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Resumo

A espécie Rhipicephalus sanguineus I. s. (R. linnaei) mais conhecida como “carrapato do cdo”,
possui uma grande importancia médico-veterinaria, ndo s6 por espoliar seus hospedeiros, mas
também por ser um potencial vetor de agentes patogénicos. Dessa forma, inimeros estudos vém
buscando métodos eficazes de controle desse hematdfago, e atualmente, as estratégias mais
utilizadas para seu controle tem sido o uso de acaricidas quimicos sintéticos, porém, a aplicacéo
indiscriminada desses quimicos tem provocado enormes desvantagens como a selecdo de
linhagens mais resistentes de carrapatos, risco de toxicidade aos hospedeiros e a satude humana,
e contaminacdo ambiental. Portanto, novas alternativas eficazes de controle desse ectoparasita
precisam ser avaliadas. O ozdnio vem sendo relatado na literatura como agente oxidante com
potencial acdo antimicrobiana, desinfetante, esterilizante e cicatrizante e suas propriedades tém
sido amplamente exploradas na indUstria alimenticia, na desinfecgdo de ambientes hospitalares,
e recentemente também no controle de pragas agricolas. Nesse sentido, surgiu a hipotese de sua
acao como agente acaricida para o controle de carrapatos, e embora algumas informacdes na
literatura ja indiquem esse caminho, pouco se estudou a respeito do seu efeito acaricida e
principalmente como funcionam 0s mecanismos de agdo sobre a exposic¢ao dos tecidos e das
células desses ectoparasitas a essa substancia. Diante do exposto, o presente estudo propds
estudar os mecanismos de ac¢do do 0zénio (agua ozonizada) sobre fémeas adultas de carrapato
R. sanguineus I. s. (R. linnaei) in vivo e culturas de células de linhagem embrionaria (RML-
RSE e ISE6) in vitro avaliando os efeitos apresentados por tal substancia nos diferentes modelos
celulares e teciduais. Os resultados mostraram que 0 0zonio (agua e 6leo ozonizado) pode ser
considerado um potencial acaricida natural com ac¢do em carrapatos da espécie R. sanguineus
l.s. (R. linnaei), provocando nestes toxicidade, confirmada pelas alteragdes morfofisioldgicas
encontradas tanto nos 6rgdos desses ectoparasitas (glandulas salivares, ovario, 6rgao de Gené e
integumento), bem como alterando os parametros bioldgicos reprodutivos, a viabilidade celular
e a expressao génica de células embrionarias de carrapatos.

Palavras chave: carrapatos, cultivo celular, 0zdnio, controle, acaricida, morfologia.



Abstract

The species Rhipicephalus sanguineus I. s. (R. linnaei), better known as the “dog tick”, is
of great medical and veterinary importance, not only for despoiling its hosts, but also for
being a potential vector of pathogenic agents. In this way, numerous studies have been
searching effective methods to control this hematophagous, and currently, the most used
strategies for its control have been the use of synthetic chemical acaricides, however, the
indiscriminate application of these chemicals has caused enormous disadvantages such as
the selection of more resistant ticks, risk of toxicity to hosts and human health, and
environmental contamination. Therefore, new effective alternatives to control this
ectoparasite need to be evaluated. Ozone has been reported in the literature as an oxidizing
agent with potential antimicrobial, disinfectant, sterilizing and healing action and its
properties have been widely explored in the food industry, in the disinfection of hospital
environments, and recently also in the control of agricultural pests. In this sense, the
hypothesis of its action as an acaricidal agent for the control of ticks arose, and although
some information in the literature already indicates this path, little has been studied
regarding its acaricidal effect and mainly how the mechanisms of action on the exposure
of ticks work in tissues and cells of these ectoparasites to this substance. Given the above,
the present study proposed to study the mechanisms of action of ozone (ozonized water)
on adult females of the tick R. sanguineus I. s. (R. linnaei) in vivo and embryonic lineage
cell cultures (RML-RSE and ISE6) in vitro evaluating the effects presented by this
substance in different cellular and tissue models. The results showed that ozone (water
and ozonized oil) can be considered a potential natural acaricide with action on ticks of
the species R. sanguineus l.s. (R. linnaei), causing toxicity in these, confirmed by the
morphophysiological changes found both in the organs of these ectoparasites (salivary
glands, ovary, organ of Gené and integument), as well as altering reproductive biological
parameters, cell viability and gene expression of embryonic lineage tick cells.

Key-words: ticks, tick cells, ozone, control, acaricide, morphology.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1. Carrapatos

Os carrapatos pertencem ao Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari,Ordem
Parasitiformes, Subordem Ixodida (NICHOLSON et al., 2019). Estima-se que atualmente
existem cerca de 900 espécies divididas entre as familias Nutalliellidae, Argasidaee Ixodidae,
sendo esta Ultima composta por quase 80% do total de espécies descritas, sendo também a mais
relevante economicamente e em aspectos medicos e veterinarios (NICHOLSONet al., 2019).

A familia Ixodidae, abriga os “carrapatos de corpo duro” (do inglés “hard ticks”), os
quais recebem esse nome pois apresentam um escudo dorsal quitinoso, que nos machos recobre
quase toda a sua superficie dorsal e nas fémeas apenas a sua metade anterior, possibilitando
assim a expansdo do corpo durante o processo de ingurgitamento, e conferindo-lhes um
dimorfismo sexual na fase adulta (GUGLIELMONE et al., 2014).

Os carrapatos sdo vetores de doencas humanas e veterinarias, sendo considerados 0s
artropodes hemat6fagos que possuem o maior potencial de transmissdo de organismos
infecciosos (virus, bactérias, fungos e protozoarios) e por isso o0 vetor de maior importancia
veterinaria, perdendo apenas para 0s mosquitos em termos de impactos na saude publica
(NICHOLSON et al., 2019).

Consequentemente, 0s prejuizos econdmicos provocados por esses ectoparasitas sao
imensos, ressaltando-se também que ainda € dificil mensurar os impactos financeiros globais
decorrentes dessa relacdo carrapatos/doencas transmitidas (JONGEJAN e UILENBERG,
2004). Nessa direcdo estima-se que considerando-se apenas as perdas no Brasil esse valor
chegue a 3,24 bilhGes de ddlares anuais (GRISI et al., 2014). Dessa forma, o estudo desses
ectoparasitas pode auxiliar ndo apenas no entendimento e no controle de diversas doencas

infecciosas, mas também minimizar os prejuizos veterinarios e econémicos por eles causados.

1.2. A espécie Rhipicephalus linnaei (R. sanguineus lato sensu “linhagem
tropical”)

A espécie Rhipicephalus sanguineus sensu stricto foi descrita pela primeira vez por
Latreille em 1806 (como Ixodes sanguineus) e renomeada para o0 género Rhipicephalus por
Koch em 1844. A sua descricdo pobre em detalhes e de precisdo compativel com a época,
dificultou sua identificacdo ao longo dos anos. Consequentemente, muitas espécies foram

erroneamente conferidas a esse taxon (NAVA et al., 2018). Durante as uUltimas décadas,
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taxonomistas divergiram sobre a classificacdo dessa espécie, assumindo que outras populagdes
de carrapatos haviam sido descritas como R. sanguineus sem apresentarem concordancias
morfologicas e compatibilidades genéticas (DANTAS-TORRES et al., 2018). Foi entdo
estabelecido o grupo Rhipicephalus sanguineus lato sensu, complexo agregando cerca de 17
espécies com certas similaridades morfoldgicas e proximidade filogenética incluindo: R.
sulcatus (NEUMANN, 1908), R. turanicus (POMERANTSEV, 1940), R. secundus
(FELDMAN-MUHSAM,1952), R. guilhoni (MOREL & VASSILADES, 1963), R. camicasi
(MOREL, MOUCHET & RODHAIN, 1976), R. afranicus (BAKKES, 2020), entre outras.

Concomitantemente, novos estudos taxonémicos fazendo uso de andlises genéticas,
apontaram a existéncia de ao menos duas linhagens distintas de carrapatos dentro do grande
grupo R. sanguineus l.s.: a linhagem “temperada” e a linhagem “tropical”, as quais, além de
serem diferentes geneticamente, também sdo encontradas em diferentes regides do globo
(DANTAS-TORRES et al., 2018; NAVA et al.,2015).

Diante desse cenario, muito se avangou no sentido de redescrever a espécie R.
sanguineus s.s., bem como suas caracteristicas morfoldgicas e moleculares, com o propésito de
finalmente diferencia-la das demais espécies dentro do complexo R. sanguineus 1.s., além de
auxiliar na identificacdo das outras (DANTAS-TORRES et al., 2018; NAVA et al.,2015). Ao
gue indicam os estudos mais atuais, a espécie R. sanguineus s.s. trata-se da entdo conhecida
“linhagem temperada” de R. sanguineus l.s. (NAVA et al., 2018).

Nesse contexto, recentemente a espécie R. sanguineus l.s. linhagem “tropical” foi
reconhecida como Rhipicephalus linnaei (AUDOUIN, 1826) por Slapeta et al. (2021), em
estudo realizado na Australia, Fiji e Laos, o qual através de sequenciamento genémico
mitocondrial confirmou a identidade e as distingdes genéticas entre as outras espécies do
complexo R. sanguineus l.s. com a espécie até entdo conhecida como R. sanguineus l.s.
“linhagem tropical” Além disso, 0s autores redescreveram a espécie, e elencaram as
caracteristicas morfoldgicas e moleculares que devem ser utilizadas para identificacdo da
mesma (SLAPETA et al, 2022).

