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RESUMO

A espécie Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s. |I.) é popularmente
conhecida como “carrapato do cdo” e tem destaque no campo cientifico pelo fato de
este ectoparasita ser um importante vetor de patdégenos, causadores de severas
enfermidades a animais domésticos, de pecuaria e ao homem. Sabe-se que 0 uso
indiscriminado de acaricidas sintéticos acarretam danos ambientais, além de
ocasionarem a selecdo de populacdes de carrapatos resistentes. Nesse sentido, a
procura por métodos alternativos e naturais que proporcionem um controle efetivo e
por acaricidas formulados a partir de bioativos extraidos de plantas tem se
intensificado, caso de plantas da espécie nativa Egletes viscosa (macela) que ja
tiveram comprovadas na literatura os potenciais de ac¢des antiespasmadica, anti-
inflamatéria, antimicrobiana, analgésica e sedativa. No entanto, além de se encontrar
um bioativo que seja eficiente no controle do ectoparasita, espera-se que este também
nao seja toxico para os hospedeiros (considerados organismos nao-alvos). Assim,
este estudo pretende avaliar, por meio da morfofisiologia, 0s possiveis danos
causados nos ovarios de fémeas de R. sanguineus s.l. expostos ao 6leo de macela,
bem como no tecido hepatico de camundongos Mus musculus (modelo de hospedeiro)
aspergidos com o mesmo 0leo, afim de identificar o potencial acaricida dos bioativos
presentes no 0leo essencial da macela e obter resultados que venham, num futuro
préximo, contribuir com os estudos de controle de ectoparasitas que trazem inGmeros
prejuizos econdmicos, sanitarios e de saude publica.

Palavras-chave: Rhipicephalus sanguineus; controle; ovario; 6leo essencial; macela
ABSTRACT

Individuals of the species Rhipicephalus sanguineus lato sensu (SS) are
popularly known as "dog tick" and has become of great importance in the academic
field by the fact that this ectoparasite pathogen vector. It is known that the
indiscriminate use of synthetic acaricides causes environmental damage, besides
causing a selection of resistant tick populations. In this sense, the search for alternative
and natural methods that provide effective control by formulated acaricides from
bioactives extracted from plants has intensified, case of the native species Viscous
egletes (macela) that have already been shown potential antispasmodic, anti-
inflammatory, antimicrobial, analgesic and sedative actions in the literature. However,
besides finding a bioactive that is effective in controlling the ectoparasite, in this case
the dog tick which in the present proposal will have evaluated the dynamics of ovarian
development, as this is the part that will generate new individuals, also be non-toxic to
hosts (considered non-target organisms), which will be evaluated here by means of
the hepatic morphophysiology of Mus musculus mice sprayed with macela oil. Thus,
generally, this study aims to obtain results that will, in the future, contribute to the
studies of control of ectoparasites that bring numerous economic, sanitary and public
health losses.

Keywords: Rhipicephalus sanguineus; ovary; essential oil; macela
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1 INTRODUCAO

Conhecer aspectos morfofisiol6gicos dos carrapatos, dentre eles os da espécie
Rhipicephalus sanguineus lato sensu (l. s) popularmente chamado de “carrapato do
cao” tem se tornado de grande importancia, uma vez que, este ectoparasita é vetor
de patdgenos, tais como Ehrlichia canis, Babesia canis e Hepatozoon canis em caes
(DANTAS-TORRES, 2010; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015 ) e ainda, de
bactérias do género Rickttesia spp., que causa a erliquiose canina, babesiose,
hepatozoonose e febre maculosa, nos animais em geral, incluindo no homem. Este
ectoparasita pode ser encontrado em qualquer pais do continente americano, sendo,
possivelmente, a espécie observada com maior frequéncia em todo o mundo
(GUGLIELMONE et al., 2014).

Alem de ser vetor de todos esses patdgenos, essa espécie ainda pode
provocar coinfeccdes, ou seja, ja foram observados patdgenos humanos interagindo
com muitos daqueles caninos (CABEZAS-CRUZ et al., 2019). Na tentativa de
minimizar-se os danos causados pelo carrapato do céo, o qual hoje habita juntamente
com esse hospedeiro preferencial, grande nimero de residéncias ao redor do mundo,
h& a necessidade de buscar-se métodos que sejam eficientes em seu controle, sem,
contudo, interferir no metabolismo dos organismos ditos néo alvos (em que se inclui o
préprio hospedeiro) (TORRES, 2008; CAMARGO-MATHIAS, 2018).

A literatura pertinente tem disponibilizado estudos que reportam resultados que
foram obtidos, embora, a grande maioria em laboratério, com formulacfes acaricidas
com bases quimicas de origem tanto sintética, quanto natural, sendo a primeira aquela
gue domina o comércio de medicamentos de uso veterinario (CAMARGO-MATHIAS,
et al., 2018) e que, embora eficientes na eliminacdo dos carrapatos, exibem pontos
negativos quando voltados para a sustentabilidade. Dentre os agravantes mais
reportados, estdo: a utilizacdo indiscriminada e em larga escala destes acaricidas, 0s
residuos que os mesmos deixam no ambiente, a interferéncia no metabolismo dos
organismos nao alvos e o surgimento de individuos resistentes, que se adaptam para
metabolizar com muita rapidez e sucesso 0s quimicos a que 0S mMesmos Sao expostos.

Na busca de novas estratégias, exemplos podem ser citados, como 0
desenvolvimento de formulagdes acaricidas que tenham em sua composic¢ao bioativos
extraidos tanto de plantas como de outros animais, que ja demonstraram ser eficientes

no controle dos carrapatos, como foi o caso dos bioensaios com carvacrol (LIMA-DE-
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SOUZA, JOSE RIBAMAR, 2019) e com o 6leo de semente de neem (REMEDIO
NEODINI, RAFAEL, 2014). Especificamente quando se fala em resisténcia dos
carrapatos aos produtos quimicos, ja se tem informacgdes disponiveis na literatura
mostrando a ocorréncia de individuos da linhagem R. sanguineus (s.s), encontrados
principalmente numa da regidao do Rio Grande do Sul, (SIMONE BECKER et al., 2019).

