de ser vetor de tdo ampla variedade de organismos patogénicos.
Eles podem transmitir bactérias, virus, fungos e protozodrios, que resultam,
frequentemente, em infec¢Oes letais, e podem ainda induzir algumas toxemias
atraves de suas picadas aos hospedeiros (Sonenshine et al., 2006).

Os Argasideos (carrapatos moles) alimentam-se do sangue dos seus
hospedeiros, repetidas vezes, abandonando-os apos cada alimentagdo. As fémeas
efetuam vérias posturas, alternando com a alimentacdo sanguinea. Cada postura
ndo ultrapassa 150 ovos, um numero pequeno quando comparado aos cerca de
3000 ovos dos Ixodideos (carrapatos duros).

Nos Ixodideos a alimentac&o € prolongada, ingerindo grandes quantidades
de sangue, chegando a atingir 100 vezes a sua massa corporal inicial e o sangue é
utilizado como Unica fonte de energia para o desenvolvimento destes carrapatos
(Sonenshine et al., 2006). Desta forma, sua nutricdo estd diretamente associada a
conversédo de ovos destes organismos. Estes carrapatos sdo encontrados em quase
todas as regides do mundo, com predominancia em &reas tropicais e subtropicais,
abrangendo regifes com producédo de gado nas Américas, Africa, Asia e Australia
(Johnston et al.,1986) causando grande prejuizo na producdo de carne, leite e
couro. As parasitoses transmitidas por ixodideos durante o repasto sanguineo séo
consideradas cada vez mais um problema de saude publica em ambientes rurais e
urbanos. Isso se deve a sua vasta capacidade de infestar varios organismos e de

transmitir varios patdégenos através da saliva.



1.2 Biologia e ecologia do Rhipicephalus sanguineus

R.sanguineus, é um ixodideo de ciclo trioxeno onde as larvas, ninfas e
adultos vivem em hospedeiros distintos e realizam suas mudas no ambiente,
voltando a um vertebrado para se alimentar (Guimarées et al., 2011) (figura 1). Essa
espécie é, provavelmente, a mais amplamente encontrada entre os ixodideos no
mundo (Silveira, 2008). Devido a esta distribuicdo cosmopolita, populacdes distintas
de R. sanguineus sdo esperados em varias regides de sua abrangéncia. Também,
este parasito pode comportar-se diferentemente em relacdo a especificidade
parasitaria e na transmissdo de agentes patogénicos, podendo infestar varios

mamiferos, inclusive o homem (Louly, 2003).
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Figura 1: . Ciclo de Vida do Rhipicephalus sanguineus: trioxenos, usa trés hospedeiros
diferentes em cada fase — larvas, ninfas e adultos , suas mudas ocorrem fora do hospedeiro.



Dentre as etiologias transmitidas aos vertebrados por R. sanguineus, as
mais conhecidas na literatura sdo: Babesia canis, em caes; Rhickettsia conori,no
homem (Maroli et al., 1996) e Ehrlichia canis em homens e cées, sendo a erliquiose
monocitica canina considerada a mais importante zoonose desde 1992 (Benenso,
1992). Além disso, o R. sanguineus é vetor da Citauzzoon felis em felinos (Hoskins,
1991) e da febre maculosa causada pela Rickettisia rikettsii, borreliose ou doenca de
Lyme, causada pela Borrelia sp, Hepatozoon em cées (O’dwyer & Massard, 2001).
O R. sanguineus € encontrado em alta prevaléncia em cé@es urbanos, sendo descrito
na literatura como uma das principais espécies de parasitos de animais domésticos
(PAZ et al., 2008).

Ha relatos de R. sanguineus em outras espécies de vertebrados da fauna
silvestre brasileira como o lobo-guara (Chrysdocyon brachurus) e o cachorro do
mato (Cerdocyon thous). Em vérias regiées do mundo, esta espécie de carrapato
tem sido encontrada parasitando uma grande variedade de mamiferos e até aves
ratitas (Soulsby, 1966). Labruna (2004) considera que tanto a taxa de infestac&o
quanto a intensidade desses ixodideos vém aumentando nas ultimas décadas e que,
atualmente, o R. sanguineus, juntamente com as pulgas, sdo o0s principais
ectoparasitos de caes em todo Brasil. As estreitas relagdes estabelecidas entre os
cées e o homem resultam em preocupag¢des sobre o parasitismo em pessoas, que
podem funcionar como hospedeiros secundarios do ectoparasito. Além disso,
infestacdes em hospedeiros secundéarios sdo consequéncias de um crescimento
exagerado de R. sanguineus no ambiente, em areas habitadas por cdes. No Brasil,
Louly (2003) registrou a ocorréncia de parasitismo em seres humanos por R.
sanguineus em funcionarios do canil da Policia Militar do municipio de Goiania, no
estado de Goias, que mantinham estreita relacdo com os caes. Dantas-Torres et al.
(2006) descreveram um caso de recidiva de parasitismo humano por esse
ectoparasito no Recife, Pernambuco. Infesta¢cdes de R. sanguineus em humanos
foram notificadas em municipios brasileiros como Goiana (GO), Recife (PE),
Pedreira (SP) e Cachoeira do Sul (RS) (Guglielmone et al., 2006). Contudo, no Brasil
esta espécie é raramente encontrada parasitando o homem e, quando ocorre, esta
relacionado com o contato estreito do homem ao céo (Labruna, 2004). Em outros
paises existem relatos de parasitismo humano por R. sanguineus. Dentre eles,
podemos citar: Argentina (Gugliemone et al., 1991); Estados Unidos (Clarck et al.,
1996; Felz et al., 1996) e Italia (Maroli et al., 1996; Manfredi et al., 1999). Deve-se



salientar que ndo basta apenas a presenca do vertebrado para que se estabeleca
uma populacdo de ectoparasitos. Esta dependerd, também, dos héabitos do
hospedeiro no ecossistema, que devem ser favoraveis a sobrevivéncia e ao
desenvolvimento das fases de vida livre (Labruna, 2004). R. sanguineus tem sido
descrito freqiientemente associado a presenca do hospedeiro cdo (ARAGAO,1936;
RIBEIRO et al., 1997; LABRUNA & PEREIRA,2001; SZABO et al., 2001), estando
adaptado a cé@es de domicilios em cidade. Contudo, esta espécie pode parasitar

outros mamiferos, dentre eles o coelho.

1.3 Coelhos (Oryctolagus cuniculus) na experimentagao animal

O coelho doméstico € proveniente da Peninsula Ibérica e do Norte da Africa e
sua domesticacdo se deu na ldade Média em mosteiros franceses, dando origem a
uma das mais importantes fontes de proteina animal para alimentagdo nos EUA e no
continente Europeu. Sucessivas sele¢cdes genéticas levaram esta espécie a
caracteristicas desejaveis para experimentacdo animal, sendo um dos primeiros
animais utilizados na investigacédo biomédica.

Em 1884, Pasteur demonstrou que os cées podiam ser protegidos contra o
virus da raiva, mediante a inoculacdo de suspensGes da medula espinhal,
dessecada, de coelhos infectados experimentalmente com este virus (Couto et al.,
2006). Dentre os varios modelos de animais de laboratério utilizados para ensaios
de toxicidade, as espécies devem ser escolhidas com base na similaridade as
espécies mais proximas da espécie alvo, avaliando a biodisponibilidade e
biotransformacédo da droga utilizada. Para tanto, o desenho do estudo, incluindo a
selecdo de espécies de ensaio, os niveis de dosagem, a via e frequéncia de
administracdo, deve basear-se na farmacodinamica, farmacocinética e informacdes
toxicologicas, bem como a avaliagdo clinica. Apesar dos cdes serem mais
predispostos na hospedagem do R. sanguineus (Labruna, 2004), os coelhos séo
animais mais adequados e seguros de serem manipulados em laboratorio.

A necessidade da manutencdo de animais de médios e grandes portes em
laboratério para o estudo da biologia e ensaio de farmacos torna-se mais dificil
devido ao alto custo com insumos, necessidade de méo de obra e infra-estrutura
adequadas, além da questdo ética relacionada ao uso de animais em

experimentacdes cientificas. Assim, a alimentac@o de carrapatos usando o coelho



como hospedeiro oferece vantagens por serem animais doceis, de féacil
manipulacdo, além de oferecer baixo custo durante a experimentacdo (Figura 3).
Pelas caracteristicas supracitadas, coelhos tém sido uma excelente ferramenta tanto
para ensaios de farmacos quanto para o desenvolvimento de colbnias de R.

sanguineus.