Portanto, a partir desse momento, a espécie até entdo conhecida como R. sanguineus 1.s.

“linhagem tropical” sera aqui chamada de R. linnaei, seguindo a nova classificagéo.

1.3.  Abiologia do “carrapato marrom do cao”
Os carrapatos R. linnaei, bem como os do complexo R. sanguineus l.s., sdo

popularmente conhecidos como “carrapato marrom do céo”, visto terem o cdo doméstico como
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seu hospedeiro preferencial, o que ndo os impede de parasitar outros mamiferos, inclusive o
homem (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015). O ciclo de vida desse carrapato compreende
quatro estdgios de desenvolvimento: ovo, larva, ninfa e adulto, que se distinguiveis pelo
tamanho dos individuos, bem como pela morfologia dos mesmos. As larvas por exemplo,
possuem apenas trés pares de pernas, enquanto que os adultos possuem 4 pares, além ainda da
abertura genital estar presente exclusivamente no individuo adulto (DANTAS-TORRES,
2010a).

Especificamente quanto ao comportamento de parasitismo a espécie R. sanguineus I.s.
“linhagem tropical” (R. linnaei) € trioxena, ou seja, 0s carrapatos necessitam se alimentar em
trés hospedeiros (ndo sendo necessariamente nem no mesmo individuo e nem em individuos da
mesma espécie), para que possa atingir com sucesso a fase adulta, sendo que nas mudancas de
um estagio para outro (ecdise) as transformacgdes ocorrem no ambiente (DANTAS-TORRES,
2010a).

O comportamento reprodutivo, difere entre as fémeas e 0s machos dos carrapatos, uma
vez que as fémeas permanecem fixadas no hospedeiro alimentando-se, e s6 atingem seu
completo ingurgitamento ap6s a cOpula com o macho (SONENSHINE; ROE, 2014).
Considera-se que é durante a copula que 0 macho transfere para a fémea o chamado “fator de
ingurgitamento” ou “fator de macho”, que ird estimular além do ingurgitamento, também a
producdo de ovos ou ovogénese, processo esse que inclui a vitelogénese, a producédo de ovos
viaveis e a origem dos novos individuos (SONENSHINE; ROE, 2014).

Apos a producdo dos ovos, tem inicio a oviposicao, que acontecera no solo apos a fémea
se soltar do hospedeiro (DANTAS-TORRES, 2010a). Logo ap6s a oviposicao ter sido
concluida, a fémea morrera e 0s ovos serdo incubados por um periodo aproximado de 20 dias,
dependendo das condi¢des ambientais (DANTAS-TORRES, 2010b). Da eclosdo do ovo
surgirdo as larvas que buscardo um hospedeiro para alimentar-se e entdo logo apés sofrerdo a
ecdise para ninfas, que por sua vez ap0s alimentar-se e sofrerem ecdise passardo ao estagio
adulto (GRAY et al., 2013).

1.4.  Importéncia Médica Veterinaria
Alcangar o completo desenvolvimento e garantir o sucesso reprodutivo, levou os
carrapatos a se adaptarem e a desenvolverem estratégias refinadas na busca pelo hospedeiro

ideal (GUGLIELMONE et al., 2014). Para tanto, seu sistemas sensorial e osmorregulador,
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sofreram significativa evolugdo, o que tem Ihes permitido detectar estimulos do ambiente como:
odor, vibracao, e temperaturas (GUGLIELMONE et al., 2014).

Assim que encontrado o hospedeiro ideal, ha também a busca e selecdo para encontrar
o melhor local de fixacdo no corpo deste, 0 que garantird aos ectoparasitas 0 sucesso na
alimentacdo (GUGLIELMONE et al., 2014). Essa “escolha” ¢é realizada através dos estimulos
externos que estimulam os quimiorreceptores alojados nos palpos dos carrapatos
(SONENSHINE; ROE, 2014). Além das queliceras que se encontram na regido bucal e que sdo
importantes ferramentas que auxiliam na perfuracdo da epiderme e da derme do hospedeiro, a
introducédo do hipostémio na ferida resultante da fixagdo com simultaneo deposito do cemento,
produzido pelas glandulas salivares, permitem que o carrapato fixe ao hospedeiro e que um
canal de alimentacdo seja estabelecido (SONESHINE; ROE, 2014). Ressalte-se que nesse canal
ocorre a troca de fluidos entre ectoparasita/hospedeiro/ectoparasita levando a saliva (mistura de
bioativos secretada pelas glandulas salivares) do carrapato para o hospedeiro e 0 sangue do
hospedeiro (incluindo todos os seus componentes imunol6gicos) para 0s carrapatos
(GUGLIELMONE et al., 2014).

A saliva dos carrapatos é uma fonte riquissima de bioativos. Trabalhos recentes com R.
sanguineus l.s. reportaram a presenca de mais de 2.000 proteinas nessa complexa mistura
(TIRLONI et al., 2020) que inclui moléculas multifuncionais, inclusive aquela de modular os
sistemas imune-inflamatorio e hemostatico dos hospedeiros (ABREU et al., 2019), garantindo
assim ndo sO o sucesso bioldgico dos ectoparasitas, mas também o de ser importante vetor de
patogenos (KAZIMIROVA; STIBRANIOVA, 2013). A participagdo dos bioativos da saliva
produzida pelos carrapatos, por meio da sua acdo imunomoduladora no hospedeiro, facilitaria
essa transmissdo, uma vez que 0S microrganismos ndo encontrariam ou encontrariam
obstaculos transponiveis para sua penetragdo e instalagdo no organismo hospedeiro
(CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM; NUNES, 2011; KOTAL et al., 2015).

Atualmente sabe-se que os patdgenos mais transmitidos pelos carrapatos sdo: as
bactérias do género Anaplasma responsaveis por doencas como a Anaplasmose; aquelas do
género Borrelia spp, que sdo conhecidas por causar a doenca de Lyme ou Borreliose; as do
género Ehrlichia spp causadoras da famosa Erliquiose canina; e as do género Rickettsia que sdo
responsaveis por causar a Febre Maculosa; além destas, alguns protozoarios, como os do género
Babesia causam a Babesiose; e aqueles do género Hepatozoon causam a Hepatozoonose canina
(MELCHIOR, et al. 2020). Essa espécie de carrapatos também é vetora da Rickettsia conorii
(responsavel pela “Mediterranean spotted fever”) e da R. rickettsii ( pela “Rocky Mountain
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Spotted Fever”) (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015; HOUSEMAN, 2013; IPEK et al.,
2020; SOARES et al., 2012; SZABO et al., 2013).

Além disso, além desta ser uma espécie vetora, também é considerada ser reservatorio
de patogenos, oferecendo a estes condigdes para que se mantenham ativos por geracoes,
podendo o compartilhamento de patégenos dar-se por transmissdo transovariana (da fémea
ingurgitada para a prole) ou transestadial (de um estagio de vida (do carrapato) para outro)
(AKTAS; OZUBEK, 2018; IPEK et al., 2020).

1.5. O Controle do carrapato R. sanguineus |.s. “linhagem tropical” (R. linnaei)

Diante da relevante importancia econdmica e médico veterinaria dos carrapatos dessa
espécie, inclusive por serem vetores de patdgenos causadores de diversas doengas em animais
domésticos e humanos (DANTAS-TORRES, OTRANTO, 2015; LABRUNA et al., 2007),
torna-se crucial buscar estratégias que auxiliem no controle desse ectoparasita.

Atualmente, as estratégias mais utilizadas fazem uso de acaricidas quimicos sintéticos,
como: o fipronil que induz alteracBes no sistema reprodutivo e nas glandulas salivares
(OLIVEIRA et al., 2008, 2009; PEREIRA et al., 2011, 2009); a permetrina que provoca a
degeneragdo do singanglio, alteracbes nas glandulas salivares e no sistema reprodutor
(NODARI et al., 2011, 2012; ROMA et al., 2011, 2013, 2014); o fluazuron, que age no
integumento e no intestino (OLIVEIRA et al., 2012, 2013, 2014); o dinotefuran que age no
sistema reprodutor da fémea e no intestino médio (OLIVEIRA et al., 2016, 2017); a
deltametrina, com comprovada acéo sobre o singanglio e sobre o sistema reprodutor feminino
(CAMARGO-MATHIAS, 2017; PEREIRA et al., 2017).

Apesar da comprovada eficiéncia dos acaricidas que tem bases quimicas sintéticas e que
sdo amplamente comercializados no mercado de produtos veterinarios, existe o agravante,
frequentemente relatado na literatura, do uso indiscriminado dos mesmos no controle de
ectoparasitas, incluindo o R. sanguineus |.s. (BECKER et al., 2019a). Atitudes dessa natureza
vem causando sérios prejuizos econdmicos e sanitarios, reportados através de resultadosobtidos
do desenvolvimento de varios estudos (EIDEN et al., 2020), e que culmina na selecdo de
linhagens resistentes de carrapatos aos quimicos amplamente utilizados, bem como na
necessidade de se formular frequentemente novos produtos, ou entdo de se aumentar as doses
daqueles que ja seriam rotineiramente utilizados, culminando na intensificacdo do risco de

toxicidade dos animais considerados ndo-alvos (EIDEN et al., 2017, 2020). Acrescente-se ainda
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a alta contaminacgdo ambiental derivada do acimulo de residuos provenientes destes compostos
quimicos (EIDEN et al., 2017).

