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RESUMO

Os dados obtidos no presente trabalho comprovaram o potencial acaricida do timol nas
concentragdes de 1,25; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 mg/mL, visto que o produto foi capaz de provocar
alteracGes morfofisiolégicas no singanglio, glandulas salivares, 6rgdo de Gené e ovérios de
fémeas da espécie Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Acari: Ixodidae). No singanglio das
fémeas expostas foram detectadas células da regido do cortex com citoplasma vacuolizado e
nucleos picndticos. As glandulas salivares também foram alteradas, visto que os acinos |
apresentaram dilatacdo dolumen, e os Il e Il apresentaram células com vacuolizacdo
citoplasmatica e nucleos fragmentados. As fémeas ingurgitadas quando foram expostas ao
timol diluido nas concentra¢@es de 10,0 e 20,0 mg/mL e tiveram o 6rgdo de Gene analisado,
mostraram a presenca de glandulas tubulares e acessérias com vacuolizagdo citoplasmatica,
nacleos com forma irregular e, as vezes, fragmentados ou com seu envoltério rompido.
Algumas células tiveram seus limites também rompidos pela acdo do produto, provavelmente
depois de terem sofrido uma hipertrofia. As mesmas também, quando ndo foram rompidas,
tiveram as invaginacgdes tanto da membrana do labirinto basal quanto das membranas laterais
desestruturadas. Ainda no érgdo de Gené, o timol na concentracdo de 20,0 mg/mL provocou
aumento na atividade das enzimas GST e caspase 3. Os ovocitos das fémeas ingurgitadas
também sofreram severos danos quando estas foram expostas ao timol principalmente nas
concentracdes de 10,0 e 20,0 mg/mL. Nestas células germinativas observou-se citoplasma
vacuolizado, rompimento dos grénulos de vitelo e presenca de mitocondrias alteradas interna
e externamente. A atividade da enzima SOD nos grupos expostos ao etanol 30%, e ao timol
nas concentracdes de 5,0; 10,0 e 20,0 foi inibida. Nas fémeas expostas as concentracfes de
5,0 e 10,0 mg/mL a atividade da enzima GST foi aumentada. Nas fémeas expostas a 20,0
mg/mL houve aumento da atividade da caspase 3, o que confirmou que o timol desencadeou o

processo de morte celular nestas células germinativas.

Palavras-chaves: Controle, histopatologia, caspase, morte celular, carrapato-marrom-do-cao.
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ABSTRACT

The results of this study demonstrated the acaricidal potential of thymol at the concentrations
of 1.25; 2.5; 5.0, 10.0 and 20.0 mg/mL, once the product was capable of causing
morphophysiological alterations in the synganglion, salivary glands, Gene’s organ and ovaries
of Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Acari: Ixodidae) female ticks. The synganglion of
the exposed females presented cells with vacuolated cytoplasm and pyknotic nuclei in the
cortex region. The salivary glands presented alterations as well, acini | presented enlarged
lumen, and the cells of acini Il and Il displayed cytoplasmic vacuolation and fragmented
nuclei. The engorged females that had the Gene’s organ analyzed and were exposed to diluted
thymol at the concentrations of 10.0 and 20.0 mg/mL presented tubular accessory glands with
cytoplasmic vacuolation and irregular nuclei, sometimes fragmented or with ruptured
membrane. Some cells were ruptured by the action of the product, probably after having
undergone hypertrophy. When not ruptured, these cells presented invaginations both in the
basal lamina and in the unstructured lateral membranes. Additionally, the thymol
concentration of 20.0 mg/mL caused an increase in caspase 3 and GST activities in the Gene’s
organ. The oocytes of the engorged females showed severe damages after exposed to thymol,
mainly at the concentrations of 10.0 and 20.0 mg/mL, displaying vacuolated cytoplasm,
ruptured yolk granules and internally and externally altered mitochondria. The activity of the
enzyme SOD in the groups exposed to ethanol 30%, and to thymol at 5.0, 10.0 and 20.0 was
inhibited. The females exposed to the concentrations of 5.0 and 10.0 mg/mL showed
increased GST enzyme activity. Caspase 3 activity was increased in the females exposed to
20.0 mg/mL, which confirmed that thymol triggered the process of cell death in such germ

cells.

