o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
O «JULIO DE MESQUITA FILHO”

u n eS p - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA CELULAR E MOLECULARO)

AVALIACAO DOS EFEITOS SUBLETAIS DO CARVACROL NA MORFOLOGIA
DO INTEGUMENTO E DO OVARIO DE FEMEAS DE CARRAPATOS
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) (LATREILLE, 1806) (ACARI:
IXODIDAE)

JOSE RIBAMAR LIMA DE SOUZA

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio
Claro, Universidade Estadual
Paulista, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de doutor
em Ciéncias Biolégicas — Biologia
Celular e Molecular

Janeiro - 2019



A UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
AvAvAY “JULIO DE MESQUITA FILHO”

unes p " INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO . -

AVALIACAO DOS EFEITOS SUBLETAIS DO CARVACROL NA
MORFOLOGIA DO INTEGUMENTO E DO OVARIO DE FEMEAS DE
CARRAPATOS Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) (LATREILLE, 1806)
(ACARI: IXODIDAE)

JOSE RIBAMAR LIMA DE SOUZA

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias do
Campus de Rio Claro, Universidade Estadual Paulista,
como parte dos requisitos para obtencao do titulo de
Doutor em Ciéncias Bioldgicas (Biologia Celular e
Molecular)

Orientadora: Dra. Maria Izabel Souza Camargo
Co-orientador: Dr. Rafael Neodini Remedio.

Janeiro - 2019



Lima-de-Souza, José Ribamar
L732a Avaliacdo dos efeitos subletais do carvacrol na morfologia do
integumento e do ovario de fémeas de carrapatos Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (s.l.) (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) / José
Ribamar Lima-de-Souza. -- Rio Claro, 2019
101 p. : il., fotos

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Biociéncias, Rio Claro

Orientadora: Maria Izabel Souza Camargo

Coorientador: Rafael Neodini Remedio

1. Controle. 2. Carvacrol. 3. Rhipicephalus sanguineus s.1.. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de
Biociéncias, Rio Claro. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




mmw UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp™®

Campus de Rio Claro

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: AVALIAGAO DOS EFEITOS SUBLETAIS DO CARVACROL NA MORFOLOGIA DO
INTEGUMENTO E DO OVARIO DE FEMEAS DE CARRAPATOS Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (s.l.) (LATREILLE, 1806) (ACARI, IXODIDAE)

AUTOR: JOSE RIBAMAR LIMA DE SOUZA
ORIENTADORA: MARIA IZABEL SOUZA CAMARGO
COORIENTADOR: RAFAEL NEODINI REMEDIO

Aprovado como parte das exigéncias para obtengéo do Titulo de Doutor em CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR), pela Comissao Examinadora:

Profa. Dra. MARIA IZA SOUZA CAMARGO
Departamento de Biologia / IB Rio Claro

Profa. Dra. CELESTE PAOLA D'ALESSANDRO
x / Pés-Doutoranda da Escola Superior de Agricultura

Profa. Dra.

X/ x
e

Prof. Dr RAU AKASHI HERNANDES
Departamento de Zoologia / IB Rio Claro

Profa. Dra. RUSLEYD MARIA(b AGALHAES DE ABREU
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Natureza / UNIVERSIDADE FEDERAL DO ACRE

Rio Claro, 22 de janeiro de 2019

Instituto de Biociéncias - Campus de Rio Claro -
Avenida 24-A no. 1515, 13506900
CNPJ: 48.031.918/0018-72.



Dedico de todo coracdo esta tese d minha querida irmd e amiga Maria

José Lima de Souza “Mazé” (in memoriam) Te amo eternamente.



Agradecimentos

AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar a Deus, por permitir ¢ abengoar essa longa caminhada

profissional.

Agrade¢o minha querida e amada esposa Laysa pelo apoio incondicional durante esses
quatro anos de muita luta, sem voc€ meu amor nao seria possivel essa conquista, bem

como meus filhos Jéssica, Hadriel, Pedro e Bernardo.

A todos os membros da familia Lima de Souza, na qual sem este apoio mesmo de longe
jamais teria alcancado este objetivo. Familia ¢ o pilar de toda uma estrutura fisica,

biologica e espiritual.

A minha orientadora Dra. Maria Izabel Souza Camargo, pela oportunidade e todos os

ensinamentos nessa caminhada. Bel gratiddo ¢ a palavra.

A todos meus colegas do grupo, em especial ao Luis Adriano e Patricia Rosa pela
amizade, companheirismo e ensinamentos ao longo dessa trajetoria. Ao meu grande

amigo Luis Sodelli pelas longas conversas e orientagdes nessa caminhada.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.



