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RESUMO

Os carrapatos estdo associados a inumeros efeitos econdmicos e para a saude. O
carrapato bovino, Rhipicephalus microplus com seu habito hemato6fago os carrapatos
transmitem patégenos causando diversas doencas, reduzindo a producédo de leite e
carne e afetando a saude e bem-estar dos animais. O uso indiscriminado e repetido
dos produtos carrapaticidas, levou ao surgimento de populacdes resistentes,
fendbmeno que tem aumentado nos ultimos dez anos. A resisténcia pode ser atribuida
a fatores como penetracdo reduzida do produto na cuticula, que pode modificar a
composic¢ao quimica cuticular. Este estudo tem como objetivo de avaliar a composicéo
guimica elementar e a histologia da cuticula de larvas de diferentes populages do
carrapato R. microplus obtidas a partir de fémeas tratadas ou ndo com fluazuron. Esta
dissertacdo esta apresentada em dois capitulos. O capitulo | se intitula: “Composicao
elementar da cuticula de larvas de R. microplus de diferentes popula¢des no Brasil” e
tem como objetivo caracterizar a composicao elementar da cuticula de larvas de R.
microplus de diferentes populacdes geograficas, correlacionando essas informacdes
com os niveis de suscetibilidade ou resisténcia aos principais carrapaticidas sintéticos
utilizados no controle dessa espécie. A populacdo de referéncia POA demonstrou
suscetibilidade a todos os carrapaticidas testados, enquanto as demais populacdes
apresentaram resisténcia variavel (baixa, média e alta) a cipermetrina, clorpirifés e
fipronil, mantendo suscetibilidade universal & doramectina e & moxidectina. Na analise
de microscopia eletrénica (Experimento 1), foi observada uma composicéo elementar
predominantemente de carbono na cuticula larval, com diferencas estatisticamente
significativas entre as populacdes e entre as regides dorsal e ventral, sendo que a
regido dorsal apresentou maior percentual de carbono em 9 das 11 populacdes
analisadas. Além disso, identificou-se uma correlacdo positiva forte e significativa
entre o percentual de carbono dorsal e a resisténcia a cipermetrina (r = 0.7728, p =
0.0081). Embora a correlacdo para clorpirifés e fipronil tenha sido positiva, ndo
alcancou significancia estatistica. J& a composi¢cdo de carbono na regido ventral
apresentou correlacdo negativa muito fraca e ndo significativa com os carrapaticidas
avaliados. N&o foi possivel correlacionar a composi¢do cuticular com a resisténcia a
doramectina e moxidectina devido a suscetibilidade universal a esses compostos. O
capitulo Il se intitula: “Composicao elementar da cuticula de larvas de R. microplus de
diferentes populacdes no Brasil” e tem como objetivo caracterizar a composicéo
elementar da cuticula de larvas de R. microplus de diferentes populac¢des geogréficas,
correlacionando essas informacfes com o0s niveis de suscetibilidade ou resisténcia
aos principais carrapaticidas sintéticos utilizados no controle dessa espécie. O
capitulo Il se intitula: “Histologia e composicdo elementar da cuticula de larvas de
Rhipicephalus microplus obtidas a partir de fémeas tratadas com fluazuron.” e tem
como objetivo avaliar a composicdo quimica elementar e a histologia da cuticula de
larvas de diferentes populacdes do carrapato R. microplus obtidas a partir de fémeas
tratadas ou ndo com fluazuron. Fémeas de R. microplus tratadas com fluazuron
apresentaram reducdao significativa no peso dos ovos (1,59 mg vs. 9,77 mg no grupo
nao tratado), na taxa de eclodibilidade (20,18% vs. 56,61% no grupo nédo tratado) e
no indice de producao de ovos (3,00 vs. 42,99 no grupo nao tratado), com controle



efetivo de 97,52%. Larvas oriundas de fémeas tratadas apresentaram menor
percentual de carbono na cuticula em diversas fases de desenvolvimento, com
reducdes significativas aos 7 e 21 dias (regido dorsal) e aos 14 e 21 dias (regido
ventral) em relacéo ao grupo controle. No grupo controle, as trés camadas cuticulares
estavam preservadas nas larvas avaliadas. No grupo tratado, houve afinamento da
procuticula, auséncia da epicuticula e danos estruturais severos, indicando
degradacédo resultante do tratamento das fémeas tratadas com fluazuron. Esta
dissertacdo se apresenta como o primeiro relato da tentativa de elucidacdo da
composicdo, a nivel de elementos quimicos, da cuticula de larvas de diferentes
populacdes de R. microplus, e foi possivel detectar uma possivel correlacéo entre a
composicdo cuticular com a resisténcia aos carrapaticidas. Da mesma forma,
demonstra pela primeira vez as alteracdes a nivel elementar na cuticula de larvas do
carrapato bovino obtidos a partir de fémeas ingurgitadas tratadas com fluazuron, um
inibidor de crescimento pertencente a classe das benzoilfenilureias.

Palavras — chave: Benzoilfenilureias; integumento; ectoparasitos; controle;
composicao.



ABSTRACT

Ticks are associated with numerous economic and health impacts. The bovine tick,
Rhipicephalus microplus, with its hematophagous habits, transmits pathogens causing
various diseases, reducing milk and meat production, and affecting the health and well-
being of animals. The indiscriminate and repeated use of acaricides has led to the
emergence of resistant populations, a phenomenon that has increased in the last
decade. Resistance can be attributed to factors such as reduced penetration of the
product into the cuticle, which can modify the chemical composition of the cuticle. This
study aims to evaluate the elemental chemical composition and histology of the cuticle
of larvae from different populations of R. microplus obtained from females treated or
not with fluazuron. This dissertation is presented in two chapters. Chapter | is titled
‘Elemental Composition of the Cuticle of R. microplus Larvae from Different
Populations in Brazil” and aims to characterize the elemental composition of the cuticle
of R. microplus larvae from different geographical populations, correlating this
information with susceptibility or resistance levels to the main synthetic acaricides used
to control this species. The reference population POA showed susceptibility to all the
tested acaricides, while the other populations exhibited variable resistance (low,
medium, and high) to cypermethrin, chlorpyrifos, and fipronil, maintaining universal
susceptibility to doramectin and moxidectin. In the electron microscopy analysis
(Experiment 1), a predominantly carbon composition was observed in the larval cuticle,
with statistically significant differences between populations and between dorsal and
ventral regions, with the dorsal region showing a higher carbon percentage in 9 of the
11 populations analyzed. In addition, a strong and significant positive correlation
between dorsal carbon percentage and resistance to cypermethrin was identified (r =
0.7728, p = 0.0081). Although the correlation for chlorpyrifos and fipronil was positive,
it was not statistically significant. The carbon composition in the ventral region showed
a very weak and non-significant negative correlation with the evaluated acaricides. It
was not possible to correlate the cuticular composition with resistance to doramectin
and moxidectin due to universal susceptibility to these compounds. Chapter 11 is titled
“Histology and Elemental Composition of the Cuticle of Rhipicephalus microplus
Larvae from Females Treated with Fluazuron” and aims to evaluate the elemental
chemical composition and histology of the cuticle of larvae from different populations
of R. microplus obtained from females treated or not with fluazuron. R. microplus
females treated with fluazuron showed a significant reduction in egg weight (1.59 mg
vs. 9.77 mg in the untreated group), hatchability rate (20.18% vs. 56.61% in the
untreated group), and egg production index (3.00 vs. 42.99 in the untreated group),
with an effective control of 97.52%. Larvae from treated females showed a lower
carbon percentage in the cuticle at various developmental stages, with significant
reductions at 7 and 21 days (dorsal region) and at 14 and 21 days (ventral region)
compared to the control group. In the control group, the three cuticle layers were
preserved in the evaluated larvae. In the treated group, thinning of the procuticle,
absence of the epicuticle, and severe structural damage were observed, indicating
degradation resulting from the treatment of females with fluazuron. This dissertation
represents the first report attempting to elucidate the chemical elemental composition



of the cuticle of larvae from different populations of R. microplus, and it was possible
to detect a potential correlation between the cuticular composition and resistance to
acaricides. It also demonstrates for the first time the elemental-level alterations in the
cuticle of R. microplus larvae from engorged females treated with fluazuron, a growth
inhibitor belonging to the benzoylphenylurea class.

Keywords: Benzoylphenylureas; integument; ectoparasites; control; composition.
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1. INTRODUCAO

O carrapato bovino, Rhipicephalus microplus, € o ectoparasito responsavel
pelas maiores perdas econdémicas na pecudria bovina, chegando a causar prejuizos
de US$3.24 bilhdes por ano (GRISI et al; 2014) e devido ao seu habito hemato6fago,
podem transmitir agentes patogénicos como, Anaplasma marginale, Babesia bovis e
Babesia bigemina, responsaveis pelo complexo Tristeza Parasitaria Bovina (TPB)
(ANDREOTTI, 2010; ANDREOTTI, KOLLER e GARCIA, 2016; GARCIA et al., 2019).
A TPB é uma importante doenca parasitaria, caracterizada por alta morbidade e
mortalidade (SANTOS et al.,, 2017) levando o animal a ébito, além dos problemas
secundarios como as miiases e infec¢des na pele do animal.

O principal método de controle dos carrapatos € o uso de carrapaticidas
sintéticos e através de diferentes bases carrapaticidas, sdo elas: organofosforados,
piretroides, amidinicos, fenilpirazéis, lactonas macrociclicas, benzoilfeniluréias,
thiazolinas e recentemente, as isoxazolinas, através do principio ativo Fluralaner
(ANDREOTTI, 2010; HIGA et al., 2019; BARCELQOS, et al., 2024).

O mercado de produtos para saude animal no Brasil movimenta cerca de R$
5,3 bilhdes de reais por ano, sendo 27,2% representados apenas pelos
antiparasitarios (SINDAN, 2018). Logo, os gastos com carrapaticidas, medicamentos,
infraestrutura e mao de obra para tratamento dos animais e dos funcionarios, é
altissimo. Além disso, séo utilizados de forma indiscriminada trazendo diversas
consequéncias, como intoxicacdo dos aplicadores e de animais, contaminacdo dos
alimentos de origem animal e poluicdo ambiental.