Figura 2. Esquema de alimentacdo Natural: um suporte herméticofoi fixado na regido
do flanco do coelho (O.cunicullus) e 24 horas ap6s a fixacdo foi realizada a infestagdo com

carrapatos (R. sanguineus) (Machado,2012).

Neste trabalho foram realizados estudos ndo clinicos de seguranca para
avaliar a toxicidade do DTNB - tanto para toxicidade de dose Unica (aguda) quanto
para doses repetidas. Para tanto, este estudo foi conduzido de acordo com as
normas vigentes de Boas Praticas de Laboratorio (BPL) — OECD principles of Good
Laboratory practice; HANDBOOK : GOOD LABORATORY PRACTICE (GLP) / WHO
(Quality pratices for regulated non-clinical resarch and development)-, utilizando
animais machos, saudaveis, livres de patdégenos (SPF- Specific Pathogen Free),
com rastreio do “status” genético conhecido ( matriz adquirida na cunicultura da UFV
- Universidade Federal de Vigosa), com peso ( £ 3,0 kg) e idade (6 meses)
adequados para experimentacao.

Exames Clinicos (comportamental, temperatura, frequéncia cardiaca,
consumo de ragdo e agua - dados nao mostrados), tomograficos, bioquimicos (ALT,
AST, ALP, Uréia, Creatinina, Proteinas e Albuminas) e hematoldgicos (dados nao

apresentados), foram realizados antes, durante e apés a experimentacao. Apés o



periodo de experimentacdo (6meses), 0s animais foram anestesiados e

posteriormente realizadas as eutanasias.

1.4 DTNB - Agente desestabilizante de proteinas com grupamentos tiois

O Acido 5,5"-Ditiobis (2- nitrobenzoico) (DTNB) foi usado pela primeira vez
para quantificar residuos de cisteinas livies em grupamentos tiés de proteinas.
Nesta reacdo, o DTNB reage equimolarmente com cisteinas de grupos sulfidris livres
formando o acido 2-nitro-1-benzdico (TNB) que tem coeficiente de absorvidade

molar definido em 412 nm (figura 2).
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Figura 3. Representagdo esquemadtica da reacdo de Ellmans: Reagdo entre grupamento tiol e
DTNB. Archives of Biochemistry and Biophysics. Volume 82, Issue 1, May 1959, Pages
70-77.

Uma vez ligada aos residuos de cisteinas, o DTNB promove mudanca
estrutural irreversivel em proteinas tidis, o que pode caracterizar perda de fun¢cdo em
tais proteinas (Moraes et al., 2011). Adicionalmente, o DTNB é conhecido como
agente impermeavel & membrana celular (Lara et al.,2011), e seu papel funcional
tem sido exaustivamente estudado em modelos de interagdo de fusédo celular de
parasitos como o virus: HIV(Lara et al.,2011;T Zankoet al.,, 2012), Rotavirus
(Calderon et al., 2012); bactérias: Chlamydia trachomatis ,Chlamydia pscittaci e
Chlamydia pneumoniae (Conant et al., 2007) e protozoérios: Leishimania chagasis
(Santos et al.,2009). Nestes trabalhos, de forma un&nime, é reportado que a
proteina dissulfeto isomerase (PDI) desempenha um papel critico na internalizacao
desses patdgenos pela célula hospedeira. Através da acdo oxidativa do DTNB em
proteinas tidis de superficie celular, o DTNB bloqueia a fus@o celular entre o

patégeno e a célula do hospedeiro. Assim, a inibicdo ocorre impedindo as reacdes



de intertrocas tiol-dissulfeto na superficie de proteinas da célula hospedeira e as

proteinas extracelulares do patégeno (Ryser& Fliickiger, 2005).

Na tentativa de controlar popula¢des de carrapatos muitos farmacos ja foram
estabelecidos, tais como acaricidas a base de organofosfatos (Patarroyo & Costa
1980), piretréides sintéticos (Nolan et al.,1989), amitraz (Soberanes et al.,2002),
invermectina (Martins & Furlong, 2001) e fipronil (Castro-Janer et al.,2010).
Entretanto, o principal problema no controle deste parasita € a resisténcia aos
acaricidas, uma caracteristica preocupante que j& estd bem documentada na
literatura (Ortiz et al., 1995; Benavides et al., 2000; Fernandes-Salas et al., 2012).
Desta forma, o controle da carga parasitéria tornou-se essencial para a diminuigdo
de importantes doengas emergentes transmitidas por esses vetores. Por estas
razbes, os esforcos continuos tém sido feitos a fim de desenvolver novos farmacos
e/ou métodos mais seguros, eficazes e de facil manipulacdo. O controle quimico
ainda é o mais utilizado e parece ser o mais eficiente até o presente momento; no
entanto, a rotatividade de moléculas se faz necesséaria para evitar a resisténcia
parasitaria.

Esta foi a primeira vez que o DTNB foi testado “in vivo” em carrapatos R.
sanguineus e em coelhos Nova Zelandia. Dados deste trabalho demonstram que
pequenas concentragdes do DTNB foi capaz de interferir negativamente na
proliferagdo do carrapato R. sanguineus, diminuindo as taxas de oviposi¢cado e
ecloséo, tanto na alimentagdo artificial quanto na alimentagéo natural. Contudo, o
mesmo protocolo ndo promoveu alteragcdes teciduais significativas em coelhos
tratados com DTNB, tanto em dose Unica (660mg/kg/dia), quanto em doses

repetidas (330 mg/kg/dia), quando comparada aos animais do grupo controle.



2. OBJETIVOS:

2.1. Objetivo geral: Estabelecer metodologia para avaliagdo de farmacos

contra ectoparasitas utilizando coelhos como hospedeiros.

2.2. Objetivos especificos

v

v

Estabelecer colbnias de R. sanguineus em laboratorio;

Estabelecer metodologia de administragdo de farmacos, por meio

alimentacdo artificial (tubos capilares), na alimentagéo de R. sanguineus;
Estabelecer metodologia de administracdo de farmacos acaricidas por

meio da alimenta¢&o natural em coelhos;

Avaliar “status” sanitario de coelhos Nova Zeléndia, por meio de exames

clinicos, antes, durante e apés tratamento com DTNB;

Avaliar lesdes teciduais, por meio de exames histopatolégicos, em coelhos
tratados com DTNB;

Avaliar a influéncia do DTNB na postura e eclosdo de ovos em

R.sanguineus.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Manutencéo da coldnia de Rhipicephalus sanguineus

As colbnias de R.sanguineus foram doadas pelo Dr. Itabajara da Silva Vaz
Jr. da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Estas colonias foram
formadas a partir de fémeas teledginas coletadas diretamente do corpo dos
hospedeiros, e foram acondicionadas em estufa com temperatura de 27+1 °C, e
umidade relativa superior a 80% conforme sugerido por BELLATO & DAEMON,
1997. Estas fémeas foram incubadas por trés dias e observadas a postura de ovos,
gue ocorreu até o 10° dia.

ApGs a oviposicdo, estes ovos foram pesados e acondicionados em
seringas descartaveis de 20 mL e fechados com tufos de algod&o para permitir a
entrada de oxigénio, mas também impedir a fuga de larvas apds a eclosdo. Estes
tubos foram acondicionados em estufa com temperatura de 27+1C° e umidade
relativa superior a 80%. Apos a eclosdo dos ovos (em aproximadamente 15 dias), as
larvas foram pesadas e foi verificada a taxa de eclosdo. As larvas foram mantidas
em estufa BOD e permaneceram por um periodo de 10 dias para pré-alimentacéo.
ApOs o periodo de pré-alimentacdo as larvas foram colocadas em coelhos,
distribuidas em potes herméticos colados na regido do flanco do animal, onde
permaneceram por 6 dias para alimentagc&o. As larvas completamente ingurgitadas
que se desprenderam do hospedeiro foram coletadas e monitoradas para
observacéo da pré-ecdise (até o 6° dia apds a alimentacao) e a ecdise (até o 15° dia
apés alimentagdo). Apés a ecdise as larvas deram origem as ninfas, que
permaneceram em estufa por 15-25 dias para pré-alimentacdo e apos este periodo
foram novamente colocadas no coelho para a 22 alimentacao (durante 7 dias). Apos
a segunda alimentagdo, as ninfas foram colhidas e incubadas (durante 15 dias),
fazendo a pré-ecdise. Apos este periodo as ninfas fizeram a ecdises (durante 9 dias)
e se transformaram em adultos. Apds este tempo, estes adultos foram incubados por
até 25 dias para pré-alimentacdo e foram novamente colocados no coelho para
serem alimentados por 6 a 16 dias. Apés a alimentacdo, as fémeas ingurgitadas
foram coletadas e acondicionadas em estufas por 3 dias para pré-postura. A postura

dura até o 10° dia, completando o ciclo conforme desenho da figura 4.
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Figura 4. Ciclo do R. sanguineus mantido em coelhos em laboratorio de experimentagao
animal. Ecloséo dos ovos em aproximadamente 15 dias; 6 dias para alimentagdo; 15 dias
ecdise das larvas; 15 dias pré alimentacdo; sete dias de alimentacdo em coelhos;19 dias pré
ecdise; 9 dias ecdise; 25 dias adultos;3 dias de pré- postura e 10 dias de postura dos ovos
(Machado,2012).