Alguns estudos também demonstraram que essa espécie de carrapatos ja vem
apresentando resisténcia a compostos como: piretroides, amidinas, fenilpirazol e lactonas
macrociclicas (BECKER et al., 2019b; EIDEN, et al., 2020; EIDEN et al., 2017). Esses dados
tem causado extrema preocupacdo, além de apontarem para a necessidade de que novas
estratégias de controle sejam desenvolvidas, que além de eficientes, sejam mais limpas
(CAMARGO-MATHIAS, 2013, 2018; EIDEN, et al., 2020; MELCHIOR et al., 2020).

Diante deste cenario, estudos com acaricidas que tenham bases naturais tem se mostrado
uma perspectiva promissora para o controle da espécie R. sanguineus I. s.. Dentre eles podem
ser citados: o 6leo de neem (Azadirachta indica) que demonstrou efeitos sobre ovarios
(DENARDI et al., 2010a; 2010b; 2011; REMEDIO et al., 2015), e integumento (REMEDIO et
al., 2014; LIMA DE SOUZA et al. 2017), singanglio (REMEDIO et al., 2014) e glandulas
salivares de R. sanguineus L.s. (R. linnaei) (REMEDIO et al., 2015); o 6leo de andiroba (Carapa
guianensis) que provocou alteragdes nos ovarios da mesma espécie (VENDRAMINI et al.,
2012a; b; ROMA et al., 2013a) e no singanglio (ROMA et al., 2013a; b; 2015); o timol que
além de alteracdes no ovarios, também agiu sobre as glandulas salivares, o singanglio e o 6rgao
de Gené da mesma espécie (MATOS et al., 2014, 2019, 2020); o carvacrol foi capaz de inibir
o0 desenvolvimento ovariano (LIMA DE SOUZA et al., 2019); bem como o acetilcarvacrol que
também teve efeito sobre o ovario e integumento de carrapatos R. sanguineus L.s. (R. linnaei)
(KONIG et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020); o espilantol (extraido do jambu, Acmella
oleraceae) que agiu sobre os ovarios e intestino médio de R. sanguineus l.s. (R. linnaei)
(OLIVEIRA et al., 2019); os ésteres do 6leo de mamona (Ricinus communis) capazes de alterar
a morfologia dos ovarios e afetar a vitelogénese desses carrapatos (ARNOSTI et al., 2011b;
SAMPIERI et al., 2012; 2013), assim como interferir na secrecdo das glandulas salivares
(ARNOSTI etal., 2011a; CAMARGO-MATHIAS et al., 2016); e o extrato etanolico de Tagetes
patula L que demonstrou efetividade sobre o ovario de carrapatos dessa mesma espécie
(POLITI et al., 2015).

Todos esses bioativos mostraram, em laboratorio, serem eficientes no controle de
carrapatos, resultando em informagdes que estimularam a continuagédo de estudos dessa
natureza na busca por estratégias de controle ecologicamente mais sustentaveis e que nao
provoquem tantos danos aos organismos ndo alvos e ao meio ambiente (CAMARGO-
MATHIAS, 2013, 2018).
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1.6. O estudo da morfologia como aliado no controle de carrapatos

Como ja discutido anteriormente, a busca por estratégias eficientes de controle de
carrapatos, incluindo o da espécie R. sanguineus I.s. (R. linnaei) tem se tornado uma constante
(CAMARGO-MATHIAS 2013, 2018). Quando essas estratégias tratam de entender como 0s
sistemas do carrapato respondem a exposicdo aos diferentes agentes quimicos (sintéticos ou
naturais), muitos estudos surgem mostrando resultados das alteragdes morfoldgicas,
histologicas, fisiologicas, toxicoldgicas e ultraestruturais nesses ectoparasitas (ABREU et al.,
2020a, 2020b; ARAUJO et al., 2012, 2014; ARNOSTI et al., 2011a, 2011b; CALLIGARIS et
al., 2013; CAMARGO-MATHIAS et al., 2016, 2017; DENARDI et al., 2010a,b, 2012; KONIG
et al., 2019; LIMA DE SOUZA et al., 2017, 2020; MATOS et al., 2020, 2019, 2018, 2014a,
2014b; NODARI et al., 2011, 2012b, 2012a, 2017; OLIVEIRA et al., 2010, 2012a, 2013, 2014,
2015, 2016a,2016b, 2018, 2019; OLIVEIRA et al. 2020; PEREIRA et al. 2010; PEREIRA et
al., 2017; POLITI et al., 2012, 2015; REMEDIO et al., 2013, 2014, 2016; ROMA et al., 2010,
2012, 2013a, 2013b, 2013c, 2014, 2015; SABADIN et al., 2017; SAMPIERI et al., 2012, 2013,
VENDRAMINI et al., 2012a, 2012b).

Para a obtencdo de resultados nos niveis morfohistoldgico, fisioldgico e toxicologico
das altera¢des ocorridas nos sistemas dos carrapatos em resposta a exposic¢ao aos quimicos, faz-
se uso de técnicas microscopicas, bem como de protocolos toxicoldgicos especificos
(CAMARGO-MATHIAS, 2013, 2018). Essas técnicas/protocolos sdo consideradas
ferramentas valiosas para o entendimento das alteracfes, tanto a nivel tecidual quanto celular
nos sistemas, 6rgaos e células dos carrapatos, evidenciando modificacBes organizacionais que
chegam até o nivel ultraestrutural (CAMARGO-MATHIAS, 2013, 2018; DENARDI et al.,
2012; NODARI etal., 2017; OLIVEIRA etal., 2014, 2016, 2017a, 2019; PEREIRA et al., 2011;
REMEDIO et al., 2015, 2016; ROMA et al., 2014, 2015; SAMPIERI et al., 2012).

1.7. O ozbnio

O oz6nio (O3) é um géas que resulta da quebra das ligacGes de moléculas de oxigénio
(O2) pela incidéncia ou de radiacdo ultravioleta ou de descargas elétricas de alta voltagem
(MAJEWSKI, 2012). Os atomos separados se recombinam com outras moléculas de oxigénio
(O2) formando uma nova molécula com trés atomos de oxigénio (O3), consideradas instaveis e
que se degradam rapidamente no ar atmosférico, dependendo das condicdes de temperatura e
pressdo (MOREIRA et al., 2017). Além disso, o residuo liberado sdo moléculas de oxigénio, o

que é especialmente interessante, uma vez que tal composto ndo apresenta risco de
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contaminagdo ambiental ou da satde publica quando utilizado com critério (BATAKLIEV et
al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2014; MOREIRA et al., 2017).

O ozodnio tem sido descrito na literatura como um agente oxidante com potencial: acdo
antimicrobiana contra Streptococcus mutans e Enterococcus faecalis (MOREIRA FONSECA
et al., 2015; NAGAYOSHI et al., 2004), acdo desinfetante (LOPES et al., 2015), esterilizante
(SOUSA et al., 2011) e cicatrizante (MENENDEZ ET AL., 2011; PENA SISTO et al., 2015;
SECHI et al., 2001), sendo suas propriedades ja amplamente exploradas na inddstria alimenticia
(GUZEL-SEYDIM et al., 2004), na desinfeccdo de ambientes hospitalares (MARSON et al.,
2016; SOUSA et al., 2011), no tratamento de d&gua (MAJEWSKI, 2012; PASSOS et al., 2014),
e até em procedimentos terapéuticos em animais e humanos (OLIVEIRA et al., 2014,
MENENDEZ et al., 2011). Estudos recentes ja demostraram a sua eficacia também contra
pragas agricolas e alimenticias, como o Rhyzopertha dominica no trigo (SUBRAMANYAM et
al., 2017), Alphitobius diaperinus em granjas (SOARES et al., 2018), e Ephestia kuehniella em
farinhas e graos comerciais (MORAGLIO et al., 2018).

Levando-se em consideracao as propriedades ja exploradas do ozénio (tanto como gas,
4gua ozonizada e Oleo ozonizado) (MRSON et al., 2016; MENENDEZ; FALCON;
MAQUEIRA, 2011; NAGAYOSHI et al., 2004; SECHI et al., 2001) vem sendo testada a
hipbtese de sua acdo como agente acaricida para o controle de carrapatos, tendo sido ja relatado
em estudos recentes sua capacidade de causar alteracGes na superficie do integumento e na placa
espiracular (respiratéria) de R. sanguineus l.s. (R. linnaei) (MOREIRA et al., 2017),
concomitante a capacidade cicatrizante de feridas provocadas na pele dos hospedeiros pelos
carrapatos (OLIVEIRA et al., 2014). Além disso, resultados do presente estudo ja publicados
demonstraram que o 0zdnio, sob forma de dgua ozonizada foi capaz de alterar a morfofisiologia
tanto do integumento quanto das glandulas salivares de carrapatos R. sanguineus I.s. (R. linnaei)
(ABREU et al., 20203, b).