Ademais, o uso inadequado tem causado forte pressao seletiva, acelerando o
surgimento de populacdes resistentes a todas as classes quimicas disponiveis no
mercado (CAMPOS et al., 2012; OLIVO et al., 2013; TAVARES, 2022).

Por essa razéo, quando falamos em mecanismos fisiolégicos da resisténcia,
tratamos sobre a diminuicdo de penetracdo cuticular do carrapaticida, que retarda a
penetracdo de moléculas, proporcionando a natureza hidrofébica da cuticula dos

insetos, a primeira barreira de protecdo contra a desidratacao, agentes quimicos e
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microrganismaos invasores.

A cuticula € um 6rgéao altamente complexo que desempenha um papel crucial
na defesa dos artropodes, os mecanismos de expansao da cuticula, alteracbes na
composicdo da proteina cuticular e sintese de quitina, permanecem pouco
compreendidos.

Portanto, é crucial ampliar o conhecimento sobre a cuticula dos carrapatos,
visando o desenvolvimento de estratégias mais assertivas no combate aos carrapatos
e consequentemente objetivando a diminuicdo dos problemas na saude animal e do
meio ambiente.

Acreditamos que a composicdo cuticular dos carrapatos R. microplus de
diferentes populacdes, pode ser composta pelos mesmos elementos quimicos, porém,
tendo quantidades diferentes de cada um. Além disso, supomos que o carrapaticida —
fluazuron perpassa seus efeitos de inibicdo na sobreposi¢céo das camadas de quitina,
para os descendentes de fémeas tratadas com ele, diminuindo a espessura e
modificando a composicao da cuticula.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho é avaliar a composi¢cédo quimica
elementar e a histologia da cuticula de larvas de diferentes popula¢cdes do carrapato

Rhipicephalus microplus obtidas a partir de fémeas tratadas ou ndo com fluazuron.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. O carrapato Rhipicephalus microplus e as estratégias de controle

Os carrapatos sao divididos em trés familias distintas: Ixodidae, Argasidae e
Nutralliellidae, compreendendo cerca de 950 espécies descritas (DANTAS-TORRES
et al., 2019; GARCIA et al., 2019).

A familia Ixodidae compreende os “carrapatos duros”, é composta por 14
géneros, onde 5 deles, sdo encontrados na regido neotropical. Dentro deles, o género
Rhipicephalus, que possui 82 espécies descritas, sendo R. microplus umas delas, que

anteriormente foi classificada como Bhoophilus microplus e reclassificada apds novas
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analises filogenéticas, se tornando um subgénero (BURGER et al., 2014).

O seu ciclo de vida € monoxeno, podendo ser dividido em fase ndo parasitaria
e parasitaria (FERRETO, 2013) (Figura 1). A fase parasitaria constitui todo o periodo
gue o carrapato se encontra no hospedeiro, desde a fixacdo da larva até a fémea
ingurgitada, esse periodo compreende em média 21 dias (GARCIA et al., 2019).

Adultos sexuados
Neodgena
r— Neandro 3
’ (~M-I(>dics)

Ninfas ingurgitadas/
metaninfas " ~
Larvas (~ 14 dias) y

ingurgitadas \ \
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ovos (7-13 dias)

Figura 1: Ciclo de vida do carrapato bovino Rhipicephalus microplus (Sousa, 2022).

A fase de vida ndo parasitaria se inicia a partir do momento em que a fémea
ingurgitada se desprende do animal e cai no solo, onde iré procurar um local adequado
para realizacdo da postura, e esse periodo se estende até a eclosdo das larvas, e
encontro de um novo hospedeiro. A fase ndo parasitaria pode durar aproximadamente
70 dias, podendo ocorrer até 5 geracdes por ano, mas esse tempo pode variar, devido
a fatores como, temperatura ambiental, humidade relativa, tipo de forrageira e manejo
da pastagem que afetam diretamente essa fase (GONZALES, 1974; CRUZ et al.,
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2020).

O ciclo de vida parasitario inicia com as larvas infestantes (4 a 6 dias apos
eclosdo), estando com a cuticula enrijecida, entrando em contato com o hospedeiro,
na fase de larva até o carrapato se tornar adulto, o que leva cerca de 21 dias (ROCHA
et al., 1984; BEYS DA SILVA et al., 2014; VERISSIMO, 2015).

Durante o repasto sanguineo os carrapatos podem inocular, juntamente com
a saliva, diferentes patdgenos causadores de doencas aos bovinos, como as bactérias
B. bovis, B. bigemina e o protozoério A. marginale, que sdo responsaveis, juntos, pelo
Complexo da Tristeza Parasitaria (TPB) (GUGLIELMONE et. al., 2006).

Os carrapatos afetam 80% da populacdo mundial de gado bovino e estéo
associados a inumeros efeitos econémicos e para a saude (HURTADO & GIRALDO-
RIOS, 2019). A infestacdo por esses ectoparasitos pode afetar diretamente a
producédo de leite e carne em consequéncia a perda de peso do animal, reducao da
producao do leite, irritacdo e lesdes na pele do animal que afetam a qualidade do
couro, podendo atuar como porta de entrada para infec¢cdes secundérias. Estas
infeccbes representam um impacto negativo para a atividade pecuaria,
comprometendo o processo de producao dos produtos de origem animal, causados
pelos efeitos do parasitismo sobre a produtividade do gado (DOMINGUES et al., 2013;
GRISI et al., 2014).

O controle do carrapato é fundamentalmente baseado no uso de
carrapaticidas quimicos, porém, problemas com a selecao de populacdes resistentes
as drogas disponiveis, tem pressionado a industria e os produtores a buscarem novas
alternativas de controle, produtos baseados em moléculas naturais, baixa
contaminagdo ambiental e animal, além de retardar a o surgimento de populacdes
resistentes.

No entanto, o controle desta espécie tornou-se cada vez mais desafiador e os
relatos de populacdes resistentes aumentaram consideravelmente nos ultimos dez
anos (DZEMO et al., 2022, GOMES et al., 2015, KLAFKE et al., 2017, LOPES et al.,
2014, MACIEL et al., 2016, RECK et al., 2014a, RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2018,
VILELA et al., 2020).
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O grupamento quimico das lactonas macrociclicas causou grande impacto no
setor agropecuario, devido ao fato de poder ser utilizado em diferentes espécies
animais, assim como pela eficacia comprovada frente a artropodes e nematoides
gastrointestinais de bovinos (COSTA, 2004).

As avermectinas foram introduzidas na medicina veterinaria no ano de 1980,
e sdo produzidas através da fermentacao do fungo actinomiceto do solo Streptomyces
avermitilis (HIGA et al., 2015).

Em 1985, a abamectina, também chamada de avermectina Bla, foi
introduzida como inseticida e carrapaticida na agricultura, e mais tarde utilizada em
animais como potente antiparasitario. A abamectina foi desenvolvida como produto
injetavel para a utilizacao em bovinos, e gracas a seu amplo espectro de acao, eficacia
e seguranca clinica tem sido amplamente utilizada em ruminantes, suinos e equinos
(SHOORP et al., 1995).

J4 as benzoilfeniluréias atuam inibindo o crescimento de artrépodes e
possuem a capacidade de inibir a producdo de quitina, 0 maior componente presente
na cuticula dos carrapatos.

A maioria dos carrapaticidas/carrapaticidas possui acdo neurotoxica (Tabela
1). E levando em consideracdo as questdes de resisténcias a diversas classes desses
carrapaticidas, a industria de quimicos desenvolveu outros produtos com mecanismos
de acao diferenciados, para complementar o atual quadro de controle quimico, tanto
de insetos quanto de carrapatos. A molécula do fluazuron pertence a uma familia
carrapaticida conhecida como benzoilfeniluréias ou “reguladores do crescimento” e,
assim como outros carrapaticidas, foi desenvolvido primeiramente para controle de
insetos. Atua impedindo o desenvolvimento e o processo de muda os carrapatos, além
de impedir a ecloséo de larvas, controlando assim a populacéo de carrapatos (BULL
et al., 1996; MERZENDORFER & ZIMOCH, 2003; CHEN et al., 2005; MOREIRA et
al., 2007; ARAKANE et al., 2005).
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Tabela 1. Principais classes carrapaticidas utilizadas e seus mecanismos de acao.

Classe

Carrapaticidas

. comuns Sitio de acao Modo de acéo Referéncia
carrapaticida e
utilizados
Organofosforado Clorplrl_fos,, Sistema I_mb@or de Fukuto, 1990.
clorfenvinfos nervoso acetilcolinesterase
) .. Sistema Modulador de Naraha.lshh .1971;
Piretréide , . . -~ Hayes; Wailand,
Cipermetrina nervoso canais de sodio 1982
L . Sistema Agonista da Jonsson et al.,
Formamidina Amitraz i
nervoso octopamina 2018.
Ativador de canal de Cully et al., 1994;_
Lactona . Yates et al., 2003;
. . cloro (via GABA
macrociclica . Sistema Wolstenholme,
Avermectinas e/ou glutamato)
nervoso 2012.
Bloqueador do
Eenilbirazol Sistema canal de cloro Bloomquist, 1993;
P Fipronil (agonista do GABA; | Cole et al., 1993.
nervoso
glutamato)
Benzoilfeniluréia Fluazuron Quitina Inibe a glptese de Graf, 1993.
(exoesqueleto) quitina
Blogqueador dos
. canais de cloreto | oo o1 o000:
) Sistema ativados por i
Isoxazolina Fluralaner L. Rodriguez, et al.,
nervoso glutamato e acido

gama-aminobutirico
(GABA)

2019

Por conta deste cenério, a ciéncia busca estratégias mais eficazes, que

possam auxiliar no controle do carrapato, usando por exemplo, carrapaticidas

sintéticos em época e intervalos preestabelecidos, levando em consideracdo o tempo

de densidade baixa da populacdo de carrapatos e o periodo residual do produto

(controle

estratégico) ou a utilizacdo dos produtos apenas em animais com

determinada quantidade de carrapatos, deixando outros animais de fora do

tratamento, hipoteticamente diminuindo a questdo da resisténcia (controle seletivo)
(FURLONG e SALES, 2007; PEREIRA et al., 2008; PAIM et al., 2011, MOLENTO et
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al., 2013).