Key words: Control, histopathology, caspase, cell death, brown dog tick

Renata da Silva Matos
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Introdugdo

I. 1INTRODUCAO

1.1 Carrapato Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Acari: Ixodidae)

Os carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Acari: Ixodidae) os
quais ttm o cdo doméstico como seu hospedeiro preferencial, tém atualmente se tornado
objeto de muitos estudos, uma vez que passaram a fazer parte dos ambientes urbano e
domeéstico, sendo ai introduzidos via animais pet, ou mesmo, via cdes que tém outras
participaces como os cdes de guia, por exemplo. Essa espécie de carrapato também ¢é
popularmente conhecida como carrapato-vermelho-do-cdo (NAVA et al., 2014; DANTAS-
TORRES, 2015).

Além da sua participacdo no ambiente urbano, estes artropodes sdo importantes
quando se trata da sanidade animal, visto os mesmos atuarem como vetores de diversos
patégenos (Ehrlichia canis, Babesia vogeli, Hepatozoon canis), bem como ja terem sido
registrados como vetores da Rickettsia rickettsii em humanos de algumas regides do EUA e
do México, e serem classificados como potenciais vetores desta bactéria no Brasil, e ainda sdo
comprovadamente vetor de R. conorii na regido do Mediterraneo (WOLDEHIWET, RISTIC,
1993;CUNHA et al., 2009; PACHECO et al., 2011; COSTA et al., 2011, 2012; SERRA-
FEIRA etal., 2011; SZABO et al., 2013; NAVA et al., 2014; DANTAS-TORRES, 2015).

O controle de R. sanguineus s.I. vem sendo realizado via aplicacdo de acaricidas,
diretamente nos animais, por meio de formulagdes spot-on e em pd, coleiras impregnadas,
shampoos, sprays e, por banho de imersdo. No entanto, 0 uso e a aplicacdo inadequados vem
influenciando na selecdo de carrapatos resistentes, na persisténcia de residuos no meio
ambiente, além de estarem causando riscos para 0s organismos ditos ndo alvos (CHAGAS,
2004; MIRESMAILLI et al., 2006; MILLER et al., 2001; MARTINS et al., 2006). Diante
disso, torna-se urgente a necessidade da realizacdo de pesquisas que busquem novas
estratégias de controle que sejam eficientes, porém que provoquem prejuizos minimos ao

homem, aos hospedeiros e a0 meio ambiente.

1.2 Timol

Dentro da perspectiva e busca de novas alternativas de controle de carrapatos que

sejam também sustentaveis, as substancias de origem vegetal vém sendo amplamente
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estudadas (GEORGE et al., 2014), com destaque para o timol (= 5Smetil — 2 isopropil — 1-
fenol), um monoterpeno refringente, volatil, extraido de plantas das familias Lamiaceae e
Apiaceae, 0 qual ja demonstrou ser eficiente no controle de bactérias, insetos, fungos e
moluscos (IMDORF et al., 1995; PASTEUR et al., 1995; MANSOUR et al., 2000; JI et al.,
2005; CALVET et al., 2005; FERREIRA et al., 2009).

Especificamente como agente do controle de carrapatos, a eficacia do timol foi
avaliada em diferentes espécies e estagios deste ectoparasita, em estudos realizados com ovos,
estagios imaturos alimentados e ndo alimentados, assim como em fémeas ingurgitadas das
espécies Riphicephalus (Boophilus) microplus, R. sanguineus s. I, Amblyomma sculptum
sendo lato e Dermacentor nitens (NOVELINO et al., 2007a,b; MONTEIRO et al., 2009;
2010; SCORALIK et al., 2012; MATOS et al., 2014a; MENDES et al., 2011; DAEMON et
al., 2012a; SENRA et al., 2013a, b; ARAUJO et al., 2015, 2016).

A maioria dos estudos mostrou que o timol teria elevada eficacia para as espécies
avaliadas, diferindo do que foi observado para R. sanguineus s.l., que de acordo com Daemon
et al. (2009) causou apenas 47% de mortalidade de fémeas da espécie R. sanguineus s.l.
ingurgitadas quando expostas a concentracdo de 2%. Porém, para os estagios imaturos (larvas
e ninfas), foi observada 100% de mortalidade para essa mesma concentragdo (DAEMON et
al., 2009; SENRA et al., 2013a).