1.8.  Cultura de células de carrapatos

O cultivo de linhagens de células de carrapatos vem se expandindo ao longo dos anos,
e estima-se que existam mais de 60 linhagens ja estabelecidas de 16 espécies de carrapatos
ixodideos de importancia médico-veterinaria (BELL-SAKYI et. al., 2018), pratica que vem
sendo conduzida em diversos laboratorios de pesquisa ao redor do mundo, visto essa ferramenta
representar a possibilidade de se obter conhecimentos mais especificos sobre: a biologia celular

desses animais (desenvolvimento embrionario e tecidual, producdo de secrecdes, etc.); sobre a
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relacdo ectoparasita-hospedeiro; sobre a interacdo vetor-patdgeno; estimulo a producdo de
vacinas; e na elucidacao de mecanismos de acdo de acaricidas para controle desses ectoparasitas
(BARROS-BATTESTI et al., 2018, BELL-SAKY! et al., 2007, LIMA-DUARTE et al., 2021,
FERROLHO et al., 2016, MARTHINS et al., 2020, ZWEYGARTH et al., 2014).

Além disso, os estudos com células de carrapatos cumprem as exigéncias do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal que orienta que haja reducdo do nimero de
animais em laboratdrio, bem como estimula que sejam desenvolvidos méetodos alternativos que
substituam os mesmos nas pesquisas (CONCEA, 2013). Isso também é posto em destaque, visto
que 0s carrapatos por serem ectoparasitas hematdfagos necessitam dos animais vertebrados
(hospedeiros) para se alimentar e completar, portanto, o seu ciclo biolégico (NICHOSON et al.,
2019).

A maioria das linhagens celulares de carrapatos existente hoje s&o linhagens
embrionarias, ou seja, células de embriGes obtidas a partir de ovos de carrapatos, devido este
ser um recurso abundante e o estadgio de desenvolvimento mais facilmente adquirido e
manipulavel, além de se tratar de células indiferenciadas com crescimento acelerado (BELL-
SAKYI et. al., 2018). Culturas celulares originadas de 6rgaos especificos de carrapatos, como
intestino médio, glandulas salivares e ovarios tem se mostrado mais dificeis de serem mantidas
e replicadas ressaltando-se que apesar dos esfor¢cos e das tentativas, ainda ndo se conseguiu
produzir linhagens celulares permanentes (MOSQUEDA et al., 2008).

Assim, diante do estado da arte, constata-se a importancia da realizagéo de estudos que
utilizem ao invés de animais in vivo, o uso de linhagens celulares, no caso em questdo, de
carrapatos, uma vez que as mesmas possibilitam a investigacdo cientifica fazendo uso de
métodos diversos e menos agressivos. Afora essa vantagem é importante destacar que 0s
estudos que utilizam essa metodologia de cultura de células, permitem que essa ferramenta seja
incrementada por meio: a) da obtencdo de novas linhagens celulares, b) do aprimoramento dos
métodos de cultivo e c) pela aquisi¢do de informacéo e préatica nos experimentos, o que leva ao
estabelecimento de protocolos especificos que enriquecem o conhecimento e a otimizacao de

estudos realizados in vitro.
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5. DISCUSSAO GERAL

A importancia meédico e veterindria da espécie R. sanguineus l.s. (R. linnaei) é
indiscutivel, uma vez que esses carrapatos sao vetores de diversos patdgenos responsaveis pelo
desenvolvimento de doencgas em animais, como os cées (seu principal hospedeiro), mas também
em humanos (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015; IPEK et al., 2020). Dessa forma, o
estudo desse ectoparasita pode auxiliar no melhor entendimento das relaces patégeno-vetor-
hospedeiro e no controle de inimeras doencas infecciosas, além de minimizar os danos
veterinarios e prejuizos econdmicos por eles causados (NICHOLSON et al., 2019).

De maneira geral, 0o mercado veterinario tem sido dominado por produtos acaricidas que
tém como base principios ativos sintéticos (OLIVEIRA et al., 2017; MEKONNEN et al., 2002;
PETER; BROSSARD, 1998). Contudo, estudos que busquem alternativas de controle mais
limpas e sustentaveis e que ndo provoquem tantos danos aos organismos ndo alvos e nem ao
meio ambiente s&o urgentes (OLIVEIRA et al., 2018; DENARDI et al., 2012; REMEDIO et
al., 2014). Na busca por novas estratégias de controle, o ozbnio diluido em &gua (&dgua
ozonizada) e em 0Oleo (6leo ozonizado) tem ganhado foco em diversas pesquisas (DA SOARES
etal., 2018; MORAGLIO et al., 2018; REMONDINO; VALDENASSI, 2018; ROZADO et al.,
2008; SUBRAMANYAM et al., 2017) e vem sendo apontado como um potencial acaricida (DE
OLIVEIRA et al., 2014; FERNANDO et al., 2018; MOREIRA et al., 2017). Além disso, 0
0zOnio se torna atrativo, visto que trata-se de uma molécula indcua e libera como residuo apenas
0 oxigénio (BATAKLIEV et al., 2014; MOREIRA et al., 2017).

Nesse contexto, o presente trabalho propds avaliar a acdo do ozénio (sob a forma de
agua ozonizada e de 6leo ozonizado) sobre fémeas adultas de carrapatos R. sanguineus . s.
“linhagem tropical” (R. linnaei) in vivo por meio da anélise morfoldgica de integumento,
glandula salivar, ovario e 6rgdo de Gené, avaliando também a ocorréncia de possiveis alteraces
nos par@metros bioldgicos das mesmas apos a exposicao. Simultaneamente avaliou-se o efeito
da exposicédo de células de linhagem embrionéaria de carrapatos (da mesma espécie) em cultura
(in vitro) expostas ndo sO a &gua, mas também ao Oleo ozonizado, morfoldgica e
molecularmente.

Os resultados aqui obtidos demonstraram que a &gua ozonizada causou alteracfes tanto
nos parametros bioldgicos reprodutivos quanto na morfologia celular/tecidual de todos os

Orgaos avaliados: integumento, glandulas salivares, ovario e 6rgao de Gené.
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O integumento de fémeas de carrapatos R. sanguineus l.s. (R. linnaei) semi-ingurgitadas
expostas a 4gua ozonizada nas concentragdes (0,75; 1,5; 2,25 e 3mg/L) sofreu alteragdes que
incluiram o seu espessamento acompanhado de variacdo na intensidade de marcacdo desse
orgdo quando aplicado o corante hematoxilina. A camada subcuticular do integumento foi a
mais fortemente positiva na concentracao 2,25mg/L e no tempo de 48 horas e teve a marcacao
mais fraca na concentracdo de 3mg/L e no tempo de 24 horas, sugerindo que essas alteractes
seriam de fato o resultado da acdo da &gua ozonizada. Além disso, a agua ozonizada teve
potencial de ultrapassar a barreira cuticular (extremamente espessa e que tem como fungéo
evitar perda e entrada de elementos do interior para o exterior do animal e vice-versa) e chegou
até a camada epitelial, visto a metaplasia observada, onde o epitélio antes simples e cubico
passou a ser cilindrico, pavimentoso e chegando até mesmo a forma estratificada apds as
exposicoes as diferentes concentraces de agua ozonizada. As maiores alteracBes foram
observadas na exposicdo as concentracdes de 0,75ppm nos tempos de 24 e 48 horas e de
2,25ppm no tempo de 48 horas, enfatizando que células e ndcleos do tecido epitelial sofreram
um considerdvel achatamento, além do que os nucleos se tornaram picnoticos e os limites
celulares ficaram pouco distintos.

Segundo Junqgueira e Carneiro (2017) quando ocorre mudanca na morfologia do epitélio
devido a acéo de agentes externos concomitantemente ha uma alteracao na fisiologia do mesmo,
que neste caso, teria suas células que originalmente atuariam na sintese e secrecdo doselementos
da cuticula e passariam a ter uma funcdo mais parecida com a de revestimento (no caso da
alteracdo para epitélio pavimentoso). Além dessas alteracOes, foi verificada a instalacdo de
processos de morte celular, por meio da observacdo de alteracdes nos nuicleos celulares, tais
como picnose, 0 que diminuiria ou mesmo inibiria a sintese e a secre¢do dos componentes
cuticulares deixando consequentemente o individuo com uma cuticula menos espessa, mais
fragilizada e, portanto, mais vulneravel as alteracbes do ambiente externo, o que inclusive traria
prejuizos para 0s principais processos biologicos do ectoparasita, além de deixa-lo mais
suscetivel as intempéries. Portanto, as alteracbes morfoldgicas e consequentemente as
fisiologicas no epitélio cuticular, teria provocado alteragdes na dinamica do ciclo secretor e da
deposicédo dos elementos cuticulares do integumento.