2.2. Resisténcia cuticular

Rhipicephalus microplus, desenvolve resisténcia a carrapaticidas por
diferentes mecanismos, incluindo mutacées nos alvos moleculares, como canais de
sbdio e acetilcolinesterase (George et al., 2004; KUMAR et al., 2020), aumento na
atividade de enzimas de detoxificagdo, como citocromos P450 e esterases (Li et al.,
2004), e alterac¢des na cuticula que reduzem a penetracao do produto (Guerrero et al.,
2012). Além disso, bombas de efluxo celular, como transportadores ABC, podem
expelir carrapaticidas, dificultando sua acéo (Rodriguez-Vivas et al., 2017).

Apesar de alguns autores relatarem a resisténcia cuticular como um possivel
mecanismo presente em carrapatos, nao ha nenhum estudo que tenha comprovado
resisténcia cuticular em nesses ectoparasitos. Em se tratando especificamente de
resisténcia cuticular, temos 0s insetos como 0S organismos com 0 mecanismo mais
bem elucidado e que servem de referéncia para estudos em outros organismos.

A resisténcia a penetracdo refere-se a modificacbes como o espessamento
da cuticula e a alteracdo da composicdo da cuticula na cuticula, principalmente
através da maior deposicado de componentes estruturais, como lipidios epicuticulares
e/ou proteinas cuticulares estruturais (AHMAD, et al., 2006; PEDRINI, 2009;
KOGANEMARU et al.,, 2013; JONES, 2013), o que eventualmente retarda a
penetracdo de moléculas de inseticidas no corpo dos insetos.

A resisténcia a penetragdo ja foi relatada em varios insetos como, Musca
domestica, Blattella germanica, Aedes aegypti e Cimex lectularis (PLAP, et al., 1968;
SCOTT, et al., 1986; KOGANEMARU, et al., 2013; LEE, et al., 1997; ZHU, et al., 2013;
KASAI, et al., 2014; LILLY, et al., 2016).

Um estudo feito por Meng et al., (2023) descobriu que o tegumento contribui
com mais de 40,0% para a resisténcia a inseticidas por meio de diferentes estratégias
de administracéo de inseticidas na mosca-das-frutas oriental e que existe uma relacao

negativa entre o espessamento da cuticula e a penetracdo de inseticidas em
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resistentes/suscetiveis, também em linhagens de campo.

O papel da cuticula em impedir a penetracao de inseticidas foi demonstrado
em Cimex lectularius (percevejo) e Myzus persicae (pulgdo), onde menor mortalidade
foi observada apos aplicacdo tépica de inseticidas do que apds sua injecdo ou
ingestdo. A penetracdo cuticular de inseticidas radioativos foi 30-50% menor em
Drosophila melanogaster (mosca da fruta) e Anopheles gambiae (mosquito)
resistentes a inseticidas do que em cepas desses insetos suscetiveis a inseticidas.
Acredita-se que esse mecanismo seja conferido por alteragbes na composicao
cuticular e na estrutura fisica, impedindo que as moléculas de inseticidas atinjam seus
alvos receptores (Wigglesworth, 1985; Livak, et al., 2001; Vicent, et al., 2004; Dittmer,
et al., 2015; Vannini, et al., 2016; Cai, et al., 2024).

2.3. A cuticula dos carrapatos

A cuticula dos carrapatos desempenha um papel essencial na protecao,
crescimento e sobrevivéncia desses ectoparasitas. Estruturalmente, € composta por
trés camadas principais: uma camada externa, a epicuticula, e a procuticula, que é
mais interna. Essas camadas, formadas por lipidios, proteinas e ésteres, atuam como
barreiras fisicas e quimicas contra patdégenos e fatores ambientais adversos, além de
limitar a penetracédo de carrapaticidas, reduzindo a eficacia desses produtos (Cherry,
1969; Hamilton et al., 1989; Mente et al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Cortes histologicos do tegumento de fémeas semi-ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus. Fémeas coradas com: (A, D) Hematoxilina — eosina (HE);
(B, E) coradas com Ponceau de Xylidina; (C, F) coradas com Azul de Toluidina; e=
epiderme; sb= subcuticula; pr= procuticula (CAMARGO-MATHIAS, 2018).
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A composicdo molecular da cuticula inclui quitina como o principal
componente estrutural, um polissacarideo linear composto por unidades repetitivas de
N-acetilglicosamina (GIcNAc) ligadas por ligacbes B-1,4. Essa quitina forma
microfibrilas altamente organizadas, conferindo rigidez e resisténcia mecéanica. Além
disso, a quitina apresenta variagdes cristalinas, como a a-quitina, que fornece
sustentacdo estrutural ao exoesqueleto. Proteinas cuticulares e lipidios
complementam a matriz da cuticula, conferindo propriedades mecanicas e
hidrofébicas (Zhang et al., 2016; Rudall, 1963; Andersen & Roepstorff, 2005; Lees,
1952) (Figura 3).

i H.C. O 1
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H \H H2(|3
0
__.._O P -
d o
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Figura 3. Estrutura molecular da quitina (YONG, et al., 2003).

A importancia da cuticula vai além de sua funcédo protetiva. Ela isola os 6rgaos
internos do ambiente, protege contra agentes patogénicos e toxinas e proporciona
suporte estrutural ao corpo do carrapato. Durante a alimentac&o sanguinea, a cuticula
demonstra uma plasticidade Unica ao expandir sua area superficial para acomodar
grandes volumes de sangue, uma adaptacdo essencial para a sobrevivéncia do
carrapato (Andersen & Roepstorff, 2005; Starck et al., 2018). No entanto, essa

estrutura também € um alvo potencial para carrapaticidas, que buscam inibir
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componentes essenciais da formac&do e manutencéo da cuticula, como as proteinas
cuticulares (Santos et al., 2020; Wang et al., 2020).

O processo fisioldgico de formacéo e renovacao da cuticula esta intimamente
ligado ao crescimento dos carrapatos. Durante os periodos de muda, h4 uma completa
renovacgdo da cuticula para permitir o aumento do corpo. A sintese de quitina envolve
reacdes enzimaticas que convertem glicose em polimeros de GIcNAc, os quais sao
transportados, polimerizados e integrados a matriz cuticular. Essas reacfes séo
cruciais para a formacédo de microfibrilas e a manutencéo da integridade da cuticula.
Além disso, a elasticidade da cuticula abdominal durante a alimentacdo sanguinea
reflete a adaptacdo evolutiva desses organismos as condi¢cdes de seu ciclo de vida
(Gaudéncio, 2016; Moussian, 2019; Andersen & Roepstorff, 2005). Assim, o0 estudo
detalhado da estrutura e das func¢des da cuticula dos carrapatos é fundamental para

o desenvolvimento de novas estratégias de controle desses parasitos.
3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a composi¢cado quimica elementar e a histologia da cuticula de larvas
de diferentes populacdes do carrapato Rhipicephalus microplus obtidas a partir de
fémeas tratadas ou ndo com fluazuron.

3.2. Objetivos Especificos

e Comparar a composicao quimica elementar cuticular das larvas de diferentes

populacdes de R. microplus;

e Determinar a diferenca na composi¢cado quimica elementar da cuticula de larvas

de R. microplus obtidas a partir de fémeas tratadas com fluazuron;
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e Correlaciona a composicéo cuticular e perfil de resisténcia carrapaticida de

larvas de diferentes popula¢des de R. microplus;

e Avaliar as alteracdes histologicas da cuticula das larvas obtidas de fémeas

tratadas com fluazuron, a partir de uma nova técnica histologica;

4. RESULTADOS

Os resultados da presente dissertacdo estdo apresentados sob forma de

capitulos.

e Capitulo | — Composicdo elementar da cuticula de larvas de Rhipicephalus

microplus de diferentes populagdes no Brasil.

e Capitulo Il — Histologia e composicdo elementar da cuticula de larvas de

Rhipicephalus microplus obtidas a partir de fémeas tratadas com fluazuron.
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RESUMO