Segundo estudos conduzidos por Scoralik et al. (2012) e Daemon et al. (2012b) o
timol poderia ter sua acdo potencializada quando diluido em etanol, o que explicaria 0s
diferentes resultados encontrados por Senra et al., (2013b), que utilizaram o timol diluido em
etanol 50%. Outro fator que poderia influenciar seria a intensidade da sensibilidade de cada
estagio de desenvolvimento do carrapato, citando novamente 0s experimentos de Senra et al.
(2013b) que avaliaram apenas estagios imaturos, ressaltando assim que os diferentes
métodos de solubilizacdo poderiam estar potencializando ou minimizando a a¢&o do timol.

Outros estudos conduzidos por Matos et al. (2014b) avaliaram os efeitos
histopatologicos do timol solubilizado em etanol 30%, sobre os ovéarios de fémeas
ingurgitadas de R. sanguineus s.l. Os autores observaram que em doses subletais (1,25; 2,5;
5,0 mg/mL) esta substancia provocou o surgimento de vacuolos citoplasmaticos, além de
invaginagdes e deformacdes nos limites celulares, bem como danos no cério dos ovocitos,
demonstrando que esta molécula teria potencial para alterar os sistemas internos de fémeas
adultas desta espécie.

O estudo mais recente tratando desta temética foi desenvolvido por Delmonte et al.

(2017) que incorporaram o timol em uma formulacdo a base de agua-em-0leo (semente de

Renata da Silva Matos
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uva) e também de agua-em-alcool 50%, expondo a estes diferentes estagios de R. sanguineus
s.l.. Os resultados demonstraram que quando incorporado em 6leo de semente de uva o timol,
nas concentracdes de 0,75 e 5,0 mg/mL, causou mortalidade acima de 90% nas larvas e nas
ninfas ingurgitadas. Para a formulacdo agua e etanol (50%) os resultados também foram
animadores quando se considerou os estagios de ninfa e de larva ndo ingurgitadas, pois
apresentaram indices de mortalidade de 88,1% e 91,0% em timol incorporado na formulagéo
hidroetandlica nas concentracdes de 2,5 e 1,0 mg/mL, respectivamente.

Independente do fato ja comprovado de que o timol tenha potencial para agir como
um acaricida, pouco ainda é conhecido da sua acdo sobre a morfofisiologia dos sistemas
internos dos carrapatos a ele expostos, ficando destacada a necessidade de estudos que
demonstrem como esse principio ativo altera suas células e tecidos, além de se detectar a
ocorréncia de diferentes respostas as exposicdes, em vista da susceptibilidade de cada um dos
estagios bioldgicos do ectoparasita, para assim poder-se avaliar qual seria 0 melhor método de
solubilizacdo, ou seja, aquele que permitiria otimizar a acdo desse principio ativo. Obter essa

informacdo poderia auxiliar na busca de uma nova alternativa de controle de carrapatos.

1.3 Singanglio

O sistema nervoso dos carrapatos, representado pelo singanglio, é o responsavel por
coordenar o metabolismo destes animais, incluindo o perfeito funcionamento de seus 6rgaos
vitais, sendo de grande importancia para a sobrevivéncia da espécie, incluindo o sucesso da
reproducdo e da alimentacdo (IVANOV, 1983). Este 6rgdo envia estimulos para a liberacdo
de hormonios que terdo importante acdo nos processos de ecdise, acasalamento, reproducéo,
alimentacdo, sintese e secrecdo de substancias importantes para o metabolismo dos carrapatos.
Segundo Simo et al (2009) existe uma complexa rede neuropeptidérgica que atinge 0s
diferentes tecidos em todo o corpo dos carrapatos e que tem origem no interior do singanglio.
No entanto, ainda sdo poucos 0s estudos que demonstram como ocorrem 0S Processos
moleculares que controlam as diferentes fungdes (POUND; OLIVER, 1984; MARZOUK et
al., 1985)

Os carrapatos Ixodidae possuem o sistema nervoso morfologicamente similar, ou
seja, esta composto por uma massa compacta de células a partir da qual se formam muitos
ganglios e nervos que irdo chegar as diferentes partes do corpo. O singanglio esta localizado
na regido ventral, entre o gnatossoma e o poro genital, mais especificamente entre o primeiro

e 0 segundo pares de pernas. O esdfago divide o singanglio em duas regibes distintas

Renata da Silva Matos
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denominadas de: a) supraesofagica de onde partem o0s nervos que controlam as funcbes
sistémicas da faringe, esofago, parte das glandulas salivares, bem como o movimento das
queliceras e b) subesofageal, responsavel por controlar a maioria dos 6rgaos internos, como o
sistema reprodutor, digestorio, os movimentos das pernas e dos musculos em geral
(ROSHDY, MARZOUK, 1984; PRULLAGE et al, 1992; ROMA et al., 2012
SONENSHINE, 2013).

