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AVALIAGAO DA RADIAGAO IONIANTE EM OVARIOS DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus (ACARI:
IXODIDAE) ATRAVES DA TECNICA DO COMETA

IONIAN RADIATION EVALUATION IN Rhipicephalus (Boophilus) microplus (ACARI: IXODIDAE) OVARIES
THROUGH THE COMET TECHNIQUE

Alexandre Antonio PASQUALINI?; Silvia Piere IRAZUSTA?; Valter ARTHURS; Paulo José BALSAMO*

RESUMO

Este trabalho avaliou os efeitos genotodxicos em tecidos ovarianos de acaros do género Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, um carrapato que infesta, preferencialmente, bovinos com o intuito de aprimorar
conhecimentos para se adaptar a técnica do inseto estéril como um meio de controle populacional deste
parasita. Fémeas ingurgitadas de sangue e em fase de pré postura foram irradiadas com doses de 0, 5, 10, 15,
20 e 25 Gy com Cobalto-60 e dentro de 24 horas foram dissecadas e seus ovarios formaram uma amostra pool
com os quais foi realizado o teste do cometa e a genotoxicidade inferida nestes tecidos foi proporcional ao
aumento das doses ionizantes.
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ABSTRAT

The genotoxic effects on ovarian tissues of Rhipicephalus (Boophilus) microplus mites, a tick that preferentially
infests cattle in order to improve knowledge to adapt to the sterile insect technique as a means of population
control of this parasite, were evaluated. Pre-laying blood engorged females were irradiated at doses of O, 5,
10, 15, 20 and 25 Gy with Cobalt-60 and within 24 hours were dissected and their ovaries formed a pool sample
with which it was performed. comet testing and inferred genotoxicity in these tissues was proportional to the
increase in ionizing doses.
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Introdugdo

0 Rhipicephalus (Boophilus)
microplus pertence a ordem Acari e familia do
Ixodidae, é uma espécie de dacaro presente
nos paises de clima tropical e parasita diversos
animais de interesse zootécnico, mas
predominantemente, bovinos. No Brasil, o
mercado industrial do setor agropecudrio
investiu 5,954 bilhGes de reais no ano de
2018, sendo que 29% deste total estava
relacionado ao emprego de produtos
antiparasitdrios e, 0s ruminantes
demandaram mais de 55% deste mercado
(SINDAN, 2018).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) através da Instrucdo
Normativa - In n2 13 de 29/05/14, suspendeu
o uso de lactonas macrociclicas
(avermectinas), endectocida de longa acdo no
mercado brasileiro, afetando diretamente a
pecudria de corte, como também, a pecuaria
leiteira de animais  jovens e a
ovinocaprinocultura e, posteriormente,
revogou essa proibicdo em 27/03/2015, mas
o mercado internacional ndo aceita produtos
e derivados carneos e lacteos com residuos de
avermectinas. Assim, se torna necessario
pesquisar métodos alternativos de controle
desse parasita em animais.

Os métodos de profilaxia empregados
para as hemoparasitoses sdo: o controle dos
vetores, a quimioprofilaxia, o uso de vacinas e
para algumas espécies de insetos, se emprega
a técnica do inseto estéril.

Este trabalho buscou fomentar
informacdes sobre os efeitos da radiacdo
ionizante em fémeas ingurgitadas na fase pré-
postural de acaros da espécie Rhipicephalus
(Boophilus) microplus através da exposicdo ao
Cobalto-60 e avaliar através da técnica do
cometa, se fomentar conhecimentos para o
emprego da técnica modificada do inseto
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estéril, para a principio, se inferir qual dose de
radiacdo seria capaz de inviabilizar a postura
ou a eclodibilidade dos ovos, através da
avaliacdo da genotoxicidade nos tecidos
ovarianos deste espécime.