3.2 Manutencgao de coelhos

Antes de estabelecer a colénia de coelhos no laboratério de experimentagéo
animal, foram observadas as boas praticas de laboratério e os principios éticos da
experimentacdo animal. Para tanto varios esforgcos foram travados anteriormente,
como: a instalagéo de equipamentos de biosseguranga, instalacdo de equipamentos
de barreiras sanitarias dentro do biotério de experimentacdo, seminario de
manipulacdo animal e desenvolvimento de protocolos de manipulagcdo animal
(protocolo 171).

Ap6s a observacdo dos critérios supracitados, o laboratério recebeu os
animais de fontes confiaveis (Cunicultura UFV), com “status genéticos” conhecidos,

“status” sanitarios e idades proprias para experimentagao.



Na chegada destes animais, estes ficaram em quarentena antes do inicio da
experimentagdo. Cumprida esta etapa, estes animais foram examinados por
médicos veterinarios e foram submetidos a baterias de exames laboratoriais, como:
exames hematoldgicos, bioquimicos e parasitoloégicos para avaliagdo do “status”
sanitario. Apos o periodo de experimentagdo, os animais foram anestesiados e

submetidos & eutanésia para realizagdo dos exames anatomopatoldgicos.

3.3 Avaliacéo Clinico laboratorial em coelhos

Diretrizes regulamentares para ensaios de farmacos geralmente sugerem a
realizacdo de exames clinicos e laboratoriais, como: andlises hematoldgicas e
bioquimicas e exames anatomopatoldgicos para avaliagdo em estudos de toxicidade
crbnica e subcrénicas (FAO/WHO, 1987). Para acompanhar o “status” sanitario dos
animais, foi estabelecido um protocolo sistemético de exames clinicos (além da
observacdo de comportamento, consumo de &gua e racgdo, freqiéncia cardiaca e
temperatura - dados n&o apresentados) e foram realizados exames, como:
tomografia computadorizada, bioquimica clinica e exames histopatolégicos.

As avaliacdes clinicas foram realizadas por um médico veterinario, que
observou o comportamento, peso, temperatura, entre outros aspectos clinicos. Toda
a anaminese foi colocada na ficha do animal, que recebeu uma identificagéo
composta de letras e nimeros. Apds avaliagdo médico-veterinéria, foram feitas as
coletas de materiais biolégicos e enviadas para o laboratério de andlises clinicas do
Hospital Veterinario da UENF, que forneceu laudos que foram avaliados pelo médico
veterinario requisitante. Os laudos foram anexados as fichas de cada animal, junto
com o parecer técnico. Apos a experimentacdo, os animais foram anestesiados,

submetidos & eutanésia e necropsia.

3.4 Avaliacdo de bioquimicas clinicas

Antes, durante e apés o periodo de experimentacéo foram colhidos 5 mL de
sangue dos coelhos por meio de venopuncgéo da safena na regido coxofemoral com
agulha 25x0,7 mm acoplada em seringa de 5 mL estéril. Estas amostras foram
transportadas, em caixa isotérmica, para o setor de patologia clinica da universidade

(UENF) onde foram processadas. Foram acondicionados cerca de 3 mL de sangue



em tubo para bioquimica — sem anticoagulante, com gel separador, da marca BD®
para analises de bioquimica do soro. Estas amostras foram centrifugadas a 1110 x
G durante 5 minutos para separagdo da parte liquida (soro) dos elementos figurados
do sangue. O sobrenadante foi separado para determinagdo de alanina amino
transferase (ALT), aspartato amino transferase (AST), Fosfatase alcalina (ALP),
uréia, creatinina, proteinas totais e albuminas. As mensurac¢des bioquimicas foram
realizadas em espectrofotometro da marca Bioplus 2000%®,com kits Labtest®,

seguindo protocolo do fabricante do kit.
3.5 Analise Anatomopatoldgica

Apos a eutandsia, as carcagas dos animais foram encaminhadas ao setor de
Anatomia Patologica do Hospital Veterindrio da UENF, onde foi realizada a
necropsia dos animais. As amostras viscerais e de 6rgdos das necropsias foram
encaminhadas para o setor de patologia, acompanhadas de fichas de entrada com
os dados dos animais, do projeto, e do veterinério solicitante, além do histérico
clinico do animal. O material colhido foi fixado em formalina neutra tamponada a
10%, por, no minimo 48 horas, a temperatura ambiente e, posteriormente,
processado segundo técnicas histolégicas de rotina. As amostras foram clivadas e
acondicionadas em histossetes devidamente identificados, submetidos ao
processamento automatico para as etapas de desidratagdo em banhos de alcodis,
clarificagéo ou diafanizagdo em banhos de xilol, embebi¢c&o em parafina, incluséo de
parafina, seguido da microtomia, coloragdo de hematoxilina e Eosina (HE) e
montagem das laminas. As laminas foram avaliadas utilizando-se microscopia

Optica, observando-se caracteristicas morfologicas celulares e padrfes teciduais.



3.6 Alimentacdo artificial “in vitro” de R. sanguineus

Entre os dias 6 e 16 de alimentacdo dos carrapatos adultos, foram coletadas,
30 fémeas parcialmente ingurgitadas (partendgenas) para teste de DL-50. Estas
fémeas foram removidas, cuidadosamente, com auxilio de uma pinga, de maneira
gue ndo causasse injurias a capsula bucal do carrapato, o que prejudicaria sua
alimentacdo (figura 5A). Estas fémeas foram pesadas para posterior comparacgéo de
taxa de alimentagao dentro do grupo.

Amostras de sangue foram colhidas em tubos Vacutainer® (BD Biosciences)
com citrato de sédio a 0,105 M como anticoagulante, por venopuncédo da safena na
regido coxofemoral do coelho. O sangue coletado foi dividido de acordo com o0s
grupos a serem alimentados. Um grupo controle foi alimentado com sangue total
citratado sem o farmaco, outro grupo, foi alimentado com Tris 60 mM, pH 6,5
(diluente do DTNB) e, por fim, a um grupo foi adicionado DTNB 20 mM pH 7,4. As
alimentacdes foram realizadas por meio de tubos capilares para hematdcrito
(Invicta®) durante 12 horas, trocando os capilares a cada 2 horas (figura 5B). Apés
este periodo, os carrapatos foram novamente pesados para avaliar a taxa de
alimentacdo para cada carrapato. Os carrapatos que atingiram proximo a 72 mg

foram separados para o experimento.

Figura 5. Alimentacdo artificial de R. sanguineus com sangue citrado de coelhos Nova
Zelandia. Na figura A- esquema de coleta de paterndgenas com pingas cirargicas. A coleta foi
realizada cuidadosamente a fim de preservar a capsula bucal do carrapato. Figura B - esquema
de alimentagdo artificial por meio de tubos capilares com sangue de coelhos em carrapatos
fixados em bandejas de isopor no periodo de 12 horas.



Completada a alimentagdo as fémeas foram novamente acondicionadas em
estufa BOD para observacao, foi oviposicdo. ApGs a postura, os ovos foram pesados
e avaliadas as taxas de oviposi¢cdo e novamente incubados para observar a taxa de

eclosé@o, verificando assim possiveis interferéncias do DTNB no ciclo do R.

sanguineus.