Compreender a composicao elementar da cuticula de Rhipicephalus microplus é
essencial para desvendar aspectos relacionados a resisténcia carrapaticida e para o
desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes. Conhecer essas
caracteristicas pode permitir a escolha de praticas baseadas no historico e nas
particularidades de diferentes populacdes geograficas, contribuindo para um manejo
integrado mais eficiente. O presente estudo teve como objetivo caracterizar a
composicao elementar da cuticula de larvas de R. microplus de diferentes popula¢cdes
geograficas, correlacionando essas informagcdes com 0s niveis de suscetibilidade ou
resisténcia aos principais carrapaticidas sintéticos utilizados no controle dessa
espécie. Foram utilizadas larvas de 13 populacdes de R. microplus provenientes de
diversas regides do Brasil, incluindo uma populacédo de referéncia (POA) com alta
suscetibilidade a carrapaticidas. A suscetibilidade aos compostos cipermetrina,
clorpirifés, fipronil, doramectina e moxidectina foi avaliada para 11 popula¢des pelo
teste de pacote larval (LPT), com base em critérios de mortalidade para classificacdo
da resisténcia. A composicdo elementar da cuticula larval foi analisada por
Microscopia Eletrbnica de Varredura acoplada a Espectroscopio de Dispersédo de
Raios-X (MEV/EDS). No Experimento |, larvas de 7, 14 e 21 dias de desenvolvimento
das populacbes POA, MA e MGI foram avaliadas para identificar mudancas
composicionais ao longo do tempo. No Experimento Il, larvas de 14 dias de 11
populagdes (incluindo POA) foram analisadas para investigar diferencas na
composicdo cuticular entre populacbes e possiveis correlacdes com perfis de
suscetibilidade carrapaticida. Os dados foram submetidos a analises estatisticas,
incluindo testes t de Student, ANOVA com Tukey, e correlagcdo de Spearman, com
categorizacao qualitativa da resisténcia carrapaticida. A populacéo de referéncia POA
demonstrou suscetibilidade a todos os carrapaticidas testados, enquanto as demais
populacdes apresentaram resisténcia variavel (baixa, média e alta) a cipermetrina,
clorpirifos e fipronil, mantendo suscetibilidade universal a doramectina e a

moxidectina. Na analise de microscopia eletronica (Experimento 1), foi observada uma
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composicdo elementar predominantemente de carbono na cuticula larval, com
diferencas estatisticamente significativas entre as populacbes e entre as regibes
dorsal e ventral, sendo que a regido dorsal apresentou maior percentual de carbono
em 9 das 11 populagbes analisadas. Além disso, identificou-se uma correlacdo
positiva forte e significativa entre o percentual de carbono dorsal e a resisténcia a
cipermetrina (r = 0.7728, p = 0.0081). Embora a correlagdo para clorpirifés e fipronil
tenha sido positiva, ndo alcancou significancia estatistica. J& a composicao de
carbono na regido ventral apresentou correlagdo negativa muito fraca e nao
significativa com os carrapaticidas avaliados. Ndo foi possivel correlacionar a
composicdo cuticular com a resisténcia a doramectina e moxidectina devido a
suscetibilidade universal a esses compostos. Este estudo se apresenta como o
primeiro relato da tentativa de elucidagcdo da composicdo, a nivel de elementos
qguimicos, da cuticula de larvas de diferentes populagbes de R. microplus, e foi
possivel detectar uma possivel correlagdo entre a composicdo cuticular com a

resisténcia aos carrapaticidas.

Palavras-chave: Composicdo; Espectroscopia Eletronica de Dispersao de raio X;

Tegumento; Ectoparasitos.
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ABSTRACT

Understanding the elemental composition of the cuticle of Rhipicephalus microplus is
essential for uncovering aspects related to acaricide resistance and for developing
more effective control strategies. Knowing these characteristics can allow for the
selection of practices based on the history and particularities of different geographic
populations, contributing to a more efficient integrated management approach. This
study aimed to characterize the elemental composition of the cuticle of R. microplus
larvae from different geographic populations, correlating these findings with
susceptibility or resistance levels to the main synthetic acaricides used in the control
of this species. Larvae from 13 R. microplus populations from various regions of Brazil
were used, including a reference population (POA) with high susceptibility to
acaricides. Susceptibility to the compounds cypermethrin, chlorpyrifos, fipronil,
doramectin, and moxidectin was assessed for 11 populations using the larval packet
test (LPT), based on mortality criteria for resistance classification. The elemental
composition of the larval cuticle was analyzed by Scanning Electron Microscopy
coupled with Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (SEM/EDS). In Experiment I,
larvae from 7, 14, and 21 days of development from the POA, MA, and MGI populations
were evaluated to identify compositional changes over time. In Experiment 11, 14-day-
old larvae from 11 populations (including POA) were analyzed to investigate
differences in cuticular composition between populations and potential correlations
with acaricide susceptibility profiles. The data were subjected to statistical analyses,
including Student's t-tests, ANOVA with Tukey, and Spearman's correlation, with
gualitative categorization of acaricide resistance. The reference population POA
demonstrated susceptibility to all tested acaricides, while the other populations
exhibited variable resistance (low, medium, and high) to cypermethrin, chlorpyrifos,
and fipronil, maintaining universal susceptibility to doramectin and moxidectin. In the
electron microscopy analysis (Experiment 1), a predominantly carbon-based

composition in the larval cuticle was observed, with statistically significant differences
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between populations and between the dorsal and ventral regions. The dorsal region
had a higher percentage of carbon in 9 out of the 11 populations analyzed.
Furthermore, a strong and significant positive correlation was found between the dorsal
carbon percentage and resistance to cypermethrin (r = 0.7728, p = 0.0081). Although
the correlation for chlorpyrifos and fipronil was positive, it did not reach statistical
significance. The carbon composition in the ventral region showed a very weak and
non-significant negative correlation with the tested acaricides. It was not possible to
correlate the cuticular composition with resistance to doramectin and moxidectin due
to universal susceptibility to these compounds. This study represents the first attempt
to elucidate the chemical elemental composition of the cuticle of larvae from different
populations of R. microplus, and it was possible to detect a potential correlation

between cuticular composition and resistance to tickicides.

Keywords: Composition; Energy Dispersive X-ray Spectroscopy; Integument;

Ectoparasites.
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1. INTRODUCAO

A cuticula dos carrapatos é a parte mais externa do corpo, ela tem como
funcao principal a protecéo de impactos mecanicos, agentes patogénicos, intemperes
ambientais e ajuda a regular seu equilibrio hidrico (Sonenshine e Roe, 2014), é uma
barreira que impede ou diminui a penetracdo de compostos externos, como 0S
carrapaticidas.

A Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDS), em conjunto com
a microscopia eletrénica de varredura (SEM) ou de transmissdo (TEM), fornece
analises rapidas e de facil interpretacdo sobre os elementos presentes na sua
composicao e distribuicdo em diversos materiais e aplicagdes (Burges et al., 2017).
Um dos principais beneficios do EDS é a capacidade de identificar elementos como
carbono, nitrogénio e oxigénio, essenciais para as estruturas bioldgicas, como a
cuticula dos carrapatos.

Em insetos, a composicdo da cuticula pode depender de relacdes
interespecificas, entre espécies e o ambiente, além de poder variar no estagio de
desenvolvimento, género, idade e resisténcia a inseticidas (Szafranek et al., 2012;
Vanini et al., 2014; Balabadinou et al., 2018; Jacobs et al., 2023). Isso caracteriza 0
alto grau de complexidade do material cuticular (Rajabi et al., 2017).

O carrapato Rhipicephalus microplus ocasiona uma perda de trés bilhdes de
dolares anuais na cadeia produtiva de bovinos no Brasil (Grisi et al., 2014). Esse
desafio tem se intensificado, com um aumento consideravel nos relatos de resisténcia
nos ultimos dez anos (Lopes et al., 2014; Reck et al., 2014; Gomes et al., 2015; Maciel
et al., 2016; Klafke et al., 2017; Rodriguez-Vivas et al., 2018; Vilela et al., 2020; Dzemo
et al., 2022).

Essa resisténcia pode surgir da penetracao reduzida do produto na cuticula,
desintoxicacdo metabdlica e insensibilidade no local alvo (Anholeto et al., 2017, Nodari
et al., 2017, Lima-de-Souza et al., 2022, Sunkara et al., 2022, Tian et al., 2023).

O mecanismo de resisténcia cuticular que é comprovada em Musca
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domestica, Blattella germanica, Aedes aegypti e Cimex lectularis (Plap, et al., 1968;
Scott, et al., 1986; Lee, et al., 1997; Zhu, et al., 2013; Koganemaru, et al., 2013; Kasai,
et al., 2014, Lilly, et al., 2016). Estes estudos sugerem que a resisténcia cuticular
também pode ocorrer em carrapatos, mas nenhuma comprovacao foi relatada. Desse
modo, a compreensdo da composicdo elementar € fundamental para desvendar
aspectos composicionais que sao cruciais para a interpretacdo de resisténcia ou nao
de populagdes de carrapatos aos compostos sintéticos. Embora a resisténcia cuticular
por si s6 seja insuficiente para conferir resisténcia completa, ela atua sinergicamente
com outros mecanismos de resisténcia para promover a eliminagao eficiente de
inseticidas e limitar os danos internos (Kasai et al., 2014; Balabanidou et al., 2018).
A composicdo quimica da cuticula, a nivel atdbmica, é desconhecida em
carrapatos e o conhecimento dos compostos existentes nela, € crucial para o
desenvolvimento de novas técnicas de controle, ainda utilizando produtos e
compostos ja conhecidos quanto a sua acdo e eficiéncia. Além disso, conhecer a
composicdo cuticular de populacdes de diferentes regides, nos leva a analisar e
escolher melhores estratégias e condutas de controle, baseado no histérico e

caracteristicas de cada populacéo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Populacfes de carrapatos

Larvas de 13 populagdes de R. microplus oriundas de diferentes localizagbes
geograficas do Brasil foram utilizadas neste estudo, dentre as quais: seis Sao
originarias do estado de Minas Gerais (populacdes C, D, E, I, J e MGI); trés do estado
da Bahia (A, G e H); duas do Espirito Santo (B e F); uma do Maranh&o (MA); e uma
populacdo de referéncia (Porto Alegre — POA) com alta suscetibilidade aos
carrapaticidas sintéticos (Reck et al., 2009). POA foi cedida pela Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS) e a populacdo MGI, pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA Gado de Leite.
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2.2. Suscetibilidade das populacdes aos carrapaticidas

A suscetibilidade das larvas de 11 populacdes do estudo, exceto as populagéao
MA e MGlI, foi determinada pelo teste de pacote larval (LPT) (FAO, 2004). Estas duas
populacdes ndo tiveram o seu perfil de suscetibilidade avaliadas neste estudo.

Para a realizacao do LPT, papéis-filtro de tamanho padrao (Whatman n°1, 850
mm x 750 mm) foram impregnados com 700 pL de uma solugdo composta por 1mL
do carrapaticida + 14mL de azeite de oliva + 30mL tricloroetileno. Cada solucao
corresponde as doses discriminatdrias (DD) de diferentes produtos carrapaticidas:
Fipronil 0,04%; Cloripirifés 1%; Doramectina 1%; Moxidectina 0,5%; e Cipermetrina
1%. Um grupo controle contendo pacotes impregnados apenas com azeite de oliva e
tricloroetileno também foi realizado. Todos os carrapaticidas foram adquiridos
comercialmente: Fipronil, clorpirifés, doramectina e moxidectina (Grau técnico - Sigma
Aldrich), e Barrage® (cipermetrina).