O sistema reprodutor feminino dos carrapatos é o responsavel por prover as
células germinativas que dardo origem aos novos individuos. O mesmo esta
compostos por varias estruturas que incluem um ovéario que consiste em um tubo
formado por uma parede epitelial, onde estdo presos, por meio do pedicelo, ovocitos
nos diversos estagios de desenvolvimento, que no caso de R. sanguineus I. s. sdo 05:
imaturos (I, Il e Ill) e maturos (IV e V), sendo que o V ja esta pronto para ser fecundado
(CAMARGO-MATHIAS, et al., 2018) (Fig. 1) . Encontrar, portanto, substancias com
potencial acaricida que consigam inibir o desenvolvimento desse importante 6rgéo dos
carrapatos seria uma alternativa para controlar as infestacbes desse ectoparasita,
visto que uma vez inibida a vitelogénese, as chances de geracéo de um novo individuo

ficariam diminuidas.

Fig. 1: llustracdo dos estagios de desenvolvimento dos ovdcitos imaturos (I, Il e 1) e
maturos (IV e V) (Saito et al., 2005).
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Desta forma, a busca por alternativas mais limpas tem levado os pesquisadores
a testarem os bioativos que vem sendo frequentemente utilizados com outros
objetivos (medicinais e mesmo no setor alimenticio), geralmente pelas populacdes
locais, e os quais sao encontrados em diversas plantas nativas do Brasil. Dentre esses
vegetais com potencial para fornecer bioativos acaricidas, encontram-se plantas da
espécie silvestre Egletes viscosa, popularmente conhecida como macela, pertencente
a familia Asteraceae. Podem ser encontradas nas margens de lagoas, acudes e
cursos d’agua do sertdo e do litoral nordestino (MATOS, 2000). Vale ressaltar que a
macela é muito utilizada pela populacdo destes locais, uma vez que seus bioativos
agem como: antiespasmadicos, anti-inflamatérios, antimicrobianos, analgésicos e
sedativos (PEREIRA et al, 2018).

Fig. 2: Egletes viscosa (L.) Less., familia Asteraceae (Foto por Wynn Anderson, University
of California, Berkeley, EUA).

Assim, diante da busca por alternativas que sejam eficientes como acaricidas,
porém, ainda sustentaveis e mais limpas, minimizando os prejuizos que possam ser
causados pelo seu uso, tanto aos organismos nao alvos quanto ao meio ambiente, o
presente estudo teve como objetivo avaliar morfohistologicamente o efeito sobre os
ovarios de fémeas ingurgitadas (5 dias de alimentacéo) de carrapatos R. sanguineus

l. s., da exposicdo das mesmas ao 6leo vegetal de Egletes viscosa, nas concentracdes
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de 25; 12,5 e 5 mg/mL (baseadas em estudos prévios), verificando-se a potencialidade
destes bioativos em interferir na dindmica da vitelogénese, inibindo-a e
consequentemente, interferindo na geracdo de novos individuos, visto serem essas
células, as responséaveis pela perpetuacao da espécie. Ainda neste mesmo estudo,
realizou-se a avaliacédo da toxicidade das concentracdes de 25; 12,5 e 5 mg/mL do
mesmo 6leo, sobre camundongos Mus musculus, que aqui simularam o modelo
vertebrado de hospedeiro. Essas informagfes obtidas em laborat6rio e abordando
aspectos tanto do ectoparasita quanto do hospedeiro, certamente auxiliardo na busca

por acaricidas naturais que possam a médio prazo ser utilizados em campo.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. MATERIAIS
2.1.1 Carrapatos Rhipicephalus sanguineus |. s.

Individuos machos e fémeas em jejum dos carrapatos originarios de colénias
dos laboratérios da “Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology” (BCSTM)
instaladas em sala do Biotério do Instituto de Biociéncias da UNESP, campus de Rio
Claro, SP, Brasil, foram mantidos em estufa BOD (Biological Oxygen Demand)
Eletrolab EL 202 em condi¢des controladas (29°C, 80% de umidade e fotoperiodo de
12 horas) para serem utilizados na infestagdo. Para obtencdo das fémeas de R.
sanguineus s. |. completamente alimentadas (ingurgitadas), os espécimes foram
alimentados em coelhos hospedeiros (Grupo Genético Botucatu) por meio de
infestacOes artificiais. Os coelhos hospedeiros eram isentos de contato prévio com o
ectoparasita e com o Oleo essencial e foram mantidos em gaiolas de contencdo em
sala alocada no mesmo Biotério com racéo e agua ad libitum durante todo o periodo

de experimentacao.

Para a infestacao, 25 fémeas e 25 machos em jejum foram colocados no interior
de uma camara de alimentacao posicionada no dorso do hospedeiro. Oito horas apos
a liberacéo dos carrapatos na camara foi realizada a primeira observacéo da area de
fixacdo das fémeas e nos dias subsequentes, foram realizadas observacdes diarias
até o ingurgitamento total e desprendimento dos espécimes no décimo dia. Os
procedimentos de constru¢do das camaras de alimentacao, de fixacdo, de infestacéao
e de controle dos carrapatos nestas camaras, foram realizados segundo Bechara et
al. (1995) em concordancia com a Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA-IB-
UNESP/Rio Claro) protocolo n° 17/2019.