De acordo com Sonenshine (2013), Prullage et al. (1992) e Roma et al. (2012) o
singanglio esta revestido externamente por uma camada acelular denominada neurilema que
tem permeabilidade seletiva e pode assim controlar a difusdo de ions e de outros elementos,
agindo no controle do que entra e sai do 6rgdo, como se fosse uma barreira de protecdo
(MARZOUK et al., 2001). Quando existem alteracdes nos canais de sédio da membrana das
células do singanglio, ocorre uma mudanca na sensibilidade neural dos carrapatos, o que pode
também desencadear a resisténcia & maioria das bases quimicas acaricidas (FURLONG,
MARTINS, PRATA, 2007; SANTOS, AREAS, REYES, 2007). Destaque-se que a
localizacdo do singanglio na cavidade periganglionar do corpo do carrapato facilita o
irrigamento constante do 6rgdo pela hemolinfa, o que permite a absorcéo e ou a secrecdo de
substancias nela oriundas/liberadas (COONS; ALBERT]I, 1999; LEES; BOWMAN, 2007).

Nos estudos desenvolvidos por Roma et al. (2013) que descreveram a acdo da
permetrina no sistema nervoso de R. sanguineus s.l. ficou demonstrado que este principio
ativo teria potencial de induzir a degeneracdo deste tecido, provocando a morte celular por
apoptose/autofagia, processos estes confirmados pela observacdo no tecido nervoso de
nacleos com cromatina condensada e marginalizada, pela presenca de blebs no envoltério
nuclear das células, bem como pela presenca de nucleos fragmentados dispersos pelo tecido.

Outros autores como Remédio et al. (2014) avaliaram os efeitos do extrato aquoso de
Azadirachta indica A. juss (nem) sobre o singanglio de fémeas semi-ingurgitadas de R.
sanguineus s.l., e observaram que a exposicdo as concentracdes de 0,1% e 0,2% causaram
danos ao tecido nervoso, representados pelo surgimento de areas vacuolizadas nas células do
cortex e da bainha periganglionar.

Outros estudos conduzidos por autores como Pereira et al. (2017) que expuseram
fémeas ndo alimentadas de R. sanguineus s.I. a deltametrina revelaram a neurotoxicidade
deste composto, por meio da observacdo de celulas do cortex com nucleos picnoticos e/ou
hipertrofiados e, ainda nas maiores concentracOes, a desorganizagdo estrutural da regido

neuropilica, bem como a ruptura do neurilema e do subperineuro.
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1.4 Glandulas Salivares

As glandulas salivares sdo importantes 6rgaos para a sobrevivéncia e reproducéo dos
carrapatos, uma vez que a sua integridade é fator limitante para o sucesso do processo de
alimentacdo (CAMARGO-MATHIAS, 2012). A liberagdo e produgdo de substancias por
esses oOrgdos auxiliam: na fixagdo do ectoparasita aos hospedeiros (MOORHOUSE,
TATCHELL, 1966), na osmorregulacdo (SONENSHINE, 2013), na inibicdo dos mecanismos
de defesa do hospedeiro, bem como nos processos de coagulacédo e de inflamacdo (NUTTAL,
STRICKLAND, 1908; PAESEN et al., 1999). Sdo ainda responsaveis pela digestdo dos
tecidos do préprio hospedeiro quando da fixagdo do ectoparasita (WALKER et al., 1985).

As glandulas salivares ocorrem aos pares na cavidade do corpo, sendo formadas por
cerca de 1.400 acinos (WALKER et al., 1985). Nas fémeas estdo presentes os acinos I, 11 e 11l
e nos machos, além destes, também se observa os acinos do tipo 1V (BINNINGTON, 1978;
BINNINGTON, STONE, 1981; FURQUIM et al., 2008). Cada tipo de &cino tem funcdo e
composicao celular especifica, sendo aqueles do tipo | classificados como agranulares e com
funcdo de controlar o balanco hidrico dos carrapatos (BINNINGTON, 1978; FAWCETT et
al., 1986; WALKER et al., 1985; GILL, WALKER, 1987; OLIVIERI, SERRA-FREIRE,
1992; SERRA-FREIRE, OLIVIERI, 1993). Os Il e Ill sdo classificados como granulares e
constituidos por diversos tipos de células que estdo envolvidas na producdo e na secre¢do de
diversos componentes (BINNINGTON, 1978; WALKER et al., 1985). Os do tipo 1V, que s6
ocorrem nos machos, tem funcdo de secretar moléculas que irdo contribuir na fixacdo e na
digestdo de tecidos do hospedeiro e possivelmente contribuir no processo de reproducao
(SAUER et al., 2000)