Foram adicionadas aproximadamente 100 larvas em cada pacote com o
auxilio de uma espatula, os quais foram selados por clipes tubulares de plastico. Os
pacotes foram mantidos em uma camara incubadora (B.0O.D.) a 27+1 °C e umidade
relativa de ~80%. Apds 24 horas foi determinada a mortalidade das larvas a partir da
contagem total de individuos vivos e mortos. Larvas capazes de mover seus
apéndices, mas que ndo eram capazes de sair do lugar, foram consideradas mortas.
Os testes foram feitos em triplicata para cada populacdo e cada um dos carrapaticidas.

A classificacdo dos niveis de resisténcia das larvas foi realizada seguindo os
critérios estabelecidos por Pérez-Otéarfiez et al. (2024 adaptado): Populacdo Suscetivel
(mortalidade <95% e 285%); Populagédo com baixa resisténcia (mortalidade <85% e
248%); Populagdo com meédia resisténcia (mortalidade <47% e 218%); Populagao

com alta resisténcia (mortalidade <18%).

2.3. Microscopia Eletrénica de Varredura/Espectroscépio de Dispersdo de Raio
x (MEV/EDS)
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Larvas das populacdes MA, MGI e POA foram fixadas em solucdo de
formaldeido 10% ao completarem as idades de 7, 14 e 21 dias, e as 10 populacbes
restantes (A, B, C, D, E, F, G, H, | e J) foram fixadas ao completarem a idade de 14
dias. A fixagdo em formaldeido tem como objetivo a preservacdo das estruturas e
inibicdo do desenvolvimento larval. Duas horas antes da analise no MEV/EDS, as
larvas foram transferidas para o Alcool Etilico Absoluto 99,8% P.A. ACS. As larvas
foram divididas em 13 grupos experimentais (n = 30), um grupo para cada diferente
populacgéo.

Cada larva foi colocada individualmente dorsal ou ventralmente em fita
revestida de carbono e examinada usando SEM/EDS (Hitachi TM3000, Eindhoven,
Holanda) a uma aceleragcéo de 15 kV e 10 mA. De cada grupo experimental e para
cada idade estabelecida, cinco larvas foram analisadas dorsalmente e outras cinco

larvas foram analisadas ventralmente, todas no mesmo local (Figura 1).

HL x200 500 uym HL %200 500 um

Figura 1. Localizacao cuticular do ponto de analise SEM/EDS das regides dorsal (A)

e ventral (B). O ponto de andlise € destacado com o circulo vermelho tracejado.

A analise da composicao elementar da cuticula de larvas de R. microplus por

meio do MEV/EDS foi estruturada por meio de 2 diferentes experimentos com
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objetivos distintos.

Experimento |

Larvas de R. microplus das populacdes MA, MGI e POA nas idades de 7, 14
e 21 dias, foram submetidas ao MEV/EDS para avaliar a estrutura e composi¢cao
guimica elementar da cuticula de um ponto central da regido dorsal e ventral. Cinco
larvas da populacdo MA, com 7 dias de desenvolvimento, foram avaliadas
dorsalmente. Outras cinco larvas da mesma populacdo e com sete dias de
desenvolvimento, foram avaliadas ventralmente, e assim sucessivamente para cada
idade e cada uma das populacées. O objeto do experimento | é determinar se ha
diferenca na composicao cuticular ao longo do tempo de desenvolvimento larval (7,

14 e 21 dias) para cada populacéo.

Experimento Il

Larvas de R. microplus das populacdes A, B, C, D, E, F, G, H, I, J e POA com
14 dias de idade, foram submetidas ao MEV/EDS para avaliacdo estrutural e
composicional da regido dorsal e ventral da cuticula. Todas as 11 populacfes
submetidas ao experimento Il apresentam diferentes niveis de suscetibilidade a
cipermetrina, clorpirifés, fipronil, doramectina e moxidectina. Dez larvas (cinco para
analise da regido dorsal e cinco para ventral) de cada populacdo, foram submetidas
ao MEV/EDS. O objeto do experimento Il foi avaliar se h& diferenca na composicao
cuticular das larvas de 14 dias entre as diferentes populacdes e se as diferencas
composicionais se correlacionam com o0s niveis de suscetibilidade carrapaticida de

cada populacao.

2.4. Anédlise estatistica

Os dados obtidos foram apresentados como porcentagem (%) e expressos

como média + desvio padrdo. A andlise descritiva apresentou os dados em graficos
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de barra e tabelas. A inferéncia estatistica foi realizada a partir do teste t de Student e
ANOVA (Analise de variancia) seguido do teste de Tukey. Para avaliar a correlacéo
entre as diferengcas composicionais e 0s niveis de suscetibilidade carrapaticida, foi
realizada a Correlagdo de Spearman, onde a varidvel qualitativa ordinal foi
categorizada da seguinte forma: Populacédo suscetivel = 1; Baixa resisténcia = 2;
Média resisténcia = 3; Alta resisténcia = 4. As analises foram realizadas com o auxilio
do software GraphPad Prism 8.0 (San Diego, CA, EUA).

3. RESULTADOS

3.1. Suscetibilidade das populacdes de R. microplus aos carrapaticidas

Como esperado, por ser uma populacdo de referéncia, POA apresentou
suscetibilidade a todos os compostos carrapaticidas avaliados, com 100 % de
mortalidade ao ser tratada com a dose discriminatéria de cada composto. Todas as
populacdes apresentaram suscetibilidade a doramectina e a moxidectina. Por outro
lado, para os compostos cipermetrina, clorpirifds e fipronil, as populacdes de A, B, C,
D, E, F, G, H, | e J apresentaram perfil de resisténcia variando entre baixa, média e

alta, como demonstrado na tabela 1.
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Tabela 1. Mortalidade (%) de larvas de 11 populacdes de Rhipicephalus microplus
tratadas com a dose discriminante (DD) de cinco compostos carrapaticidas.

Mortalidade (%)
Populacdo Cipermetrina Clorpirifos Fipronil Doramectina Moxidectina

A 20.4 29.6 30.2
B 38.1
C 44.8 27.4
D 29.3
E 43.6 24.7
r 20.1

G

H

|

J

POA

Fipronil 0.04%; Clorpirifés 1%; Doramectina 1%; Moxidectina 0.5%; e Cipermetrina 1%. B
Populacdo susceptivel (mortalidade <95% e 285%); B Populagdo de baixa resisténcia
(mortalidade <85% e 248%); O Populagao de média resisténcia (mortalidade <47% e 218%);
B Populacéo de alta resisténcia (mortalidade <18%).

3.2. Microscopia Eletronica de Varredura/Espectroscopio de Dispersao de Raio
x (MEV/EDS)

3.2.1. EXPERIMENTO |

Larvas de Rhipicephalus microplus das 3 populacdes avaliadas apresentaram
variagcOes estatisticamente significativas (p < 0.05) na composi¢ao de carbono, tanto
para a regido dorsal quanto para a ventral, entre os dias 7, 14 e 21 de desenvolvimento
larval, caracterizando um aumento progressivo no percentual de carbono a cada dia

de desenvolvimento avaliado, exceto para a regiao ventral da populacdo MA (Figura
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2).

Considerando a regido dorsal, o percentual (%) de carbono aumentou de
56.27 + 3.56 para 67.57 = 1.10 para a populacdo POA (p = 0.0012); de 56.60 + 0.61
para 72.90 = 0.53 para a populagdo MA (p < 0.0001); e de 64.87 + 0.49 para 74.60 +
1.04 para a populacdo MGI (p < 0.0001). Considerando a regiéo ventral, o percentual
de carbono aumento de 54.27 + 2.98 para 71.73 £ 1.16 para a populacdo POA (p <
0.0001); de 59.77 + 3.62 para 70.77 + 1.15 para a populacdo MGI (p = 0.0028); e um
pequeno decréscimo de 74.47 + 1.80 para 73.97 £ 0.78 no percentual de carbono para
a populacéo MA (p = 0.0002).
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Figura 2. Comparacédo da porcentagem de carbono na composicao cuticular de larvas
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de Rhipicephalus microplus, dentro da mesma populacédo, ao longo de 7, 14 e 21 dias
de desenvolvimento. A - Composicao da regido dorsal da larva. B - Composicéo da
regidao ventral da larva. Os valores de p se referem ao teste ANOVA de composicéo

cuticular entre diferentes dias de desenvolvimento larval para cada populagao.

O percentual de oxigénio determinado nas regifes dorsal e ventral da cuticula
das larvas das diferentes populacdes, foi proporcional ao percentual de carbono,
sendo possivel caracterizar uma quantidade superior de carbono em relacdo ao

oxigénio em todas as amostras avaliadas das 3 populacdes (dados nao mostrados).

3.2.2. EXPERIMENTO II

O percentual de carbono na regiao dorsal da cuticula das larvas (14 dias de
desenvolvimento) das populagbes A, B, C, D, E, F, G, H, I, J e POA, apresentou
diferenca estatisticamente significativa (p < 0.0001) entre as diferentes populacdes.
Da mesma forma, foi possivel observar diferenca estatistica no percentual de carbono
da regido ventral da cuticula entre as populacfes analisadas, com p < 0.0001 (Figura
3).

A analise do percentual de oxigénio tanto da regido dorsal quanto da regiao
ventral da cuticula das larvas, demonstrou diferencas estatisticamente significativas
entre as populagdes com p < 0.0001 para ambas as regioes.