3.7 Alimentacéo natural”in vivo”’de R. sanguineus

Para alimentagdo natural dos carrapatos, foram utilizados coelhos Nova
Zelandia machos, sadios com peso médio de 3 kg. Nestes coelhos foram colados
suportes herméticos na regido do flanco do coelho, fixados 12 horas antes de da
infestagdo com R. sanguineus adultos, 30 fémeas e 30 machos,foram colocados
dentro dos potes para se alimentarem nos coelhos. Apés a fixacdo dos carrapatos,
foi injetado 10 mL de DTNB (100 mM) - 3 vezes de 12 em 12 horas (figura 6).
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Figura 6. Protocolo de administracdo do farmaco apds a fixacdo dos carrapatos. Foram

aplicadas trés injecdes subcutaneas de DTNB a 100 mM no periodo de 12 horas entre uma

injecdo e outra.



As concentragdes circulantes de DTNB e TNB foram paralelamente
determinadas em nosso laboratério. A farmacocinética do DTNB foi monitorada em
espectrofotbmetro a 412nm, por meio do ensaio colorimétrico da reacdo da
Glutationa Reduzida (GSH) - 50 mM, pH 7,4 (figura 7)- com plasma sanguineo dos
coelhos tratados com DTNB, que foram coletados nos intervalos de 30 minutos, 60

minutos, 3 horas e 12 horas apo6s inje¢édo subcutdnea do DTNB 100mM pH7,4.

2 GSH + DTNB — GSSG + 2 TNB

Figura 7. Reacéo quimica da GSH e o DTNB dando origem a moléculas de TNB. O DTNB
oxida a molécula de GSH, formando duas moléculas de TNB, que é quantificada em
espectrofotdmetro a 412 nm. Na reacdo colorimétrica foi colocado GSH em excesso para
reagir com DTNB. Através desta reacdo foi possivel determinar na bancada as concentracdes
circulantes de TNB e DTNB no coelho.

Apos a alimentacdo adultos de R. sanguineus,foram avaliados, sendo que as
fémeas teledginas foram pesadas e colocadas em placas de cultura de células de 24
pocos e acondicionadas em estufa com temperatura de 271 °C, e umidade relativa
superior a 80% nas mesmas condi¢cdes estabelecidas por BELLATO & DAEMON,
1997 para manutencao de col6nias de carrapato em laboratorio. Foram avaliadas as

taxas de postura e ecloséo dos ovos.

3.8 Avaliacao dataxa de oviposic¢éao e ecloséo



Apos a alimentacéo artificial, os carrapatos foram colocados em placas de
culturas de células (24 pocos), e acondicionados em estufas BOD 27+1°C com
umidade relativa acima de 80% para oviposicdo. A cada dia de oviposi¢cdo, 0s
carrapatos foram mudados de pocos, a fim de avaliar a performance diaria de
postura de ovos. Os ovos foram contados em lupa da marca Ziezz®com aumento de
10 vezes, usando papel milimetrado abaixo da placa para auxiliar a contagem dos
ovos. Apdés a contagem 0s ovos, 0s pocos das placas foram fechados com
chumacgos de algodéo, para evitar a fuga de larvas, e foram novamente incubados,
para observar a taxa de eclosdo dos carrapatos.

Alimentacao de Rhipicephalus sanguineus
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Figura 8. Desenho experimental dos ensaios de drogas em R. sanguineus alimentados

artificialmente com sangue de coelhos e naturalmente em coelhos. No esquema observa-se as
taxas de oviposicéo e ecloséo.



4. Resultados

4.1 Curva de Concentragdo do DTNB livre em plasma de coelhos

Para conhecer a quantidade de DTNB livre no plasma sanguineo, foi

realizada uma curva de eficiéncia em vérias concentracdes: 2mM, 4 mM e 8mM.
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Figura 9. Curva de concentragdo do DTNB em plasma sanguineo de coelho Nova Zelandia.
Foram testadas vérias concentracfes de DTNB para determinar a quantidade ideal para
alimentacdo de R. sanguineus. A reacdo com GSH 50 mM pH 3.2, aponta que, a partir de 4
mM a quantidade de DTNB ¢é superior a quantidade TNB no plasma e que em 8mM a

quantidade de DTNB livre € mais que o dobro da quantidade TNB.

Os resultados apontam grande quantidade de DTNB livre na concentracao de
8 mM. A curva de eficiéncia serviu de base tanto para os ensaios de alimentacgédo “in

vitro” quanto para os ensaios de alimentagéo “in vivo”.



4.2 Farmacocinética em carrapatos R.sanguineus

Nas primeiras horas apés a alimentacéao, foi possivel observar a excrecao de
guanina pelo poro anal dos carrapatos, foi observado ainda mudancga na coloragdo
da guanina dos carrapatos tratados com DTNB (figura 8). Desta forma, foi avaliada a

farmacocinética do DTNB e o sucesso da alimentacéo dos carrapatos.

Figura 10. Fotografia da excre¢do de guanina do R. sanguineus - Farmacocinética de
carrapatos alimentados artificialmente. Avaliacdo da cloracdo do produto de excrecdo apos a
alimentacéo artificial: A- carrapato alimentado com sangue total citratado; B — carrapato
alimentado com sangue e TRIS 60 mM pH 6,5 e C- carrapato alimentado com DTNB 20 mM
pH 7.4; durante 12 horas. As setas brancas indicam a coloragdo das guaninas, seta amarela
regido do poro anal.

Carrapatos alimentados por 12 horas com sangue citratado com DTNB com
20 Mm - pH 7,4 apresentavam coloracdo da guanina alaranjada, enquanto que
carrapatos que foram alimentados apenas com sangue total e sangue com TRIS 60
mM - pH 7,0 o produto de excregéo apresentava coloracéo branca.



Apb6s a oviposicao, os carrapatos foram colonizados por fungos Metarhizium
anisoplia (Figura 10), os fungos que colonizaram 0s carrapatos que receberam
DTNB adquiriram coloracgdo alaranjada, indicando que ainda havia DTNB e/ou TNB

na carcaca dos carrapatos, mesmo depois da postura dos ovos.

1000 pm

Figura 11. Fotografia de carrapatos colonizados por Metarhizium anisopliae em R.
sanguineus, alimentados artificialmente por tubos capilares com sangue de coelho, apos a
oviposicdo. A. Controle: carrapatos que receberam apenas sangue; B. Controle TRIS:
carrapatos que receberam sangue e TRIS 60mM; e C. Tratamento: carrapatos que receberam
sangue e DTNB 20 mM. A’,B’ e C’ ZOON 5x em Lupas Ziezz aumento 10 vezes.

O Numero de coldonias nao foi contabilizado, contudo, as mesmas
caracteristicas fenotipicas se repetiram na coloniza¢ao de todos os carrapatos que
foram tratados com DTNB, tanto para alimentagéo natural quanto para alimentagao
artificial. Adicionalmente, analise visual das colbnias, a quantidade e morfologia das
colénias permanecem inalteradas. Sugerindo biodegradacdo do farmaco sem afetar

outros organismos.



4.3 Taxa de Oviposicao de carrapatos alimentados Artificialmente

Foi avaliada a taxa de oviposicdo nos grupos de carrapatos alimentados
artificialmente por 12 horas, com e sem tratamentos. Os resultados apontam
diminuicdo significativa no grupo de carrapatos tratados com DTNB a 20 mM - pH

7,4. Contudo, ndo foi observada diferenca estatistica entre o grupo de carrapatos

que receberam o TRIS 60 mM - pH 7,0 (diluente do DTNB).
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Figura 12. Taxa de oviposi¢do de carrapatos alimentados artificialmente no periodo de 12
horas. O grupo de carrapatos que receberam o TRIS 60 mM ndo apresentou diferengas
estatisticas (two way ANOVA p>0,05),quando comparado ao controle. Contudo, foi
observada diferenca entre os controle e grupos tratados com DTNB 20 mM - pH7,4; N’ 30.



4.4 Avaliacao datoxicidade de Dose Unica (aguda) em Coelhos.

A fim de avaliar a toxicidade do DTNB em coelhos Nova Zelandia, duas
concentracdes abaixo da sugestdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que preconiza no maximo 1000 mg/kg/dia para roedores e ndo roedores,
foi estabelecida a partir de testes em ratos: 330 mg/kg/dia e 660 mg/kg/dia. Apds a
administragdo do DTNB nos coelhos foram avaliadas: mortalidade, sinais clinicos,
consumo de racdo e agua durante 14 dias. Os parametros supracitados
permaneceram inalterados durante o estudo de dose Unica.