Método

Fémeas adultas e ingurgitadas de
R.(B.) microplus em fase de pré postura,
obtidas de infestacdo natural de vacas
leiteiras da Escola Técnica ETEC Dr. Carolino
da Motta e Silva em Espirito Santo do Pinhal,
S&do Paulo (SP), sem tratamento acaricida ha
mais de 30 dias, foram lavadas, secadas e
selecionadas dentro de um padrdo
morfoldgico e peso variando de 200 a 235g de
peso vivo.
No Laboratdrio de Irradiacdo de Alimentos e
Radioentomologia, CENA-USP, Piracicaba, SP.
essas fémeas foram irradiadas numa fonte de
60Co, no GAMMACELL 220, nas doses de 0, 5;
10; 15; 20; e 25 Gy (142 Gy/h.) na presenca de

oxigénio e em temperatura ambiente.
Eletroforese em gel de agarose

Vinte e quatro horas apds a
irradiacdo, no Laboratério de Toxicologia
Ambiental e Ocupacional (LATAMO-FATEC)
Sorocaba, SP, cinco fémeas irradiada de cada
dose, foram dissecadas e seus ovarios
separados, formando-se uma amostra “pool”
e mantida em tampdo PBS gelado em
microtubos. Posteriormente, essas amostras
foram maceradas e promoveu-se uma
suspensdo celular que foi homogeneizada
com agarose baixo ponto de fusdo em laminas
pré-tratadas com agarose ponto de fusdo
normal (AZQUETA e COLLINS, 2013). O
material foi coberto com uma laminula para
assegurar uma distribuicdo homogénea, que
ap6és a solidificacdo, a laminula foram
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removidas e as laminas transferidas a uma
solucdo de concentracao superior a 2,0 M e
pH >13, que contém tensioativos celulares
(Triton X-100) para promoverem a ruptura das
membranas (AZQUETA e COLLINS, et al.,,
2013)
medidas as quebras simples e duplas e os
sitios alcali-labeis (FAIRBAIRN et al, 1995).
Posteriormente,

e sob condi¢Bes alcalinas foram

as laminas foram
levadas para a cuba de eletroforese, e
utilizando 300 mA e 36 V, segmentos de DNA
livres, fracionados (clastogéneses) migraram
em direcdo ao cdtodo, dando origem a uma
de

empregou-se a coloragdo com nitrato de

cauda cometa. Neste experimento
prata, pois tem como vantagens dessa técnica
o facil acesso, o uso de microscépio dptico
comum e a possibilidade de armazenamento

das laminas (BRIANEZI et al., 2009). Assim,

Figura 01. Niveis de comet
Autor.

Q

Os resultados obtidos com o ensaio
do cometa para avaliacdo dos danos ao DNA
nos tecidos ovarianos dos acaros submetidos
as gradativas doses de radiacdo mostraram
que a intensidade das quebras aumentou com
0 aumento das doses, porém os danos mais
severos (niveis 3 e 4) sé ocorreram com a
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foram analisados cerca de 50 cometas
escolhidos ao acaso para o controle de cada
O dano no DNA foi
guantificado para cada célula individualmente

amostra irradiada.
e classificado em cinco categorias (0-4)
correspondente as seguintes quantidades de
danos na cauda do DNA:

Nivel 0 = sem danos (<5%); Nivel 1 =
baixo nivel de danos (5-20%); Nivel 2 = médio
nivel de danos (20-40%); Nivel 3 = alto nivel de
danos (40-95%) e Nivel 4 = dano total (>95%).

Resultados

Para avaliagdo e quantificacdo dos
danos adotou-se como referéncia um gabarito
confeccionado a partir da amostra de sangue
total humano, utilizado como controle interno
da reacédo (Figura 01).
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m células sanguineas como referéncia comparativa ao experimento. Fonte:

maior dose (25Gy). Na figura 02 se observa
imagens do cometa em células de ovarios e a
0
a

classificacdo quanto ao dano celular.
da 03
frequéncia de cada nivel

Histograma Figura apresenta

de danos em

porcentagem apds a contagem de 50

nucleides.
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Figura 02. Imagens dos cometas das células de ovario. Em A. os cometas foram classificados em nivel 0 e sdo
do grupo controle; em B. observa-se cometas em nivel 1; em C. os cometas estdo no nivel 3 e em D. aimagem
é de um cometa nivel 4. Aumento de 100X no fotomicroscépio Leyca. Fonte: Autor.