2.1.2. Camundongos Mus musculus

Foram utilizados 15 camundongos Swiss fémeas, da espécie Mus musculus,
saudaveis, “spf’ (patégeno-free), com peso aproximado de 20g, e idade entre 5 e 6
semanas, adquiridos do Centro de Pesquisa e Producédo de Animais (CPPA) da
UNESP de Botucatu, SP, Brasil. Os animais foram alocados em sala nas

dependéncias do Biotério do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
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Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP, campus de Rio Claro, SP, Brasil e
mantidos em caixas retangulares de polipropileno (30x20x13cm) (3 caixas com 5
animais cada) em condi¢gdes normais de 22°C £ 2° de T, 50% de umidade, ventilagao
apropriada, exaustor e fotoperiodo de 12 horas e foram alimentados com racdo e agua
ad libitum.

2.1.3. Oleo essencial de macela-da-terra (Egletes viscosa Less.)

Capitulos florais secos de E. viscosa foram adquiridos em um supermercado
na cidade de Fortaleza (Ceard, Brasil) em marco/2016. Para a extracao do Oleo
essencial, 300 g de capitulos florais foram misturados a 1,5 L de agua destilada em
um baldo de fundo redondo (3 L) e submetidos a hidrodestilacdo por 4 h, usando
aparelho tipo Clevenger. Em seguida, o 6leo essencial (R=1,2 %, v/m) foi recolhido e
centrifugado (2000 RPM; 10 min), seco com sulfato de sodio anidro e armazenado em
frasco ambar a — 20 °C para posterior analise por Cromatografia gasosa com

espectrometria de massas (CG-EM) e deteccao por ionizacdo em chama (CG-DIC).
2.2. METODOS
2.2.1. Teste de imerséo das fémeas de R. sanguineus s.l.

Para tanto utilizou-se o protocolo de imersédo proposto por Drummond et al.
(1973). Antes do inicio dos testes, as fémeas completamente ingurgitadas foram
separadas em 5 grupos experimentais (5 espécimes para cada concentracao,
totalizando 25 fémeas ingurgitadas), com peso homogéneo garantido apds pesagem
em balanca analitica, higienizadas com agua corrente, em peneira, e secas com papel
absorvente macio. Foram estabelecidos os seguintes grupos experimentais: Grupo
controle 1 (Cl): fémeas ingurgitadas expostas somente a agua destilada; Grupo
controle 2 (C2): fémeas expostas ao solvente, etanol 50% (etanol e agua, v/v). Grupos
tratamento (T1, T2 e T3): fémeas expostas as diferentes concentracdes do 6leo de
macela, 5mg/mL (T1), 12.5 mg/mL (T2) e 25 mg/mL (T3).

As fémeas ingurgitadas foram imersas por cinco minutos nas diferentes
concentracbes dos 6leos essenciais (cada concentracdo = um tratamento) e, nos
grupos controle em 4gua destilada e em etanol 50%. Apés a imerséo, as fémeas foram
colocadas sobre folhas de papel absorvente para retirada do excesso de liquido e na

sequéncia, foram pesadas individualmente em balanca analitica, posicionadas em
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placas de Petri (150 x 30mm) devidamente identificadas e mantidas em camara
climatizada Eletrolab El 202 BOD (Biological Oxygen Demand) a 27+1°C e UR
80£10%. As fémeas dos grupos tratamento foram acondicionadas em céamara
diferente daquela utilizada para os grupos controle evitando assim possiveis
interferéncias devido a volatilidade dos compostos.

Nesta etapa, foi realizado o acompanhamento didrio dos carrapatos que
permaneceram sob observacéo durante 5 dias, visto que a maioria dos efeitos dos
acaricidas nao sao imediatos e as alteracbes morfolégicas geralmente sao
observadas apdés esse periodo. 2.2.2. Avaliacdo morfoldgica do ovério de fémeas de
R. sanguineus I. s. expostas ao 6leo de E. viscosa.

Decorridos 5 dias ap0s o bioensaio de imersao, as fémeas foram anestesiadas
por choque térmico e dissecadas em solucao salina (NaCl 7.5 g/L, Na2HPO4 2.38 g/L
e KH2PO4 2.72 g/L), onde tiveram o seu escudo dorsal removido segundo protocolo
descrito por Pereira et al. (2017) e os 6rgéos internos expostos, incluindo os ovarios
gue foram coletados e fixados em paraformaldeido 4% por 48 horas. Em seguida,
foram transferidos para solucéo tampéo fosfato onde permaneceram por 24 horas,
foram desidratados em série crescente de alcool etilico a 70%, 80%, 90% e 95%
(banhos de 15 minutos cada), embebidos em historesina Leica® por 7 dias e incluidos
em moldes plasticos com resina e polimerizador.

Apo6s polimerizados, os blocos foram seccionados em microtomo LEICA RM
2255, (3 um de espessura) e as secgdes foram recolhidas em laminas de vidro
previamente limpas. Metade da quantidade total de laminas contendo as seccdes
histol6gicas foram coradas pela hematoxilina de Harris e eosina aquosa (HE) segundo
Junqueira e Junqueira (1983) e adaptado por Camargo-Mathias (2018). As laminas
restantes foram coradas pelo azul de bromofenol para deteccao das proteinas totais,
segundo Pearse (1985) e adaptado por Camargo-Mathias (2018).

Na sequéncia as laminas foram secas ao ar livre, diafanizadas e montadas em
Entellan®, para fotodocumentacdo em microscépio de luz de campo claro LEICA
DM750 alocado nas dependéncias do Departamento de Biologia Geral e Aplicada da
UNESP, Rio Claro, SP, Brasil.
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2.2.3. Bioensaio de exposi¢cdo dos camundongos Mus musculus ao Oleo

essencial de macela via aspersao

Para esta etapa, 15 fémeas de camundongos Mus musculus foram alocadas
em 3 grupos experimentais: Grupos Controle (C1, C2/5 fémeas por grupo): as fémeas
foram expostas via asperséo, a 4gua destilada (C1) e ao etanol 50% (solvente do 6leo)
(C2); Grupo Tratamento (T1/5 fémeas): foram expostas (asperséo) ao 6leo essencial
de E. viscosa na concentracdo de 25 mg/mL (6leo diluido em etanol 50%). Esta
concentracdo foi a mais agressiva quando examinados os ovarios das fémeas dos
carrapatos. O método, o intervalo entre as aspersdes e a duracdo do experimento
basearam-se em simular uma situacao que ocorreria em campo.