Cinco minutos ap6s a administracdo subcutdnea do DTNB, na regido do
flanco do coelho, as extremidades auriculares e conjuntivas oculares dos coelhos
adquiriram coloragcao amarelada, indicando uma rapida perfuséo tecidual (figura 12).
Ap6s 12 horas da aplicacéo, a droga foi excretada na urina e as conjuntivas oculares

e voltaram a coloracdo normal.

Figura 13. Teste de toxicidade de dose Unica em coelhos Nova Zelandia. Duas diferentes
concentragdes foram aplicadas subcutaneamente: A e A’-controle; B e B’ - 330 mg/kg/dia; C
e C’- 660mg/kg/dia. Apds 12 horas os coelhos tratados eliminaram o DTNB pela via urinaria

e os coelhos voltaram & coloracdo normal.



4.4 Avaliagéo da toxicidade de Doses repetidas em Coelhos.

Para avaliar a o perfil de toxicidade de doses repetidas, foi utilizada a menor
dose testada no estudo da toxicidade de dose Unica (330 mg/kg/dia). Para tanto,
administrado trés injecdes subcutaneas em intervalo de 12 horas. ApGs a terceira
dose, foi observada a farmacodinamica e farmacocinética plasmatica do coelho, por
meio da reacgdo colorimétrica da GSH 50 mM- pH 3,5. A biodisponibilidade e a
biotransformacdo do DTNB foram observadas espectrofotometricamente a 412 nm,

nos periodos de 0, 30 minutos, 60 minutos, trés horas e 12 horas (figura 13).

Avaliagdo de DTHB 100mM e THB a 412 nm em Coelhos
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Figura 14. Farmacocinética do DTNB na circulagdo sanguinea de coelhos. Foram avaliados
diferentes momentos: O(controle)- antes da injecdo; 30 minutos: observa-se maior quantidade
de DTNB livre circulante; 1 h: observa-se a principal biotransformacéo do DTNB em TNB e
inicio da eliminacéo; 3h: grande parte da droga ja foi excretada; 12 h ap6s a inje¢do néao foi

identificado nenhum resquicio nem de DTNB e TNB na circula¢do sanguinea.



4.5 Avaliagdo da bioquimica Clinica

Para avaliar a sanidade dos animais neste experimento, foram realizados os
seguintes testes bioquimicos: uréia, creatinina, proteinas totais, albumina,
Aspartatoamino transferase (AST), Alaninaamino transferase (ALT) e Fosfatase
Alcalina (ALP), dos grupos tratados e nao tratados com DTNB. Os animais foram

testados durante 90 dias e os resultados foram analisados antes, durante e apés 0s

tratamentos.
Uréia Creatinina Proteina Albumina
(u/L) (mg/dL) (g/dL) (g/dL)
Fonte de GL QM F QM F QM F F
Variacéo QM
Tratamentos (T) 2 68,69 3,36* 0,03 0,55™ 0,2 0,50 0,1 0,73
ns 4 ns
Periodo (P) 2 11,36 0,56" 0,13 2,43™ 2.6 4,68* 0,7 3,94
*
Bloco 4 3,07 0,15 0,14 2,60™ 15 2,79 0,1 0,64
ns 5 ns 2 ns
Interacdo (TxP) 3 3,61 0,18 0,07 1,23™ 0,5 1,06 0,0 0,15
ns 9 ns 3 ns
Residuo 24 20,28 - 0,05 - 0,5 - 0,1 -
9
CV(%): 13,49 15,86 12,04 10,52

Tabela 1. Analise da variancia conjunta para os pardmetros séricos de uréia, creatina, proteina
total e albumina, avaliados nos periodos 0,1 e 90 dias ap6s a aplicacdo subcutnea de DTNB
em coelhos.* Teste F significativo (P<0,01), ** significativo (P<0,05) e ns- ndo significativo
(n=12, N=32).



AST ALT ALP

(u/L) (u/L) (u/L)

Fonte de GL QM F QM F QM F

Variacao

Tratamentos 2 1277,03 2,12 1147,00 1,60™ 3620,08 11,88**
(T) ns

Periodo (P) 2 515,86 0,86 60,75 0,08™ 9607,00 31,52**

ns

Bloco 4 1930,55 3,21* 3972,25 5,53** 4161,56 13,65**

Interacdo (TxP) 3 304,28 0,51 82,00 0,11"™ 829,21 2,72"™

ns

Residuo 24 601,88 - 717,60 - 304,76 -

CV(%) 58,68 41,91 15,22

Tabela 2. Anélise da variancia conjunta para os pardmetros séricos de AST, ALT E ALP,
avaliados nos periodos 0, 1 e 90 dias ap6s a aplicacdo subcutanea de DTNB em coelhos. *

Teste F significativo (P<0,01), ** significativo (P<0,05) e ns- ndo significativo (n=12, N=32).

Os resultados em conjunto dos parametros seéricos, ndo apresentaram
mudancas significativas em relagcéo ao tempo e aos tratamentos, exceto na fosfatase
alcalina (ALP).



45.1 Uréia

Em mamiferos, a uréia é sintetizada no figado a partir do grupo amina
liberado pelos aminoacidos durante o catabolismo das proteinas. Grande parte da
uréia € excretada através da urina, sendo por isso utilizada como indicador do

funcionamento renal.
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Figura 15. Concentracdes de uréia sérica (médias + desvio padrdo) avaliadas nos periodos 0,1
e 90 dias ap0s a aplicacdo subcutanea de DTNB em coelhos.

Os resultados demonstram que as concentracdes de uréia plasmatica de coelhos
tratados com TRIS 300mM e DTNB 100mM pH 7,4 ndo apresentaram alteragcdes nos

periodos 0, 24 h e 3 meses.



45.2 Creatinina

A creatinina é o produto do catabolismo da creatina, sendo a principal fonte
de fosfato para a ressintese de ATP (creatina fosfato) no tecido muscular. A
excrecdo da creatinina ocorre via renal, refletindo a taxa de filtracdo e,

consequentemente, o desempenho funcional deste érgao.
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Figura 16. Concentracbes de creatinina sérica (médias + desvio padrdo) avaliadas nos
periodos 0,1 e 90 dias ap0s a aplicacdo subcutanea de DTNB em coelhos.* Médias com letras
mindsculas na linha e maitscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o Teste de Tukey
(P<0,05, DMS= 0,24; GL=24).

Os resultados demonstram que as concentracdes de creatinina plasmatica de
coelhos tratados com TRIS 300 mM e DTNB 100 mM pH 7,4,ndo apresentaram
alteragcbes nos periodos 0, 24 h e 3 meses.



4.5.3 Proteinas Totais

As proteinas estdo aumentadas em algumas neoplasias, especialmente em
mieloma mdaltiplo; na macroglobulinemia; doengas autoimunes, como artrite
reumatoide; doencas granulomatosas como a sarcoidose, leishmaniose visceral;
endocardite bacteriana sub-aguda e linfogranuloma; em alguns casos de doenca
hepética crdnica, como hepatite autoimune e na desidratagao.
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Figura 17. Concentracdes de Proteinas totais (médias + desvio padrdo) avaliadas nos periodos
0,1 e 90 dias ap6s a aplicacdo subcutanea de DTNB em coelhos.* Médias com letras
mindsculas na linha e maiuscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o Teste de Tukey
(P<0,05, DMS= 0,76; GL= 24).

Os resultados demonstram que as concentracdes de proteina plasmatica de
coelhos tratados com TRIS 300 mM e DTNB 100 mM pH 7,4 apresentaram

alteragOes entre os tratamentos nos periodos 0, 24 horas e 3 meses.



4.5.4 Albuminas

A albumina é a proteina mais importante do plasma para mamiferos. Os
niveis plasmaticos de albumina, devido a sua relagcdo com o aporte de proteina e a
producéo no figado, sédo frequentemente usados como parametro para avaliacao do
estado nutricional e funcdo hepatica. Diminui¢cdes da albumina ocorrem na cirrose e
outras doencas hepaticas, incluindo o alcoolismo crénico; na gravidez e associado
ao uso de contraceptivos orais; em muitas doencas crbnicas, incluindo as
neoplasias, sindrome nefrética, enteropatias com perda protéica (doenga de Crohn,
colite ulcerativa), doengas inflamatérias, como as doengas autoimunes, imobilizacao
prolongada, faléncia cardiaca e outros estados catabolicos crénicos. Elevacdo da

albumina sérica é encontrada somente na desidratacao.
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Figura 18. Concentracfes de Albumina sérica (médias + desvio padrdo) avaliadas nos
periodos 0,1 e 90 dias ap6s a aplicagdo subcutanea de DTNB em coelhos * Médias com letras
mindsculas na linha e maitscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o Teste de Tukey
(P<0,05, DMS= 0,44; GL= 24).