Dados registrados por Remedio et al. (2014) que também observaram a ocorréncia de
alteracfes na camada subcuticular do integumento de fémeas de carrapatos R. sanguineus |.s.
(R. linnaei) expostas ao 6leo de neem (Azadirachta indica a. Juss), comprovaram a toxicidade

desse acaricida natural. Assim como Oliveira et al. (2013) indicaram que o inibidor de
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crescimento de artropodes, fluazuron, presente em formulag@es acaricidas comerciais, inibiu a
sintese e deposicdo de substancias que comporiam a cuticula de ninfas de carrapatos R.
sanguineus L.s (R. linnaei). Segundo esses autores, haveria uma deposi¢do anormal das camadas
do integumento (subcuticula e cuticula) devido a acdo do acaricida, o que provocaria alteraces
na dindmica da secrecdo de polissacarideos, interferindo diretamente na elasticidade e na
impermeabilidade da cuticula e acarretando em prejuizos nos processos de ecdise, de
alimentacéo e mesmo de reproducéo desses individuos (OLIVEIRA et al., 2013).

A exposicdo a agua ozonizada na concentracdo de 2,25ppm foi a que mais provocou
danos, visto que: a) causou um espessamento da subcuticula, b) alterou a morfologia do epitélio
cuticular que passou de simples cubico para simples pavimentoso, ¢) intensificou o processo de
vacuolizagdo citoplasmatica, d) alterou a morfologia nuclear (nicleos picnéticos) das células
epiteliais (caracteristica de morte) e e) desorganizou os limites entre as células epiteliais. O
conjunto dessas alteragfes sugeriram que a agua ozonizada nessa concentracdo foi toxica e
provocou a morte das células epiteliais, acarretando em prejuizos na dindmica da sua fisiologia
e consequentemente causando danos irreversiveis ao integumento.

Os efeitos da exposicdo das glandulas salivares de fémeas semi-ingurgitadas de
carrapatos R. sanguineus l.s. (R. linnaei) a agua ozonizada na concentracdo de 2,25mg/mL e no
tempo de 24 horas alteraram células e tecidos do érgdo. As células dos &cinos do tipo I sofreram
vacuolizag¢do do citoplasma, bem como o acino como um todo teve seu lumen dilatado,
resultado que corroborou aquele obtido por Pereira et al. (2009) que também observaram um
aumento do Iimen dos acinos | em fémeas de R. sanguineus 1.s. (R. linnaei) expostas ao fipronil,
acaricida sintético de comprovada eficacia. Ademais, quando a mesma espécie foi exposta a
permetrina (piretréide sintético) essa alteracdo (além de outras) nos &cinos | também foi
observada (NODARI et al., 2012a). Fisiologicamente as células dos &cinos | sdo as responsaveis
por eliminar todo excesso de agua, ions, e compostos toxicos da hemolinfa durante a ingestéo
de sangue (GRAY et al., 2013; YODER et al., 2006). Assim, esses dados sinalizaram que a
exposicdo a dgua ozonizada nessa concentracdo logo apds 24 horas, provocaria um estresse
osmotico nos acinos I, e interferiria na eficiéncia do processo de manutengéo do balan¢o hidrico
do ectoparasita.

As alteragcdes morfo/fisioldgicas continuaram ocorrendo também nos acinos granulares
(11 e 111) das glandulas salivares nas fémeas expostas a agua ozonizada. As alteragdes mais
significativas ocorreram no intervalo de concentragfes que compreendeu entre 1,5 a 3mg/L e

no tempo de 24 horas apds a exposicdo, quando verificou-se perda da forma original
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(arredondada) dos acinos que passaram a irregulares, além da extensa vacuoliza¢do encontrada
no citoplasma das células secretoras, alteragdes estas que foram dose dependente, ou seja, foram
aumentando a medida que a concentracdo da agua ozonizada foi maior. Enfatize-se ainda que
na maior concentracao (3mg/L) houve inclusive a perda dos limites celulares. Este conjunto de
alteracdes, ou seja, a vacuolizacdo citoplasmatica somada a desorganizacdo dos granulos
secretores no interior do citoplasma, sinalizou que a sintese e 0 armazenamento de secre¢do
para compor a saliva final seriam processos que estariam comprometidos devido a acdo da dgua
ozonizada. Outros trabalhos que abordaram a morfofisiologia das glandulas salivares de
carrapatos que foram expostos a outros compostos toxicos, como o0s estudados por Nodari et al.
(2011;2012a,b) também registraram a ocorréncia de significativa vacuolizacdo citoplasmatica
e desorganizacdo dos granulos secretores armazenados no citoplasma das células dos acinos I,
0 que segundo os autores, seria uma forma de defesa da célula contra a acdo do produto toxico,
por meio do isolamento de organelas ou de por¢des do citoplasma ja danificadas pelo produto
toxico, podendo manté-las com essa estratégia, ainda biologicamente vidveis (ALBERTS,
2017; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Além disso, foram observadas alteracdes nucleares nas células acinares secretoras, tais
como: hipertrofia, picnose nuclear, marginaliza¢do cromatinica e fragmentacéo, caracteristicas
de processos de morte celular por apoptose, comumente observadas em células que foram
expostas a agentes tdxicos, acarretando na degeneracdo precoce do tecido glandular. Uma vez
que os acinos Il e Il sdo formados por células que sintetizam os bioativos da saliva dos
carrapatos, além das substancias que compordo o cemento, responsavel pela aderéncia do
aparelho bucal do ectoparasita a pele do hospedeiro (SONENSHINE; ROE, 2014), qualquer
tipo de alteragdo celular que interfira nesses processos, resultaria em prejuizos fisioldgicos, ou
seja, interfeririam na atividade secretora celular acarretando na liberagao de uma saliva alterada
e menos eficiente, com consequente prejuizo ao processo alimentar do ectoparasita.

Resultados semelhantes aos aqui descritos foram obtidos por Pereira et al. (2009) que
estudaram a glandula salivar de fémeas da mesma espécie de carrapatos expostas ao fipronil
guando as autoras verificaram que este quimico alteraria a forma acinar e mesmo o formato das
células dos acinos Il1. Os resultados aqui obtidos também corroboraram aqueles de Nodari et
al.(2011, 2012b) quando estudaram esse mesmo Orgdo em fémeas semi-ingurgitadas de R.
sanguineus l.s. (R. linnaei) expostas a permetrina. H4 ainda que se reportar que ndo SO 0S
guimicos sintéticos teriam potencial para alterar a morfofisiologia das glandulas salivares dos

carrapatos, mas também aqueles de origem natural como o oléo de neem que alterou a forma
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dos &cinos Il e Ill, provocou a fusdo de granulos secretores, além de ter desorganizado o
citoplasma das células secretoras dos acinos granulares (REMEDIO et al., 2016). Portanto,
ficou evidenciado no presente trabalho que a &gua ozonizada no intervalo de concentracfes que
variou de 1,5-3mg/L, provocaria severas alteracdes nas glandulas salivares, além de confirmar
que o tempo ideal para exposicdo seria 0 de 24 horas, periodo esse quando 0s maiores danos
ocorreriam nas glandulas salivares.

O estudo morfohistoquimico do ovario de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus
I.s. (R. linnaei) expostas a 3mg/L de &gua ozonizada mostrou a ocorréncia de alteracdes
morfoldgicas nos ovacitos em todos os estagios de desenvolvimento (I-V), sendo que naqueles
imaturos (I e I1), as principais alteracdes foram a deformacao destas células germinativas, bem
como de seu nucleo (vesicula germinativa), dados que permitiram postular que o estresse
oxidativo causado pela exposicdo a &gua ozonizada a 3mg/L atingiu estas células
provavelmente devido a maior fragilidade das mesmas, uma vez que estas estariam mais
suscetiveis a acdo de agentes externos ao ovario principalmente devido a auséncia (no caso do
ovécito 1) ou ao inicio da deposi¢do (no ovdcito I1) do corio, membrana protetora, que atinge
maior taxa de sintese a partir do estagio Ill e teria como funcdo, além de outras,
selecionar/barrar a entrada nas células de substancias que pudessem ser prejudiciais ao futuro
embrido e que eventualmente viessem a causar danos estruturais nas mesmas. Resultados
semelhantes foram encontrados em outros estudos conduzidos por Oliveira et al. (2009, 2016),
Roma et al. (2010), Vendramini et al. (2012), que analisaram ovdcitos de R. sanguineus I.s. (R.
linnaei) expostos a acaricidas sintéticos (fipronil, dinotefuran, permetrina) e natural (6leo de
andiroba/Carapa guianensis), respectivamente.

Nas fémeas expostas a agua ozonizada, 0s ovocitos em estagios mais avangados de
desenvolvimento (Ill, IV e V) passaram por modificacbes que incluiram: a) alteragdo no
formato celular b) deformac@es no corio, c¢) alteracGes na forma e no conteudo dos granulos de
vitelo, os quais passaram de arredondados para irregulares e ainda, observou-se que 0S mesmos
estavam mergulhados em um citoplasma intensamente vacuolizado, principalmente na regido
cortical dos ovdcitos, e principalmente naquela regido préxima ao contato ovocito/pedicelo.
Essas alteracGes indicaram que, apesar da sintese do cdrio ja ter iniciado (estagios II/111) ou
mesmo ja ter sido encerrada (estagio V), ainda assim a &gua ozonizada provocou danos
celulares.

A intensa vacuolizacédo citoplasmaética anteriormente discutida poderia representar uma

estratégia da célula no sentido de otimizar o processo de “turnover” (reciclagem) de porgdes
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danificadas do citoplasma (seja pela dgua ozonizada ou por outro fator), de isolar organelas que
estivessem inviaveis ou mesmo isolar o composto toxico ou seus restos metabdlicos para que a
célula tivesse ainda uma chance de sobreviver e de gerar um novo individuo (DENARDI et al.,
2012).