As aspersdes foram realizadas em 3 dias consecutivos (tempo maximo de
aspersao indicado para utilizacdo de acaricidas comerciais), com intervalos de 24
horas entre elas, fazendo uso de frascos do tipo spray, previamente esterilizados e
contendo o 6leo nas diferentes concentracdes. As aplicacdes foram realizadas até que
0s animais estivessem totalmente molhados, segundo protocolo estabelecido por
Cunha et al. (2017). Durante este bioensaio os animais (individualmente) tiveram seu
peso aferido diariamente. Apds terminadas as exposic¢des, procedeu-se a observacéo
dos animais durante 14 dias e, a intervalos de 2 em 2 dias, o0s mesmos foram
individualmente pesados em balanca analitica com o objetivo de se verificar possiveis
alteracoes na massa corporal. No 14° dia, todos os individuos foram eutanasiados,
por superdosagem de analgésicos com cloridrato de ketamina (80 mg/kg MC/IP) e
cloridrato de xilasina (20mg/kg MC/IP). Na dissecc¢éao fez-se a retirada do figado de
cada animal, o qual foi dividido em fragmentos e estes foram imediatamente fixados
por 7 dias em paraformaldeido 4%.

Os procedimentos de eutanasia e remocado do figado foram realizados pela
veterinaria Leticia Maria Graballos Ferraz Hebling (CRMV 5412), e a metodologia foi
aprovada pelo Comité de Etica no Uso Animal da UNESP/Rio Claro (CEUA-IB-
UNESP/RIo Claro, protocolo n°17/2019.

2.2.4. Avaliacdo morfolégica do figado de camundongos Mus musculus

expostos ao 6leo de macela

ApoOs a fixacdo do material, este foi transferido para solu¢do tampéao fosfato de

sédio, onde permaneceu por 24 horas. Na sequéncia, foi desidratado em série
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crescente de alcool etilico (a 70, 80, 90, 95 e 100%) a intervalos de 1 hora e logo apés,
foi embebido em historesina Leica®. Na sequéncia procedeu-se a emblocagem do
material em moldes plasticos contendo resina e polimerizador. Apés endurecidos os
blocos foram seccionados em micrétomo LEICA RM 2255 (3um de espessura) e as
secc¢Oes foram recolhidas em laminas de vidro previamente limpas. Depois de secas
as laminas ao ar livre as mesmas foram coradas pela hematoxilina de Harris e eosina
aquosa (HE) segundo Junqueira e Junqueira (1983) e adaptado por Camargo-Mathias
(2018). Finalmente, as laminas foram cobertas com Entellan® e laminula (preparacéo
permanente) para exame e documentacdo fotografica em microscépio de luz de
campo claro LEICA DM750 alocado no Departamento de Biologia Geral e Aplicada da
UNESP de Rio Claro, SP, Brasil.

3. RESULTADOS

3.1. Morfohistologia do ovario de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus s.l.

expostas ao 0leo de macela
3.1.1. Coloracao pela hematoxilina-eosina (HE) e pelo azul de bromofenol

Grupos Controle 1 e 2 (C1 e C2): Os resultados obtidos no presente trabalho
mostraram que nos grupos controle a morfologia dos ovocitos, assim como era de se
esperar, foi preservada, uma vez que 0S mesmos apresentaram todas as
caracteristicas descritas anteriormente por Oliveira et. al. (2005), ou seja:

- Ovaocitos do tipo |, apresentaram-se elipticos, com vesicula germinativa e
nucléolo evidentes e ocupando grande parte de um citoplasma homogéneo onde a
granulacao do vitelo, ainda ndo estava presente (Fig. 1A e Fig. 1E).

-Ovacitos Il maiores do que aqueles do tipo I, ainda elipticos e com vesicula
germinativa localizada centralmente imersa numa fina e homogénea granulacdo
citoplasmatica (Fig. 1B e Fig. 1G).

-Ovocitos mais maduros (lll, IV e V) ao contrario dos estagios anteriores
apresentaram inicio da deposicao/sintese de granulos vitelinicos (lll) a qual foi
completada naqueles em estagio V. Da mesma forma, nos ovaocitos 1l foi observado
0 inicio da deposicdo do corio como mostram as figuras 1C-E, a qual se completou

nos ovacitos V (Fig. 1C e Fig. 1H).
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-Ovacitos IV dos grupos controle, mostraram forma que passou de eliptica para
arredondada, devido a sintese/deposicdo do vitelo este, composto por granulos de
tamanho e coloragdes variadas, dispostos aleatoriamente pelo citoplasma (Fig. 1D e
Fig. 11).

-Ovdcitos V, foram as maiores células germinativas observadas, abrigando no
citoplasma grandes granulos de vitelo com tamanhos e contetdos variados (Fig. 1E
e Fig. 1J) e deixando encoberta a vesicula germinativa que ndo pode mais ser mais
observada. Nestes ovacitos foi finalizada a deposi¢éo do corio.

Todos os estagios dos ovdcitos dos grupos controle (C1 e C2) apresentaram
intensa presenca de proteinas totais, as quais foram marcadas em azul (Fig 2. A-J).

Grupo Tratamento 1: exposicdo ao 6leo de macela a 5 mg/mL

A exposicdo das fémeas ao Oleo de macela na concentracdo de 5mg/mL
mostrou que houve alteracdo nos ovocitos I, visto que 0s mesmos passaram a ter
forma irregular, ainda continuaram nao apresentando granulos de vitelo, e mostraram
inicio de vacuolizacdo no citoplasma, que abrigou uma vesicula germinativa
arredondada, contendo no seu interior, um nucléolo hipertrofiado e em forma de anel
(Fig. 1K).

