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RESUMO

Os carrapatos séo ectoparasitas de grande importancia epidemioldgica, visto serem
vetores de muitos patdégenos para diversas espécies animais, principalmente
mamiferos e incluindo o homem. Adultos da espécie Amblyomma cajennense tém sua
importancia no fato de serem vetores da bactéria Rickettsia rickettsii, causadora da
Febre Maculosa Brasileira (FMB) ou da Febre das Montanhas Rochosas ou ainda da
Febre do Carrapato, cujas consequéncias podem levar o hospedeiro ao 6ébito.
Registros indicam que estes ectoparasitas sdo também vetores da Theileria equi,
agente etiolégico da piroplasmose equina. Dessa forma, presente trabalho teve como
objetivo de trazer a luz informacdes sobre o uso do extrato das partes aéreas (flor,
folha e caule) do jambu (Acmella oleracea) (Asteraceae), avaliando as alteracoes
morfolégicas que ocorreriam no integumento e nas glandulas salivares de carrapatos
A. cajennense em decorréncia dessa exposicao. Para isso, os carrapatos foram
expostos ao extrato nas concentracfes previamente estabelecidas por Anholeto
(2017) de 6,2; 12,5 e 25 mg/mL por meio do teste de imersao de adultos. Em seguida,
as glandulas salivares e o integumento foram coletados, processados segundo
técnicas histolégicas e histoquimicas, e analisados sob microscopia de campo claro.
Os resultados obtidos mostraram a presenca de alteragBes significativas nesses
orgaos nas concentracdes aqui testadas. Especificamente, o integumento apresentou
alteracdes sobretudo na epiderme, com extensas vacuolizacdes citoplasmaticas nas
células dessa camada. Nas glandulas salivares, verificou-se altera¢des que incluiram
desde a presenca de extensas regides citoplasmaticas vacuolizadas, marginalizacao
da cromatina nos nucleos das células secretoras, irregularidades nos limites das
células acinares, o que em conjunto, alterou a morfologia do acino que passou de
arredondado para irregular, além da presenca de espacos intercelulares no interior do
acino. Assim, pode-se concluir que o extrato apresentou citotoxicidade para o
integumento e para as glandulas salivares, corroborando dados da literatura e
sinalizando uma possibilidade de estratégia futura para o controle desses
ectoparasitas.

Palavras-chave: Carrapaticida. Carrapato-estrela. Morfologia. Bioativos. Jambu.



ABSTRACT

Ticks are ectoparasites of great epidemiological importance, since they are vectors of
many pathogens for several animal species, mainly mammals, including man. Adults
of the species Amblyomma cajennense are important in the fact that they are vectors
of the bacterium Rickettsia rickettsii, which causes Brazilian Spotted Fever (FMB) or
Rocky Mountain Fever, or even Tick Fever, whose consequences can lead to death of
the host. Records indicate that these ectoparasites are also vectors of Theileria equi,
the etiological agent of equine piroplasmosis. Thus, this study aimed to bring
information on the use of extract of aerial parts (flower, leaf and stem) of jambu
(Acmella oleracea) (Asteraceae), evaluating the morphological changes that would
occur in the integument and salivary glands of A. cajennense ticks as a result of this
exposure. For this, ticks were exposed to the extract at concentrations previously
established by Anholeto (2017) of 6.2; 12.5 and 25 mg/mL through the adult immersion
test. Then, salivary glands and integument were collected, processed according to
histological and histochemical techniques, and analyzed under brightfield microscopy.
The results obtained showed the presence of significant alterations in these organs at
all concentrations tested here. Specifically, the integument showed alterations mainly
in the epidermis, with extensive cytoplasmic vacuolization in the cells of this layer. In
the salivary glands, there were changes that included the presence of extensive
vacuolized cytoplasmic regions, marginalization of chromatin in the nuclei of secretory
cells, irregularities in the limits of acinar cells, which together changed the morphology
of the acinus from rounded to irregular, in addition to the presence of intercellular
spaces inside the acini. Thus, it can be concluded that the extract presented
cytotoxicity for the integument and for the salivary glands, corroborating literature data
and signaling a possibility of a future strategy for the control of these ectoparasites.

Key words: Acaricide. Star tick. Morphology. Bioactives. Jambu.
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1 INTRODUCAO

O filo Arthropoda € considerado extremamente diverso, quando se analisa 0s
ambientes em que os mesmos podem ser encontrados, bem como a sua diversidade
em espécies. Incluidos neste filo, os carrapatos sdo ectoparasitas pertencentes a
subclasse Acari e sdo conhecidos mundialmente pelo seu papel na transmisséo de
patdgenos para animais e também para os humanos (RUPPERT; BARNES, 1993;
SONENSHINE, ROE, 2014).

Esses ectoparasitas estdo amplamente distribuidos pelos continentes,
entretanto, maior diversidade é encontrada nas regifes tropicais e subtropicais do
globo (ANDERSON; MAGNARELLI, 2008). Eles estéo incluidos na subordem Ixodida
que engloba trés familias: Argasidae, Ixodidae e Nuttalliellidae, sendo Ixodidae e
Argasidae importantes sob os pontos de vista médico e econémico (CAMARGO-
MATHIAS, 2013; MASSARD; FONSECA, 2004).

Segundo estudos disponiveis na literatura, 0os carrapatos surgiram no pré-
Cretaceo sendo possivelmente os anfibios e os répteis seus hospedeiros primitivos
(NAVA; GUGLIELMONE; MANGOLD, 2009). Entretanto, atualmente esses
artréopodes hematéfagos podem ter como hospedeiro uma grande diversidade de
grupos animais como: anfibios, répteis, aves, mamiferos, o que viabiliza a transmisséo
em larga escala de patbégenos como protozodrios, virus e bactérias (ANDERSON;
MAGNARELLI, 2008; SAUER et al., 1995).

1.1 Carrapatos Amblyomma cajennense

Entre os géneros incluidos na familia Ixodidae, o Amblyomma possui grande
destaque. Ele é encontrado principalmente na regido Neotropical, se estendendo para
as regides tropicais e subtropicais do planeta (LABRUNA; TERASSINI; CAMARGO,
2009).

Especificamente a espécie Amblyomma cajennense, também conhecida como
carrapato-estrela, esta distribuida no continente americano, sendo que no Brasil, 0
complexo Amblyomma cajennense esta representado pelas espécies A. cajennense
(s.s.) e A. sculptum (CAMARGO-MATHIAS, 2013; MARTINS et al., 2016).
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Os carrapatos do complexo Amblyomma cajennense sao vetores da bactéria
Rickettsia rickettsii, causadora da Febre Maculosa Brasileira (FMB), que provoca um
estado febril agudo no humano hospedeiro, sendo considerada uma grave patologia,
que pode levar a 6bito (ARAUJO; NAVARRO; CARDOSO, 2015; GUEDES et al.,
2005; MORAES-FILHO, 2017).

Essa espécie também é vetora da Theileria equi, agente etiolégico da
piroplasmose equina (SCOLES et al., 2011), que de acordo com Monteiro (2017),
provoca nos portadores febre, anemia (sintomas de anemia hemolitica) e apatia. No
Brasil, mesmo que haja estabilidade endémica, os equinos podem ser portadores

cronicos e fonte de transmissao do patdégeno para os carrapatos.

1.2 Integumento de carrapatos

Os artrépodes sdo conhecidos pelo seu grande sucesso evolutivo sendo
importantes colonizadores terrestres (RUPPERT; BARNES, 1993). Entre o conjunto
de caracteristicas, esta a presenca de uma cobertura externa e protetora, denominada
exoesqueleto (integumento) que contribui para o0 sucesso evolutivo e diversidade
deste grupo taxonémico (SANTOS; ALMEIDA; ANTUNES, 2018).

De forma analoga, uma vez que pertencem ao filo Arthropoda, os carrapatos
possuem integumento que exerce funcdes importantes para 0 sucesso desse
ectoparasita, principalmente para sua sobrevivéncia (CAMARGO-MATHIAS, 2018).

Entre as funcbes que caracterizam a importancia deste O6rgdo para 0s
carrapatos, esta a atuacdo como barreira fisica para o meio externo, o fornecimento
de sustentacéo, além de ser responsavel por auxiliar na regulacéo hidrica, bem como
atuar na protecao contra perigos do meio externo e choques mecanicos (CAMARGO-
MATHIAS, 2018; SONENSHINE, ROE, 2014).

Morfologicamente, o integumento dos carrapatos reveste externamente 0 corpo
do animal e é constituido por uma epiderme e uma cuticula secretada por células
epiteliais (SONENSHINE, ROE, 2014; CAMARGO-MATHIAS, 2018).
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Figura 1. Representacédo esquematica da organizacéo morfoldgica do integumento de fémeas de R.
sanguineus s.l.

Fonte: Extraido de Remedio et al. (2014). ec = células epiteliais; sbc = subcuticula; cut = cuticula.

A cuticula que faz parte do integumento € acelular, sendo caracterizada por
possuir duas camadas: a epicuticula e a procuticula (CAMARGO-MATHIAS, 2018;
HACKMAN; FILSHIE, 1982; SONENSHINE, ROE, 2014). Esta camada € secretada
pelas células epidérmicas que estdo arranjadas como um epitélio (CAMARGO-
MATHIAS, 2018; HACKMAN; FILSHIE, 1982).

A epicuticula é mais externa é menos espessa (CAMARGO-MATHIAS, 2018;
HACKMAN; FILSHIE, 1982; SONENSHINE, ROE, 2014). A procuticula, encontra-se
mais internamente e tem maior espessura, sendo ainda por sua vez subdividida em
outras duas camadas: a exocuticula e a endocuticula. A procuticula esta localizada
entre a epicuticula e a epiderme, podendo ser esclerotizada (CAMARGO-MATHIAS,
2018).

Uma caracteristica importante da cuticula € o seu potencial de extensibilidade,
propriedade que permite que 0s ectoparasitas aumentem seu volume corporal,
principalmente as fémeas, durante o processo de alimentagéo devido a dilatagédo do
intestino em decorréncia da ingestdo de sangue e da producéo de ovos pelo ovario
(CAMARGO-MATHIAS, 2018).

Quando se enfoca os estudos nas estratégias de controle de carrapatos, fica
enfatica a importancia do integumento. Existem disponiveis na literatura pertinente
diversos estudos buscando compreender como os acaricidas vencem a barreira do

integumento e desta forma conseguem alterar a organizagcéo e o metabolismo desse
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revestimento que, uma vez modificado torna-se fragil e menos eficiente (CAMARGO-
MATHIAS, 2018; SONENSHINE, ROE, 2014).

1.3 Glandulas salivares de carrapatos

Considerando que o processo de alimentacdo é crucial para 0 sucesso
biolégico dos carrapatos, estes apds encontrarem um hospedeiro utilizam suas
queliceras para romper a epiderme e a derme do animal, onde fara a insercao do
hipostémio. Nos ixodideos ha a secrecao do cemento, substancia que auxiliard na
ancoragem do ectoparasita ao hospedeiro (ANDERSON; MAGNARELLI, 2008;
CAMARGO-MATHIAS, 2018).

Um dos érgaos vitais aos carrapatos para que a sua alimentacdo seja bem
sucedida, sao as glandulas salivares, uma vez que € por meio de suas secrec¢des que
0 ectoparasita consegue, além de outras coisas (producdo de vasodilatadores,
anticoagulantes, anti-inflamatérios), driblar a resposta imune do hospedeiro (producéo
de imunossupressores) frente ao parasitismo (CAMARGO-MATHIAS, 2013; SIMO et
al. 2017; SONENSHINE, ROE, 2014). Sendo as glandulas salivares o6rgdos
importantes para a sobrevivéncia dos carrapatos, estudos voltados para a analise da
morfofisiologia frente a exposicdo a compostos quimicos, acrescentam informacdes
importantes para o desenvolvimento de métodos de controle (REMEDIO et al., 2016).

Morfologicamente, as glandulas salivares sdo estruturas pares e localizadas
antero-lateralmente na porcao ventral da cavidade corpérea, desembocando na
cavidade oral. Estdo compostas por uma por¢ao secretora formada pelos acinos I, I,
Il e IV (estes Ultimos presentes apenas nos machos) e uma excretora, formadas por
ductos que levam a saliva sintetizada nos &cinos até o exterior (CAMARGO-
MATHIAS, 2013).

As células que compdem os acinos (por¢cdo secretora) sdo classificadas em
diversos tipos, de acordo com o tipo de elemento que produzem (proteinas, lipideos
e/ou carboidratos). Os acinos classificados como sendo do tipo I, séo agranulares, ou
seja, suas células ndo apresentam granulos de secrecdo. Estdo compostos por uma
célula central e por outras células periféricas a esta (CAMARGO-MATHIAS, 2013;
DENARDI et al., 2011). Aqueles do tipo Il e lll, diferentemente do tipo I, sdo

denominados de granulares. Nos ixodideos estdo formados por seis tipos celulares
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(a, b c1-c4) no tipo Il e no tipo lll pelas células d, e e f. Ja os acinos do tipo IV,
presentes somente nos machos, estdo formados pelas células g (FURQUIM et al.,
2010; CAMARGO-MATHIAS, 2013; SONENSHINE, ROE, 2014).