Na literatura disponivel existem registros demonstrando que outros agentes acaricidas
de natureza ndo sintética também agiram sobre os ovocitos de fémeas de R. sanguineus 1.s. (R.
linnaei) nesses mesmos estagios de desenvolvimento, e que provocaram nestas células intensa
vacuolizacdo citoplasmatica. Dentre esses autores podem ser citados Matos et al. (2014) que
expuseram fémeas da mesma espécie ao timol; Lima de Souza et al. (2019) que expuseram
fémeas de R. sanguineus ao carvacrol; e Oliveira et al. (2019) que as expuseram ao extrato de
jambu (Acmella oleracea). Além disso, segundo Oliveira et al. (2007) a presenca desses
vacuolos na porcdo citoplasmatica proxima ao pedicelo poderia ser justificada pelo fato do
agente toxico, aqui no caso a dgua ozonizada, ter atingido o interior do ovécito via células do
pedicelo, as quais primariamente teriam as fungdes de prender os ovécitos a parede do ovario,
mas além dessa, a de sintetizar parte dos elementos do vitelo (origem exdgena). As células do
pedicelo fariam entdo a transferéncia dos componentes vitelogénicos (da hemolinfa) que, junto
aqueles sintetizados pelo préprio ovocito (origem enddgena) comporiam o vitelo final (com
elementos proteicos, polissacaridicos e lipidicos) (ROMA et al., 2010). Na situacdo especifica
de exposicdo a dgua ozonizada, essas células do pedicelo poderiam estar intermediando de
forma ndo tdo seletiva a entrada/saida de elementos do meio externo (hemolinfa) para o interno
(citoplasma) do ovacito, e vice-versa.

Foi aqui também observado que a exposi¢do a agua ozonizada alterou a morfologia e
contetdo dos granulos de vitelo. Os mesmos que antes tinham a forma arredondada passaram
a ser irregulares e menores, sugerindo que houve interferéncia na capacidade de
sintese/incorporacdo celular dos principais elementos do vitelo, devido a exposicéo,
corroborando Oliveira et al. (2019), que também observaram alteragdes nos granulos de vitelo
em ovocitos nos estagios I11-V apos a exposicdo de fémeas de R. sanguineus I.s. (R. linnaei) ao
extrato de jambu (Acmella oleracea). Segundo 0s autores, essas alteracdes inviabilizariam o
sucesso da fertilizagdo (OLIVEIRA et al. 2019).

Apesar destas células ja estarem com o corio totalmente depositado, se ndo em fase final
de deposigdo, 0s ovocitos no estdgio V de desenvolvimento foram as que mais alteracdes
morfoldgicas sofreram devido a exposi¢do. Seus granulos de vitelo apresentaram limite pouco

visivel, sugerindo principalmente que os mesmos estivessem se rompendo ou, em algumas
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situacgdes, se fundindo, resultado este que também foi observado por Vendramini et al. (2012a)
quando avaliaram os efeitos do 6leo de Carapa guianensis (andiroba) sobre o ovario de fémeas
de carrapatos R. sanguineus I.s. (R. linnaei) semi ingurgitadas levando as autoras a postularem
que esse fendmeno seria uma estratégia da célula que, na tentativa de eliminar as substancias
toxicas do seu interior, acabariam eliminando também parte das substancias que seriam
importantes para a vitelogénese, interferindo assim no processo de desenvolvimento
embrionario (VENDRAMINI et al. 2012).

Assim como nos granulos de vitelo, também observou-se nos ovocitos em estagios mais
avancados de desenvolvimento, oriundos de fémeas expostas a &gua ozonizada, que também o
corio passou por modificacBes severas que incluiram enrugamento devido ao descolamento
deste da membrana plasmatica. Sabe-se que o papel do cdrio esta diretamente ligado a protecdo
da célula germinativa que dara origem a um novo individuo, conferindo-lhe protecdo mecanica
contra choques, invasdo de microrganismos, desidratacdo, variacdo de temperatura e predacéo
(OLIVEIRA et al. 2008). Com o comprometimento dessa membrana, algumas dessas funcoes
ficariam prejudicadas o que certamente prejudicaria a passagem dos ovocitos para 0s proximos
estagios de desenvolvimento, além de torna-los mais vulneraveis as adversidades do ambiente.

Histoquimicamente as analises para a deteccdo de polissacarideos (PAS) e de proteinas
(azul de bromofenol) aqui realizadas, confirmaram a presenca de altera¢cdes na sintese dos
elementos proteicos e polissacaridicos do vitelo, uma vez que ovicitos em todos os estagios de
desenvolvimento e principalmente aqueles nos estagios mais desenvolvidos (IV e V), tiveram
os granulos vitelogénicos e o cdrio reagindo fracamente tanto ao corante azul de bromofenol
(proteinas) quanto ao PAS (polissacarideos), sugerindo alteracdo na sintese e distribuicdo dos
elementos vitelogénicos nos granulos. O ovacito |, mostrou um citoplasma fortemente marcado
pelo azul de bromofenol e pelo PAS, indicando maior presenca/sintese de elementos proteicos
e polissacaridicos nesse estagio de desenvolvimento, o que poderia ter se dado devido a
desregulacéo causada pelo ozbnio (agua ozonizada). Esses dados histoquimicos corroboraram
aqueles obtidos em ovarios de R. sanguineus l.s. (R. linnaei) expostos a acaricidas sintéticos,
tais como o dinotefuran, por Oliveira et al. (2016), a permetrina, por Roma et al. (2011); além
de outros autores que expuseram fémeas dessa mesma espécie de carrapatos a acaricidas
naturais como: ao 0leo de andiroba (Carapa guianensis) por Vendramini et al. (2012), ao timol
por Matos et al. (2014), ao jambu (Acmella oleracea) por Oliveira et al. (2019) e ao

acetilcarvacrol por Konig et al. (2020).
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A morfohistologia pds exposicdo a dgua ozonizada do 6rgdo de Gené, confirmou que as
fémeas de carrapatos expostas a 3mg/L de agua ozonizada, tiveram as glandulas tubulares desse
o0rgdo alteradas. Essas glandulas, ja haviam sido extensamente estudadas por Matos et al. (2020)
que registraram que as mesmas seriam compostas por um epitélio simples cilindrico, formado
por células secretoras que delimitariam um Iimen glandular central. Segundo as autoras, esse
Orgdo teria importancia na sintese e secrecdo de compostos lipoprotéicos, 0s quais seriam
depositados sobre os ovos imediatamente apds a postura, para que 0S mesmos se mantivessem
unidos e protegidos contra a perda de agua, acdo de microrganismos, e mudancas outras
decorrentes do ambiente (MATOS et al., 2020).

Dentre essas alteracfes observadas nas glandulas tubulares das fémeas expostas ao
0zonio (agua ozonizada), notou-se a presenca de um epitélio secretor desorganizado, que passou
de simples a estratificado, o que certamente acarretou em mudancas fisiologicas nestas células
e interferiu na funcdo geral do 6rgdo. Esse processo de metaplasia devido a acdo de agentes
externos ao organismos também foi demonstrado anteriormente, no presente trabalho, quando
analisado o integumento de fémeas dessa mesma espécie de carrapatos também expostas a agua
ozonizada (ABREU et al. 2020), onde o epitélio tegumentar em determinadas regides do corpo
passaria de simples para estratificado, fenémeno que alteraria principalmente a funcdo das
células epiteliais basais afetando diretamente nos processos de sintese e secre¢do dos compostos
da cuticula.

Ainda no 6rgdo de Gené, verificou-se que o citoplasma das células secretoras das
glandulas tubulares apresentou intensa vacuolizacdo, principalmente nas regides basal e apical,
sugerindo que esta seria uma estratégia de sobrevivéncia celular ao isolar compostos toxicos e
até mesmo partes danificadas do citoplasma, acondicionando esse material em vacuolos
autofagicos, corroborando hipdtese de Dernardi et al., (2012). Outros autores que também
investigaram a acdo toxica de compostos acaricidas naturais nesta mesma espécie de carrapatos,
encontraram resultados semelhantes, como Remédio et al. (2014) e Lima de Souza et al. (2017)
que observaram vacuolizacdo citoplasmatica em células epiteliais do integumento de R.
sanguineus l.s. (R. linnaei) quando da exposicdo dos carrapatos ao extrato de neem
(Azadirachta indica); Oliveira et al. (2020) em células epiteliais no integumento de R.
sanguineus |.s. (R. linnaei) expostos ao acetilcarvacrol; e Matos et al. (2020) que inclusive
relatou vacuolizacdo citoplasmatica nas células das glandulas tubulares do 6rgdo de Gene de
fémeas ingurgitadas expostas ao timol, bioativo encontrado em plantas como o tomilho e o

orégano.
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Os resultados aqui obtidos também demonstraram que a exposi¢do a dgua ozonizada
provocou dilatacdo no limen das glandulas tubulares do 6rgdo de Gené, com concomitante
aumento da intensidade da coloragdo da secrecdo presente no interior do mesmo. Houve
marcacdo fortemente positiva na secre¢do acumulada no Iimen glandular, e fracamente positiva
na membrana basal e no citoplasma das células secretoras das glandulas tubulares, tanto para
as proteinas quanto para os polissacarideos, sinalizando que apesar dessa fraca marcagdo
proteica e polissacaridica, as células ainda foram eficientes na sintese e liberacdo da secrecgéo
(encontrada no limen da glandula tubular), provavelmente estimuladas pela substancia toxica
no sistema, que ao causar danos estruturais e fisiologicos no epitélio, também alteraria o padrdo
secretor dessas glandulas.