Diante da importancia das glandulas salivares para a alimentagdo e reproducéo dos
carrapatos estudos toxicologicos tém buscado demonstrar como as diversas formulacdes
acaricidas interferem na morfofisiologia desses 6rgdos. Os estudos de Pereira et al. (2009)
demonstraram os efeitos do fipronil nas glandulas salivares de fémeas ndo ingurgitadas e
semi-ingurgitadas de R. sanguineus s.l., expostas as diversas concentracfes deste quimico
sintético e mostraram a ocorréncia de dilatacdo no limen nos &cinos |, sugerindo que 0s
mesmos estivessem tentando eliminar o composto tdxico do sistema interno do individuo.

Com foco na efetividade e na sustentabilidade, atualmente a busca por produtos
acaricidas que retinam essas duas qualidades tem sido intensa. Varios pesquisadores ja vém
demonstrando que compostos naturais tém potencial acaricida, como por exemplo, 0s ésteres

do oleo de Ricinus communis (mamona) que em fémeas ingurgitadas de R. sanguineus s.l.
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quando expostas a ele tiveram suas glandulas salivares sofrendo degeneracéo prematura. Os
autores concluiram entdo que apesar do produto ndo causar a morte dos carrapatos 0S

impossibilitou de concluir o seu processo de alimentacdo (ARNOSTI et al., 2011).

1.5 Ovérios

O sistema reprodutor feminino dos ixodideos se encontra localizado na regido
anteroposterior do corpo e estdo constituidos por um ovario com formato de ferradura, Gtero,
vagina e um par de glandulas acessérias que se ligam a abertura genital (SONENSHINE,
2013; DERNARDI et al., 2004; SAITO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008)

Os ovarios sao do tipo panoistico, ndo possuem células nutridoras nem foliculares
como descrito para os insetos (DENARDI et al., 2004). Os ovécitos ai produzidos ligam-se
aos ovarios por uma estrutura celular denominada pedicelo que, além de fixar as células
germinativas a parede epitelial do 6rgdo, ainda auxilia no desenvolvimento dos mesmos
atuando na sintese e liberacdo de elementos do vitelo para o ovdcito (endogeno), além de
participarem do transporte de elementos oriundos da hemolinfa para o interior desta célula
germinativa (exdgeno). Os ovocitos passam por diversos estadgios de desenvolvimento até
estarem completamente maduros e prontos para serem ovipositados (SONENSHINE, 2013;
DERNARDI et al., 2004; SAITO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008).

Estudos histopatoldgicos mostraram a acdo de diversos produtos acaricidas sobre os
ovarios da espécie R. sanguineus s.l.. Oliveira et al. (2008; 2009) avaliaram os efeitos do
fipronil em fémeas semi-ingurgitadas e observaram o surgimento de vacuolos citoplasmaticos,
bem como morte dos ovAcitos que ndo conseguiram atingir os estagios de desenvolvimento
mais avancados. Roma et al. (2011), em exposicBes de fémeas semi-ingurgitadas a permetrina
registraram significativas alteragdes nos ovocitos, como o surgimento de vacuolos e a
diminuicdo no tamanho dos granulos de vitelo, resultando em morte celular e consequente
queda de fertilidade da fémea.

Exposicdo de carrapatos a produtos de origem natural foram realizados e aqueles
conduzidos por Denardi et al. (2010; 2011) revelaram os efeitos causados pelo extrato aquoso
de Azadirachta indica A. juss (neem) na vitelogénese de carrapatos R.sanguineus s.l., quando
demonstraram que a concentracdo mais baixa (10%) causou intensa vacuolizacdo no
citoplasma do ovdcito, além de fragmentacdo e alteragdes na forma da vesicula germinal.
Arnosti et al., (2011) avaliaram os efeitos dos ésteres do 6leo de R. communis, sobre a

vitelogénese de carrapatos R.sanguineus s.l.. Nesse trabalho os autores alimentaram o0s
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hospedeiros (coelhos) infestados com essa espécie de ectoparasitas com racdo enriquecida
com esses ésteres, e verificaram o surgimento de alteragdes citoplasmaticas nos ovacitos as
quais viriam a impedir o desenvolvimento destas células germinativas.