1.4 Controle de carrapatos

O controle de carrapatos nos dias de hoje tem sido um desafio para os
estudiosos do assunto. O método que mais tem sido utilizado e que tem demonstrado
maior eficiéncia, é aquele que faz uso de substancias quimicas sintéticas (PEREIRA
et al., 2009). Apesar de atuarem como eficientes acaricidas, o seu uso indiscriminado
(doses ndo recomendadas, descarte inadequado, condi¢cdes inapropriadas de
aplicacdo) tém trazido a tona sérias questdes ambientais, visto que os residuos por
eles deixados no ambiente e nos organismos nao alvos tem causado diversos
problemas de toxicidade (FARIAS et al., 2009). Além disso, tem-se demonstrado a
ocorréncia de selecdo de populacdes resistentes de carrapatos, o que dificulta ainda
mais o controle destes ectoparasitas (DOS SANTOS; VOGEL; MONTEIRO, 2012;
FARIAS et al., 2009; FREITAS; POHL; JR, 2005; PRUETT, 1999), o que remete a
necessidade de se buscar outros métodos de controle. Nessa dire¢do, aqueles que
utilizam bioativos provenientes de plantas, tem se mostrado ser uma excelente
alternativa futura (BORGES et al., 2011, CAMARGO-MATHIAS, 2018).

Diversos estudos disponiveis na literatura pertinente tém relatado o efeito
acaricida de extratos obtidos de diferentes espécies de plantas. De acordo com Lazaro
et al. (2013), extratos aquosos de Baccharis trimera foram eficientes na inibicdo da
incubacdo de ovos de Rhipicephalus microplus, e segundo Borges et al. (2011),
extratos de cerca de 55 espécies de plantas pertencentes a 26 familias com
distribuicdo em varios locais do mundo ja foram analisados sob a perspectiva de terem

acao acaricida contra R. microplus.

1.5 Jambu (Acmella oleracea)

Acmella oleracea também conhecida como “Jambu”, agrido do Para, agridao do
Norte e agrido bravo, é uma planta tipica da regido norte do Brasil e pertencente a

familia Asteraceae, estando distribuida nas regibes tropicais e subtropicais
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(CAMARGO-MATHIAS, 2018; FAVORETO; GILBERT, 2010). E uma planta herbacea
com cerca de até 40 cm de altura e, segundo analises quimicas, possui bioativos
importantes como o espilantol [N-2-Metilpropil)-2,6,8-decatrienamida ou N-isobutil-
2E,6Z,8E-decatrienamida)] uma alcamida alifatica de formula molecular C14H23NO
(BARBOSA et al., 2016; RAMSEWAK et al., 1999).

O espilantol também ja foi encontrado em outras plantas, incluindo diversas
espécies do género Acmella (BARBOSA et al., 2016). Esse bioativo € amplamente
utilizado na medicina como anti-inflamatério, antibacteriano e antifingico, além de ser
utilizado na culinaria, e em produtos destinados aos cuidados pessoais e de higiene
(FAVORETO; GILBERT, 2010; MORENO et al., 2012).

O extrato do jambu demonstrou ser eficaz no controle de algumas espécies de
artropodes, conforme reportado por Kadir et al. (1989) e Sharma et al. (2012). Além
disso, mostrou ter efeito acaricida, conforme apresentado por Castro et al. (2014)
guando estudaram os efeitos do extrato obtido das partes aéreas de A. oleracea,
obtendo resultados positivos contra larvas e fémeas ingurgitadas de carrapatos R.
microplus. Além disso, indices de mortalidade significativos foram observados na
exposicao de fémeas A. cajennense as concentracfes de 25 e 50 mg/mL de extratos
do jambu, além de 100% de mortalidade apos 72 horas da exposicao ao extrato na
concentracdo de 100 mg/mL (ANHOLETO et al., 2017).

Alteragcbes morfologicas no sistema reprodutivo de machos e de fémeas de
Amblyomma cajennense foram observadas por Anholeto et al. (2017, 2018) ao
fazerem a exposicado destes ectoparasitas ao extrato de Acmella oleracea. No caso
das fémeas, 0s ovarios apresentaram efeitos citotoxicos frente a exposicao ao extrato,
uma vez que as células germinativas apresentaram alteracdes morfoldgicas e
histoquimicas significativas, incluindo desorganizacbes celulares e presenca de
vacuolos citoplasmaticos, além de alteragdes na dindmica de deposicdo dos

polissacarideos e das proteinas das mesmas (ANHOLETO et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

Assim, de acordo com as informacdes anteriormente aqui postas e tendo em
vista a escassez de dados disponiveis na literatura sobre a a¢do acaricida do extrato
de jambu (Acmella oleracea) no controle de carrapatos da espécie Amblyomma
cajennense (carrapato-estrela), o presente estudo teve como objetivo compreender
como o extrato das partes aéreas (flor, folha e caule) desta planta atua
morfofisiologicamente sobre o integumento e nas glandulas salivares de machos de
carrapatos dessa espécie, trazendo a luz informag6es que possam auxiliar na busca
por métodos de controle que, além de eficientes sejam mais limpos ao ambiente e aos

organismos nao alvos.
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3 RESULTADOS

CAPITULO 1:
Titulo: Alteragbes morfologicas no integumento de machos do carrapato-estrela
(Amblyomma cajennense) provocadas pela exposicédo ao extrato de Jambu (Acmella

oleracea)

Autores: Thais Scopinho Ceccato; Luis Adriano Anholeto; Melissa Carolina Pereira;
Rodney Alexandre Ferreira Rodrigues; Karina Neoob de Carvalho Castro, Maria Izabel

Camargo-Mathias.

CAPITULO 2:
Titulo: O Jambu (Acmella oleracea) e os seus efeitos sobre a morfofisiologia das

glandulas salivares de carrapatos Amblyomma cajennense (Acari: Ixodidae)

Autores: Thais Scopinho Ceccato; Luis Adriano Anholeto; Melissa Carolina Pereira;
Rodney Alexandre Ferreira Rodrigues; Karina Neoob de Carvalho Castro, Maria Izabel

Camargo-Mathias
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3.1 CAPITULO 1

Alteragdes morfologicas no integumento de machos do carrapato-
estrela (Amblyomma cajennense) provocadas pela exposicdo ao extrato de

Jambu (Acmella oleracea)

Thais Scopinho Ceccato?; Luis Adriano Anholeto?; Melissa Carolina Pereira?;
Rodney Alexandre Ferreira Rodrigues?; Karina Neoob de Carvalho Castro3, Maria

Izabel Camargo-Mathias?!

1 Departamento de Biologia Geral e Aplicada, Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista, UNESP, Av. 24 A, n° 1515, CEP 13506-900, Rio
Claro, SP, Brasil

2 Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA), Departamento de Quimica de Produtos Naturais, Universidade Estadual de
Campinas, Av. Alexandre Cazellato, n° 999, CEP 13140-000, Campinas, SP, Brasil.

3 Embrapa Tabuleiros Costeiros, Av. Beira Mar, Bairro, n° 3.250 - Jardins, CEP
49025-040, Aracaju - SE, Brasil.
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RESUMO

Os carrapatos séo artrépodes ectoparasitas obrigatorios de grande importancia, visto
serem transmissores de uma variedade de organismos como protozoarios, bactérias
e virus. Especificamente, os da espécie Amblyomma cajennense sdo vetores de
agentes etiolégicos que causam doencas de interesse médico, veterinario e
econdmico. Realizar o controle destes ectoparasitas tem sido uma busca constante,
0 que nos dias de hoje é feito por meio do uso de substancias quimicas sintéticas.
Ainda, as mesmas vém sendo utilizadas de formas inadequadas e muitas vezes sem
a supervisao de um especialista, o que no final do processo de aplicacao traz prejuizos
aos organismos nao alvos, ao ambiente, além de abrir portas para o desenvolvimento
de cepas de carrapatos resistentes. Desta forma, o presente trabalho vem trazer a luz
informacgdes relevantes sobre a acao do extrato de jambu em diversas concentragcdes
sobre carrapatos machos de A. cajennense, visto o jambu (Acmella oleracea)
(Asteraceae), em estudos prévios realizados em laboratorio ja ter demonstrado seu
potencial acaricida. Assim, no presente estudo realizou-se a avaliacdo da acdo do
extrato obtido das partes aéreas (flor, folha e caule) do jambu sobre a morfohistologia
do integumento de machos de carrapatos estrela. Para tanto, os carrapatos foram
expostos as concentracdes de 6,2; 12,5 e 25 mg/mL previamente estabelecidas por
meio do teste de imersdo de adultos. Fragmentos do integumento foram coletados e
processados por meio de técnicas histolégicas e histoquimicas e os resultados obtidos
através da analise sob microscopia de campo claro. Foi observada nas concentracoes
de 12,5 e 25 mg/mL a ocorréncia de alteracdes no integumento desses ectoparasitas,
sobretudo no epitélio da epiderme o qual € composto por células as quais tiveram seu
citoplasma severamente vacuolizado em decorréncia da toxicidade do bioativo. E
importante ressaltar que uma vez que esse epitélio é danificado, a deposicdo das
outras camadas do exoesqueleto fica prejudicada e deficiente, deixando dessa forma
0 ectoparasita vulneravel as mudancas que ocorrem no meio externo, e dificultando
sua sobrevivéncia.

Palavras-Chave: Acaricida Natural. Carrapato-estrela. Morfologia. Cuticula.
1 INTRODUCAO

Os carrapatos do complexo Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) tém
grande importancia médica e veterinaria por terem diferentes hospedeiros dentre os
quais se incluem os humanos. Esses ectoparasitas sdo também vetores potenciais da
Rickettsia rickettsii, causadora da Febre Maculosa Brasileira ou Febre das Montanhas
Rochosas (BEATI et al., 2013; GUEDES et al., 2005; LABRUNA, 2009; SOARES et
al.,, 2015; TARRAGONA et al.,, 2015). Estdo distribuidos por todo o continente
americano, desde o Sul dos Estados Unidos, América Central, até o Norte da
Argentina (BEATI et al., 2013; ESTRADA-PENA et al., 2014; MARTINS et al., 2016)

e, especificamente no Brasil, a espécie A. cajennense s. s. esta distribuida na zona
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Norte ocidental da Bacia Amazbnica, enquanto que A. sculptum é encontrada nos
estados do Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Sul do Parana (MARTINS et al., 2016).

Atualmente, o método mais utilizado de controle de carrapatos e que tem se
mostrado ser o mais eficiente é aquele que faz uso de acaricidas quimicos,
preferencialmente os de natureza sintética 0s quais, no entanto, apresentam serios
inconvenientes por terem altos precos no mercado e ainda por necessitarem de
equipamentos, instalagdes e treinamento de mao-de-obra adequados para a sua
aplicacéo (NOLAN, 1985; OLIVEIRA et al., 2011, 2015; PRUETT, 1999a). Além disso,
0 uso indiscriminado desses produtos pode induzir a selecdo de individuos
resistentes, bem como sua toxicidade pode ser letal aos organismos nao alvos, além
de seus residuos se acumularem no meio ambiente, contaminando o solo, cursos
d’agua, a fauna e a flora, comprometendo a saude animal inclusive a humana
(NOLAN, 1985; OLIVEIRA; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2008; PRUETT,
1999b; ROMA et al., 2009).

Diante desse cenario, a busca por novas estratégias de controle tem sido uma
constante. Dentre elas jA encontram-se em prética a utilizacdo de vacinas ou de
acaricidas quimicos de origem natural, geralmente com seus principios ativos
provenientes de extratos de plantas (CASTRO et al., 2014; DENARDI et al., 2011,
REMEDIO etal., 2014; RODRIGUEZ-MALLON, 2016; VENDRAMINI et al., 2012; YOU
et al., 2003).

Acmella oleracea é uma planta da familia Asteraceae, encontrada em regides
tropicais préximas a linha do Equador na Africa, Asia e América do Sul, e utilizada na
medicina popular como potente analgésico e anestésico local, além de apresentar
atividades fungistatica, fungicida e inseticida (DUBEY et al., 2013; FABRY; OKEMO;
ANSORG, 1996; FAVORETO; GILBERT, 2010; NIGRINIS; CARO; OLARTE, 1986;
RAMSEWAK, 1999; TORRES; CHAVEZ, 2001).

Estudos recentes realizados por Castro et al., (2014) e Oliveira et al., (2016) ja
demostraram que extratos hexanicos brutos das partes aéreas (flor, folha e caule) de
A. oleracea teriam também atividade acaricida, causando alta taxa de mortalidade em
larvas e em fémeas ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus microplus, além de
interferir na dindmica do sistema reprodutor feminino, o que ja foi comprovado pela
reducao significativa da oviposicéo e eclodibilidade das larvas.

Assim, diante deste cenario o presente trabalho teve por objetivo avaliar os

efeitos de diferentes concentracdes (6,2; 12,5 e 25 mg/mL) do extrato etandlico de A.
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oleracea sobre a morfofisiologia do integumento de machos de carrapatos
Amblyomma cajennense s.s. alimentados, a fim de trazer a luz informacfes que num
futuro proximo possam ser Uteis na busca por estratégias de controle para esses
Importantes ectoparasitas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Locais de realizacado dos estudos:

Foram utilizados os equipamentos disponiveis nas dependéncias dos
Laboratorios de Histologia e de Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia
Geral e Aplicada do I.B. - UNESP de Rio Claro, SP. Nesta instituicdo esta implantada
a Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology (BCSTM), onde colbnias de
carrapatos estdo instaladas e sdo mantidas, sob a coordenacédo da Profa. Dra. Maria

Izabel Camargo-Mathias.

2.2 Extrato de jambu (Acmella oleracea)

O extrato etandlico bruto das partes aéreas (flores, folhas e caule) de A.
oleracea (EEAO) foi produzido no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brasil, sob a
supervisao do Dr. Rodney Alexandre Ferreira Rodrigues, que também é colaborador

deste projeto.