Os ovacitos 1l e lll, assim como aqueles |, também tiveram sua morfologia
alterada, passando de arredondados a irregulares. Nestes, os granulos de vitelo
puderam ser observados imersos num citoplasma vacuolizado. Nestes estagios
verificou-se que também a vesicula germinativa esteve com sua morfologia alterada,
apresentando-se também com forma irregular (Fig. 1L-M).

Os ovdcitos 1V, nas fémeas expostas, de arredondados passaram a elipticos e
no citoplasma os granulos de vitelo estiveram preferencialmente localizados préximos
a regido de contato ovdcito/pedicelo, estando a maior parte do citoplasma
vacuolizada. A vesicula germinativa também estava irregular e o nucléolo nao foi
observado (Fig. 1N).

Os ovacitos dos estagios IV e V apresentaram diminuicdo do tamanho dos
granulos de vitelo quando comparados aos controles. Além disso, nos ovacitos em
estagio IV observou-se no corio fraca marcacéo pelo azul de bromofenol, sugerindo
uma alteracdo na deposigcao das proteinas nesta membrana (Fig. 2N).

Os ovocitos V foram as células germinativas que mais sofreram com a
exposicdo ao Oleo da macela, visto que estiveram completamente irregulares em sua

forma. Ao contrario dos outros estagios, no citoplasma destes observou-se a presenca
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de granulos de vitelo e a auséncia de vacuolizagdo. O corio, jA& completamente
depositado, mostrou rompimento em algumas regides do contorno do ovécito. Devido
a grande quantidade e ao tamanho dos granulos de vitelo, ndo foi observada a
vesicula germinativa (Fig. 10).

Grupo tratamento 2: exposi¢cado ao 6leo de macela a 12,5 mg/mL

Ovacitos |, Il e IV apresentaram as mesmas alteracfes observadas nestes
mesmos estagios de desenvolvimento na exposi¢ao a concentragdo anterior (Fig. 1P,
Fig. 1Q e Fig. 1S). Foi também observado que as proteinas se distribuiram
aleatoriamente pelo citoplasma, sem localizagéo preferencial (Fig. 2P e 2Q)

Ovdcitos 1ll apresentaram-se irregulares na forma e com a presenca de
granulos de vitelo menores e menos corados, além de vacuolizagdo citoplasmatica. A
deposicao do cério nos ovaocitos 1l ja estava iniciada. A vesicula germinativa nao foi
observada (Fig. 1R).

Ovacitos V apresentaram forma irregular. Na regido cortical dos mesmos
observou-se a auséncia de granulos de vitelo, e assim o citoplasma mostrou-se
negativo aos corantes aplicados, porém, aqueles que ocuparam o restante do
citoplasma foram fortemente marcados pela eosina (Fig. 1T e Fig. 1S).

No corio foram observadas dobras, muito provavelmente devido ao
encolhimento e diminuicdo do tamanho desses ovdcitos. A vesicula germinativa nao
foi observada. Nos ovocitos nos estagios Ill, IV e V observou-se que a vacuolizacao
foi bastante intensa. A marcacdo das proteinas pelo bromofenol foi mais fraca no
citoplasma destas células (Fig. 2R-S).

Grupo tratamento 3: exposicdo ao 6leo de macela a 25 mg/mL

A exposicdo a essa concentracdo do 6leo de macela provocou nos ovocitos |,
lIl e IV alteracdo na forma, visto que 0s mesmos passaram a irregular e tiveram mais
intensa vacuolizacdo citoplasmatica quando comparados as concentracdes
anteriores, além da vesicula germinativa irregular e com auséncia de nucléolo (Fig.
1U, Fig. 1W e Fig. 1X).

Os ovacitos | e Il, também tiveram sua forma alterada (irregulares). Foi possivel
observar um citoplasma mais denso. A vesicula germinativa, assim como nos estagios
mais avancados, também teve sua forma alterada, e ainda apresentando um nucléolo
hipertrofiado e em forma de anel, morfologia caracteristica de células que estdo em

processo de morte (Fig. 1V).
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Os ovacitos V também irregulares, ndo apresentaram no seu cortex a presenga
de granulos de vitelo. Nessa regido os corantes ndo reagiram. Os poucos granulos de
vitelo observados estavam confinados na regido central do ovocito e apresentando
diversos tamanhos e forte positividade aos corantes aplicados (Fig. 1T e Fig. 1Y). O
corio apresentou-se com dobras (Fig. 1Y).

Nos ovocitos deste grupo tratamento e em todos os estagios de
desenvolvimento observou-se a diminuicdo do tamanho dos granulos de vitelo e fraca

marcacao do citoplasma pelos corantes (Fig 2U-Y).

Fig. 3: Seccdes histoldgicas dos ovécitos nos estagios de | a V de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus sanguineus s. |. controle (dgua e etanol 50%) e expostas as diferentes
concentracdes do Oleo essencial de macela-da-terra (Egletes viscosa Less.). Coloracao pela
Hematoxilina-eosina (HE).

A-E: Grupo controle 1 (C1) (dgua destilada); F-J: Grupo controle 2 (C2) (etanol 50%, v/v); K-
O: Grupo tratamento 1 (T1), exposto a concentracdo de 5 mg/mL do 6leo de macela; P-T:
Grupo tratamento 2 (T2), exposto a 12,5 mg/mL do 6leo de macela; U-Y: Grupo tratamento 3
(T3), exposto a maior e mais efetiva concentracéo do 6leo, 25 mg/mL.

cr: membrana do cério; gv: granulos de vitelo; nu: nucleo; va: vacuoliza¢do; vg: vesicula
germinal.