Os resultados demonstram que as concentracdes de proteina plasmatica de
coelhos tratados com TRIS 300 mM e DTNB 100 mM pH 7,4 apresentaram
alteragcbes entre os tratamentos nos periodos 0, 24 h e 3 meses.



4.5.5 Aspartato Amino Transferase (AST)

A AST ou transaminase glutamico-oxalacética (GOT/TGO) é uma enzima
encontrada em concentracdo muito alta em musculo cardiaco, musculo esquelético
no figado e em menor concentracdo nos rins e pancreas. Nos hepatécitos a AST
esta localizada no citoplasma (40%) e na mitocondria (60%). Qualquer leséo tissular
ou doencgas que afetam o parénquima hepético liberard uma maior quantidade da
enzima para corrente sanguinea, elevando o nivel da AST sérica. Sempre que
houver uma injaria hepatocelular de qualquer etiologia, havera uma grande liberagéo

da enzima AST para a corrente sanguinea.
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Figura 19. Concentracfes de AST sérica (médias + desvio padrao) avaliadas nos periodos 0,1
e 90 dias apo6s a aplicacdo subcutanea de DTNB em coelhos.* Médias com letras minusculas
na linha e maidscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o Teste de Tukey (P<0,05,
DMS= 24,99; GL= 24).

Os resultados demonstram que as concentracdes de AST de coelhos tratados
com TRIS 300 mM e DTNB 100 mM pH 7,4 néo apresentaram alteracdes entre os
tratamentos nos periodos 0, 24 horas e 3 meses.



4.5.6 Alanina Amino Transferase (ALT)

A ALT ou transaminase glutamico-pirdvica (GTP/TGP) pertence a um grupo
de enzimas que catalisa a conversdo de aminoacido e oxi-acido através da
transferéncia de grupos amina, esta enzima é encontrada predominantemente no
figado em concentragdo moderada nos rins e em menor quantidade no coracédo e
nos musculos esqueléticos. Nos hepatdcitos 90% ALT esta localizada no citoplasma
e 10% nas mitocondrias. Qualquer injaria tissular ou doencga que afeta o parénquima
hepéatico, mesmo que modesto, liberard grande parte de ALT para circulagdo

sanguinea.
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Figura 20. ConcentracOes de ALT sérica (médias + desvio padréo) avaliadas nos periodos 0,1
e 90 dias ap06s a aplicacdo subcutanea de DTNB em coelhos * Médias com letras minGasculas
na linha e maidscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o Teste de Tukey (P<0,05,
DMS= 27,29; GL= 24).

Os resultados demonstram que as concentracdes de AST de coelhos tratados
com TRIS 300 mM e DTNB 100 mM pH 7,4 néo apresentaram alteracdes entre 0s
tratamentos nos periodos 0, 24 h e 3 meses.



4.5.7 Fosfatase Alcalina (ALP)

A ALP ou fosfatase alcalina (FAL) Fosfoidrolase monoséster ortofosférica
(lUB), compreende um grupo de enzima fosfohidrolase que apresentam atividades
maximas em pH alcalino em torno de 10. Esta enzima é encontrada em varios
tecidos, com maior concentracéo no figado, no epitélio do trato biliar e no osso. A
mucosa intestinal e a placenta contém também a fosfatase alcalina. Os coelhos séo
os Unicos a apresentar trés isoenzimas ALP (TRALL et al., 2006).

No figado, a ALP é secretada pelos hepatécitos (célula de Kupfer) e pelas
células da mucosa do trato biliar. Geralmente, qualquer hepatopatia ativa pode
aumentar os valores da ALP, mas as maiores elevacdes nos niveis da enzima
ocorrem nos casos de obstrucdo do trato biliar. Desse modo, a ALP estard muito
aumentada nas obstrugdes biliares intra ou extra-hepaticas assim como nas
cirroses. Esta enzima esti ainda envolvida na transferéncia de ions através da
membrana celular. Seu aumento pode ser consequente de vazamentos por dano

celular e de aumento da atividade celular.
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Figura 21. Concentracfes de ALP sérica (médias + desvio padrao) avaliadas nos periodos 0,1
e 90 dias apo6s a aplicacdo subcutanea de DTNB em coelhos.* Médias com letras minusculas
na linha e maidscula na coluna ndo diferem entre si, segundo o Teste de Tukey (P<0,05,
DMS=17,79; GL= 24).



Os resultados demonstram que as concentracdes de ALP de coelhos tratados com
TRIS 300 mM e DTNB 100 mM pH 7,4 nao apresentaram alteracdes entre os

tratamentos nos periodos 0, 24 h e 3 meses.

4.6 Analise Anatomopatolégica

As analises anatomopatdgicas foram realizadas no setor de Anatomia
Patologica do Hospital Veterinario da UENF, onde foi realizada a necropsia dos
animais, as amostras das visceras e de 6rgdos das necropsias foram encaminhadas
ao setor de patologia para a realizacdo das analises histotécnicas. Foram eleitos os
seguintes oOrgdos: Pulmao, cérebro, Coragdo, Figado e Rim. Os resultados da
histologia, revelaram que coelhos tratados com DTNB 100 mM- pH 7,4 no periodo
de trés meses, ndo apresentaram diferencas nos padrdes de teciduais apds o

tratamento.
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Figura 22. Fotografias de laminas coradas pelo método Hematoxilina e Eosina (H.E.), com
aumento de 400x. Os padrdes histologicos de: pulmdo, cérebro, coracdo, figado e rim
decoelhos do grupo tratado com DTNB (100mM- pH 7,4), revelaram que ndo houve injlrias

teciduais proiminentes, quando comparado com coelhos do grupo controle.



4.7 Taxa de oviposicao de R. sanguineus natural em coelhos

ApoOs os carrapatos fixarem no coelho foi aplicado 10 mL de DTNB 100 mM —
pH 7,4 e os carrapatos foram coletados pos-queda, quando os carrapatos atingiram
total ingurgitamento (teledgenas). Os resultados mostram significativa reducdo no

ndmero de ovos de carrapatos tratados com DTNB.
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Figura 23. Reducdo do numero total de ovos de R.sanguineus alimentados em coelhos Nova
Zelandia tratados com DTNB. Durante a alimentacéo, trés doses 10 mL do DTNB 100 mM-

pH 7,4 foi administrado em intervalo 12 h.



4.8 Taxa de eclosdo de R. sanguineus alimentados naturalmente em Coelhos

Nova Zelandia

Apos o periodo de oviposi¢do, os ovos de R.sanguineus foram incubados em
estufa BOD - 37£1°C com umidade relativa acima de 80% - por 15 dias, apds este
periodo, foi avaliada a taxa de eclosdo dos ovos. Os resultados em porcentagem
mostram que houve uma diminuicdo de 75% na taxa de ecloséo em carrapatos
tratados com DTNB.
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Figura 24. Taxa de eclosdo de ovos de R.sanguineus alimentados naturalmente em coelhos
Nova Zelandia, tratados com DTNB. Houve uma diminuigdo de 75% na taxa de ecloséo de

ovos totais.



5. Discussao

O controle de carrapatos tem se tornado uma tarefa laboriosa para as
indastrias farmacéuticas e grupos que estudam controle de pragas. Tal dificuldade
se justifica devido as mudancas evolutivas destes organismos, 0 que ndo raramente
lhes confere resisténcias a multiplas drogas. Para tanto, diversas moléculas
sintéticas tém sido isoladas na tentativa de controlar populacdes de carrapatos.
Neste sentido, varios esforcos tém sido estabelecidos tais como: controles
biol6gicos, desenvolvimentos de vacinas e descobertas de novas moléculas
quimicas (Patarroyo & Costa 1980; Nolan et al.,1989; Soberanes et al., 2002;
Martins & Furlong, 2001; Castro-Janeret al., 2010).