A figura 3 demonstra nitidamente que a propor¢ao de carbono com relacao ao

oxigénio, é superior em todas as amostras analisadas.
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Figura 3. Comparacdo da porcentagem de carbono e oxigénio na composi¢cado
cuticular de larvas de Rhipicephalus microplus de diferentes populacbes. A -
Composicdo de carbono da regido dorsal. B - Composi¢céo de carbono da regiao
ventral. C - Composicéo de oxigénio da regiao dorsal. D - Composi¢éo de oxigénio da

regido ventral.

Das 11 populacbes avaliadas, 9 populacdes (B, C, D, E, F, G, H, | e J)
apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05) no percentual de

carbono entre as regidoes dorsal e ventral, com a regido dorsal apresentando maior
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percentual de carbono do que a regido ventral (Tabela 2).

As populacbes A e POA ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre o percentual de carbono das regiées dorsal e ventral com p-valor de
0,0526 e 0,3068, respectivamente.

Tabela 2. Composicéo percentual de carbono (média + desvio padréo) das regides
dorsal e ventral da cuticula de larvas de diferentes populacbes de Rhipicephalus

microplus com 14 dias de desenvolvimento.

CARBONO (%)

POPULACAO Regido Dorsal POPULACAO Eigr;‘i?
A 73.37 £ 0.55 74.60 + 0.56 0,0526
B 82.87 + 0.15 57.80 % 0.20 <0,0001
C 81.33 + 0.42 52.67 + 0.59 <0,0001
D 84.37 +0.35 72.67 + 0.31 <0,0001
E 81.77 + 0.21 66.07 + 0.93 <0,0001
F 77.40 £ 0.35 73.60 £ 0.79 0,0016
G 76.17 £ 0.21 53.50 + 0.44 <0,0001
H 77.47 £ 0.40 56.03  0.25 <0,0001
| 74.50 + 0.56 72.63 £ 0.55 0,0145
J 83.23 +0.2 51.43 + 0.40 <0,0001

POA 66.70 + 0.00 66.37 + 0.49 0,3068

Ao avaliar a correlacdo entre a composicao elementar da cuticula das larvas

de R. microplus e o perfil de suscetibilidade e resisténcia a diferentes carrapaticidas,
foi determinado o valor de r = 0.7728, p-valor = 0.0081 e CI95% entre 0.3039 - 0.9403,
para a correlacdo entre o percentual de carbono na regido dorsal da larva e o perfil de
resisténcia a cipermetrina. Estes valores indicam uma correlacdo positiva forte e
estatisticamente significativa entre essas duas variaveis, com um intervalo de

confianga que néo inclui o zero, reforcando a ideia de que essa correlacdo é confiavel
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(Tabela 3).

Os valores de r (0.2293 e 0.5931) e p-valor (0.5152 e 0.0586) obtidos para a
correlagdo entre o percentual de carbono na regido dorsal e o perfil de resisténcia a
clorpirifés e fipronil, respectivamente, sugerem correlacdes positivas entre a
composicao cuticular e a resisténcia a esses carrapaticidas, apesar de ndo ser uma
correlagdo estatisticamente significativa.

A composicdo de carbono da regido ventral das larvas apresentou uma
tendéncia de correlacdo negativa muito fraca e estatisticamente ndo significativa, com
o perfil de resisténcia a cipermetrina, clorpirifés e fipronil (Tabela 3).

N&o foi possivel realizar a correlagdo entre a composicao cuticular e o perfil
de resisténcia a doramectina e moxidectina, visto que todas as populac¢des avaliadas

se apresentaram suscetiveis a esses compostos.

Tabela 3. Correlacdo de Spearman entre a composicdo elementar das regifes dorsal
e ventral da cuticula em larvas de Rhipicephalus microplus e seus perfis de resisténcia

e suscetibilidade a diferentes carrapaticidas.

Coeficientes

Composicao/ de correlacdo Cipermetrina Clorpirifés  Fipronil Doramectina Moxidectina

Regiao de Spearman
r 0.7728 0.2293 0.5931 n/a n/a
Carbon/Dorsal
p-valor 0.0081 0.5152 0.0586 n/a n/a
r -0.2152 -0.1274 -0.0548 n/a n/a
Carbon/Ventral
p-valor 0.5206 0.7325 0.8799 n/a n/a

Os valores destacados em vermelho sdo correlagfes estatisticamente significativas.
n/a: N&o disponivel — Todas as populacdes eram suscetiveis a doramectina e a moxidectina, e a

correlagdo néo foi possivel.

4. DISCUSSAO

Este estudo se apresenta como o primeiro relato da tentativa de elucidacéao
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da composicédo, a nivel de elementos quimicos, da cuticula de larvas de diferentes
populacdes de R. microplus, buscando detectar uma possivel correlagcdo entre a
composicao cuticular com a resisténcia aos carrapaticidas.

O surgimento de populagdes de carrapatos resistentes aos carrapaticidas se
apresenta como um dos maiores desafios para a pecuaria bovina (Desmond, et. al.,
2021). Ja existem relatos de populacdes resistentes e multirresistentes a todos os
carrapaticidas comercialmente disponiveis, em todas as regides do mundo onde o
carrapato bovino é endémico (Benavides et al., 2000; Fernandez-Salas et al., 2012;
Klafke et al., 2017; Pérez-Otafiez et al., 2024; Sagar et al., 2020).

Foi possivel observar uma tendéncia de aumento no percentual de carbono
tanto na regido dorsal quanto na regido ventral da cuticula das larvas das populacdes
POA, MA e MGI. O carbono € o principal elemento encontrado nas moléculas
organicas, e sendo a cuticula do carrapato uma estrutura constituida majoritariamente
por quitina (YONG, et al., 2003), o aumento do percentual de carbono pode refletir a
deposicdo de quitina na cuticula, o que caracteriza a sua formacdo e o seu
espessamento.

Nossos resultados refletem sob um novo tipo de andlise, 0 amadurecimento e
espessamento da cuticula larval em R. microplus, estrutura fundamental para a
sobrevivéncia do carrapato por conferir rigidez e protecao.

Ao avaliar a correlacdo entre a composicao elementar da cuticula das larvas
de R. microplus e o perfil de suscetibilidade e resisténcia a diferentes carrapaticidas,
temos pela primeira vez, o indicio de que a resisténcia a cipermetrina em carrapatos
também pode estar relacionada as caracteristicas da composi¢ao cuticular o que leva
a uma possivel diminuicdo da penetracdo cuticular, visto que foi observada uma
correlacdo positiva forte e estatisticamente significativa entre a concentracdo de
carbono na regido dorsal da cuticula e a resisténcia a cipermetrina.

A reducdo da penetracdo cuticular como mecanismo de resisténcia € um
fendbmeno bem estabelecido, descrito inicialmente na década de 1960 (Fine et al.,
1963; Forgash et al., 1962). Contudo, em carrapatos, esse mecanismo permanece

pouco compreendido e ainda nao foi caracterizado. Em insetos, por outro lado, é
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amplamente estudado, com evidéncias que destacam o papel crucial da cuticula na
resisténcia aos inseticidas (Kefi et al., 2021). Além disso, esse mecanismo pode atuar
de forma sinérgica com outros, como a detoxificacdo enzimatica mediada pelo
citocromo P450, j& demonstrada em Aedes sp. (Jacobs et al., 2023).

As alterac6es na composicdo da cuticula em insetos, como maior deposi¢cao
de carbono ou lipidios, estdo associadas a resisténcia a inseticidas, principalmente
por reduzirem a penetracdo dos compostos quimicos por conta da promoc¢ao de maior
hidrofobicidade a cuticula. A maior hidrofobicidade da cuticula, possivelmente
associada a deposicdo de hidrocarbonetos de cadeia longa regulados por genes
especificos, dificulta a penetracdo de carrapaticidas polares, como os piretréides,
contribuindo para a resisténcia quimica. Além disso, o aumento do teor de carbono na
cuticula pode torna-la mais rigida e mecanicamente resistente, funcionando como
uma barreira fisica eficaz contra agentes externos. (Balabanidou et al., 2018; Jacobs
et al., 2023; Ren et al., 2023).

Jacobs et. al. (2023) demonstrou que populacdes resistentes de Aedes sp.
exibiram espessamento da cuticula (principalmente na endocuticula) ao longo do
tempo, com maior deposicdo de polissacarideos, o que segundo Ren et al. (2023),
cria uma barreira hidrofébica que dificulta a penetragéo de toxinas.

Um estudo demonstrou que, no Aedes aegypti, a resisténcia a permetrina esta
associada a uma penetracdo mais lenta do inseticida através da cuticula resistente
em comparacdo as cepas susceptiveis. A pesquisa observou que a taxa de
penetracdo da permetrina foi significativamente menor nas cepas resistentes, com
90% do inseticida atravessando a cuticula das cepas susceptiveis em 12 horas,
enguanto menos de 20% penetrou na cepa resistente (Kasai et al., 2014).

De maneira geral, nossos achados sugerem que a resisténcia aos
carrapaticidas pode ser parcialmente mediada por um aumento de componentes ricos
em carbono na cuticula, criando uma barreira eficaz para a reducédo da penetracéo
dos produtos, especialmente a cipermetrina.

A populacdo POA apresentou 0s menores percentuais de carbono na

composigdo cuticular das larvas, sendo reconhecidamente sensivel a todos os
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carrapaticidas disponiveis (Reck et al., 2014), fato também comprovado neste estudo.
Os baixos niveis de carbono observados na cuticula dessa populacdo sensivel
reforcam a hipdtese de que mecanismos de resisténcia cuticular podem estar
presentes em carrapatos, contribuindo para a resisténcia aos carrapaticidas.
Observou-se que, para clorpirifos e fipronil, houve correlagdes positivas entre
a composicdo cuticular e a resisténcia a esses carrapaticidas. Embora essas
correlagdes ndo tenham apresentado significancia estatistica, os dados indicam uma
tendéncia clara de que um maior percentual de carbono na regido dorsal das larvas
das populagbes resistentes pode estar contribuindo, de alguma forma, para a

resisténcia a esses compostos.