Matos et al. (2014b) avaliaram os efeitos do timol sobre os ovérios de fémeas de R.
sanguineus s.l., e observaram que em concentragdes subletais (1,25; 2,5 e 5,0 mg/mL), houve
0 surgimento de vacuolos citoplasmaticos, invaginagdes do limite celular, além de danos ao

corio.

1.6 Orgao de Gené

Juntamente com 0s ovarios, para o sucesso reprodutivo dos carrapatos, é necessario o
perfeito desenvolvimento e funcionamento do 6rgdo de Gené, exclusivo das fémeas de
carrapatos e caracterizado por ser um conjunto de trés diferentes tipos de glandulas: tubulares,
acessorias e lobadas, todas com a funcdo de produzir secre¢es impermeabilizantes dos ovos
(cera e secrecOes lipidicas) que irdo agir como barreira de protecdo aos mesmos contra a
dessecacdo, predacdo e contaminacdo por patdgenos, além de manté-los unidos (agregados)
(LESS, BEAMENT, 1948; TILL, 1961; NELSON, SUKKESTAD, 1970; CHERRY, 1976;
HOWARD, BLOMQUIST, 1982; BOOTH, 1992; KAKUDA et al.,1992; SIEBERZ,
GOTHE, 2000).

Estudos descrevendo a morfologia deste 6rgdo ja foram realizados fazendo uso de
ferramentas como a microscopia eletrnica de varredura (MEV), de transmissdo (MET) e de
luz nas espécies Boophilus microplus (BOOTH et al., 1984; BOOTH, 1989), Dermacentor
reticulatus (SCHOL, 2001), Hyalomma dromedarii (EL SHOURA, 1987), Haemaphysalis
longicornis (KAKUDA et al., 1992) e Amblyomma sculptum sensu lato (SANTOS et al.,
2018). De acordo com as observacOes de Lees e Beament (1948), Booth et al. (1984), El
Shoura (1987) e El Shoura (1988), para todas as espécies estudadas até o momento, a
estrutura basica do orgao foi similar. As glandulas tubulares também chamadas de tentaculos
encontram-se associadas as acessorias, estas ultimas constituidas por acinos. As tubulares
estdo localizadas na parte anterior do corpo, sdo continuas com o apéndice cuticular
prorrogavel e sdo compostas por um epitélio colunar simples cujas células apresentam
goticulas lipidicas no citoplasma. A disposicdo das mesmas € tal que se observa a formacao
de um lamen secretor central (BOOTH, 1992; KAKUDA et al. 1992).
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1.7 Estresse oxidativo

Nos seres vivos quando as células se encontram em condi¢fes de homeostase
observa-se um equilibrio entre os agentes pré-oxidantes e as moléculas capazes de contornar
este fendmeno, conhecidas por atuarem no sistema de defesa antioxidante, garantindo o
funcionamento do equilibrio redox. No entanto, quando existe um desequilibro na homeostase
celular e, a formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) é maior do que o nimero de
moléculas antioxidantes disponivel para correcdo dos danos celulares, ocorre o chamado
estresse oxidativo (DANDAPAT et al., 2003).

Estudos que tratam dos mecanismos de defesa e resisténcia desenvolvidos pelos
carrapatos vém sendo realizados e entre 0s objetivos estd aquele que tenta elucidar os
mecanismos de combate ao estresse oxidativo. Segundo a literatura sdo conhecidos dois
sistemas que podem atuar contra 0 estresse oxidativo: o de “acdo ndo enzimatica” e o de
“agdo enzimatica” (DANDAPAT et al., 2003; VALKO et al., 2006).

De acordo com Valko et al. (2006) um antioxidante para ser considerado eficiente
deve ser capaz de atuar especificamente sobre os radicais livres, quelar metais com
participacdo no sistema redox, ser capaz de interagir (regenerar) com outros antioxidantes
dentro da “rede antioxidante”, ter efeito positivo na expressdao génica, ser prontamente
metabolizado pelas células e ter uma concentracdo em tecidos e biofluidos a um nivel
fisiologicamente relevante.