Dentre as estratégias de controles de carrapatos, o que tem apresentado ser
a mais promissora é o controle quimico. Contudo, devido as altas taxas de
resisténcias destes organismos a estes farmacos, faz-se necessaria a rotatividade e
descobertas de novas moléculas, a fim de que consiga eficiéncia na diminui¢cdo das
populagBes deste parasito (Soberanes et al., 2002). Com este propdsito, o DTNB foi
testado, pela primeira vez “in vivo”, em carrapatos R. sanguineus e em coelhos Nova
Zelandia (hospedeiro). O DTNB é um agente derivatizante de grupamentos tiois,
para quantificar residuos de cisteinas livres em proteinas tidis. Nesta reagdo, o
DTNB reage equimolarmente com cisteinas com grupos sulfidrilas livres formando o
acido 2-nitro-1-benzoico (TNB) que tem coeficiente de extingdo molar definido em
412 nm (Aitken et al.,, 2009). Trabalho de nosso grupo mostrou que o DTNB foi
capaz de inibir a atividade enzimatica da triose Fosfato Isomerase (TIM), uma
proteina critica na via glicolitica (Moraes et al., 2011). Inicialmente foi realizada uma
curva de concentracdo para avaliar a biotransformagdo do DTNB no sangue de
coelhos (figura 8). Concentracbes de 2 mM, 4 mM e 8 mM foram medidos
espectrofotometricamente, com comprimento de onda a 412 nm, na presenca GSH.
Os resultados mostram que a concentracdo de 8 mM apresenta mais que o dobro de
DTNB livre no plasma do sangue do coelho. Estes dados sdo importantes tanto para
a alimentacao artificial quanto a alimentagdo natural de R. sanguineus, pois desta
forma é possivel estimar a quantidade de DTNB e TNB livres administrados nos

momentos das alimentagdes.



Em animais oviparos, como carrapatos, 0 sucesso da ovogénese depende da
taxa de alimentacdo. Desta forma, varios trabalhos associam o0 sucesso da
alimentacdo a conversao de ovos (Davey et al., 1980; Costa et al., 1982; Benavides
et al.,1984). Dentro deste contexto, Cunha et al. (2006) ao alimentarem
artificialmente fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus, usando tubos
capilares, determinaram que o ganho de peso estava relacionado com o periodo de
alimentagdo. A alimentacdo por meio de tubos capilares tem se mostrado uma
excelente ferramenta para alimentacdo de R. sanguineus, quando comparado a
outros métodos de alimentacdo artificial. Para tanto, foi testada a concentragdo 20
mM pH 7,4 de DTNB, por meio da alimentacdo artificial usando microtubos
capilares. Observou-se inicialmente que carrapatos que se alimentaram em periodo
de 24 horas ndo sobreviveram durante o periodo de pré-postura (dados néo
apresentados). Contudo, carrapatos que receberam o DTNB por 12 horas, a
excrecdo de guanina (produto nitrogenado da degradacdo protéica) apresentava
coloragdo alaranjada, enquanto que nos grupos de carrapatos controle e
alimentados com sangue adicionado de TRIS 60 mM a guanina manteve
esbranquicada normal (figura 9). Esta mudanca de coloracdo pode indicar que
durante a alimentacdo do carrapato, a droga passa pelo trato digestivo e é
biotransformada em TNB, antes de ser excretada no poro anal do carrapato.
Adicionalmente, observou-se que o grupo de carrapatos tratados com DTNB, ap6s o
periodo de postura de ovos, teve suas carcacas colonizadas por fungos, e o aspecto
destes apresentou coloragdo alaranjada, tais como a excrecdo de guanina.
Curiosamente, os fungos que colonizaram as carcacas dos carrapatos dos outros
grupos (controle e TRIS) mantiveram aspectos esbranqui¢cados. Assim, a coloragéo
destes fungos pode indicar a presenca do DTNB e/ou TNB nas carcagas dos
carrapatos tratados, mesmo apés a sua morte (figura 10). Contudo, parece que
DTNB né&o afeta as colonias que decompde os carrapatos, pois nao foi observada
diminuicdo das colbnias em nenhum dos tratamentos. A mudanga de coloragéo,
tanto da guanina quanto das colonias de fungos, pode ter sido pela reagdo do DTNB
com proteinas tidis, promovendo a formac¢do do TNB, que apresenta coloracdo mais
intensa quando comparado & molécula de DTNB.

A taxa de oviposicdo em carrapatos alimentados artificialmente por meio de
tubos capilares com DTNB 20 mM- pH 7,4 -apresentou diminuicdo expressiva no

ndmero de ovos por fémeas, enquanto que carrapatos tratados com TRIS 60 mM



(diluente do DTNB), ndo houve diminuicdo na taxa de oviposi¢céo (figura 11). O
mesmo evento foi observado em carrapatos alimentados naturalmente em coelhos
Nova Zelandia com trés doses de DTNB 100 mM pH 7,4 (figura 15). A diferenca
observada entre o niumero de ovos por fémeas do grupo de carrapatos alimentados
artificialmente e grupo de carrapatos alimentados naturalmente, deve-se a diferenca
da eficiéncia nutricional destas duas técnicas. Portanto, carrapatos alimentados
naturalmente alcangcam maior peso (média de 160mg) enquanto pela alimentacédo
artificial os carrapatos atingiram menor peso (média de 72 mg). Por este motivo, a
taxa de conversao de alimento em ovos é menor na alimentacéo artificial.

Na literatura, até o momento, ndo ha relato de ingurgitamento total em R.
sanguineus alimentados com sangue de coelhos, entretanto estudos realizados por
Rau & Hannoun (1968) obtiveram sucesso ao alimentar adultos e ninfas do
argasideo Argas reflexus reflexus (Fabricius, 1794) através de tubos capilares, com
sangue de frango ou pombo heparinizado. Os autores observaram que houve o
ingurgitamento total dessas fémeas que forneceram posturas férteis e as ninfas
mudaram para os proximos estagios. Ja Willadsen et al. (1984) ao trabalharem com
alimentacéo artificial de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus através
de tubos capilares com sangue de bovinos, coelhos, ratos e cobaias, observaram
que os carrapatos alimentaram-se com todos os tipos de sangue, mas sé obtiverem
sucesso no ingurgitamento e oviposicdo quando alimentados com sangue do
hospedeiro natural.

Losel et al. (1993) ao alimentarem artificialmente fémeas parcialmente
ingurgitadas de R. appendiculatus por meio de tubos capilares, com soro de coelhos
que tinham sido previamente infestados com carrapatos e com soro obtidos dos
mesmos animais antes da infestagcdo. Os autores mostraram ganho de peso
significativamente menor quando as fémeas foram alimentadas com soro de coelhos
infestados. Ainda nesse estudo os carrapatos foram também alimentados
artificialmente com soro de bovinos (que sdo seus hospedeiros naturais) que tinham
sido previamente infestados e com soro de bovinos ndo expostos a infestacdo. Os
autores observaram que ndo houve diferenga significativa no ganho de peso,
demonstrando assim a diferenga entre o hospedeiro natural e a resisténcia adquirida
por animais de laboratdrio. Em outros trabalhos, De la Vega et al. (2000) obtiveram
sucesso ao alimentar artificialmente fémeas de R. microplus utilizando sangue

heparinizado ou desfibrinado. Em seguida, estas fémeas foram colocadas



novamente no hospedeiro natural para completar o ingurgitamento. A alimentacéo
artificial ndo causou efeito negativo sobre os carrapatos, ou em seu desenvolvimento
posterior. No entanto, Abel (2004) infestou com A. cajennense previamente
alimentadas colénias de coelhos. As patern6genas foram removidas antes de
terminarem o ingurgitamento, sendo submetidas a alimentagdo por meio de tubos
capilares por periodos de 2, 6 e 12 horas com sangue bovino citratado. O ganho
médio de peso foi significativo ja a partir de 2h.

Dos poucos trabalhos com R. sanguineus, apresentados em literaturas,
Cunha et al. (2008) alimentando artificialmente fémeas parcialmente ingurgitadas de
R. sanguineus oriundas de coelhos, observaram pesos médios das fémeas 66,0;
69,10 e 73,60 mg apos alimentacao artificial com sangue canino citratado por meio
de tubos capilares por 6, 12 e 24 horas, respectivamente. Os pesos médios das
posturas provenientes das fémeas alimentadas artificialmente foram de 42,60; 46,90
e 41,60 mg, respectivamente. No Brasil, Coelho (1993) ao estudar os parametros da
oviposi¢éo, obteve fémeas ingurgitadas com peso variando entre 82,60 a 228,60mg
e com peso médio de 166,02 mg. Neste trabalho, foi utilizado periodo de 12 horas
para alimentagéo artificial e foi observado que as taxas de eficiéncias nutricionais
foram semelhantes aos de Cunha et al (2008). Contudo, o periodo de 6 horas n&o foi
testado e o de 24 horas os carrapatos morreram durante o periodo de pré-postura.
Jé na alimentag&o natural, foi utilizado periodo de 24 horas, e foi observado que as
taxas de eficiéncias nutricionais eram semelhantes as taxas observadas por Coelho
(1993).