Barras(A-Y): 50um



21

FIGURA 3

Fig. 4: Seccdes histoldgicas dos ovocitos nos estagios de | a V de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus sanguineus s. |. controle (agua e etanol 50%) e expostas as diferentes
concentracdes do 6leo essencial de macela-da-terra (Egletes viscosa Less.). Coloragéo pelo
Azul de bromofenol.

A-E: Grupo controle 1 (C1) (agua destilada); F-J: Grupo controle 2 (C2) (etanol 50%, v/v); K-
O: Grupo tratamento 1 (T1), exposto a concentracdo de 5 mg/mL do 6leo de macela; P-T:
Grupo tratamento 2 (T2), exposto a 12,5 mg/mL do 6leo de macela; U-Y: Grupo tratamento 3
(T3), exposto a maior e mais efetiva concentracdo do 6leo, 25 mg/mL.

cr: membrana do cério; gv: granulos de vitelo; nu: nucleo; va: vacuolizagédo; vg: vesicula
germinal.

Barras(A-Y): 50um
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FIGURA 4

3.2. Morfohistologia do figado de camundongos Mus musculus expostos ao 6leo de

macela via aspersao

Grupos Controle (Cl e C2)

Nos figados dos animais alocados em ambos os grupos controle (C1 e C2), ou
seja, expostos a agua (Fig. 3 A-B) e ao etanol 50% (Fig. 3 C-D) respectivamente,
observou-se o lumen da veia centrolobular com as células endoteliais preservadas e
a presenca de hemacias no interior da mesma. Células de Kupffer, observadas aqui
pela deteccdo de seus nucleos alongados também estiveram presentes (figura 3B).

Os corddes de hepatdcitos mostraram que essas células se mantiveram
preservadas, o que era esperado e de acordo com o descrito na literatura, ou seja,
com forma cubica, citoplasma eosindéfilo e um ou dois nucleos centrais e arredondados
(Fig. 3A)

Grupo Tratamento 25 mg/mL
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De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, verificou-se que a
concentracdo do 6leo essencial da macela (Egletes viscosa) mais agressiva para 0s
ovocitos dos carrapatos, foi a de 25 mg/mL e, por essa razao, a mesma foi a escolhida
para os estudos de exposicao e toxicidade na avaliagdo do tecido hepatico dos
camundongos (Mus musculus).

A exposicdo mostrou que a veia centro lobular apresentou as células
endoteliais ao redor do lumen sem modificacdes quando comparadas as dos grupos
de tratamento (Fig. 3E, Fig. 3F). Da mesma forma que no controle, no grupo exposto,
a veia centrolobular mostrou um ltmen com grande quantidade de heméacias com
aspecto integro.

Os corddes de hepatdcitos mostraram-se arranjados na forma tipica descrita
por (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2017). Especificamente os hepatécitos nos figados
dos individuos desse grupo apresentaram-se mais fortemente positivos aos corantes
empregados. Além disso, notou-se que o citoplasma dos mesmos se apresentou com
maior densidade dos componentes, provavelmente em resposta a acado do composto
toxico (Fig. 3E e Fig. 3F). Comparando-se 0s grupos controle e tratamento notou-se
gue o limite celular dos hepatdcitos expostos nao ficou evidente como observado no
controle, sugerindo que algumas células sofreram alteracdes, principalmente no seu
tamanho, ou seja, sofreram hipertrofia, a qual pode ser observada em algumas destas

células. As células de Kupffer ndo mostraram sinais de alteracdes (Fig. 3 E-F).

Fig.5: Seccbes histoldgicas dos figados de camundongos Mus musculus expostos e nao
expostos ao Oleo essencial de macela-da-terra (Egletes viscosa Less.). Coloracéo
Hematoxilina-eosina (HE).

A-B: Controle 4gua; C-D: Controle etanol 50%; E-F: Oleo de macela na concentracdo de
25mg/ml.

vc: veia centrolobular, ce: célula endotelial, at: alteracdo do tamanho da célula, hi: hipertrofia,
cK: célula de Kupffer, he: hepatdcito, hm: hemacia.

Barras (A, C, E): 50um; (B, D, F): 20um.
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FIGURA 5

4. DISCUSSAO

Os carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.),
popularmente conhecidos como carrapatos-do-cdo, vem ganhando cada vez mais
atencdo nos cenarios veterinario, médico e sanitario atuais, uma vez que infestam

caes, inclusive aqueles que convivem nas residéncias com seus donos e dessa forma,
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sdo potenciais transmissores de diversos patdégenos causadores de enfermidades que
afetam, ndo s6 aos outros animais, como também ao proprio homem (DANTAS-
TORRES, 2010; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015).

Além disso, € crescente na literatura o nimero de estudos que buscam
alternativas naturais de controle do carrapato, com a perspectiva de diminuir os
impactos ambiental e animal causados por outras formas de controle, especialmente
aquelas que fazem uso de produtos de natureza sintética, os quais dominam
atualmente o mercado veterinario mundial (CAMARGO MATHIAS, 2018). Assim,
pesquisadores de varias areas e fazendo uso de diferentes ferramentas de estudo,
vém se debrucando na busca de formulagdes acaricidas que ainda sejam efetivas no
combate aos carrapatos, porém, que nao deixem residuos toXicos nos organismos
nao-alvos.

Nesta direcdo, o presente trabalho analisou quais seriam os efeitos em fémeas
ingurgitadas de carrapatos R. sanguineus s. . expostas ao 0leo essencial da macela
(Egletes viscosa Less.), sobre a morfologia dos ovocitos das mesmas, com o objetivo
de se avaliar se e como este 0Oleo, agiria nestas células germinativas, imprescindiveis
para que novos individuos fossem gerados por estes ectoparasitas. Além disso, sob
a perspectiva do hospedeiro, no presente trabalho fezse a avaliacdo hepatica em
camundongos também expostos ao mesmo 6leo, com o objetivo de se verificar se
esse bioativo causaria alteracdes morfohistologicas no figado desses individuos.