2.3 Hospedeiros para alimentacdo dos carrapatos

Foram utilizadas coelhas adultas do Grupo Genético Botucatu com peso entre
3 a 3.5 Kg, sem contato prévio com carrapatos ou carrapaticidas, que foram adquiridas
do Biotério da UNESP de Botucatu, SP, Brasil e as quais foram mantidas em gaiolas
galvanizadas e receberam &agua e racdo comercial ad libitum. Este trabalho foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNESP de Rio Claro, SP,

Brasil, sendo aprovado e registrado sob o numero 11/2015
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2.4 Manutencdao de carrapatos Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)

Os carrapatos foram gentilmente cedidos pelo Prof. Marcelo Bahia Labruna da
Universidade de S&o Paulo, o qual também é colaborador deste projeto.

Foram utilizados machos adultos alimentados por 5 dias nas coelhas
hospedeiras, e mantidos em estufa sob condi¢cdes controladas (28 °C, 85% de
umidade e fotoperiodo de 12 h) em sala de Biotério do Departamento de Biologia Geral
e Aplicada, 1.B, — UNESP, Rio Claro, SP, Brasil. A escolha pela utilizagdo de machos
se deu pelo fato de que hd um enfoque maior nas fémeas nos trabalhos disponiveis
na literatura, pois estas apresentam alto potencial de reproducéo diante da postura de
grande quantidade de ovos por fémeas. Contudo, ressalta-se que para a fémea
completar seu processo de alimentagcéo e reproducéo, necessitam da presenca do
carrapato macho. Portanto, ao fazer o controle de carrapatos machos,
consequentemente, seria possivel promover controle populacional desses
ectoparasitas.

Para a infestacao artificial, o dorso das coelhas foi tricotomizado e recebeu uma
camada de cola atoxica para a fixagdo da camara alimentadora, conforme
metodologia descrita por Bechara et al. (1995). Em seguida, os carrapatos foram
liberados no interior desta e, decorridas 24 horas (tempo necessario para a
acomodacédo dos ectoparasitas), foram realizadas observactes diarias a fim de se
determinar o periodo de alimentacao dos carrapatos.

2.5 Avaliacdo morfologica do integumento de A. cajennense ap0s a exposicao

ao extrato de A. oleracea

2.5.1 Delineamento experimental

Os machos de A. cajennense foram expostos ao extrato etanolico bruto de A.
oleracea em concentracbes subletais de 6,2; 12,5 e 25 mg/mL as quais foram
previamente estabelecidas por Anholeto (2017), por meio do Teste de Imerséo de
Adultos (AIT).

Foram utilizados 200 carrapatos machos adultos com peso médio de 10 mg
(cerca de 12 dias de alimentagado) coletados de infestagcbes artificiais em quatro

coelhas hospedeiras (50 casais de carrapato/coelho).
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Apos coletados e antes do inicio dos testes, os carrapatos foram lavados em
agua corrente e secos em papel absorvente macio.

Os individuos com pesos homogéneos (p> 0,05) foram alocados em cinco
grupos experimentais com 10 carrapatos/grupo e expostos ao extrato etandlico bruto
das partes aéreas (flores, folhas e caules) de A. oleracea nas concentracdes:

Grupo Controle 1 - exposicdo a agua destilada;

Grupo Controle 2 - exposicéo solvente etanol 50% e DMSO 1%

Grupos Tratamento 1-3 — foram expostos respectivamente as concentragdes de 6,2;
12,5 e 25 mg/mL do extrato.

Os machos foram imersos durante 5 minutos nos diferentes extratos. Em
seguida, foram secos em papel absorvente, colocados em placas de Petri
identificadas as quais foram colocadas em estufa BOD sob condi¢des controladas (28
+ 1°C, 80% de umidade, com fotoperiodo de 12 horas) por 7 dias, intervalo de tempo
sugerido por Oliveira; Bechara e Camargo-Mathias (2008) necessario para que 0S
efeitos dos acaricidas fossem observados.

As observacbes foram diarias e os carrapatos foram estimulados com gas
carbbnico e com a ponta de um pincel por 30 minutos. Aqueles sem capacidade de
movimento apos 10 minutos do estimulo foram considerados mortos e nao foram
utilizados. Os experimentos foram realizados em duplicata.

ApoOs o teste de imersado, os machos foram dissecados sob estereomicroscopio
em placas de Petri contendo solucéo fisioldgica tamponada (NaCl 7.5 g/L, Na2HPO4
2.38 g/L e KH2PO4 2.72 g/L) e tiveram seu integumento retirado.

Fragmentos do integumento foram fixados em paraformaldeido 4% por 48
horas. Em seguida, foram transferidos para tampéao fosfato onde permaneceram por
24 horas. Na sequéncia, foram desidratados em série crescente de &lcool etilico a
70%, 80%, 90% e 95% (banhos de 30 minutos cada), embebidos em resina (JB-4
Polaron Instruments/Bio Rad) por 24 horas e foram incluidos em moldes plasticos
contendo resina mais polimerizador. ApGs, o0os blocos foram seccionados em
micrétomo Sorvall JB-4/Bio Rad, (3 um de espessura), e as sec¢des foram recolhidas
em laminas de vidro previamente limpas, para coloracéo pela técnica de hematoxilina
de Harris-eosina aquosa (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). A montagem das
laminas foi realizada em Entellan® e a observacdo ocorreu em microscopio de luz de
campo claro LEICA DM750.
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2.6 Técnicas Histologicas

2.6.1 Coloracao pela hematoxilina de Harris e eosina aquosa (JUNQUEIRA, 1983).
As secc¢Oes histologicas foram coradas pela hematoxilina de Harris durante
cinco minutos. Depois foram lavadas por cinco minutos em agua corrente e, em
seguida, foram coradas pela eosina aguosa, por cinco minutos, e novamente foram
lavadas em agua corrente. Apos secagem ao ar livre, as laminas foram mergulhadas

em xilol e, em seguida, foram cobertas com Entellan® e laminula.

2.7 Histoquimica

2.7.1 Xilidine Ponceau (MELLO;VIDAL, 1980) para deteccao de proteinas totais

O material foi corado pelo Xylidine Ponceau por 30 minutos com posterior
lavagem em agua corrente. Depois de permanecer por 1 minuto em acido acético 1%,
as laminas foram secas ao ar livre, mergulhadas em xilol e, em seguida, foram

cobertas com Entellan® e laminula.

3 RESULTADOS

3.1 Hematoxilina-Eosina

Grupos 1 e 2 (Controle):

Nos Grupos Controle 1 e 2, ndo foram observadas alteragdes no integumento,
que apresentou morfologia semelhante aquela descrita por Remedio et al. (2014) para
fémeas de Rhipicephalus sanguineus. Como era esperado, a epiderme apresentou
epitélio formado por células integras e também com nucleos integros evidentes. A
procuticula foi de forma homogénea fortemente corada pela eosina, ndo sendo
possivel distinguir as subcamadas endo e exocuticula. A epicuticula, a camada mais
externa e mais fina também estava com aspecto integro. Além disso, foi possivel
observar a presenca de glandula dermal e poros (Fig 2. A-B).

Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL):

O integumento dos machos de A. cajennense expostos a concentracao de 6,2

mg/mL do extrato do jambu apresentou morfologia semelhante aquela dos individuos
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do grupo controle. As células epiteliais mantiveram sua morfologia preservada, com
nacleos cujo formato manteve-se arredondado e fortemente corados pela
hematoxilina (Fig 2. C-D).

De forma semelhante, também foi possivel visualizar a subcuticula e a
procuticula ambas acidofilas devido a reacdo pela eosina e a epicuticula, camada
mais externa da cuticula, também com aspecto preservado (Fig 2. C-D).

Grupo Tratamento 2 (12,5 mg/mL):

Quando observadas as secc¢des histoldgicas da exposi¢cdo dos machos de A.
cajennense ao extrato etandlico de A. oleracea na concentracdo de 12,5 mg/mL, foi
possivel verificar alteracfes significativas na morfologia do integumento,
especialmente na epiderme (Fig 2. F) as quais incluiram a presenca de areas
vacuolizadas no citoplasma nas células que compde esse epitélio (Fig 2. F), o que
ocasionou uma desorganizac¢ao do tecido (Fig 2E-F), e o que néo foi observado nos
Grupos Controle (Fig 2. E-F). Os nucleos dessas células mantiveram-se preservados,
com morfologia arredondada (Fig 2. E-F).

Nenhuma alteracéo foi observada nas demais regides do integumento, ou seja,
na subcuticula, procuticula e epicuticula.

Grupo Tratamento 3 (25 mg/mL):

Neste grupo de estudo, o integumento dos machos de A. cajennense expostos
ao extrato etandlico de A. oleracea na concentracdo de 25 mg/mL, também sofreu
alteracdes, as quais foram semelhantes as observadas para o Grupo Tratamento 2,
sobretudo, na epiderme (Fig 2. G-H).

Quando observadas as células que compdem a epiderme, foi possivel notar
extensas areas de citoplasma vacuolizado (Fig 2. G). Entretanto, notou-se que 0s
ndcleos dessas células, ainda apresentavam morfologia preservada, ou seja,
arredondada, e sem alteracdes, tal qual observado nos Grupos Controle (Fig 2. G-H).
A subcuticula, a procuticula e a epicuticula neste grupo, estavam integras (Fig 2. G-
H).

3.2 Histoquimica

3.3 Xylidine Ponceau



29

Para a deteccéo de proteinas totais no integumento de machos de carrapatos
A. cajennense expostos (Tratamentos 1, 2 e 3) ou ndo (Grupo Controle 1 e 2) ao
extrato etandlico bruto de A. oleracea, as secc¢des histologicas foram submetidas a
técnica histoquimica Xylidine Ponceau e analisadas sob microscopia de luz
convencional.

Grupo 1 e 2 (Controle)

Os resultados confirmaram a presenca de proteinas totais no integumento dos
carrapatos machos de A. cajennense nos grupos controle, como jé era esperado, visto
esses elementos fazerem parte da estrutura da cuticula.

A pro e a epicuticula, cujas morfologias mantiveram-se integras, reagiram
positivamente a técnica confirmando a presenca de proteinas na sua organizacao (Fig
3. A-B). De modo geral, as células que compdem a epiderme, localizada logo abaixo
da cuticula, reagiram fracamente ao corante (Fig 3. A-B). Especificamente nessas
células, o citoplasma foi pouco marcado (Fig 3. A-B). Os nucleos das células da
epiderme também foram evidenciados pela técnica, integros e positivos para o
Xylidine Ponceau (Fig 3. A-B).

Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL):

Proteinas totais também foram detectadas no integumento neste grupo, com
aspecto semelhante ao observado para os Grupos Controle (1 e 2).

A cuticula, com suas camadas (procuticula e epicuticula) morfologicamente
preservadas, apresentou coloracdo intensa vermelha e, portanto, forte reacdo a
técnica histoquimica (Fig 3. C-D). Em geral, a epiderme reagiu fracamente ao corante
(Fig 3. C-D), e como o observado para os Grupos Controle, o citoplasma dessas
células reagiu fracamente ao Xylidine Ponceau. Os nucleos morfologicamente
preservados mantiveram sua forma arredondada e reagiram moderadamente ao
corante (Fig 3. C-D).

Grupo Tratamento 2 (12,5 mg/mL):

Neste grupo, algumas caracteristicas histoquimicas foram semelhantes
aguelas observadas nos demais grupos aqui estudados, como a cuticula que
continuou fortemente positiva ao reagente (Fig 3. E-F). A epiderme reagiu fracamente
ao corante (Fig 3. E-F), inclusive mostrando espacos citoplasmaticos que nao
reagiram (auséncia de reacdo para proteinas totais), 0s quais certamente

corresponderam aquelas regiées com extensa vacuolizacdo devido a acdo toxica do
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bioativo (Fig 3. E-F). Ficou bem evidente que houve uma desorganizagao celular e
consequentemente tecidual na regido do epitélio (Fig 3. E-F).

Grupo Tratamento 3 (25 mg/mL):

Além de alguns resultados semelhantes aos grupos anteriormente descritos,
nesse grupo a epiderme apresentou severa vacuolizacao o que provocou auséncia de
reacdo em algumas regides citoplasmaticas (Fig 3. G-H). Os nucleos dessas células
ndo apresentaram modificagbes morfologicas, mostrando-se arredondados e

moderadamente positivos ao Xylidine Ponceau (Fig 3. G-H).
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Figura 2: Secc¢des histologicas do integumento de carrapatos machos de Amblyomma cajennense

coradas pela hematoxilina-eosina.

Fonte: Elaborado pela autora. (A-B) Grupo controle. (C-D) Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL). (E-F)
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Grupo Tratamento 2 (12,5 mg/mL). (G-H) Grupo Tratamento 3 (25 mg/mL). Legendas: (n) nlcleo, (e)
epiderme, (sb) subcuticula, (pc) procuticula, (ep) epicuticula, (gd) glandula dermal, (vc)
vacuolizacdo. Barras: (B) 50 um (A, C, D, E, F, G, H) 20 ym.
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Figura 3: Secc¢des histolégicas do integumento de carrapatos machos de Amblyomma cajennense
coradas pelo Xylidine Ponceau.