Simultaneamente a analise morfoldgica do ovario e do 6rgdo de Gené, foi realizada
também a avaliacdo dos parametros biologicos de fémeas de R. sanguineus l.s. (R. linnaei)
ingurgitadas expostas a dgua ozonizada na concentracdo de 3mg/L para se obter: a) peso da
fémea ingurgitada antes da postura, b) peso da massa de ovos, c) percentual de eclosédo das
larvas, d) indice de producdo de ovos, €) taxa de oviposicdo, e f) percentual de controle final.

Os resultados mostraram que apesar do peso das fémeas ingurgitadas expostas ter sido
significativamente maior do que o daquelas do controle (249,3+1,9), quando foi analisado o
peso da massa de ovos, este apresentou um valor menor (98,8+4,5) com um menor indice de
producdo de ovos (39,8+1,8) em relacdo ao controle (104,1+5,2; 46,8+2,3, respectivamente),
sugerindo gque a agua ozonizada alterou o parametro reproducdo nas fémeas expostas,
confirmado pela reducéo de 39,8% na taxa de oviposi¢do das mesmas. Outros autores ja haviam
obtido dados em relacdo a atuacdo do ozénio em fémeas de carrapato, como Figueiredo et al.
(2018), que expuseram fémeas ingurgitadas de R. microplus ao 0zonio em estado gasoso e na
concentracdo de 62mg/L, verificando que a taxa de mortalidade das fémeas variou entre 80 e
100%. Ainda segundo 0s mesmos autores a exposi¢do ao gas provocou danos nos tecidos
ovariano e tegumentar, 0 que, consequentemente provocou uma reducdo nas taxas de
oviposicédo destas fémeas.

Os dados também confirmaram que houve queda significativa na taxa de eclosdo de
larvas no Grupo Tratamento (78,6+2,6) quando comparado ao Grupo Controle (97,3£3,7),
sinalizando a reducdo também no nimero de ovos viaveis e na geragdo de um novo individuo.
Estudos realizados por outros autores utilizando insetos como modelo, também demonstraram
gue o ozOnio teria capacidade de reduzir a taxa de viabilidade de ovos em algumas espécies.

Moraglio et al. (2018) afirmaram que o ozénio além de aumentar a taxa de mortalidade em

231



Discussao

adultos da espécie Ephestia kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae), também interferiria no tempo
que as larvas levariam para eclodir, visto que 0 mesmo seria maior do que quando mensurado
em situacdo normal. Além disso, a taxa de ovos inviaveis estaria ao redor de 30% quando as
fémeas fossem expostas ao 0z6nio na concentragdo de 50 ppm. Sob essa perspectiva outros
autores como McDonough et al. (2011) que também conduziram estudos com outras pragas
agricolas como o Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae), Indianmeal moth
(Plodia interpunctella (Hibner) (Lepidoptera: Pyralidae), Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae) e S. oryzae (L) (Coleoptera: Curculionidae) expondo-as a diferentes
concentracdes de 0z6nio em periodos de tempo distintos, registraram queda na taxa de eclosao,
assim como alta mortalidade de adultos e de larvas em todas estas espécies, levando os autores
a postularem que quanto maior a concentracdo do 0zOnio gasoso, menor seria 0 tempo
necessario de exposicdo dos insetos a0 mesmo para que se conseguisse alcancar 100% de
inviabilidade/mortalidade dos ovos, larvas e adultos.

No presente estudo confirmou-se a acdo da agua ozonizada sobre o desempenho dos
parametros bioldgicos de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus l.s. (R. linnaei), abrindo a
perspectiva de ser este um promissor agente de controle, visto ter reduzido a taxa de oviposi¢do
e ataxa de eclosao de larvas das fémeas expostas. Apesar destes resultados aqui obtidos, aqueles
registrados por Szabd et al. (2009) mostraram outra direcdo. Os autores expuseram fémeas
ingurgitadas dessa mesma espécie, a0 0zOnio em estado gasoso e ndo observaram acao
acaricida, uma vez que o gas nao alterou negativamente parametros biol6gicos como: peso da
massa de ovos, peso das fémeas ingurgitadas antes da oviposicao e taxa de eclosdo de larvas.
Provavelmente esses dados obtidos por Szabé et al. (2009) decorreriam do fato de que esses
autores fizeram uso do 0zonio na concentracdo de 0,23mg/L e em estado gasoso, e no presente
estudo utilizou-se a concentracdo de 3mg/L de ozénio diluido em &gua. Ressalte-se ainda que
0 0zo6nio quando diluido fisicamente na agua, tem parte das suas moléculas decompostas em
guestdo de segundos, porém, parte delas permanece estavel até mesmo por algumas horas. Em
decorréncia desse processo de decomposicdo molecular haveria entdo a geracdo de uma série
de radicais com potencial oxidante, que desencadeariam reac¢Ges bioquimicas, confirmadas por
meio da realizacdo de bioensaios tanto in vivo quanto in vitro (BOCCI; VIA, 2004).

Assim, o0s parametros biologicos aqui avaliados apds a exposicdo de fémeas
ingurgitadas de R. sanguineus l.s. (R. linnaei) a agua ozonizada na concentragdo de 3mg/L
permitiram demonstrar em laboratorio, que a agua ozonizada agiu sobre a taxa de controle dos

carrapatos na porcentagem de 33,8%. Muito embora essa taxa seja ainda considerada baixa
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quando se fala em controle efetivo, quando comparada com a eficiéncia dos acaricidas quimicos
sintéticos comumente comercializados no mercado veterinario, outros estudos com outros
acaricidas naturais como o timol, por exemplo, resultaram em taxa de controle igual a 19,8%
com o timol na concentracdo de 5mg/mL e de 98% quando na concentracdo de 20mg/mL
(MATOS et al. 2020), ou seja, talvez 0 0zdnio em maiores concentragdes provocaria uma maior
taxa de mortalidade. Os dados aqui obtidos, no entanto, j& sinalizaram que o 0z6nio pode ser
considerado um potencial acaricida natural, visto sua acdo ter atingido ndo sé os parametros
bioldgicos aqui estudados, mas aqueles morfoldgicos nos 6rgaos dos carrapatos aqui analisados,
sinalizando que os danos provocados interfeririam na biologia dos ectoparasitas, principalmente
nos processos de alimentacdo, ingurgitamento e reproducéo (interferéncia direta na ovogénese
e na dindmica da vitelogénese).

Além dos estudos in vivo, esse trabalho realizou também ensaios in vitro utilizando
células embrionarias de carrapatos da espécie R. sanguineus l.s. O bioensaio realizado com
células da linhagem embrionéria de carrapatos R. sanguineus l.s. (RML-RSE) expostas a 4gua
ozonizada (3mg/L de ozonio), foi realizado para comparacdo dos dados obtidos com aqueles
das células dos grupos controle negativo (células expostas somente a dgua destilada) e positivo
(células expostas ao DMSO). As células foram também analisadas em resposta a ativacdo das
caspases 3 e 7 e em resposta as alteracbes mitocondriais, por meio da aplicacdo de técnicas de
citometria de fluxo (MUSE™ Cell Analyzer).

A literatura descreve que as caspases sdo proteinas do grupo de cisteinas-proteases que
tem papel fundamental na morte celular programada em resposta a sinais pro-apoptéticos
(MCCOMB et al., 2019). Enquanto algumas caspases agem iniciando a cascata de eventos
intracelulares, outras, as chamadas “caspases efetoras” atuam num momento posterior do
processo, clivando proteinas estruturais durante a formacao dos corpos apoptéticos, e por esse
motivo, podem ser consideradas marca registrada dos eventos apoptéticos (MCCOMB et al.,
2019).

No presente estudo as células expostas a &gua ozonizada (3mg/L de o0z6nio) apds 24
horas ndo apresentaram alteracdes significativas na marcacdo de caspases 3/7, no entanto,
houve diminuicdo de células vidveis (86%), assim como aumento das porcentagens de células
em apoptose tardia e/ou necroticas. O mesmo ocorreu na avaliacdo apds 48 horas de exposicao,
sendo que nesse periodo, as células necroticas tiveram um aumento significativo (4,2%) em

comparacgéo ao controle.
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O registro do grande nimero de células que estavam em processo de morte
devido a exposicdo a 4gua ozonizada, principalmente as necrdticas, provavelmente deveu-se ao
fato de o ozbnio ser um potente oxidante, ou seja, uma molécula instavel, que em contato com
qualquer doador de elétron dentro da célula geraria estresse oxidativo e resultaria no aumento
das moléculas reativas de oxigénio (EROs) (GROOTVELT et al., 2004a). Como ja conhecido,
as EROs, quando em excesso no interior da célula, podem causar danos severos aos
componentes celulares tais como membranas, proteinas, e até mesmo ao material genético, o
gue consequentemente provoca alteracdo no metabolismo das mesmas e as induz a entrar em
morte ou por apoptose ou por necrose. Estudos anteriores desenvolvidos por Baysan et al.
(2000), mostraram que as propriedades do oz6nio em inativar bactérias e fungos, seria devido
a sua capacidade de causar danos ndo s6 as membranas celulares, mas também aos componentes
citoplasmaticos, devido a oxidagdo dos acidos graxos e dos peptideos (KUCUKGUL et al.,
2019), o que, no presente trabalho poderia estar ocorrendo.