5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo destacam a relevancia da composi¢céo quimica da
cuticula larval de Rbhipicephalus microplus na resisténcia a carrapaticidas,
particularmente a cipermetrina. Foi demonstrada uma correlagdo positiva e
estatisticamente significativa entre o percentual de carbono na regido dorsal da
cuticula e a resisténcia a esse composto, sugerindo que a redugdo da penetracédo
cuticular pode ser um dos mecanismos envolvidos.

Embora a resisténcia ao clorpirifds e fipronil tenha apresentado correlacbes
positivas com a composicao cuticular, estas ndo foram estatisticamente significativas,
indicando a necessidade de mais estudos para explorar outros fatores e mecanismos
envolvidos. As populacdes suscetiveis, como a POA, com baixos percentuais de
carbono, reforcam a hipotese de que a composicao cuticular desempenha um papel
crucial na resposta aos carrapaticidas.

De forma pioneira, este estudo contribui para a compreensdo dos
mecanismos de resisténcia em carrapatos e sugere que estratégias de controle devem
considerar as caracteristicas estruturais e quimicas da cuticula, visando o
desenvolvimento de carrapaticidas mais eficazes e capazes de superar barreiras

fisicas impostas por alteracdes cuticulares.
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CAPITULO I

Histologia e composi¢édo elementar da cuticula de larvas de Rhipicephalus microplus

obtidas a partir de fémeas tratadas com fluazuron.
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Histologia e composicdo elementar da cuticula de larvas de Rhipicephalus

microplus obtidas a partir de fémeas tratadas com fluazuron.

Clarisse N. F. Barbosa, Caio P. Tavares, Livio M. Costa-Junior

1. OBJETIVO

Avaliar a composi¢do quimica elementar e a histologia da cuticula de larvas
de diferentes populacdes do carrapato Rhipicephalus microplus obtidas a partir de

fémeas tratadas ou ndo com fluazuron.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Carrapatos, bezerros e Fluazuron

Os animais utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), sob o
protocolo numero 23115.023981/2020-45. Os carrapatos analisados foram
provenientes de duas fontes: colénias mantidas por meio de infestagBes controladas
em bezerros no Biotério Central da UFMA e 10 populagcdes adicionais enviadas pela
EMBRAPA Gado de Leite. O composto sintético fluazuron utilizado no estudo foi

adquirido comercialmente da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA).
2.2. Ensaios biolbgicos
2.2.1. Manutencao das populagdes dos carrapatos
Para a obtencdo das fémeas de Rhipicephalus microplus, foram utilizados

bezerros com peso médio de 20 a 25 kg, infestados artificialmente, conforme descrito

por Reck et al. (2014). As fémeas ingurgitadas de R. microplus, obtidas ap6s queda
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natural dos hospedeiros, foram provenientes de infestacdes experimentais realizadas
com larvas de uma populacdo MGI encaminhadas pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Gado de Leite). Essas fémeas foram lavadas com
agua destilada, secas com papel filtro e colocadas em placas de Petri, sendo mantidas
a uma temperatura de 27 + 1 °C e umidade relativa (UR) = 80% até a completa
oviposicdo. Os ovos coletados foram acondicionados em tubos Falcon de 15 mL,
vedados com algodé&o para permitir a entrada de ar e umidade, e incubados sob as

mesmas condicdes de temperatura e UR até a eclosao das larvas.

2.3. Alimentacéao artificial dos carrapatos

O ensaio de Alimentacéo artificial foi realizado de acordo com Pohl et al.
(2011). Carrapatos fémeas parcialmente ingurgitados (entre 30 e 80 mg) foram
coletados manualmente entre o0 18° e 21° dia apoés infestacdo das larvas em bezerros
alojados em baias individuais. O sangue para alimentacdo artificial foi obtido de um
pool de amostras coletadas com citrato de sodio dos bezerros, sem exposi¢ao prévia
a carrapaticidas.

Logo apés a coleta das fémeas partendgenas, diretamente do bezerro, os
carrapatos foram pesados individualmente e posteriormente iniciou-se a alimentacgéo
por meio de tubos capilares para hematdcrito (Invicta®) posicionados sobre o aparelho
bucal (hipostdmio) dos carrapatos durante 12 e 24 horas, trocando os capilares a cada

duas horas (Figura 1).
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Figura 1. Fémeas de R. microplus posicionadas dorsoventralmente em pratos de

isopor com microcapilares encaixados no hipostomio.

O sangue coletado foi dividido de acordo com os grupos a serem alimentados,
um grupo controle (1) foi alimentado com sangue total citratado sem o farmaco, outro
grupo (Il), foi alimentado com sangue + solucdo de fluazuron com concentracao de
0,01mg/mL. Foram utilizados 10 carrapatos para cada grupo.

Durante a alimentacdo artificial, os carrapatos foram mantidos em
incubadoras a 27 £ 1 °C e 80% de umidade relativa. Ao término da alimentagéo, os
carrapatos foram novamente pesados para avaliar a taxa de alimentac&o para cada
fémea e mantidos individualmente em tubos falcon de 15ml a 27 + 1 °C e 80% de
umidade relativa por seis semanas. Durante o periodo de incubacdo dos ovos, 0
percentual de oviposicdo e eclosdo foram acompanhados. A proporgédo de larvas
emergindo de ovos eclodidos foi estimada por inspecdo visual utilizando um

estereomicroscopio.

2.4. Microscopia Eletrénica de Varredura e Espectroscopia por disperséo de
Raio — X — MEV/EDS

Larvas de 10 populacbes enviadas pela EMBRAPA (ndo tratadas) e larvas

descendentes das fémeas submetidas a alimentacéo artificial foram fixadas em formol
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10% nas idades de 7 e 14+ para preservacao das estruturas foram avaliadas pela
técnica do MEV/EDS. O método segue a mesma descricdo realizada no item 2.3 do

capitulo 1.

2.5. Histologia - microscopia de Luz campo claro (Brief Field — BF)

Transcorridas 24h de alimentacdo artificial, as fémeas foram pesadas e
acondicionadas em tubo falcon 15ml individualmente e levadas para BOD em
temperatura de 27 °C (+/- 1 °C) com umidade relativa (UR) = 80% até oviposi¢céo
completa. A massa de ovos foi pesada e acompanhados o tempo de eclosdo das
larvas. Larvas advindas da alimentacao artificial e das populacbes da EMBRAPA,
foram fixadas com idade de 7 e 14+ em paraformaldeido a 5%, desidratados em séries
crescentes de alcool (70%, 90%, 95%, 95% e 100%) 1 hora em cada, sendo a ultima
3 repeticdes de 45 minutos. O passo de diafanizacao feito com xylol 100% com 3
repeticdes de 45 minutos cada. A infiltracao foi feita em parafina 60° por 30 minutos,
apos a infiltracdo em 3 tempos de 45 minutos, o material foi colocado em formas para
construcdo dos blocos de parafina e mantidos em temperatura ambiente até o
completo endurecimento. Foram feitas sec¢des com 3um de espessura e colocados
em laminas de vidro, coradas com hematoxilina-eosina (HE) de acordo com Junqueira
e Junqueira (1983) para leitura e analise dos resultados, fotografadas em
fotomicroscopio Leica DM750 com camera embutida ICC50 HD. O protocolo de
preparacdo histolégica, foi ajustado conforme o necessério para obtencdo das

amostras por inteiro.

2.6. Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como meédia + desvio padrado e a inferéncia
estatistica foi realizada a partir dos testes t de Student e ANOVA (Analise de variancia)
seguido do teste de Tukey. As analises foram realizadas com o auxilio do software
GraphPad Prism 8.0 (San Diego, CA, EUA).
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3. RESULTADOS

3.1. Alimentacéo artificial

As fémeas partenogénicas de R. microplus alimentadas com sangue contendo
fluazuron, apresentaram uma média de peso no valor de 53,08 + 14,34 mg, néo
diferindo estatisticamente da média de peso das fémeas do grupo controle 45,99 +
15,54 mg. Entretanto, foi possivel observar reducfes estatisticamente significativas
tanto no peso da massa dos ovos quanto na taxa de eclodibilidade.

O peso dos ovos (1,59 + 1,43 mg) das fémeas tratadas com fluazuron foi
reduzido em mais de 6 vezes quando comparado ao grupo controle (9,77 + 13,66 mg),
ja a taxa de eclodibilidade reduziu de 56,61% (grupo controle) para 20,18% (grupo
tratado). O impacto do tratamento com fluazuron fica ainda mais evidente com 0s
valores do indice de producdo de ovos (Grupo controle: 42,99; Grupo tratado: 3,00).
A alimentacdo artificial com fluazuron no grupo tratado apresentou um percentual de
controle de 97,52% (Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos do fluazuron (0,01mg/mL) nos parametros reprodutivos de fémeas

semi ingurgitadas de Rhipicephalus microplus alimentadas artificialmente.

Tratamento  PF (mg) PO (mg) T (%) IPO  %Rovip %Rhatch C%

45,99 + 9,77 £ 56,61 *

Sangue 1554a  1366a 4150a

42,99 - - -

Sangue + 53,08 = 1,59 + 20,18

Fluazuron 14,34 a 143b 2595p 00 9196 64,35 97,52

PF: Peso de fémeas antes do tratamento; PO: Peso da massa de ovos; T (%): Taxa de eclodibilidade
dos ovos; IPO: indice de producéo de ovos; %Rovip: Porcentagem de reducdo da oviposi¢éo; %Rhatch:
Porcentagem de reducdo da eclosdo; C%: Porcentagem do controle. Média + Desvio padréo.

Média com mesma letra na mesma coluna nao difere significativamente em p <0.05.
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3.2. Caracterizacdo da composicao cuticular das larvas de R. microplus

As larvas de carrapato oriundas de fémeas ingurgitadas tratadas e nao
tratadas com fluazuron (0,01mg/mL), tiveram a composicdo elementar de suas
cuticulas avaliadas (regides dorsal e ventral) (Figura 2).