Fonte: Elaborado pela autora. (A-B) Grupo controle. (C-D) Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL). (E-F)
Grupo Tratamento 2 (12,5 mg/mL). (G-H) Grupo Tratamento 3 (25 mg/mL). Legendas: (n) nicleo, (e)
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epiderme, (sb) subcuticula, (pc) procuticula, (ep) epicuticula, (vc) vacuolizagdo. Barras: (A, E) 50 um
(B,C,D,F, G,H)20 um

4 DISCUSSAO

Decorrente dos prejuizos causados aos hospedeiros pelos carrapatos, bem
como devido ao impacto econdmico negativo, tornou-se necesséria a busca pelo
desenvolvimento de métodos de controle deste ectoparasita inclusive daqueles da
espécie Amblyomma cajennense. Apesar de amplamente utilizados e considerados
0s mais eficazes, os métodos quimicos tém provocado prejuizos ambientais, visto que
muitas cepas resistentes comecam a surgir (DOS SANTOS; VOGEL; MONTEIRO,
2012).

Nessa direcdo estudos atuais vém demonstrando a possibilidade de que
bioativos extraidos de plantas, inclusive daquelas encontradas com frequéncia no
Brasil, atuem como potenciais acaricidas, o que se confirmado, principalmente em
campo, representariam uma perspectiva interessante no combate a esses artropodes,
minimizando problemas ambientais e de natureza médica veterinaria (NWANADE;
YU; LIU, 2020).

Dentre a diversidade da flora existente no territdrio brasileiro, encontra-se o
jambu (Acmella oleracea), o qual tem sido alvo de estudos, uma vez que seu extrato
jateve comprovada acéo inseticida contra Plutella xylostella, além de também ter sido
toxico para espécies de mosquitos, bem como para a barata americana, Periplaneta
americana (SHARMA et al., 2012; KADIR et al., 1989). Quando estudada a acado
desse extrato contra carrapatos, também ficou comprovada sua acao acaricida contra
larvas e contra fémeas ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus microplus. J4 em
fémeas de A. cajennense expostas ao extrato bruto de A. oleracea, foram obtidos
indices de mortalidade significativos o que estimulou a continuacdo de estudos de
toxicidade fazendo uso de extratos do jambu (ANHOLETO et al., 2017; CASTRO et
al., 2014). Desta forma, dando sequéncia aos estudos anteriormente desenvolvidos,
o presente trabalho buscou analisar os efeitos da exposicéo de carrapatos machos de
A. cajennense ao extrato das partes aéreas (flor, folha e caule) do jambu (Acmella
oleracea), focando nas alteragcbes morfoldgicas do integumento, uma vez que este
orgao representa a mais importante e uma eficiente barreira de defesa para o animal

a qual precisa ser vencida por ocasiao da exposi¢ao aos produtos com agao acaricida.
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O integumento € um 6rgdo que desempenha varios papeis no corpo dos
artropodes, sendo fundamental para a sobrevivéncia dos mesmos. Dentre essas
funcOes esta a de ser regulador hidrico, a de prover um exoesqueleto que garanta a
sustentacao do animal, além de atuar como barreira seletiva contra a entrada e saida
de componentes em ambas as direcfes: tanto do meio interno para o externo e vice-
versa, além de proteger os animais contra predadores e contra as alteracdes
climaticas (CAMARGO-MATHIAS, 2018; SONENSHINE, ROE, 2014).

Nessa direcdo os resultados obtidos com o desenvolvimento desta nova etapa
do estudo, mostraram que o extrato de A. oleracea aqui testado em diferentes
concentracfes provocou no integumento dos carrapatos machos de A. cajennense
importantes altera¢cdes morfoldgicas, principalmente sobre as células que constituem
a epiderme.

Verificou-se que o0s machos alocados nos Grupos Controle (1 e 2)
apresentaram o integumento integro, sem alteracdes e semelhante ao descrito por
Remedio et al. (2014) para fémeas de Rhipicephalus sanguineus. A cuticula e as
células da epiderme estavam preservadas, como o esperado.

De forma semelhante ao encontrado para os Grupos Controle, os carrapatos
machos de A. cajennense alocados no Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL), também néo
apresentaram alteracdes morfolégicas em seu integumento, entretanto, alteracbes
significativas puderam ser observadas quando foram realizadas as exposi¢cdes as
maiores concentracdes do extrato, dados que quando comparados aqueles obtidos
por outros autores que também estudaram a acédo téxica de bioativos extraidos de
plantas corroboraram a informacdo de que os danos ao integumento de carrapatos
expostos a concentragcdes mais elevadas, seriam intensificados, corroborando
Remedio et al. (2014) e Lima de Souza et al. (2017) quando estudaram a acgéo do
extrato aquoso de folhas de neem e do 6leo de neem enriquecido com azadiractina,
respectivamente, contra R. sanguineus.

No presente trabalho quando realizou-se a exposicdo dos machos as
concentracdes de 12,5 mg/mL (Grupo Tratamento 2) e de 25 mg/mL do extrato de
jambu (Grupo Tratamento 3) verificou-se severas alteracdes na morfohistologia do
integumento, principalmente na camada epidérmica, ou seja, aquela composta por
células epiteliais, as quais em virtude da exposicdo ficaram extensamente
vacuolizadas, processo esse que alterou a forma e assim sendo desorganizou a

disposicdo das mesmas no epitélio como um todo. Lima de Souza et al. (2017) em
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estudos com R. sanguineus também observaram que na concentracdo intermediaria
nos testes com o6leo de neem enriquecido com azadiractina as células epidérmicas
também sofreram vacuolizacao, justificada por alguns autores ser uma estratégia das
células, no caso epidérmicas, no sentido de isolar em vacuolos as regides
citoplasmaticas danificadas pelo bioativo, preservando assim o restante do citoplasma
da toxicidade imposta ao sistema do carrapato (CAMARGO-MATHIAS, 2018; LIMA
DE SOUZA et al., 2017). Os dados aqui obtidos sugeriram que o extrato do jambu na
exposi¢cao topica, conseguiu ultrapassar as camadas do integumento e chegou até o
interior do ectoparasita, passando pela epiderme e modificando significativamente a
morfofisiologia das células epiteliais, importantes ndo somente para a formacao e
renovacao, mas também para a manutencao da cuticula (OLIVEIRA et al., 2020).

Os efeitos citotoxicos de produtos de natureza sintética ou natural sobre o
integumento de carrapatos, ja foram demonstrados por outros autores como Oliveira
et al. (2020) que relataram a presenca de vacuolos citoplasmaticos nas células da
epiderme quando expuseram carrapatos R. sanguineus ao acetilcarvacrol. Lima de
Souza et al. (2017) quando expuseram carrapatos R. sanguineus s.l. ao 6leo de neem
(Azadirachta indica a. Juss) enriguecido com diferentes concentracdes de azadiractina
também observaram tais alteracdes.

Assim, de maneira geral os dados obtidos no presente trabalho mostraram que
a exposicdo ao extrato etanodlico de A. oleracea nas concentragdes 12,5 mg/mL e de
25 mg/mL causou toxicidade nos machos de carrapatos da espécie A. cajennense,
por meio das alteracbes morfologicas e consequentemente fisiolégicas no
integumento desses ectoparasitas, uma vez que 0 bioativo conseguiu transpor as
diferentes camadas do integumento e chegar até a epiderme, provocando nas células
epiteliais alteracdes que as levaram a uma desorganizagdo, bem como provocando
danos citoplasmaticos que certamente inibiram as mesmas de desempenhar com
sucesso o seu papel de secretoras das camadas cuticulares.

Os bioensaios aqui realizados mostraram com a exposicao tdpica de carrapatos
estrela machos, aos extratos do jambu em diferentes concentracdes, que o
integumento dos mesmos, o0 qual representa a primeira barreira protetora, nao foi
capaz de impedir a entrada dos bioativos no sistema, 0s quais depois de penetrar no
interior do carrapato, seguiriam via hemolinfa para outros orgaos, onde la também
provocariam citotoxicidade e inibiriam ou inviabilizariam a conclusédo de processos

vitais para sobrevivéncia do individuo, tais como a alimentacdo e a reproducao,
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sinalizando que esses bioativos poderdo ser uma perspectiva futura de controle de

carrapatos.

5 CONCLUSAO

1) Foi demonstrado que o extrato do jambu (Acmella oleracea) em diferentes
concentracfes causou danos citotdéxicos ao integumento de carrapatos machos de A.
cajennense.

2) As células da epiderme do integumento tiveram seu citoplasma
extensamente vacuolizado, o que modificou a forma das mesmas e
consequentemente desorganizou a camada epitelial.

3) O extrato do jambu nas concentragdes de 12,5 e 25 mg/L aqui analisadas
quando em exposicao tdpica, pdde sugerir que foi capaz de ultrapassar a barreira
exercida pelo integumento, atingindo os Orgaos internos do carrapato, porém,
experimentos para confirmar essa hipétese sdo necessarios.

4) Na menor concentracdo aqui testada (6,2 mg/mL), ndo foram observados
danos morfohistolégicos evidentes ao integumento.

5) As maiores concentracbes (12,5 e 25 mg/mL) provocaram danos
significativos o que incluiu a presenca de extensos vacuolos no citoplasma das células

que formam a epiderme.
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RESUMO

Os carrapatos séo ectoparasitas de grande importancia epidemioldgica, visto serem
vetores de muitos patdégenos para diversas espécies animais, principalmente
mamiferos, incluindo o homem. Nesta direcéo, o presente estudo avaliou quais seriam
as alteragBes morfofisioldgicas nas glandulas salivares em decorréncia da exposi¢ao
de machos de carrapatos A. cajennense ao extrato das partes aéreas (flor, folha e
caule) do jambu (Acmella oleracea) (Asteraceae), uma vez que estudos previamente
desenvolvidos ja comprovaram que estes bioativos séo eficientes acaricidas. Neste
estudo, os carrapatos foram expostos aos extratos nas concentracdes de 6,2; 12,5 e
25 mg/mL previamente estabelecidas por Anholeto (2017) através do teste de imersao
de adultos. Posteriormente, as glandulas salivares foram coletadas e processadas
para histologia e histoquimica, e as laminas contendo o material foram analisadas sob
microscopia de campo claro. A aplicacdo das técnicas histoquimicas para detec¢éo
de proteinas totais e de polissacarideos nas células das glandulas salivares de
machos de A. cajennense confirmaram a presenca desses componentes. Os
resultados obtidos, mostraram alteracbes nas glandulas salivares que incluiram
extensa vacuolizacdo citoplasmatica nas células acinares, marginalizacdo da
cromatina nuclear indicando inicio de processos de morte, presenca de espacos
intercelulares no interior dos acinos, indicando um encolhimento das células e
mudanca na forma dos acinos que passaram de arredondados a irregulares,
alteracdes essas que deixaram evidentes o efeito citotéxico do extrato do jambu sobre
as glandulas salivares desses ectoparasitas, confirmando seu potencial acaricida e
abrindo a perspectiva de contribuicdo com informagfes relevantes na tematica
controle de carrapatos.

Palavras-chave: Carrapaticida. Carrapato-estrela. Morfologia. Produto Natural.

1 INTRODUGAO

Os carrapatos sdo ectoparasitas hematéfagos obrigatorios pertencentes a
subclasse Acari que além da espoliacao dos seus hospedeiros ainda sdo vetores de
patbgenos de importancia médica e veterinaria, podendo transmitir aos mesmos
microrganismos como protozoarios, virus e bactérias (ANDERSON; MAGNARELLI,
2008; NAVA; GUGLIELMONE; MANGOLD, 2009).

A alimentacdo desses ectoparasitas no hospedeiro € um processo que
inevitavelmente transmite patdgenos que causam doencas que podem leva-los ao
Obito. Para o0 sucesso desse processo 0s ectoparasitas necessitam introduzir suas
partes bucais na pele do hospedeiro, por onde injetardo a saliva sintetizada e liberada
pelas glandulas salivares, cujos bioativos produzidos, dentre outras funcdes também
neutralizariam a resposta imunoldgica do hospedeiro, por meio de substancias
vasodilatadora, anticoagulante e anti-inflamatéria (CAMARGO-MATHIAS, 2013;
SIMO et al. 2017).
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Os carrapatos da espécie Amblyomma cajennense sdo popularmente
conhecidos como carrapato-estrela, e sdo considerados 0s principais vetores da
bactéria Rickettsia rickettsii, parasita intracelular obrigatorio que causa a Febre
Maculosa Brasileira (FMB). Além disso, essa espécie também é vetora da Theileria
equi, agente etioldgico da piroplasmose equina (GUEDES et al., 2005; SCOLES et al.,
2011).

Devido a importancia econdmica das infestacdes causadas por carrapatos em
geral, o desafio atual tem sido o de se desenvolver métodos que sejam eficientes e
sustentaveis para o controle destes ectoparasitas. Sob essa perspectiva, o uso de
acaricidas que tenham como bases quimicas bioativos extraidos de plantas vem se
mostrando ser uma alternativa promissora, uma vez que estudos ja demonstraram
que a utilizacdo de extratos brutos ou 6leos essenciais atuariam como acaricidas e,
ao mesmo tempo, minimizariam 0s impactos ambientais. Além disso, o uso dos
mesmos poderia contribuir para uma reducdo na selecéo de individuos resistentes
(FARIAS et al., 2009; GONCALVES; HUERTA; FREITAG, 2016).

Plantas da espécie Acmella oleracea séo tipicas da regido norte do Brasil, e
sao popularmente conhecidas como ‘Jambu’, agrido do Para, agrido do Norte e agriao
bravo. Estudos anteriormente realizados com extratos desse vegetal, ja
demonstraram atividade acaricida sobre larvas de R. microplus (carrapato do boi) e
de A. cajennense (CASTRO et al., 2014; ANHOLETO et al. 2017).