As alteracBes mitocondriais nas células expostas a a &gua ozonizada foram também aqui
registradas. As analises estatisticas mostraram que os dados obtidos ndo foram significativos
qguando focou-se a despolarizacdo de membrana mitocondrial. Ressalte-se, no entanto, que no
periodo de 48 horas de exposicdo houve um aumento significativo de células mortas, porém
com a membrana mitocondrial intacta. A perda do potencial transmembrana mitocondrial
estaria associada aos estagios iniciais da apoptose (KRYSKO et al., 2001). Outros autores ainda
afirmaram que colapso do potencial transmembrana mitocondrial coincidiria com a abertura
dos poros de permeabilidade, o que levaria a liberacdo de citocromo C no citoplasma, e iniciaria
assim os eventos da cascata apoptoética dependente de caspases (HEARPS et al., 2002).
Assim, a despolarizagdo da membrana mitocondrial estaria relacionada com os eventos da
apoptose, além de indicar a disfungdo mitocondrial (KRYSKO et al., 2001).

Como nessa avaliacdo em citometria de fluxo ndo foi observada significativa
despolarizacdo de membrana mitocondrial nem nas marcagdes das caspases 3 e 7 nas células
expostas a agua ozonizada, concluiu-se que essa concentracao de agua ozonizada nédo tenha sido
suficiente para causar aumento na porcentagem de morte celular nas células dessalinhagem
embrionaria de carrapatos nas condic@es utilizadas.

Por outro lado, os ensaios realizados ao longo do estdgio BEPE (IHMT- Lisboa,
Portugal) com células embrionérias de carrapatos mostraram resultados diferentes. O primeiro
objetivo desse estagio foi estabelecer um protocolo padrdo de testagem de compostos

acaricidas, utilizando como modelo células de linhagens embrionarias de carrapatos, no caso,
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da espécie Ixodes scapularis (ISE6), uma vez que estas células se mostraram mais aptas ao
processo de plaqueamento celular. Cabe aqui enfatizar que o uso de linhagens de celulas de
carrapatos em estudos que visam o controle de ectoparasitas ja tem se tornado comum,
principalmente no aspecto da resisténcia a acaricidas sintéticos (amitraz, fipronil, ivermectina
e permetrina), fazendo parte da busca pelos genes associados a essa resisténcia, bem como
tentando elucidar os mecanismos que auxiliariam com a obtengdo de novas informacdes a
temética que trata da producdo de vacinas (AL-ROFAAI AND BELL-SAKYI, 2020). A
literatura sob esse ponto de vista, no entanto, ainda é escassa, e assim, se estabelecer protocolos
gue possam servir de padréo para testagem de acaricidas fazendo uso de células de linhagem
embrionaria de carrapatos foi um dos resultados muito positivos que a parceria entre
pesquisadores dos laboratérios brasileiro e portugués, permitiu e o que também s6 foi possivel
com o suporte financeiro conferido pela FAPESP. O estabelecimento desse protocolo,
certamente contribuira na obtencdo de importantes informacdes que auxiliem no entendimento
de certos processos celulares, principalmente abordando aspectos toxicoldgicos. Ademais, 0
estabelecimento desse protocolo atende as normas éticas no sentido de que diminuem o uso de
animais nos testes com produtos acaricidas, uma vez que 0s carrapatos por serem ectoparasitas
hemat6fagos necessitam dos animais vertebrados para se alimentar e completar o seu ciclo
biol6gico (ANDERSON; MAGNARELLI, 2008).

Outro objetivo que foi planejado quando se solicitou o estdgio BEPE foi o de avaliar 0s
efeitos do 0zonio, sob a forma de dleo ozonizado in vitro, sobre a viabilidade das celulas de
carrapato (ISE6), agora abordando os aspectos morfologicos e da regulacdo da expressdo de
genes relacionados ao estresse e morte celular (GST e caspases 1 e 3) apds a exposicao a esse
composto.

Os resultados obtidos mostraram que tanto DMSO quanto o éleo ozonizado na
concentracdo de 100uL/mL foram capazes de causar morte significativa das células expostas a
eles quando se comparou com o Controle Negativo (células expostas somente ao meio de
cultivo L15B300). O DMSO é conhecidamente toxico para células em cultura e foi aqui
utilizado como controle positivo para a morte celular (AWAN et al., 2020). O 6leo ozonizado
quando na maior concentracdo (100pL/mL) foi citotdxico para as células a ele expostas,
provavelmente devido as propriedades oxidantes do 0zonio, que por ser uma molécula instavel,
quando em contato com qualquer doador de elétron dentro da célula gera estresse oxidativo,
resultando em aumento das moléculas reativas de oxigénio (EROs) (GROOTVELT et al.,
2004a).
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Quanto a viabilidade celular, os dados aqui obtidos corroboraram os achados da anélise
da morfologia das células expostas a0 mesmo composto, uma vez que as maiores alteracdes
morfolégicas foram decorrentes da exposicdo a maior concentracdo do O6leo ozonizado
(100pL/mL), e incluiu: a) maior presenca de células com forma fusiforme; b) citoplasma com
vacuolos citoplasmaticos; e ¢) nucleos com formatos irregulares e intensamente corados, além
de vacuolizados ou rompidos; caracteristicas essas tipicas de morte celular programada
(apoptose), e também muito semelhantes as observadas nas células expostas ao DMSO (Grupo
Controle Negativo). Alteracdes celulares semelhantes também foram observadas na exposicédo
das células a menor concentragdo do 6leo ozonizado (50uL/mL), porém de forma menos
intensa. Segundo Baysan et al. (2000), o ozénio causaria danos as membranas celulares e aos
componentes citoplasmaticos, resultado da oxidacdo dos acidos graxos e dos peptideos que
compdem a membrana celular, justificando a extensdo das alterac@es tanto no nicleo quanto no
citoplasma das células expostas. A vacuolizacdo citoplasmatica observada, como ja discutido
anteriormente, é caracteristica comum em células de organismos expostos a agentes estressores,
sendo um indicativo de que o mecanismo de defesa celular foi ativado, e as células isolaram
organelas e/ou por¢des do citoplasma danificados, em vacuolos, que posteriormente seriam
digeridos (ALBERTS, 2017).

Os ultimos dados citados corroboraram aqueles obtidos da analise de regulacédo génica,
uma vez que observou-se aumento da regulacdo da caspase 3 nas células expostas ao Gleo
ozonizado nas concentraces de 50 e 100 pL/mL. As caspases sao proteinas pertencentes ao
grupo de cisteinas-proteases que desempenham papel fundamental na morte celular programada
em resposta a sinais pro-apoptéticos (MCCOMB et al., 2019). Enquanto algumas caspases
agem iniciando a cascata de eventos intracelulares, outras chamadas “caspases efetoras” agem
posteriormente na clivagem de proteinas estruturais durante a formagédo dos corpos apoptéticos,
como no caso das caspases efetoras 3 (MCCOMB et al., 2019). Ao final, confirmaram-se 0s
resultados previamente obtidos que mostraram que o Oleo ozonizado, principalmente na
concentracdo de 100 puL/mL, causaria a morte celular por apoptose nas culturas de células de
linhagem de carrapatos (ISE6) a ele expostos.

Ainda, pretendeu-se verificar os efeitos diretos e indiretos do 0zonio (6leo ozonizado)
sobre o0s patdgenos transmitidos por carrapatos Ixodidae, o que se deu por meio da analise
morfologica e de gPCR antes e depois da exposi¢do. Para obtencdo dos resultados foram
realizados protocolos de infeccéo por Ehrlichia canis Spain 105 strain em 4 linhagens celulares:
duas de carrapato (ISE6 e IDES8) e duas de mamiferos (J774 e DH82) que serviram de
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reservatorio para infeccdo posterior em linhagens de carrapatos. Porém, infelizmente e
principalmente devido ao curto tempo disponivel, ndo se obteve sucesso na infeccdo das
linhagens celulares, conforme mostra o gréfico de amplificagdo de genes de E. canis durante a
RT-gPCR.

Finalmente, todos os dados apresentados e discutidos no presente estudo,mostraram que o
0zonio tanto na forma de 4gua ozonizada quanto na de 6leo ozonizado pode ser considerado um
potencial acaricida natural com acdo positiva em carrapatos da espécie R.sanguineus 1.s. (R.
linnaei), provocando nestes toxicidade, confirmada pelas alteracbes encontradas tanto nos
Orgdos internos como no externo desses ectoparasitas (glandulas salivares, ovario, érgao de
Gené e integumento), bem como alterando a dindmica: a) dos parédmetros bioldgicos
reprodutivos e morfoldgicos, b) da viabilidade celular e ¢) da expressdogénica de células

embrionarias de carrapatos.
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