Percentual de Danos ao DNA

Figura 03. Histograma de distribuicdo dos diferentes niveis de dano (0-4) nas diferentes doses de

radiacdo (0, 5, 10, 15, 20 e 25 Gy). Fonte: Autor.

Discussao

O teste do cometa é uma ferramenta
para estudos da genotoxicidade em processos
relacionados a malformagdes, doencas
congénitas, genéticas e degenerativas,
envelhecimento celular, cancer, entre outras
(ERDTMANN, 2003).

A eletroforese em gel de agarose é um
método muito utilizado para a separacdo e
visualizacdo de fragmentos de DNA. A forma e
o tamanho das bandas apds a corrida sdo
adotados como parametros para detectar as
possiveis lesGes geradas na molécula de DNA
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e apresenta como vantagens avaliagdo de
dano em células isoladas, quantidade
pequena de amostra, da ordem de
microlitros, utilizagcdo de qualquer tipo celular
proliferativo ou ndo, avaliagdo da capacidade
de reparo, além de apresentar uma boa
sensibilidade para deteccdo de danos
ocorridos no DNA (SPEIT e HARTMANN, 1999).

Contudo, o teste do cometa nao
permite identificar o tipo de dano no DNA. O
estudo da cinética de reparo celular tem
adotado como referéncia para danos de bases
e quebras simples na fita do cromossomo,
reparos com alta fidelidade dentro de 15
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minutos apds a irradiacdo, desde que a fita
ndo danificada contenha a sequéncias de
bases complementar para que possa ser
usada como "template" no reparo. Quando o
dano ocorre na fita dupla, onde ambas as fitas
do DNA s3do afetadas, no mesmo sitio, pode
ocorrer o reparo do DNA entre 2-3h (SINGH et
al., 1988; POPANDA et al., 2003).

Com foco em danos causados pela
radiacdo, Hill (1999) relatou que mais de 90%
das quebras da fita dupla induzidas pela
radiacdo y sdo reparadas em 3 h; jd as quebras
na fita dupla produzidas pelas particulas a
podem ser reparadas com uma reducdo de 30
—50 % apds 3 h.

Nascimento (2000) avaliou os danos e
reparos do DNA em células sanguineas de 3
doadores de sangue sadios e de 3 pacientes
com cancer de mama, através da técnica de
eletroforese, processando células 3 e 24
horas apds a exposicdes in vitro com doses de
0,2 a 10 Gy de radiacdo gama de 60Co
(0,722Gy/min) e constatou que o dano ao
DNA foi mais pronunciado logo apds as
irradiacGes e que as células apresentaram um
aumento na migragao de DNA em fung¢do da
dose de radiacdo tanto em doadores sadios
como em pacientes com cancer de mama.

Oliveira (2000), utilizando 90Sr e 90Y
com dose entre 0,2 a 5Gy adotando a
referéncia de Estimativa de Dano ao DNA (DD)
usualmente numa escala de 1- 4, de menor
dano ao maior, constatou a correlacdo direta
de maior dano celular proporcionalmente as
doses de radiagdo Beta, similarmente ao
padrao encontrado por Nascimento, 2000.

Valgode (2008) estudando os efeitos
da radiagdo gama do 60Co em linhagens
tumorais (T-47D e IVICF-7) e ndo tumorais
(MCF-10) originarias de mama humana,
constatou que uma hora apds a exposi¢ao a 5;
10; 20 e 30 Gy (1,5 Gy/min), todas as
linhagens exibiram uma reducdo consideravel
de dano quando comparadas com os valores
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iniciais e que apds 3 horas, praticamente todo
o dano radioinduzido havia sido reparado.

Conclusdo

Este experimento se ateve em
demonstrar que o dano celular foi
proporcional ao aumento das doses
ionizantes com 60Co em concordancia com a
literatura consultada, contudo, demonstrou
gue as doses empregadas sdo consideradas
baixas quando comparadas as empregadas
em dcaros machos nos experimentos
direcionados para a técnica do inseto estéril,
mas que resultaram em severos danos
celulares nos tecidos ovarianos, assim como,
resultou em inviabilidade de nascituros,
proporcionalmente as dose crescentes.
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