Sob a perspectiva de se buscar novas estratégias de controle de carrapatos,
especialmente de Amblyomma cajennense, o presente estudo teve como objetivo
trazer a luz informacdes que auxiliem no entendimento de como o extrato das partes
aéreas (flor, folha e caule) do jambu (Acmella oleracea) atuaria sobre as glandulas
salivares de machos desta espécie, uma vez que a integridade destes Orgados €
imprescindivel para o sucesso alimentar e consequentemente para a sobrevivéncia

desses artropodes.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Locais de realizacédo dos estudos:

Foram utilizados os equipamentos disponiveis nas dependéncias dos

Laboratorios de Histologia e de Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia
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do I.B. - UNESP de Rio Claro, SP. Nesta instituicdo esta implantada a Brazilian Central
of Studies on Ticks Morphology (BCSTM), onde colbnias de carrapatos estdo
instaladas e sdo mantidas, sob a coordenacao da Profa. Dra. Maria I1zabel Camargo-
Mathias.

2.2 Extrato de jambu (Acmella oleracea)

O extrato etanodlico bruto das partes aéreas (flores, folhas e caule) de A.
oleracea (EEAO) foi produzido no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brasil, sob a
supervisao do Dr. Rodney Alexandre Ferreira Rodrigues, também colaborador desse
projeto.

2.3 Hospedeiros para alimentacdo dos carrapatos

Foram utilizadas coelhas adultas do Grupo Genético Botucatu com peso entre
3 a 3.5 Kg, sem contato prévio com carrapatos ou carrapaticidas, adquiridas do
Biotério da UNESP de Botucatu, SP, Brasil e as quais foram mantidas em gaiolas e
receberam agua e racao comercial ad libitum. Este trabalho foi submetido ao Comité
de Etica em Pesquisa Animal da UNESP de Rio Claro, SP, Brasil, sendo aprovado e
registrado sob o nimero 11/2015.

2.4 Manutencdao de carrapatos Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)

Os carrapatos foram gentilmente cedidos pelo Prof. Marcelo Bahia Labruna da
Universidade de Sao Paulo, o qual também é colaborador deste projeto.

Foram utilizados machos adultos alimentados por 5 dias nas coelhas
hospedeiras, e mantidos em estufa sob condi¢cdes controladas (28° C, 85% de
umidade e fotoperiodo de 12 h) em sala de Biotério do Departamento de Biologia Geral
e Aplicada, 1.B, — UNESP, Rio Claro, SP, Brasil. A escolha pela utilizagcdo de machos
se deu pelo fato de que ha um enfoque maior nas fémeas nos trabalhos disponiveis

na literatura, pois estas apresentam alto potencial de reproducao diante da postura de
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grande quantidade de ovos por fémeas. Contudo, ressalta-se que para a fémea
completar seu processo de alimentacdo e reproducdo, necessitam da presenca do
carrapato macho. Portanto, ao fazer o controle de carrapatos machos,
consequentemente, seria possivel promover controle populacional desses
ectoparasitas.

Para a infestacéo artificial, o dorso das coelhas foi tricotomizado e recebeu uma
camada de cola atoxica para a fixagdo da camara alimentadora, conforme
metodologia descrita por Bechara et al. (1995). Em seguida, os carrapatos foram
liberados no interior desta e, decorridas 24 horas (tempo necessario para a
acomodacédo dos ectoparasitas), foram realizadas observacgfes diarias a fim de se

determinar o periodo de alimentacao dos carrapatos.

2.5 Avaliacdo morfologica das glandulas salivares de A. cajennense ap0s a

exposicao ao extrato de A. oleracea

2.5.1 Delineamento experimental

Os machos de A. cajennense foram expostos ao extrato etandlico bruto de A.
oleracea em concentracfes subletais de 6,2; 12,5 e 25 mg/mL as quais foram
previamente estabelecidas por Anholeto (2017), por meio do Teste de Imersdo de
Adultos (AIT).

Foram utilizados 200 carrapatos machos adultos com peso médio de 10 mg
(cerca de 12 dias de alimentagédo) coletados de infestacbes artificiais em quatro
coelhas hospedeiras (50 casais de carrapato/coelho).

ApoOs coletados e antes do inicio dos testes, os carrapatos foram lavados em
agua corrente e secos em papel absorvente macio.

Os individuos com pesos homogéneos (p> 0,05) foram alocados em cinco
grupos experimentais com 10 carrapatos/grupo e expostos ao extrato etandlico bruto
das partes aéreas (flores, folhas e caules) de A. oleracea nas concentragoes:

Grupo Controle 1 - exposicéo a agua destilada;

Grupo Controle 2 - exposicéo solvente etanol 50% e DMSO 1%;

Grupos Tratamento 1-3 — foram expostos respectivamente as concentracdes
de 6,2; 12,5 e 25 mg/mL do extrato.

Os machos foram imersos durante 5 minutos nas substancias testadas. Em

seguida, foram secos em papel absorvente, colocados em placas de Petri
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identificadas as quais foram colocadas em estufa BOD sob condi¢des controladas (28
+ 1°C, 80% de umidade, com fotoperiodo de 12 horas) por 7 dias, intervalo de tempo
sugerido por Oliveira; Bechara e Camargo-Mathias (2008) necessario para que 0s
efeitos dos acaricidas fossem observados.

As observacbes foram diarias e os carrapatos foram estimulados com gas
carbbnico e com a ponta de um pincel por 30 minutos. Aqueles sem capacidade de
movimento apds 10 minutos do estimulo foram considerados mortos e ndo foram
utilizados. Os experimentos foram realizados em duplicata.

Apos o teste de imerséo, os machos foram dissecados sob estereomicroscépio
em placas de Petri contendo solucao fisiolégicas tamponada (NaCl 7.5 g/L, Na2HPO4
2.38 g/L e KH2PO4 2.72 g/L) e tiveram as glandulas salivares retiradas que foram na
sequéncia fixadas em paraformaldeido 4% por 48 horas. Em seguida, foram
transferidas para tampéao fosfato onde permaneceram por 24 horas, desidratadas em
série crescente de alcool etilico a 70%, 80%, 90% e 95% (banhos de 30 minutos cada),
embebidas em resina (JB-4 Polaron Instruments/Bio Rad) por 24 horas e incluidas em
moldes plasticos contendo resina mais polimerizador. Apds, os blocos foram
seccionados em micrétomo Sorvall JB-4/Bio Rad, (3 um de espessura), e as sec¢des
foram recolhidas em laminas de vidro previamente limpas e coradas conforme descrito

abaixo.

2.6 Técnicas Histolégicas

2.6.1 Coloracao pela hematoxilina de Harris e eosina aquosa (JUNQUEIRA, 1983).
As seccOes histolégicas foram coradas pela hematoxilina de Harris durante
cinco minutos. Depois foram lavadas por cinco minutos em agua corrente e, em
seguida, coradas pela eosina aquosa, por cinco minutos, e novamente lavadas em
agua corrente. Apos secagem ao ar livre, as laminas foram mergulhadas em xilol e,

em seguida, cobertas com Entellan® e laminula.

2.7 Histoquimica

a) Azul de bromofenol (PEARSE, 1985) (para deteccéo de proteinas totais)
As laminas foram coradas com soluc¢édo de azul de bromofenol por duas horas

a temperatura ambiente. Apos serem lavadas com acido acético 0.5% por 5 minutos
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e em agua corrente por 15 minutos, elas passaram rapidamente por solucao de alcool
butilico terciario. A seguir, foram secas ao ar livre, diafanizadas e montadas em
Entellan®.
b) Técnica do PAS (acido periodico- Schiff) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).
As seccOes foram reidratadas por 1 minuto em agua destilada e transferidas
para solucdo de acido periodico 4% por 10 minutos. Logo apos foram lavadas em
agua destilada por 1 minuto e imersas por 1 hora no reagente de Schiff. Apds esta
etapa as sec¢les foram lavadas por 30 minutos em agua corrente, secas em

temperatura ambiente e montadas em Entellan®.

3 RESULTADOS

3.1 Histologia

Grupos 1 e 2 (Controle):

Nas seccdes histoldgicas realizadas para observacédo das glandulas salivares
de machos de carrapatos Amblyomma cajennense ndo expostos ao extrato etandlico
bruto de A. oleracea, pode-se observar sob microscopia de luz, tanto os acinos
agranulares (tipo 1) quanto os granulares (Il e 1ll). No entanto, embora exclusivo dos
machos, os acinos IV néo foram identificados.

A histologia mostrou que os acinos de maneira geral, mantiveram-se integros,
com morfologia preservada, seguindo a descricdo de Camargo-Mathias (2018) para
carrapatos R. sanguineus.

O é&cino do tipo | apresentou morfologia preservada, ou seja, arredondada,
compreendendo uma célula central e outras periféricas (Fig. 4A). As células
apresentaram morfologia arredondada, sendo fracamente coradas pela hematoxilina
(Fig. 4A). A célula central apresentou nucleo arredondado fracamente corado e
localizado préximo ao centro do acino. Em geral, o citoplasma das células periféricas
apresentou-se integro, sendo fracamente corado pela eosina e, como esperado, nao
foram observados granulos de secrecdo dada a fungdo osmorreguladora deste tipo
de acino (Fig. 4A).

Os &cinos granulares (Il e lll), apresentaram morfologia preservada
(arredondada), e constituidos de células com diferentes granulos de secre¢cdo em seu

citoplasma (Fig. 5A-F; Fig. 6A-D). Essas granulagbes variaram em tamanho,
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intensidade de cor e afinidade (acidofilia ou basofilia) pelos corantes aqui utilizados
(Fig. 5A-F; Fig. 6A-D). Os nucleos das células acinares também se mostraram
integros, sendo fortemente corados pela hematoxilina.

Os machos alocados em ambos os grupos controle (1 e 2), portanto, nao
apresentaram alteraces morfohistoldgicas nas suas glandulas salivares, dado esse
que ja era esperado.

Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL):

Nas glandulas salivares dos machos de A. cajennense deste grupo de estudo,
notou-se que o0s acinos | apresentaram alteracdes morfologicas, cujas células
passaram a ter uma forma irregular. No citoplasma destas, pode ser observado a
presenca de vacuolos, sobretudo ao redor dos nucleos, regido ndo marcada pela
eosina (Fig 4B). O nucleo manteve-se preservado, com morfologia arredondada,
sendo fortemente corado pela hematoxilina (Fig 4B).

Nos acinos granulares, observou-se a ocorréncia de alteragcdes na morfologia,
0s quais passaram de arredondados para irregulares (Fig. 7 C-D). Nas células
secretoras, as alteragbes mais frequentes observadas foram o surgimento de grandes
extensdes citoplasmaticas vacuolizadas, com consequente perda de citoplasma,
regides estas ndo coradas pela eosina. Essa alteracdo provocou também o
surgimento de espacos intercelulares, devido ao encolhimento de algumas das células
(Fig. 7C-D; Fig.7 A).

Grupo Tratamento 2 (12,5 mg/mL):

Nos acinos agranulares dos individuos expostos ao extrato etandélico de A.
oleracea na concentracdo de 12,5 mg/mL, foi possivel visualizar irregularidades nos
limites celulares, bem como a presenca de regides vacuolizadas no citoplasma,
evidenciadas pela auséncia de coloracdo pela eosina (Fig 4C). Os nucleos nao
apresentaram alteracdes, mantendo-se arredondados e integros, fortemente corados
pela hematoxilina (Fig 4C).

Os acinos dos tipos Il e Ill também apresentaram significativas alteracdes, as
quais foram mais intensas do que as do Grupo Tratamento 1. As células apresentaram
citoplasma com extensas areas vacuolizadas (Fig. 8A-F). Nos nulcleos das mesmas
observou-se, devido a forte marcagcdo pela hematoxilina, que a cromatina estava
marginalizada (Fig. 8F). Certamente essas alteragbes morfologicas, provocaram

mudanc¢as no tamanho das células acinares o que, consequentemente, também
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alterou a forma/tamanho do acino. Ressalte-se que os limites celulares apresentaram
irregularidades (Fig. 8A-F).

Grupo Tratamento 3 (25 mg/mL):

Neste grupo de estudo, notou-se que 0s acinos agranulares tiveram sua
morfologia ainda mais alterada, pois em comparacdo aos grupos anteriormente
analisados, extensas regides do citoplasma, sobretudo ao redor do nucleo, estavam
vacuolizadas e ndo coradas pela eosina (Fig 4D). Os nucleos, fortemente corados
pela hematoxilina, ndo apresentaram alteracdes, mantendo-se preservados (Fig 4D).

Nos acinos granulares dos machos deste grupo, as alteragcdes morfologicas
também confirmaram a ocorréncia de sinais de degenerac¢ao celular, confirmada pela
presenca de extensas regides citoplasmaticas com vacuolizacdo, principalmente na
periferia dos nucleos (Fig. 9A-F). Também se observou que alguns desses acinos
granulares, apresentaram-se completamente irregulares na sua forma, dificultando
muitas vezes a visualizacdo dos seus limites (Fig. 9C, E). No interior dessas células
acinares, observou-se a presenca de granulos de secrecdo marcados fortemente
pelos corantes aqui utilizados, além de espacos intercelulares mais dilatados do que

agueles observados nos grupos anteriormente descritos (Fig. 9B).

Tabela 1: Comparativo das alterag6es morfologicas observadas nas glandulas salivares de machos
Amblyomma cajennense expostos ao extrato de Acmella oleracea.