E possivel observar que para as larvas obtidas a partir de fémeas ingurgitadas
nao tratadas, houve um aumento no percetual de composicao de carbono ao longo de
7, 14 e 21 dias de desenvolvimento, tanto para a regiao dorsal (7 dias: 64,87 = 0,49%;
14 dias: 67,03 = 0,12%; 21 dias: 74,60 = 1,04%) quanto para a regiao ventral (7 dias:
59,77 £ 3,62%; 14 dias: 65,50 + 0,62%; 21 dias: 70,77 + 1,15%).

Por outro lado, para as larvas obtidas a partir de fémeas ingurgitadas tratadas
com fluazuron (0,01mg/mL), temos os seguintes resultados para a regido dorsal:
aumento no percentual de carbono do dia 7 (62,03 + 0,72%) para o dia 14 (67,67
1,10%), seguido de um decréscimo do dia 14 para o dia 21 (64,33 + 0,65%) de
desenvolvimento larval. Para a regido ventral, foi observado um decréscimo no
percentual de carbono do dia 7 (59,40 + 1,78%) para o dia 14 (58,77 = 0,40%), seguido
de um aumento do dia 14 para o dia 21 (62,03 * 0,64%). (Figura 7).

Quando se compara o percentual de carbono para ambas as regides da
cuticula, entre os dois grupos experimentais, € possivel observar uma redugédo no
percentual de carbono na cuticula das larvas de R. microplus oriundas de fémeas
ingurgitadas tratadas. Para a regido dorsal, as larvas desses grupos apresentaram
menor percentual de carbono na cuticula das larvas com 7 (p = 0,0050) e 21 dias de
desenvolvimento (p = 0,0001), qguando com comparado com o percentual de carbono
da cuticula de larvas obtidas de fémeas ingurgitadas nao tratadas. Com relacdo a
regiao ventral, as larvas obtidas de fémeas tratadas apresentaram menor percentual
de carbono na cuticula das larvas com 14 (p < 0,0001) e 21 dias de desenvolvimento
(p = 0,0003), quando com comparado com o grupo de larvas obtidas de fémeas néo

tratadas com o fluazuron.
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Figura 2. Comparacéo do percentual de carbono e oxigénio presentes na composicao
da cuticula de larvas oriundas de fémeas ingurgitadas nao tratadas (grupo controle —
em verde) e tratadas com fluazuron 0,01 mg/ml (em vermelho). Avaliacdo feita ao
longo de 21 dias de desenvolvimento larval. Todas as larvas séo de uma mesma
populacdo (populacdo MGI). As diferencas estatisticas foram determinadas entre as
médias de composicdo em cada dia especifico e marcadas com asterisco (*— p<0.05,
**_p<0.01, **—p<0.001, ****—p<0.0001).

3.3. Efeitos do fluazuron na morfologia da cuticula de R. microplus

No grupo controle, composto por fémeas alimentadas exclusivamente com
sangue, ndo foram observadas alteragfes na estrutura da cuticula. Todas as trés
camadas tipicas da cuticula — epicuticula, procuticula e subcuticula — estavam
preservadas e claramente visiveis (Figura 3).

Por outro lado, no grupo tratado com fluazuron, verificou-se um afinamento
significativo da procuticula, além da auséncia da epicuticula. Essa auséncia sugere

gue a camada pode ter sido degradada ou perdida devido a agdo do carrapaticida.
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Durante o processamento histologico inicial, as larvas do grupo tratado néo resistiram
aos passos de desidratacdo seriada e diafanizagdo com xilol, resultando na
necessidade de um protocolo adaptado com tempos reduzidos de desidratacéo e
diafanizacdo para minimizar os danos estruturais. Ainda assim, as analises revelaram
degradacdo das estruturas internas, com rupturas que levaram a abertura das larvas.

Em contraste, o grupo controle apresentou preservacao completa das
estruturas morfolégicas, permitindo a visualizacdo detalhada das caracteristicas

histolégicas.

Figura 3. Comparagéo da cuticula de larvas do grupo controle e tratadas, com 21 dias.
(Seta preta = epicuticula; seta branca = procuticula; seta azul = procuticula com

afinamento — grupo tratado).
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4. DISCUSSAO

O carrapato R. microplus conhecido por sua capacidade de infestacdo em
bovinos, representa um desafio significativo para a pecuaria devido suas perdas
econdmicas associadas a reducdo de produtividade e aos custos de controle. A
resisténcia a carrapaticidas e a adaptacao a diversas condices ambientais tornam
essencial a compreensdo detalhada da biologia desses ectoparasitos. Este estudo
demonstra pela primeira vez as alteracdes a nivel elementar na cuticula de larvas do
carrapato bovino obtidos a partir de fémeas ingurgitadas tratadas com fluazuron, um
inibidor de crescimento pertencente a classe das benzoilfenilureias.

Incialmente, foi possivel observar neste estudo, que houve uma diminui¢céo de
91,96% no indice de producédo dos ovos e uma reducéo da eclodibilidade em 64,35%
no grupo tratado com fluazuron. Esta molécula inibe a biossintese de quitina por meio
de um bloqueio prévio da quitina quinase, e este bloqueio inibe a utilizagcao de glicose
para esta via, causando um disturbio na homeostase de glicose. Este disturbio resulta
no aumento de glicose na hemolinfa, impactando diretamente na composicao
nutricional dos ovos e na etapa de pré-oviposi¢cdo (COHEN, 2021).

Da mesma forma, a inibicdo do metabolismo da quitina pode interromper a
producdo de hormdnios de tal forma que, alteracdes morfolégicas ocorrem durante o
desenvolvimento dos artropodes, resultando na deposicdo de ovos inviaveis e na
consequente reducao do surgimento de novos individuos (OLIVEIRA et. al., 2013).

O fluazuron demonstrou ter efeitos evidentes na cuticula das larvas de R.
microplus, afetando diretamente sua formacgéo a nivel elementar. Esse impacto parece
estar relacionado a interferéncia do fluazuron na ovogénese, resultando em alteracées
na sintese de quitina das larvas originadas de fémeas alimentadas artificialmente com
sangue tratado com o carrapaticida. Essas modificacbes estruturais podem tornar as
larvas mais vulnerdveis tanto a fatores ambientais quanto a acdo de outros
carrapaticidas. Como a cuticula desempenha um papel crucial na protecdo do
carrapato, incluindo a prevencao de perda de agua por dessecacao, essa fragilidade

pode comprometer a sobrevivéncia das larvas em condi¢cdes adversas e potencializar
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os efeitos de estratégias de controle quimico.

A cuticula do carrapato é dividida em duas camadas principais: epicuticula e
procuticula. A procuticula, por sua vez, apresenta duas subcamadas: a exocuticula,
caracterizada por possuir inidmeros canais de poros, e a endocuticula, composta por
lamelas sobrepostas e altamente organizadas. Estruturalmente, a cuticula inclui uma
camada interna de proteinas, uma camada intermediaria rica em lipidios e uma
camada externa composta por cera, produzida por glandulas dérmicas. Essa
organizagdo complexa contribui para as funcdes essenciais da cuticula, como
protecao e regulacao da interagcdo com o ambiente (SONESHINE, 1991). Neste novo
método de processamento do carrapato para a realizacdo das analises histolégicas,
foi possivel observar todas essas estruturas, demonstrando inicialmente que esta
técnica pode ser utilizada para a histologia do carrapato.

Ao observar os grupos tratados com fluzuron, foi detectada a auséncia de
subcuticula/endocuticula, assim como o estreitamento da procuticula, se comparada
ao grupo controle.

A procuticula, a camada mais espessa da cuticula, fornece estabilidade
significativa para manter o formato da cuticula. E composta principalmente de quitina,
gue é ligada a proteinas, contribuindo para sua integridade estrutural robusta
(Moussian, 2013). Neste sentido, o estreitamento da procuticula pode ser considerado
como efeitos na prole, associado ao tratamento de fémeas com fluazuron.

Desta forma, o presente trabalho demonstrou pela primeira vez as
consequéncias do tratamento de fémeas do carrapato R. microplus na sua prole, ao
serem evidenciados alteracdes a nivel cuticular das larvas, como as diferencas na
composicao elementar (percentrual de carbono) e as modificagdes histologicas nas
diferentes camadas que compdem a cuticula desse estagio de desenvolvimento do
carrapato. Novos estudos precisam explorar a cuticula do carrapato tanto a nivel
elementar quanto estrutural, devido a sua importancia na prote¢céo do carrapato contra
os fatores externos do ambiente e seu papel direto na reducdo da penetracdo de
carrapaticidas. A cuticula do carrapato se apresenta como um alvo importante a ser

explorado para o desenvolvimento de novas estratégias no controle de R. microplus.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo apresentou uma analise inédita dos efeitos do fluazuron
sobre R. microplus, destacando alteracdes na composicéo elementar e morfologia da
cuticula de larvas oriundas de fémeas tratadas com esse carrapaticida. Os resultados
demonstraram uma significativa reducédo na taxa de producédo e eclodibilidade dos
ovos, bem como mudancas estruturais e elementares nas cuticulas das larvas,
evidenciadas pelo decréscimo no percentual de carbono e pelo afinamento ou
auséncia de camadas fundamentais, como a epicuticula e a procuticula.

Ao caracterizar detalhadamente as camadas cuticulares e suas fungdes, este
estudo reforca a relevancia da cuticula como um alvo estratégico para o controle
guimico de R. microplus. O impacto do fluazuron nas larvas indica um potencial para
integrar essa abordagem a programas de manejo integrado, contribuindo para a
reducdo da resisténcia carrapaticida e promovendo o controle sustentavel do
carrapato bovino.

Por fim, os resultados destacam a necessidade de investigacdes futuras
voltadas a compreensdo mais ampla dos mecanismos de acdo do fluazuron e ao
desenvolvimento de novas estratégias que explorem a vulnerabilidade cuticular como

ferramenta para o controle eficaz de populagdes resistentes de R. microplus.
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