Os resultados aqui obtidos demonstraram que os ovoécitos das fémeas expostas
ao 6leo de macela nas concentracdes de 5, 12.5 e 25 mg/mL apresentaram alteracfes
gue foram observadas em todos os estagios de desenvolvimento, ou seja, desde
aqueles em estagio | até aqueles no estagio V, alteracdes essas que incluiram de
modo geral: hipertrofia do nucléolo, irregularidade na vesicula germinativa, zonas de
vacuolizacdo no citoplasma, encolhimento dos ovdcitos e consequente enrugamento
do corio, além de terem sido observadas em regides desta membrana protetora, zonas
de rompimento. Ainda segundo os resultados obtidos, observou-se que as alteracdes
foram se intensificando a medida que a concentracdo do 6leo também foi maior,
estabelecendo-se entdo uma resposta dose-dependente.

Resultados semelhantes aos aqui encontrados ja foram anteriormente
descritos na literatura por Matos et al. (2014) e Lima-de Souza (2019) quando
expuseram fémeas ingurgitadas de carrapatos R. sanguineus s. |. a principios ativos

também obtidos de vegetais, a saber o timol e o carvacrol extraidos de plantas das
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familias Lamiaceae e Apiaceae, como, Lippia triplinervis (LAGE et al., 2013); L. gracilis
(CRUZ et al., 2013); Origanum onites (COSKUN et al., 2008); e O. bilgeri (KOC et al.,
2013). Esses autores obtiveram resultados que mostraram um crescente aumento da
intensidade dos danos celulares a medida que a concentracdo do bioativo também foi
maior, dado este corroborado no presente estudo.

Neste trabalho pode-se registrar que as fémeas de carrapatos do cao expostas
a todas as concentracfes aqui testadas, apresentaram seus ovocitos com intensa
vacuolizacgao citoplasmatica, principalmente na regido periférica destas células. Ainda
na maior concentragéo, ou seja, a de 25 mg/mL, ela foi mais extensa e provocou a
perda (fusdo/rompimento) de grande parte dos granulos de vitelo, 0 que deixou a
célula impedida de prosseguir no seu desenvolvimento e de gerar um novo individuo,
dados que corroboraram aqueles obtidos nos trabalhos dos pesquisadores Oliveira et
al. (2005), e Lima de Souza et al. (2019).

Dentre as alteracdes sofridas pelos ovocitos e resultantes da exposicdo dos
carrapatos ao 6leo de macela, ainda observou-se no interior da vesicula germinativa
dessas células, nucléolos hipertrofiados e em forma de anel, alteracéo que caracteriza
a ocorréncia de morte celular, no caso, em decorréncia da exposi¢cdo ao Oleo de
macela na concentracdo de 25 mg/mL, concentracdo essa que foi a mais citotoxica,
principalmente para os ovOcitos nos estagios mais avancados de maturacao, a saber,
aqueles IV e V.

Resultados semelhantes para a morfologia de nucléolo na forma de anel
também foram observados nos nucleos das células das glandulas salivares de R.
sanguineus s. |. por Furquim et al. (2008), quando os autores também registraram a
ocorréncia de morte celular. Os dados histologicos aqui obtidos deixam claro que os
danos citoplasmaticos, principalmente a intensa e extensa vacuoliza¢do, além da
fusdo/rompimento dos granulos de vitelo, provocaram a consequente perda da forma
dos ovdcitos, que passaram de ovais ou arredondados para totalmente irregulares,
inclusive com a presenca de dobras ndo s6 ha membrana plasméatica e também no
préprio corio, estrutura essa que em situacdo normal, deveria estar bastante rigida e
impedindo que o ovécito perdesse ndo so6 sua estrutura original, de forma que ficasse
vulneravel a entrada e saida de componentes na célula.

Assim, esses dados confirmaram que o referido bioativo foi potente a ponto de
conseguir atravessar a barreira das membranas (cério e plasmatica) e alterar a

morfofisiologia dos componentes celulares, dados que também permitiram sugerir que
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se houve rompimento do cério pode ter havido deficiéncia na sintese e secrecdo dessa
membrana. A ocorréncia dos danos observados no cério (menor rigidez e espessura)
trouxeram como consequéncia a maior susceptibilidade destas células ao transito de
moléculas nos dois sentidos de fora para dentro e vice-versa, visto que a célula teria
o controle de permeabilidade diminuido, ou até mesmo perdido, ficando assim mais
exposta. No caso dos ovécitos que chegassem a ser postos no ambiente, estes teriam
sua permeabilidade e rigidez das membranas totalmente deficientes e desta forma
ficariam mais expostos ao ambiente e a perda de dgua/desidratacdo, além de outros
danos.

Destaque-se ainda que puderam ser observados em alguns ovdcitos o
rompimento do cério em determinados locais dessa membrana, confirmando a agéo
toxica do bioativo sobre essas células. A maioria dos dados aqui obtidos foram
corroborados por outros estudos desenvolvidos por outros autores, 0s quais também
estudaram as alteracbes ocorridas em ovocitos de carrapatos ap0s exposicéo a
acaricidas de origem natural. Pode-se citar como exemplo os trabalhos desenvolvidos
por Remedio, et al. (2015) que expuseram fémeas de R. sanguineus s. | ao 6leo de
Azadirachta indica (neem) em diferentes concentra¢cdes demonstrando também que
os ovarios foram morfofisiologicamente alterados.