Tipos de Regiédo Controles Figura Tratamento 1 Figura Tratamento 2 Figura Tratamento 3 Figura
acinos lell (6,2 mg/mL): (12,5 mg/mL) (25 mg/mL)
Limite Celular - + + +
Vacuolizagéo
Agranular  Citoplasmatica - 4A + 4B + 4C + 4D
Marginalizagéo
da cromatina
Limite Celular - + + +
Vacuolizagéo
citoplasmatica - + + +
56 7 8 9
Granular Espacgo
intercelular - + - +
dilatado
Marginalizacéo - - +

da cromatina

Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: + alteracao observada; - alteracdo ndo observada.
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3.2 Histoquimica

3.3 Azul de bromofenol (deteccédo de proteinas totais)

Para a deteccdo de proteinas totais, as secc¢fes histolégicas das glandulas
salivares de carrapatos machos de A. cajennense expostos as concentracdes do
extrato etandlico bruto de A. oleracea foram marcados pela técnica histoquimica azul
de bromofenol.

Grupos 1 e 2 (Controle):

Nesta técnica foram observados apenas os acinos granulares (tipos Il e 1lI).
N&o foram observados acinos agranulares (tipo I) e nem aqueles do tipo IV (exclusivos
de machos).

Neste grupo, a técnica histoquimica utilizada revelou a presenca de proteinas
nas células glandulares dos carrapatos machos A. cajennense.

Nos acinos granulares, os limites celulares estavam nitidos e fracamente
marcados (Fig 10. A-B). O citoplasma das células também se mostrou preservado,
sendo moderadamente positivo ao reagente, com seus granulos de secrecdo
distribuidos homogeneamente, os quais foram marcados com forte positividade a
técnica utilizada (Fig 10. A-B). Além disso, 0s nucleos também se encontraram
intactos, com morfologia arredondada, moderadamente positivos ao reagente (Fig 10.
A).

Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL):

N&o foram observados os 4cinos agranulares nem aqueles do tipo V.

Os &cinos granulares das glandulas salivares dos individuos A. cajennense
expostos a concentracdo de 6,2 mg/mL, de maneira geral, também indicaram a
presenca de proteinas. Neste grupo, a morfologia diferiu do encontrado nos Grupos
Controle 1 e 2.

Os limites das células acinares, apresentaram-se fracamente positivos ao
reagente e com irregularidades (dobras) (Fig 10 C-D). Ressalte-se que diferentemente
da morfologia observada para os Grupos Controle 1 e 2, o citoplasma dessas células
acinares mostrou a presenca de vacuolos citoplasmaticos (Fig 10 D), sendo estes
negativos ao corante, enquanto o citoplasma na sua por¢do integra reagiu com
moderada positividade (Fig 10 C-D). Os granulos de secrecdo homogeneamente

distribuidos pelo citoplasma, apresentaram-se fortemente positivos ao corante (Fig 10
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C-D). Os nucleos, arredondados estavam integros e reagiram com moderada
positividade ao corante (Fig 10 C-D).

Grupo Tratamento 2 (12,5 mg/mL):

N&o foram observados os acinos agranulares e nem os do tipo IV.

Nas células dos acinos granulares, as alteragcdes morfologicas foram ainda
mais intensas, visto que os limites celulares estavam irregulares e fracamente
marcados pelo corante (Fig 10. E-F). Quando observados os citoplasmas das células
acinares, verificou-se que os mesmos foram moderadamente positivos ao corante
sendo possivel visualizar extensos espacos que nao foram marcados, muito
provavelmente correspondentes a regides vacuolizadas do citoplasma (Fig 10. E-F).
Os granulos citoplasmaticos apresentaram-se fortemente positivos ao corante e
distribuidos em alguns acinos de forma homogénea ou em outros concentrados em
determinadas regifes (Fig 10. E-F).

Diferentemente do que foi observado nos grupos anteriormente analisados,
neste grupo houve alteragbes morfolégicas nos ndcleos celulares os quais
apresentaram marginalizagdo da cromatina e reagindo com forte positividade ao
corante (Fig 10. E-F).

Grupo Tratamento 3 (25 mg/mL):

N&o foram observados os acinos agranulares e nem os do tipo IV.

Os acinos granulares apresentaram suas células com os limites fracamente
positivos ao corante, além de algumas dobras (Fig 10. G-H). Com relacdo ao
citoplasma das células acinares, este apresentou-se de maneira geral,
moderadamente positivo ao reagente utilizado. Foi observada a presenca de porcdes
citoplasmaticas que nao reagiram ao corante, confirmando a presenca de vacuolos
(Fig 10. G). Os granulos citoplasmaticos contendo secre¢do estavam distribuidos de
forma homogénea pelo citoplasma em alguns acinos ou concentrados em algumas
regides citoplasmaticas em outros, porém sempre com forte positividade ao corante
(Fig 10. G-H). Os nucleos celulares ndo apresentaram alteragdes na sua forma e
reagiram moderadamente ao corante empregado (Fig 10. G-H).
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Tabela 2: Resultados da técnica histoquimica azul de bromofenol aplicada nas glandulas salivares de
machos A. cajennense para a deteccdo de proteinas totais.

Tipos de Regiao Controles Figura Tratamento 1 Figura Tratamento 2 Figura Tratamento 3 Figura
acinos lell (6,2 mgfmL}: (12,5 mg/mL) (25 mg/mL})
Limite Celular + + + +

Citoplasma ++ ++ ++ ++

Granular 10A-B 10CD 10 E-F 10 G-H
Tipos llelll  Grénulos de it +++ +++ +++

secrecao

Nicleo ++ ++ i+ ++

Fonte: Elaborado pela autora. *Acinos do tipo | ndo foram observados nas laminas histolégicas nesta
técnica histoquimica. + fracamente positivo; ++ moderadamente positivo; +++ fortemente positivo; -
negativo.

3.4 Reacdo PAS (deteccdo de polissacarideos)

As laminas histolégicas das glandulas salivares de carrapatos machos A.
cajennense expostos ou ndo as concentracbes do extrato etandlico bruto de A.
oleracea, foram submetidas a técnica histoquimica PAS para deteccdo de
polissacarideos.

Grupo 1 e 2 (Controle)

Nos individuos do grupo controle, os acinos agranulares (tipo I), mostraram-se
integros, arredondados e com os limites celulares, citoplasma e nucleos negativos ao
PAS (Fig 11. A).

Os acinos granulares (tipos Il e 1ll), mostraram células com limite celular sem
alteracOes e fracamente positivos ao reagente (Fig 11. A-B). O citoplasma dessas
células apresentou-se moderadamente positivo ao reagente (Fig 11. A-B). Quando
observados os granulos citoplasmaticos dessas células, notou-se que 0os mesmos
foram marcados com forte positividade ao reagente, com diversos tamanhos e
estando homogeneamente distribuidos pelo citoplasma. (Fig 10. A-B).

Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL):

N&o foram observados os acinos agranulares e nem os do tipo IV.

As células secretoras dos acinos granulares, reagiram ao PAS de forma
semelhante ao observado nos Grupos Controle (Fig 11 C-D). Os limites das células
acinares se mantiveram sem alteragdes, reagindo fracamente ao PAS (Fig 11 C-D).
O citoplasma dessas células, foi moderadamente marcado pelo PAS e sem alteragfes
morfolégicas. Os granulos citoplasmaticos em algumas células acinares estavam

distribuidos homogeneamente pelo citoplasma e reagindo com moderada positividade
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ao PAS. Notou-se que em algumas células acinares os granulos secretores estavam
preferencialmente localizados nas regides periféricas do citoplasma, além de estarem
fortemente marcados pelo PAS (Fig 11. C-D). Os nucleos celulares n&o reagiram ao
PAS devido a inespecificidade do mesmo para material genético (Fig 11 C).

Grupo Tratamento 2 (12,5 mg/mL):

N&o foram observados os acinos agranulares e nem os do tipo IV.

Nas células dos acinos granulares verificou-se que os limites reagiram com
fraca positividade ao PAS, porém as mesmas ainda mantiveram sua morfologia
preservada (Fig 11. E-F). O citoplasma dessas células reagiu com moderada
positividade, e apresentando areas que nao reagiram, muito provavelmente pela
presenca de vacuolos (Fig 11. E-F). Os granulos secretores distribuidos no citoplasma
foram marcados com forte positividade ao reagente e apresentando tamanhos
variados (Fig 11. E-F). Nao foram observados os nucleos.

Grupo Tratamento 3 (25 mg/mL):

Nao foram observados os 4cinos agranulares e nem os do tipo IV.

As seccdes histologicas dos acinos granulares alocados neste grupo
mostraram a presenca de polissacarideos no citoplasma das células secretoras (Fig
11. G-H). O limite das mesmas foi fracamente marcado e sem alteracdes morfolégicas
(Fig 11 G-H). O citoplasma dessas células, reagiu moderadamente ao PAS, e com
regides que foram negativas, provavelmente regides vacuolizadas (Fig 11 G-H). Os
granulos secretores distribuidos pelo citoplasma de forma homogénea, tiveram
tamanhos variados e foram fortemente reativos ao PAS (Fig 11 G-H). Os nucleos néo
foram observados, além disso, a presenca de espacos intercelulares dilatados, néo
reativos a técnica histoquimica utilizada foi mais significativa nas glandulas salivares

dos individuos expostos a essa concentragdo do extrato (Fig 11. G).



56

Tabela 3: Resultados da técnica histoquimica PAS (acido periédico de Schiff) aplicada nas glandulas
salivares de machos A. cajennense para a deteccao de polissacarideos.

Tipos de Regido Controles Figura Tratamento 1 Figura Tratamento 2 Figura Tratamento 3 Figura
acinos lell (6,2 mg/mL): (12,5 mg/mL) (25 mg/mL)
Limite + @ @ @
Celular
Agranular  Citoplasma - @ @ @
1MA
Granulos de @ o @ o
secregio
Niicleo @ @ @ @
Limite + + + +
Celular
Granular  Citoplasma ++ ++ ++ ++
1MAB 1MCD ME-F 11 G-H
Granulos de +++ +++ +++ +++
secregao
Nicleo e - @ @

Fonte: Elaborado pela autora. *Acinos do tipo | ndo foram observados nas laminas histoldgicas nesta
técnica histoquimica nos Grupos Tratamento (1, 2 e 3). + fracamente positivo; ++ moderadamente
positivo; +++ fortemente positivo; - negativo; @ regido ndo observada.

Figura 4: Seccdes histologicas dos acinos agranulares das glandulas salivares de carrapatos machos
de Amblyomma cajennense coradas pela hematoxilina-eosina.
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Fonte: Elaborado pela autora. (A) Grupos Controle 1 e 2. (B) Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL). (C)
Grupo Tratamento 2 (12,5 mg/mL). (D) Grupo Tratamento 3 (25 mg/mL). Legendas: (n) nicleo, (aa)
acino agranular, (ag) acino granular, (Ic) limite celular, (vc) vacuolizacédo. Barras: (A, B, C) 50 um, (D)
100 pym.

Figura 5: Seccdes histolégicas das glandulas salivares de carrapatos machos de Amblyomma
cajennense coradas pela hematoxilina-eosina. (A-F): Grupo Controle 1.

B

Fonte: Elaborado pela autora. Legendas: (n) nucleo, (Ic) limite celular, (cs) célula secretora, (aa) acino
agranular, (ag) acino granular, (gs) granulos de secrecgéo, (lu) limen. Barras: (A, B) 50 ym (C-F) 20
pm.
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Figura 6: Seccdes histolégicas das glandulas salivares de carrapatos machos de Amblyomma

cajc'ann_ense coradas pela hem na-eosina. (A-D): Grupo Controle 2.

s, B *&' - b

Fonte: Elaborado pela autora. Legendas: (n) nicleo, (Ic) limite celular, (cs) célula secretora, (d) ducto
excretor, (ag) acino granular, (gs) granulos de secregdo. Barras: (A-D) 20 um.



59

Figura 7: Seccdes histolégicas das glandulas salivares de carrapatos machos de Amblyomma
cajennense coradas pela hematoxilina-eosina. (A-D): Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL).
N 1‘\",8 N\ N

Fonte: Elaborado pela autora. Legendas: (n) nlcleo, (Ic) limite celular, (ag) acino granular, (gs)
granulos de secrecao, (eid) espago intercelular dilatado, (vc) vacuolizacdo. Barras: (A-D) 20 um.
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Figura 8: Seccdes histolégicas das glandulas salivares de carrapatos machos de Amblyomma
cajennense coradas pela hematoxilina-eosina. (A-F): Grupo Tratamento 2 (12,5 mg/mL).

Fonte: Elaborado pela autora. Legendas: (n) nucleo, (Ic) limite celular, (ag) acino granular, (gs)
granulos de secrecgdo, (vc) vacuolizagdo. Seta: nucleo apresentando marginalizacdo de cromatina.
Barras: (A-F) 20 ym.
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Figura 9: Seccdes histolégicas das glandulas salivares de carrapatos machos de Amblyomma
cajennense coradas e[%hematoxilina-eosina. (A-F} Grupo Tratamento 3 (25 mg/mL).
- BT i a - - 3
B

\;‘ -8 S
zA

Fonte: Elaborado pela autora. Legendas: (n) nudcleo, (Ic) limite celular, (ag) acino granular, (gs)
granulos de secrecdo, (eid) espaco intercelular dilatado, (vc) vacuolizagdo. Barras: (A-F) 20 ym.
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Figura 10: Seccdes histolégicas das glandulas salivares de carrapatos machos de Amblyomma
cajennense coradas pelo azul de bromofenol.

FA

[SY= e »" : I U A

Fonte: Elaborado pela autora. (A-B) Grupo controle. (C-D) Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL). (E-F)
Grupo Tratamento 2 (12,5 mg/mL). (G-H) Grupo Tratamento 3 (25 mg/mL). Legendas: (n) nucleo, (Ic)



limite celular, (aa) &cino agranular, (ag) acino granular, (gs) granulos de secrecéo, (vc) vacuolizacéo,
setas marginalizagcdo de cromatina. Barras: (A-H) 20 ym.