De acordo com a literatura, as enzimas envolvidas no sistema enzimatico de combate
ao stress oxidativo podem atuar no equilibrio fisiol6gico, pois as mesmas combatem os danos
causados pelas espécies reativas de oxigénio (EROs), assim como também exercem
importante funcdo na detoxicacdo de xenobidticos (DANDAPAT et al., 2003; AGIANIAN et
al., 2003; SABADIN et al., 2017). Algumas das principais enzimas que atuam neste sistema
sdo a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa-s-tranferase (GST)
(FEYEREISEN et al., 1989; HEMINGWAY, 2002; KETTERER et al., 1983; DANDAPAT et
al., 2003).

A superoxido dismutase (SOD) é capaz de converter o radical anion superdxido em
peréxido de hidrogénio e agua, visando a protecdo do organismo contra radicais toXxicos
produzidos durante o metabolismo. A catalase (CAT) pode ser encontrada dentro dos
peroxissomos e tem altas taxas de conversdo de moléculas H,O, em oxigénio e dgua, podendo
chegar a 6 milhdes de moléculas/minuto (VALKO ET AL., 2006). As glutationa-s-transferase

(GSTs) sdo detoxificantes e através da conjugacdo com a glutationa reduzida protegem a
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célula contra metabolicos endo e exdgenos (SALINAS, WONG, 1999; LEE et al., 2002;
ROSA DE LIMA et al., 2002; AGIANIAN et al., 2003; DA SILVA VAZ Jr et al., 2004) .

Estudos buscaram conhecer a participacdo das enzimas antioxidantes no sistema de
defesa dos carrapatos. A superdxido dismutase (SODs) é essencial para a protecédo das células
contra os produtos tdxicos gerados pelo metabolismo, catalisam a conversdo de radicais
superoxido em oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio, que sera decomposto pela
catalase em agua e oxigénio (BAO et al., 2009; GHOSH et al., 2010; TEREVINTO et al.,
2010).

A presenca de SODs e catalase foi estudada em hemdcitos infectados com bactérias
no carrapato da espécie R. (Boophilus) microplus quando observou-se aumento da sua
atividade na diminuicdo de moléculas antioxidantes (PEREIRA et al., 2001). De acordo com
Narasimhan et al. (2007) a SODs exerceria papel importante na contaminacao de carrapatos
por agentes causadores da doenca de Lyme durante o repasto sanguineo em vertebrados, uma
vez que esta bactéria se valeria do mecanismo antioxidante da enzima para conseguir se
instalar nas células dos carrapatos.

A catalase € uma enzima antioxidante que desempenha papel fundamental na
protecdo das células, facilitando a degradacdo das moléculas de H,O, em oxigénio e agua
(BOON et al., 1978; KOBAYASH et al., 2006; DASH, PHILLIPS, 2012). Freitas et al.
(2006) observaram o0 aumento na atividade da catalase durante a embriogénese e o
desenvolvimento larval da espécie R. (Boophilus) microplus. Em larvas de H. dromedarii a
presenca dessa enzima foi demonstrada por Ibrahim, Ghazy, Masoud (2015). Kumar et al.
(2016) demonstraram a importancia da catalase no sistema redox e na homeostase na espécie
A. maculatum pois na presenca de um inibidor desta enzima as taxas de eclosédo foram
significativamente reduzidas. Citelli et al. (2007) demonstraram que carrapatos da espécie R.
(Boophilus) microplus quando receberam inibidores (3-amino-1,2,4-triazol (AT)) de catalase,
apresentaram aumento nos niveis de H,O, no intestino que ainda apresentou células
morfologicamente alteradas e consequentemente menores tempos de sobrevivéncia e indices
de postura, confirmando que o estudo da catalase poderia colaborar na busca por novas
alternativas de controle de carrapatos.

A glutationa-S-transferase (GST) estd diretamente ligada ao transporte intracelular,
processos digestivos, sintese de prostaglandinas e, principalmente na detoxificacdo de
substancias endogenas/exdgenas e protecdo contra o estresse oxidativo (LEE et al., 2002 e
ROSA-DE-LIMA et al.,, 2002). Sua participacdo nos mecanismos de detoxificacdo dos

acaricidas em carrapatos das espécies H. longicornis e Rhipicephalus appendiculatus foi
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demonstrada quando estes foram expostos aos principios ativos etion, deltametrina e diazinon,
causando nos espécimes a diminuicdo dos niveis de expressao destas enzimas (DA SILVA
VAZ Jr. et al.,, 2004a). Da Silva Vaz Jr. et al. (2004b) também avaliaram os efeitos da
ativacdo das GSTs em carrapatos R. (B.) microplus expostos a diferentes acaricidas (etion,
amitraz, clorpirifos, DDT, cipermetrina, diazinona, ivermectina, deltametrina e flumetrina) os
quais inibiam a acdo desta enzima. Contrariamente a enzima era ativada quando se realizava a

exposicdo ao acaricida coumafos.