Outros autores expuseram fémeas de Amblyomma cajennense ao jambu
(Acmella oleracea) nas concentracbes 3,1; 6,2 e 12,5 mg/mL e, observaram a
presenca de alteracfes citoplasmaticas e nucleares nos ovocitos, alteracfes estas
gue também ocorreram de forma dose dependente (ANHOLETO, et. al, 2019). Assim,
os dados aqui apresentados mostraram a ocorréncia de alteracdes morfohistolégicas
e consequentemente fisioldgicas nos ovocitos de fémeas ingurgitadas de carrapatos
R. sanguineus s. |. expostas a diferentes concentracfes do 6leo essencial de macela
(E. viscosa Less.), 0 que permite considerar esse bioativo como uma perspectiva de
controle de carrapatos do cdo num futuro a médio prazo.

Além da histologia, no presente estudo fez-se também a histoquimica das
proteinas totais, por meio da coloracado de secc¢fes histologicas de ovarios de fémeas
de carrapatos expostas ao 6leo de macela, pelo azul de bromofenol. Os resultados
mostraram que as proteinas também sofreram alteragfes, a medida que se aumentou
a concentracao do bioativo, sendo que a maior concentragao (25 mg/mL) causou as
maiores altera¢cdes morfohistologicas em todos os estagios do desenvolvimento dos

ovocitos. As alteracdes mais frequentes que foram observadas disseram respeito a
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reducdo da positividade ao corante no cério observada nos ovacitos IV e V, menores
areas com marcacao positiva devido a extensa vacuolizagdo citoplasmatica, indicando
o potencial desse 6leo no controle de carrapatos do cdo em bioensaios de laboratério.
Outros autores encontraram resultados semelhantes com a exposicéao de carrapatos
a outros bioativos (SAMPIERI, 2012; KONIG, ISAAC et al., 2020).

Como mencionado anteriormente, no presente trabalho também se fez uma
avaliacdo do figado de camundongos (modelos de hospedeiros) antes (controle) e
depois (aspergidos) com o 6leo de macela, para se verificar a ocorréncia ou ndo de
alteracfes nessa importante glandula dos vertebrados. O figado € um 6érgdo composto
pelas células hepéticas (hepatécitos) e pelas células de Kupffer (macréfagos
especificos deste 6rgao). A distribuicdo dos hepatdcitos no 6rgao da-se sob a forma
de corddes ou placas, organizados de forma que fiquem direcionados da periferia do
I6bulo para seu centro, facilitando assim que a circulagdo sanguinea aconteca de
forma eficiente tanto na eliminacdo de produtos do metabolismo como no
desempenho de todas as outras funcbes pelas quais o oOrgdo € responsavel
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Por entre os cordbes de hepatdcitos encontram-se vasos sanguineos com
diametros extremamente finos, os denominados sinusoéides hepaticos, irregularmente
dilatados e compostos por uma camada descontinua de células endoteliais
fenestradas, encontram-se as células de Kupffer, macrofagos especificos do figado
com funcbes de: metabolizar hemacias velhas, digerir hemoglobina, secretar
proteinas relacionadas com o0s processos imunolégicos e destruir bactérias que
eventualmente penetrem no sangue portal a partir do intestino grosso (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017). Pela importancia do figado no metabolismo dos mamiferos, esse
foi 0 6rgdo escolhido para estudar o efeito do 6leo de macela apds a exposicdo nos
camundongos ao mesmo.

Os resultados mostraram que nos individuos alocados no grupo exposto os
citoplasmas dos hepatdcitos foram marcados com maior positividade, indicando maior
densidade dos componentes celulares, provavelmente em resposta a acdo do
composto téxico, guando comparou-se com 0 grupo de animais ndo expostos. Nos
resultados também ficou demonstrado que nas células hepaticas dos individuos do
grupo exposto, os limites celulares nao ficaram tao evidentes, o que reforgou a
hipétese de que o bioativo provocou alterages, principalmente no tamanho das

células, causando nestas uma hipertrofia que deixou seus limites celulares ainda mais
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ténues devido ao inchago, e em muitas ocasides, rompendo-0s, dados estes aqui
obtidos que corroboraram aqueles observados por outros autores, como Oliveira et al.
(2012) em outros estudos com carrapatos expostos a produtos toxicos. Apesar de ter
sido observada alteracao nos hepatécitos, verificou-se que as células de Kupffer ndo
foram afetadas pela presenca do bioativo, no caso, o 6leo de macela, uma vez que
ndo houve proliferacdo das mesmas no 6rgao.

No geral, o presente estudo evidenciou alteracbes morfohistoldgicas dose-
dependentes relevantes no ovario de carrapatos R. sanguineus, expostos ao 6leo
essencial da macela, que incluiram: hipertrofia do nucléolo, irregularidade na vesicula
germinativa, zonas de vacuolizacdo no citoplasma, encolhimento dos ovdcitos e
enrugamento do corio, além de terem sido observadas regibes desta membrana
protetora, que estavam rompidas.

Outros trabalhos que analisaram a toxicidade de acaricidas sintéticos e naturais
sobre vertebrados, simulando nos bioensaios o papel do hospedeiro dos carrapatos
(CUNHA, et al., 2017) mostraram que os acaricidas com ambas as bases moleculares
(sintética e natural) foram potencialmente tdxicos para 0s animais, uma vez que seus
figados sofreram alteracbes morfofisioldgicas observadas por meio do aumento da
sintese de glicogénio, presenca de vacuolizacao nas células, nucleos dos hepatdcitos
com marginalizacdo e compactacdo da cromatina e hipertrofia do hepatécito, nas
exposicdes ao fipronil (sintético) e ao timol (natural), dados esses que foram no
presente estudo parcialmente corroborados, visto que o 6leo de macela provocou nas
células hepaticas alteracdes no tamanho destas deixando seus limites celulares mais
ténues, além de uma maior densidade citoplasmatica evidenciada pela maior
positividade ao corante aplicado, dados que permitiram sugerir que ao contrario do
timol o 6leo de macela provocou alteracdes menos agressivas no figado dos

camundongos a ele expostos
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