Figura 11: Seccdes histolégicas das glandulas salivares de carrapatos machos de Amblyomma
cajennense submetidas a reagdo do PAS (acido Beriédico de Schi
] 0 - 53 71 i w» L

A
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Fonte: Elaborado pela autora. (A-B) Grupo controle. (C-D) Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL). (E-F)
Grupo Tratamento 2 (12,5 mg/mL). (G-H) Grupo Tratamento 3 (25 mg/mL). Legendas: (n) nucleo, (Ic)
limite celular, (aa) acino agranular, (ag) acino granular, (gs) granulos de secrecao, (eid) espaco
intercelular dilatado, (vc) vacuolizagédo. Barras: (A-H) 20 ym.

4 DISCUSSAO

Carrapatos do complexo Amblyomma cajennense sao popularmente
conhecidos como carrapato-estrela, sendo considerados ectoparasitas de grande
importancia médica, principalmente por serem vetores de agentes etiologicos de
doencas como a Febre Maculosa Brasileira (FMB) e a piroplasmose equina (GUEDES
et al., 2005; SCOLES et al., 2011), o que reforca a importancia em se desenvolver
estudos que tragam a luz informacg@es sobre a biologia desses individuos, no sentido
de se encontrar alternativas que possam ser utilizadas no controle dos mesmos
(CAMARGO-MATHIAS, 2018).

O método de controle que vem sendo utilizado com mais frequéncia por ter
demonstrado maior eficiéncia é aquele que faz uso de substancias de natureza
guimica sintética, que apesar de trazer danos aos organismos nao alvos, bem como
ao ambiente, tem controlado esses ectoparasitas. No entanto, a busca por estratégias
de controle que sejam ainda eficientes, porém mais limpas, tem sido uma constante.

Dentro dessas estratégias de controle mais limpas, tem surgido a perspectiva
de se fazer uso de bioativos extraidos de outros organismos, como plantas (BORGES;
SOUSA; BARBOSA, 2011).

Dentre as espécies de plantas que vem fornecendo bioativos com potencial
acaricida encontra-se o jambu (Acmella oleracea), estudada recentemente sob essa
Otica e que em bioensaios em laboratério demonstrou ser eficaz no controle de alguns
artrépodes, incluindo carrapatos. Os resultados obtidos destes estudos
demonstraram, por exemplo, que os bioativos extraidos dessa planta alterariam a
morfofisiologia do sistema reprodutor de machos e de fémeas de carrapatos-estrela
(ANHOLETO et al., 2017; CASTRO et al., 2014; KADIR et al., 1989; SHARMA et al.,
2012), e especificamente no sistema reprodutor masculino, teria reduzido a sintese e
armazenamento de granulos secretores que iriam compor o liquido espermatico e o
espermatoéforo, enquanto que no feminino, os extratos seriam toxicos as células
germinativas, ou ovécitos. Tais prejuizos aos sistemas reprodutores, comprometeriam
0 processo reprodutivo dos ectoparasitas, inibindo ou mesmo impedindo a formagao

de novos individuos.
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Assim, dados anteriormente obtidos por Anholeto et al. (2019), estimularam o
desenvolvimento do presente trabalho, no sentido de se analisar como as glandulas
salivares, também consideradas de extrema importancia para a sobrevivéncia dos
carrapatos, visto serem imprescindiveis no momento da alimentacdo, no balanco
hidrico, na secrecao do cemento e na inibicdo da resposta do hospedeiro as proteinas
liberadas pelos carrapatos ao hospedeiro durante as infestacdes (SAUER et al., 1995;
SIMO et al. 2017; SONENSHINE, ROE, 2014), se comportariam morfologicamente
diante da exposicdo aos extratos do jambu nas diferentes concentragdes aqui
propostas.

O potencial acaricida de extratos e de 6leos essenciais extraidos de plantas ja
tem sido amplamente registrado na literatura. Podem ser citados por exemplo aqueles
desenvolvidos por Arnosti et al., (2011) e Matos et al. (2019) para Rhipicephalus
sanguineus 0s quais mostraram as alteracbes morfolégicas e fisioldgicas que
ocorreram nas glandulas salivares, quando expuseram as mesmas aos eésteres
extraidos do 6leo de mamona (Ricinus communis) e ao timol respectivamente. Da
mesma forma, no presente trabalho os resultados obtidos corroboraram outros, ou
seja, demonstraram que os individuos expostos tiveram suas glandulas salivares
modificadas histoldégica e histoquimicamente, o que certamente trouxe prejuizos
fisioldgicos para o funcionamento das mesmas em decorréncia da presenca do toxico
no sistema.

As alteragcBes aqui observadas nos &cinos |, Il e Il em decorréncia da exposigéo
ao bioativo incluiram desde a mudanca na forma dos acinos que passaram de
arredondados para irregulares e muitas vezes até com rompimento dos seus limites,
o que dificultou sua identificacdo, até mudancas no interior das células acinares
incluindo alteracdes citoplasmaticas e nucleares, corroborando dados obtidos
anteriormente por Nodari et al. (2012), em glandulas salivares de fémeas de R.
sanguineus expostas a permetrina. A alteracéo na forma dos acinos também se deveu
a dilatacdo dos espacos entre as células acinares, o que contribuiu para que a forma
irregular fosse observada, corroborando dados encontrados por Remedio et al. (2016)
e Nodari et al. (2012) quando da exposicao de carrapatos a outros acaricidas.

Além das mudancgas nos limites acinares, as ceélulas acinares também
sofreram altera¢des as quais foram mais severas nas concentragdes de 12,5 mg/mL
e de 25 mg/mL. Dentre os danos, houve vacuolizacdo citoplasmatica resultando na

presenca de espagos no interior das células que ndo foram marcados pelos corantes
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aqui utilizados. Especificamente na exposicdo a concentracdo de 12,5 mg/mL, a
vacuolizacéo foi significativa, ou seja, atingiu grandes extensdes do citoplasma, o que
certamente como consequéncia, trouxe prejuizos a fisiologia do 6rgao,
comprometendo dentre outros o processo de alimentacao dos carrapatos. Remedio et
al. (2016) e Nodari et al. (2012) observaram alteracdes morfologicas semelhantes em
R. sanguineus quando expostos ao 6leo de semente de neem (Azadirachta indica)
enriquecido com azadiractina e a permetrina, respectivamente.

Vacuolizacdo celular € uma alteracdo morfolégica que sinalizaria uma
estratégia de preservacao da célula contra os agentes téxicos, no caso dos extratos
obtidos a partir de diversas partes do jambu. Sob essa perspectiva, as células
isolariam porgdes danificadas do seu citoplasma, ou mesmo envolveria organelas
danificadas ou ja inativas, e assim com a por¢ao ainda integra do citoplasma poderiam
manter-se fisiologicamente ativas, eliminando restos toxicos e/ou as organelas
danificadas. Esses dados aqui obtidos foram corroborados por trabalhos
anteriormente desenvolvidos por Arnosti et al. (2011), Pereira et al. (2009), Remedio
et al. (2016) e Anholeto et al. (2017), cujos dados também sinalizaram que essa
poderia ser uma estratégia das células glandulares, bem como daquelas de outros
orgdos de carrapatos quando os mesmos fossem submetidos a exposicdo a
bioativos/quimicos sintéticos que provocassem toxicidade (REMEDIO et al., 2016;
PEREIRA et al., 2009; ANHOLETO et al., 2017; ARNOSTI et al., 2011).

Outra alteracao morfolégica que foi observada nos bioensaios aqui realizados,
foi a presenca de células secretoras com nucleos que em decorréncia da presenca da
substancia tbéxica, comecaram a apresentar marginalizacdo da cromatina,
principalmente quando os carrapatos foram expostos ao extrato do jambu na
concentracéo de 12,5 mg/mL. Esse tipo de alteracéo nuclear seria interpretada como
0 surgimento de uma caracteristica que sinalizaria o inicio ou a propria ocorréncia de
degeneragéo celular ou de processos de morte celular por apoptose (BOWEN, 1993;
REMEDIO et al., 2014; ROMA et al., 2013), e no caso em tela, confirmaria o potencial
do extrato do jambu em inibir ou mesmo de impedir que as glandulas salivares
desempenhassem seu papel com eficiéncia, o que certamente traria grandes
prejuizos a sobrevivéncia do carrapato. Estudos de toxicidade em carrapatos
anteriormente desenvolvidos ja haviam reportado a ocorréncia desse tipo de alteracéo
nuclear. Exemplos de trabalhos seriam aqueles desenvolvidos por Nodari et al. (2012)

quando estudaram os efeitos da exposicado a permetrina nas glandulas salivares de
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R. sanguineus, e por Anholeto et al. (2018) que registraram as alteracdes ocorridas
nos ovaocitos | de A. cajennense, quando expostos ao extrato etandlico de jambu.

A aplicacao das técnicas histoquimicas para deteccao de proteinas totais e de
polissacarideos nas células das glandulas salivares de machos de A. cajennense
expostos as diferentes concentracfes do extrato de jambu, confirmaram a presenca
desses componentes.

Especificamente quanto aos polissacarideos ndo foram observadas diferencas
entre os Grupos Controle e 0s grupos expostos ao jambu quando se fez a marcacéo
para esses elementos nas células acinares. O que pode ser observado em
decorréncia das exposicOes, foram porcdes citoplasmaticas que nao reagiram,
representando areas que estavam vacuolizadas e que, portanto, estariam vazias,
principalmente nas exposi¢des as concentracbes de 12,5 mg/mL e 25 mg/mL. Os
acinos granulares (Il e 1ll) foram marcados positivamente pelo reagente confirmando
a presenca de polissacarideos, dado que corroborou os achados de Denardi et al.
(2011) que também encontraram a presenca de polissacarideos nos acinos do tipo Il
em carrapatos da espécie Amblyomma cajennense.

Quando aplicada a técnica histoquimica do azul de bromofenol que detecta
proteinas totais, também ndo foram observadas diferencas entre as exposicfes e 0
controle nas células acinares em relacdo a marcacdo de proteinas nas células, com
excecao da extensa vacuolizacdo no citoplasma das células que pdde ser observada
NOS grupos expostos ao jambu. Além disso, a aplicacdo da técnica mostrou que os
acinos granulares apresentaram proteinas em todos os grupos analisados, dado esse
que foi semelhante ao encontrado por Denardi et al. (2011), que verificaram a
presenca de proteinas nas células dos acinos Il e Ill (granulares) para a mesma
espécie de carrapato.

Os dados aqui apresentados mostraram que quando 0s carrapatos Sao
expostos a produtos com agdo acaricida, sejam eles de natureza quimica sintética ou
natural, como € o caso, certamente ha um comprometimento de sua atividade
secretora, 0 que traz prejuizos ao ectoparasita. Segundo Abreu et al. (2020),
alteracdes citoplasmaticas nas células das glandulas salivares, que interferissem na
sintese dos granulos citoplasmaticos ou mesmo nos nucleos celulares, poderiam
resultar na inibicdo ou mesmo na interrupcéo da sintese e liberacdo de secrecao pelas

células, o que alteraria a fisiologia do ectoparasita, uma vez que as glandulas salivares
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seriam imprescindiveis para a sobrevivéncia dos mesmos (ABREU et al., 2020;
CAMARGO-MATHIAS, 2013).

Desta forma no presente estudo, as alterac6es morfoldgicas comprovaram que
0 jambu foi capaz de causar danos citotoxicos as células acinares das glandulas
salivares, o que consequentemente modificaria a funcao biolégica do 6rgédo, o qual
desempenha papeis importantes na biologia do carrapato, atuando nos processos de
alimentacao, na osmorregulacao, na fixacao do carrapato ao hospedeiro, além de ser
0 responsavel pela sintese de substancias relacionadas a interacdo ectoparasita-
hospedeiro (CAMARGO-MATHIAS, 2013).

Assim, de forma geral, no presente trabalho ficou evidenciado que o extrato do
jambu, nas diferentes concentragcfes aqui testadas, teria potencial para alterar
morfofisiologicamente as células das glandulas salivares de carrapatos machos da
espécie A. cajennense, provocando nelas danos fisiolégicos que certamente
comprometerdo o desempenho das glandulas salivares, trazendo a luz informacdes
que acrescentam dados relevantes a literatura que num futuro préoximo poderdo
auxiliar na busca por novas estratégias para o controle dos carrapatos minimizando
os danos que vem sendo causados ao meio ambiente, incluindo aos organismos nao

alvos pela utilizacdo das substancias quimico sintéticas.

5 CONCLUSAO

1) Os extratos das partes aéreas (flor, folha e caule) do jambu (Acmella
oleracea) nas concentracdes 6,2, 12,5 e 25 mg/mL alteraram a morfofisiologia das
glandulas salivares de machos de carrapatos A. cajennense a eles expostos.

2) Os acinos |, 1l e 1l tiveram sua forma alterada também devido a alteracao
morfologica de suas células, principalmente em decorréncia da extensa vacuolizagao
citoplasmatica.

3) Alem do citoplasma, os nucleos das células acinares também sofreram
alteracdes, visto que na exposicdo a concentracdo de 12,5 mg/mL o0s nucleos
apresentaram marginalizacdo da cromatina, indicando processos de morte celular.