Em artrépodes hematéfagos, a ovogénesis estd diretamente ligada ao
metabolismo de aminoacidos, que se da no momento da digestdo da porcéo
protéica, derivada da alimentag@o sanguinea que é utilizada pelas células do corpo
gorduroso para a sintese de proteinas do vitelo. A principal proteina de reserva dos
ovos de artropodes é a vitelina, adquirida pelos ovécitos e acumulada em estruturas
chamadas gréanulos de vitelo (Sappington & Raikhel, 1998). Uma das func¢bes da
vitelina é suprir o desenvolvimento do embrido com amino&cidos, e sua mobilizagdo
esta relacionada a acdo de proteases especificas que tornam possivel sua utilizacdo
pelas células dos embriées em desenvolvimento no interior dos ovos (Fagotto, 1990;
Yamamoto & Takahashi, 1993; Logullo et al., 1998).

Na figura 16, observou-se que a taxa de eclosdo de R. sanguineus foi

afetada significativamente - mais de 70% - nos carrapatos R.sanguineus que foram



alimentados em coelhos tratados com trés inje¢cdes de DTNB 100 mM- pH 7,4.
Eventos que ocorrem durante a ovogénese séo reflexos da mudangca na homeostase
de sistemas celulares interrelacionados. Sendo assim, o desenvolvimento da célula
germinativa depende direta ou indiretamente dos recursos disponiveis das células
foliculares e/ou nutrizes, ou mesmo de células de outros sistemas. A interacao entre
ovQcitos e células foliculares e nutrizes € bem estabelecida para o grupo Insecta,
com descricdo de trés modelos estruturais de ovério:panoistico, politréfico e
telotréfico, definidos de acordo com o tipo de interagdocelular presente (Huebner e
Anderson, 1972). Sabe-se que as células foliculares, células nutrizes e ovdcitos
interagem de multiplas formas na ovogénese, ou seja, durante o crescimento do
foliculo, transporte citoplasmatico, vitelogénese e formac&o do cérion. A funcéo
nutricional dessas células é facilitada pela presenca de canais citoplasmaticos
estaveis denominados “pontes intercelulares” responsaveis pela ligacdo dessas
células ao ovdcito. Desta forma, servem como rota de transporte para lipideos,
proteinas, carboidratos, mitocdndrias, reticulo endoplasmatico, RNAm, ribossomos
que sdo produzidos por estas células e estocados no ovOcito em crescimento
(BUning, 1994 e Telfer, 1975). Desta forma, a acdo oxidativa do DTNB em proteinas
tiois pode promover mudancas estruturais e, por conseguinte perda de funcéo
destas proteinas levando a perda da homeostase nestas células. Uma das proteinas
tidis que tem sido estudada pelo nosso grupo é a Triose Fosfato Isomerase de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus(RBm-TIM). Moraes e colaboradores (2011),
classificaram esta proteina como alvo de drogas pelo seu alto teor de residuos de
cisteinas ndo conservadas nas posi¢oes Cis: 7,25,51,86 e 143.

Outra abordagem de interferéncia sobre agentes oxidante de proteinas tiois,
como DTNB, é apresentado por GOmez-Puyou e colaboradores (1995) que
observaram que agentes derivatizantes de residuos de cisteinas foram capazes de
inibir drasticamente TIMs com residuos de cisteinas na posicdo Cis 14 de
Tripanossomas brucei, o0 mesmo n&o acontecendo com TIMs de coelhos. Em
estudos para o desenvolvimento de vacinas contra Taenia solium, Jimenez e
colaboradores (2000) observaram diferencas entre as sequéncia de duas regides-
chave da TIM do parasita e Homo sapiens. Estas diferentes regides da enzima de
Schistosoma mansoni foram identificadas como epitopos para células T e B. Na
esquistossomose, a TIM foi considerada pela OMS como uma das seis prioridades

em candidatas vacinas contra S. mansoni (Bergquist, 1995). A TIM é considerada



um alvo para o desenvolvimento de medicamentos contra diversas doengas
humanas envolvendo endoparasitas, tais como o Plasmodium, Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei e Giardia lamblia (Garza-Ramoset al., 1996; Maldonadoet al.,
1998; Gaoet al.,, 1999; Hernandez-Alcantara et al., 2002; Zomosa-Signoret et al.,
2003). Adicionalmente, o DTNB tem sido exaustivamente aplicado e estudado em
outra proteina tiol, Proteina Dissulfeto Isomerase (PDI), em modelos de interagéo de
fusé@o celular de parasitos como: virus (Ryser et al., 1994; Barbouche et al., 2005;
Golwthaman et al., 2008; Lara et al., 2011; Calderon et al., 2012), bactérias (Conant
et al,, 2007) e protozoérios (Santos et al., 2009). Nestes trabalhos, de forma
unanime, é reportado que a PDI desempenha um papel critico na internalizacdo
desses patdgenos pela célula hospedeira. Assim, o DTNB bloqueia eficientemente a
fusdo celular entre o patégeno e a célula hospedeira mediada pela PDI. Tal inibicdo
impede a reacdo de intertroca tiol-dissulfeto na superficie da célula hospedeira entre
a PDI e as proteinas extracelulares do patdégeno (Ryser & Flickiger, 2005). Desta
forma, o DTNB poderia atuar na fusdo de alguns patdégenos transmitidos durante o
repasto sanguineus. Destarte, uma nova classe de drogas derivadas do DTNB pode
contribuir ndo sé para ovogénese, mas também na diminuicdo de cargas parasitarias
de alguns patdgenos transmitidos pelo carrapato.

Nos coelhos, tanto na avaliagdo da toxicidade de dose unica (figura 12)
guanto na avaliacdo de doses repetidas (figura 13), a excre¢do da droga ocorreu em
12 horas ap0s a administragdo, ndo sendo encontrando residuos do farmaco na
circulagdo sanguinea apods este periodo. As avaliac6es das bioquimicas clinicas
permaneceram inalteradas apds o tratamento com DTNB (tabelas1-9), e a mesma
observacdo se deu nos achados histoldgicos em laminas de pulméo, cérebro,
coracgdo, figado e rim de coelhos submetidos aos tratamentos, durante seis meses,
com DTNB (tabela 14). Igualmente, a avaliagdes tomogréficas (anexo) mostram que
durante o periodo de experimentacdo o coelho ndo apresentou sinais de
modificacdes nas estruturas dos 6rgéos eleitos para o acompanhamento clinico.

O conjunto de avaliagdes clinicas e néo clinicas, atestam que ndo houve
influencia no “status” sanitario dos coelhos usados durante e apds o periodo de
ensaio com DTNB. Isto pode indicar que os derivados deste farmaco (DTNB),
poderdo ser usados futuramente como candidatos a farmacos acaricidas em coelhos
Nova Zelandia. Haja vista, que os efeitos deletérios foram observados carrapatos

R.sanguineus e o mesmo evento ndo foi observado em coelhos Nova Zelandia.



6. Conclusodes

1- Carrapatos R. sanguineus foi capaz de infestar com eficiéncia, coelhos Nova

Zelandia.

2- Houve diminuigdo significativa nas taxas de oviposicdo em R. sanguineus

alimentados artificialmente com DTNB 20 mM — pH 7,4 por meio de tubos capilares;

3- Houve diminuigdo significativa nas taxas de oviposicdo e eclosdo de R.

sanguineus alimentados naturalmente em coelhos Nova Zelandia;

4- A performance da bioquimica clinica dos coelhos Nova Zelandia permaneceram

inalteradas antes, durante e apés tratamento com DTNB;

5- Os exames histopatologicos ndo evidenciaram lesdes em coelhos tratados com
DTNB;

6- O DTNB influencia no desenvolvimento dos embrides de R.sanguineus. Contudo,

ndo afeta o status sanitario dos coelhos.
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