1.8 Caspases e morte celular

As caspases exercem importante papel nos processos de morte e diferenciacdo
celular. Pertencem a familia das cisteinas proteases e sdo sintetizadas como precursores que
serdo ativados ap6s um sinal de morte. Elas reconhecem e clivam proteinas com residuos de
aspartato, levando as células a fragmentacdo nuclear e a externalizacdo de fosfolipideos de
membrana, 0s quais irdo servir de sinalizadores para macrofagos (NICHOLSON,
THORNBERRY, 1997; BOATRIGHT, SALVESEN, 2003; BELL, MEGENEY, 2017).

As caspases podem ser classificadas em iniciadoras as quais possuem pro-dominios
longos e estdo envolvidas na ativacdo de cascata proteolitica, e as efetoras, que apresentam
pré-dominios curtos ou até mesmo ndo os apresentam e estdo envolvidas na clivagem de
diferentes substratos, como o mdm-2 (murine double minute) (RUPNARAIN et al., 2004;
SCHULER et al., 2003). De acordo com a literatura as caspases podem ser ativadas por
espécies reativas de oxigénio (EROS) (HENGARTNER, 2000; LUM et al., 2005).

Em relacdo aos carrapatos, registra-se que as caspases exercem importantes funcées
no metabolismo de defesa de patégenos e também no metabolismo de 6rgdos como as
glandulas salivares. Freitas et al. (2007) demonstraram a presenca de caspase 3 nas glandulas
salivares e nos ovarios de R. (Boophilus) microplus depois de 48 e 72 h apds a remocéo do
carrapato do hospedeiro, comprovando que 0s processos de apoptose contribuem para a

manutencdo dos tecidos.
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5- CONCLUSOES

A) O timol nas concentragdes de 1,25; 2,5 e 5,0 foi capaz de causar danos morfoldgicos
no singanglio das fémeas semi-ingurgitadas da espécie R. sanguineus s.l. Danificou as
células das glandulas salivares provocando a dilatacdo do lumen dos &cinos do tipo I
responsaveis pela osmorregulacdo dos carrapatos. Nos acinos Il provocou alteracdes
que indicaram ocorréncia de morte celular.

B) O timol diluido em etanol 30% mostrou indice de eficacia de controle 98% das fémeas
ingurgitadas quando estas foram expostas a concentracdo 20,0 mg/mL.

C) Na concentracdo de 10,0 mg/mL o percentual de controle foi de 63%, e nas demais
concentracgdes de 1,25; 2,5 e 5,0 mg/mL, o percentual de controle foi inferior a 25%.

D) As andlises morfoldgicas indicaram que o 6rgdo de Gené nas exposices as
concentragdes de 10,0 e 20,0 mg/mL de timol, teve suas glandulas tubulares e
acessorias alteradas, principalmente com relagdo as membranas laterais e do labirinto
basal o que provocou perda da aderéncia entre as células, bem como diminuicdo da
eficiéncia do transporte ativo das mesmas,

E) O timol interferiu nos mecanismos de defesa ao estresse oxidativo das células do
6rgdo de Gené devido a alta atividade da enzima GST na exposicao a concentracao de
20,0 mg/mL.

F) O timol alterou morfologicamente as células germinativas principalmente quando as
fémeas foram expostas as concentragdes de 10,0 e 20,0 mg/mL, inviabilizando a
formacéo de um novo individuo.

G) O timol nas concentragdes de 5,0 e 10,0 mg/mL provocou maior atividade da enzima
GST responsavel pela inibicdo do estresse oxidativo e detoxificacdo de xenobioticos,.

H) A enzima caspase 3 esteve com maior atividade nos ovocitos das fémeas expostas ao
timol na concentracdo 20,0 mg/mL, o que provocou a morte das células germinativas

de fémeas de R. sanguineus s.l.
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