4) A concentracdo do extrato de jambu que menos alterou a forma dos acinos
e das células acinares foi a de 6,2 mg/mL, enquanto alteragbes mais agressivas

puderam ser verificadas nas concentracdes de 12,5 e 25 mg/mL.
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4 DISCUSSAO GERAL

Carrapatos do complexo Amblyomma cajennense, conhecidos popularmente
como carrapato-estrela, tem grande importancia médica e veterinaria, uma vez que
sdo vetores da bactéria Rickettsia rickettsii, parasita intracelular obrigatério e
responsavel por causar a Febre Maculosa Brasileira (FMB) nos humanos. Além disso,
também s&o vetores da Theileria equi, agente etiologico da piroplasmose equina
(GUEDES et al., 2005; SCOLES et al., 2011).

Dada a sua importancia, desenvolver métodos de controle eficientes tem sido
um desafio. Destaca-se que o método de controle mais amplamente utilizado € aquele
que se utiliza de acaricidas com bases quimicas os quais, no entanto, trazem prejuizos
aos organismos nao alvos e ao meio ambiente, visto seus residuos ficarem
acumulados e ainda induzindo a selecédo de populacdes resistentes as bases quimicas
(SANTOS; VOGEL; MONTEIRO, 2012; FARIAS et al., 2009; FREITAS; POHL; JR,
2005; PRUETT, 1999).

Os métodos de controle que envolvem bioativos naturais vém se tornando uma
perspectiva futura. Os resultados que vem sendo obtidos em laboratério tem-se
mostrado promissores no controle desses ectoparasitas, principalmente quando o
enfoque esta naqueles acaricidas que tem como base o0s bioativos encontrado nas
plantas. Estes teriam, em caso de uso no campo, vantagens por serem menos
agressivos ao ambiente e aos hospedeiros, causando assim um menor impacto, uma
vez que os residuos resultantes da sua aplicacdo seriam menos prejudiciais
(BORGES; SOUSA; BARBOSA, 2011). Sob essa 6tica ja se tem conhecimento que
0os metabdlitos secundarios secretados pelas plantas, utilizados inclusive para sua
defesa contra predadores, possuem uma infinidade de moléculas, muitas ja
identificadas na analise dos extratos brutos de partes aéreas (flores, folhas e caules)
ou até mesmo a partir dos Oleos essenciais delas extraidos (BORGES; SOUSA,
BARBOSA, 2011; GONCALVES; HUERTA; FREITAG, 2016).

Foi com esse objetivo que o presente estudo trouxe a luz informagdes
importantes sobre a acdo do extrato obtido das flores, folhas e caules de jambu
(Acmella oleracea) sobre a biologia e controle do carrapato Amblyomma cajennense,
uma vez que dados disponiveis na literatura ja confirmaram que os bioativos extraidos
deste vegetal seriam eficazes no controle de artropodes (KADIR et al. 1989; SHARMA

et al., 2012). Além disso, outros autores também ja haviam observado indices de
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mortalidade significativos em fémeas de A. cajennense expostas as concentracdes de
25 e de 50 mg/mL desse extrato (CASTRO et al., 2014; ANHOLETO et al., 2017), bem
como reportaram danos no sistema reprodutor masculino e feminino em adultos dessa
mesma espécie (ANHOLETO et al., 2017).

Assim o0 presente estudo registrou aqui a acdo do extrato de jambu em
diferentes concentracdes sobre dois importantes o6Orgdos dos carrapatos: o
integumento e as glandulas salivares, escolhidos por ser o integumento, a barreira
fisica imposta entre o meio externo e o interno do carrapato, atuando como
exoesqueleto e como escudo de protecdo, enquanto que as glandulas salivares,
dentre as funcdes desempenhadas ser o 6rgao responsavel pela secrecdo dos
bioativos que comporao a saliva dos carrapatos, além de serem a via de transmissao
de importantes patégenos, os quais provocam doencas de significativa relevancia
para os hospedeiros (CAMARGO-MATHIAS, 2013; CAMARGO-MATHIAS, 2018;
SIMO et al. 2017; SONENSHINE, ROE, 2014).

As informagbes aqui obtidas indicaram a ocorréncia de alteragdes
morfohistolégicas no integumento de carrapatos machos de A. cajennense. Nos
Grupos Controle (1 e 2), ou seja, carrapatos que foram expostos apenas a agua
destilada e ao etanol 50% e DMSO 1%, respectivamente, 0 integumento manteve-se
com sua morfologia preservada o que ja era esperado e semelhante ao descrito por
Remedio et al. (2014) para fémeas de Rhipicephalus sanguineus. De forma
semelhante, o Grupo Tratamento 1 (6,2 mg/mL) também nao sofreu alteracdes, e
onde a cuticula e as células da epiderme mantiveram-se integras.

Ao contréario, observou-se no presente trabalho que a exposicéo dos carrapatos
ao extrato de jambu nas concentracbes de 12,5 mg/mL e 25 mg/mL alterou
morfologicamente no integumento, sobretudo as células da epiderme, visto nestas
terem surgido regifes citoplasmaticas com extensa vacuolizacdo, provocando
alteracdes na forma das células e uma desorganizacdo no arranjo epitelial, o que
interferiria negativamente na fisiologia do 6rgéao, ou seja nos processos de sintese e
secrecédo dos elementos que compdem as camadas do integumento.

Segundo outros autores, a presenca de vacuolos citoplasmaticos nas células
da epiderme do integumento de outras espécies de carrapatos expostas a outros
acaricidas, como Oliveira et al. (2020) para Rhipicephalus sanguineus s.| expostos ao
acetilcarvacrol seria uma alteracdo que levaria a desorganizacdo do epitélio e

Remedio et al. (2014) para Rhipicephalus sanguineus expostos ao extrato aquoso de
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folhas de neem (Azadirachta indica a. Juss). Postulou-se também que, uma vez que
as células da epiderme apresentassem sinais de citotoxicidade, indicando que os
bioativos transpuseram a barreira exercida pela cuticula (REMEDIO et al, 2014), os
mesmos, via hemolinfa, também causariam danos a outros 6rgédos depois de entrar
no sistema (LIMA DE SOUZA et al., 2017).

Carrapatos machos da espécie A. cajennense expostos as diferentes
concentracbes do extrato de A. oleracea também apresentaram alteracbes nas
glandulas salivares. Quando se fez a exposi¢cao ao nas concentracdes de 6,2; 12,5 e
25 mg/mL, verificou-se alteracbes nos acinos |, Il e lll, os quais tiveram sua forma
alterada, passando de arredondados para irregulares, além de terem no citoplasma
das suas células a presenca de extensas &reas vacuolizadas, e o limite celular
irregular, alteracées morfolégicas estas que provocaram nos acinos granulares, o
surgimento de maiores espacos intercelulares. Remedio et al. (2016) observaram
alteracdes morfoldgicas semelhantes quando estudaram as glandulas salivares de
fémeas de R. sanguineus expostas ao 6leo de semente de neem (Azadirachta indica)
enriquecido com azadiractina. Ressalte-se ainda que os dados aqui obtidos também
corroboraram aqueles obtidos em estudo realizado por Arnosti et al. (2011) que
observaram a presenca de vacuolos citoplasmaticos e sinais de morte celular nos
acinos das glandulas salivares de fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus
expostas aos ésteres do acido ricinoléico do 6leo de mamona.

Mais recentemente Abreu et al. (2020) desenvolvendo um estudo com as
glandulas salivares de carrapatos R. sanguineus expostos a agua ozonizada,
reportaram que os acinos glandulares também perderam sua forma arredondada
original passando a irregulares, bem como observaram a presenca de vacuolizacao
citoplasmatica nas células acinares. Morfologicamente sabe-se que o surgimento de
vacuolos citoplasmaticos em células de 6rgao que sdo expostos a substancias téxicas
pode ser considerado como uma estratégia de defesa celular, no sentido de ainda
tentar preservar a integridade do seu ambiente interno, englobando em vacuolos
autofagicos porcbes do citoplasma alteradas pela substancia tdéxica, ou mesmo
retirando do citoplasma organelas que sofreram danos (naturais ou pela presenca de
substancia quimica), o que provavelmente preservaria as regiées celulares ainda néo
afetadas (CAMARGO-MATHIAS, 2018; DUNN, 1990) garantindo assim que a célula
pudesse ser funcionalmente ativa (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2012,
REMEDIO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016). Esse tipo de defesa celular ja foi
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reportado em estudos anteriores que fizeram exposicdo de carrapatos com outras
substancias téxicas tanto de origem natural quanto sintética, como por exemplo
agueles desenvolvidos por Pereira et al. (2009) com glandulas salivares de fémeas de
Rhipicephalus sanguineus quando expostas ao fipronil e por Lima de Souza et al.
(2017) quando as células epidérmicas do integumento de carrapatos Riphicephalus
sanguineus s.l. apresentaram alteracbes devido a exposicdo ao Oleo de neem
(Azadirachta indica a. Juss) enriquecido com diferentes concentracbes de
azadiractina. A ocorréncia dos vacuolos citoplasmaticos foi comprovada pelas
técnicas histoquimicas para deteccao de proteinas e de polissacarideos, uma vez que
0 corante/reagente ndo marcou essas regides. Alteracdes histoldgicas/histoquimicas
em virtude da exposi¢ado ao extrato etandlico de A. oleracea também foram reportadas
por Anholeto et al. (2017) quando expuseram aos mesmos carrapatos machos A.
cajennense. Esses autores também observaram a presenca de extensas areas
vacuolizadas nas células secretoras do complexo de glandulas acessorias do sistema
reprodutor masculino.

A exposicéo das glandulas salivares dos machos de Amblyomma cajennense
a concentracdo intermediaria (12,5 mg/mL) aqui testada, provocou nos nucleos das
células dos &acinos Il e lll, marginalizacdo da cromatina, alteracdo essa que ja
sabidamente indica o inicio de morte celular, provavelmente por apoptose, visto ser
essa uma caracteristica desse processo (BOWEN, 1993; CARVALHO; RECCO-
PIMENTEL, 2012; REMEDIO et al., 2014; ROMA et al., 2013). Nucleos com cromatina
marginalizada também foram observados por Nodari et al. (2012) em trabalhos que
expuseram as glandulas salivares de fémeas de Rhipicephalus sanguineus a
permetrina, acaricida quimico sintético e de eficAcia comprovada. Mais recentemente
Abreu et al. (2020) também verificaram a presenca de marginalizacdo da cromatina
em nucleos de células acinares de glandulas salivares de fémeas de Rhipicephalus
sanguineus sl. expostas a agua ozonizada. Os mesmos autores postularam que as
alteracdes tanto nos nucleos quanto no citoplasma de células glandulares de
individuos expostos a toxicos, podem comprometer a atividade secretora, resultando
em danos fisioldgicos que certamente impedirdo que o 6rgéo exerca adequadamente
suas funcgdes. Neste caso, os dados aqui obtidos da exposi¢ao das glandulas salivares
mostraram que 0 jambu provocou danos citotéxicos, 0 que consequentemente
comprometeria o processo de alimentacédo dos carrapatos principalmente na sintese

e liberacdo do cemento substancia fundamental para a aderéncia ao hospedeiro, além
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da secrecao de substancias importantes na interacao parasita-hospedeiro (ABREU et
al., 2020; CAMARGO-MATHIAS, 2013).

De forma geral, os dados obtidos no presente estudo sinalizaram que a
exposi¢cdo de machos de carrapatos da espécie A. cajennense ao extrato etandlico
bruto de A. oleracea, provocou efeito toxico no integumento e nas glandulas salivares
dos mesmos, abrindo mais um leque de perspectiva para que o estudo do jambu como

acaricida possa num futuro breve ser uma estratégia de controle destes ectoparasitas.
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5 CONCLUSAO

1. Os extratos obtidos das partes aéreas (flor, folha e caule) do jambu (Acmella
oleracea) provocaram alteracbes morfologicas sobre o integumento e as glandulas
salivares de carrapatos machos de Amblyomma cajennense.

2. As células acinares das glandulas salivares, apresentaram extensas areas
com vacuolizacéo citoplasmatica o que modificou a forma das células e desorganizou
o arranjo acinar, permitindo inclusive o surgimento de espacos intercelulares.

3. Alteragbes nucleares também foram observadas nas células acinares como
a marginalizacao da cromatina, indicando processos de degeneracao celular ou morte
celular por apoptose.

4. O jambu provocou alteracdes no integumento dos ectoparasitas, sobretudo
no epitélio (epiderme) que teve suas células alteradas na forma e no citoplasma
(surgimento de areas vacuolizadas) o que consequentemente provocou desarranjo no
epitélio (morfologico) e nas suas fungdes (fisioldgico).

5. No presente estudo, a menor concentracdo analisada (6,2 mg/mL) foi a que
causou menos danos aos 6rgaos analisados.

6. Quando analisadas as concentragdes maiores de 12,5 e 25 mg/mL foram
verificados danos ainda mais severos ao integumento e as glandulas salivares dos
carrapatos analisados, sendo as concentracdes mais toxicas.

7. O estudo mostrou que o jambu causou efeitos citotoxicos em ambos os
orgados analisados, sugerindo que o mesmo foi capaz de ultrapassar a barreira
exercida pelo integumento podendo dessa forma, via hemolinfa, atingir diversos outros
orgaos internos e prejudicar processos vitais desses carrapatos.

8. Devido ao seu efeito citotdxico a 6rgaos importantes para sobrevivéncia dos
carrapatos, o trabalho trouxe a literatura mais informacdes sobre o potencial acaricida
do jambu, o qual demonstrou-se promissor para posteriores estudos sobre o extrato,
viabilizando métodos de controle alternativos aos quimicos e trazendo menos danos

ao ambiente e a organismos néo alvos.
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