Resumo

RESUMO

O carrapato Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) ¢ um ectoparasita de importancia
médico-veterindria, inclusive pela sua capacidade de atuar como vetor de diversos
patogenos aos seus hospedeiros. Nesse sentido, faz-se necessario o controle do mesmo o
qual tem sido frequentemente realizado com acaricidas quimicos sintéticos, os quais tem
a desvantagem de provocar danos aos organismos nao alvos, bem como ao meio ambiente
(acumulo de residuos). Assim sendo, a busca por métodos eficientes de controle, porém
que sejam também sustentaveis ¢ uma constante e nessa perspectiva, principios ativos
extraidos de plantas tém sido utilizados. Dentre eles estd o carvacrol que apresenta
diversas propriedades bioldgicas, dentre elas a de ser acaricida. No presente estudo foi
realizada uma avalia¢do para se obter informag¢des de como o carvacrol agiria sobre o
integumento e sobre as células germinativas femininas de carrapatos da espécie R.
sanguineus s.l. quando a ele expostas. Os resultados obtidos mostraram que o
integumento e os ovocitos foram significativamente alterados devido a exposi¢ao, mesmo
nas concentragdes mais baixas aqui testadas. Ressalte-se que na maior concentragdo
(100puL/mL) os ovarios apresentaram apenas ovocitos em estagios I e II, visto o carvacrol
ter atuado sobre a vitelogénese, inibindo-a, o que impediu essas células de chegarem até
o estagio V (prontas para fecundagdo) e consequentemente de serem viaveis para gerarem
novos individuos. Em relagdo ao integumento as alteracdes mais significativas foram
observadas também na exposi¢ao das fémeas a maior concentragao (25uL/mL), visto as
modifica¢des ocorridas nas diversas camadas do integumento, inclusive naquela epitelial.
Nesta ultima o bioativo atuou desorganizando o epitélio e provocando neste uma
estratificacdo, ndo observada nos individuos controle. Além desses resultados, no
presente estudo estabeleceu-se o valor da concentracao letal média (CL50) do carvacrol
quando diluido em etanol 50°GL, que foi de 62,48 puL/mL. Assim, os resultados aqui
obtidos sinalizaram que o carvacrol ¢ um bioativo toxico para os carrapatos R. sanguineus
s.l., uma vez que a exposi¢do ao mesmo alterou tanto o integumento como as células
germinativas femininas destes, o que deixou os individuos mais vulnerdveis as
adversidades do ambiente, além de ter inibido a producdo de células germinativas
femininas viaveis, o que traria como consequéncia a nao geracao de uma nova prole.

Palavras-chave: Controle, carvacrol, Rhipicephalus sanguineus s.l.



Abstract

ABSTRACT

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.1.) ticks, recognized vectors of several pathogens,
are ectoparasites of significant medical and veterinary importance. The most widely used
strategy to control these arthropods is the use of synthetic acaricides, which bring serious
damages to non-target organisms and the environment (residue accumulation) as well.
Thus, the search for efficient and sustainable control methods is ongoing, and several
plant extracts have been tested. Carvacrol is one of such extracts, presenting different
biologic properties, including acaricidal action. In the present study, the action of
carvacrol on the integument and on the female germ cells of R. sanguineus s.1. ticks was
evaluated. The results showed that the integument and the oocytes were significantly
altered following exposure, even at low concentrations. At the highest concentration
tested (100puL/mL), the ovaries presented exclusively oocytes in stages I and II, once
carvacrol affected the vitellogenesis, inhibiting it and preventing these cells from reaching
stage V, in which they would be ready for fecundation and consequently capable to
generate new individuals. Regarding the integument, the most significant alterations were
observed in the exposure to the highest concentration (25uL/mL), with modifications in
the different layers, including the epithelial one. The bioactive disorganized the
epithelium and caused stratification, which was not observed in the individuals belonging
to the control group. In addition to providing these results, the present study established
the median lethal concentration (LC50) of carvacrol when diluted in ethanol 50°GL,
which corresponds to 62.48 pL/mL. Therefore, the results obtained herein indicate that
carvacrol is toxic to R. sanguineus s.l., ticks, once the exposure to the bioactive altered
both the integument and the female germ cells, making the individuals vulnerable to
environmental adversities. Moreover, carvacrol inhibited the production of viable female
germ cells, consequently preventing the generation of new individuals.

Keywords: Control, carvacrol, Rhipicephalus sanguineus s.1.
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Introdugdo geral

1. INTRODUCAO GERAL

Carrapatos Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.)

Os carrapatos sdo artropodes ectoparasitas, obrigatoriamente hematofagos,
reservatorios e vetores capazes de transmitir diversos tipos de patogenos (bactérias, virus,
protozodarios) quando estdo alimentando-se em seus hospedeiros preferenciais ou ocasionais
(BENELLI et al., 2016; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015).

Dentre os carrapatos Ixodidae, também conhecidos como ‘carrapatos duros’, devido a
presenca de uma placa ou escudo dorsal esclerotizado, destacam-se diversos géneros como:
Amblyomma, Dermacentor, Ixodes, € Rhipicephalus, que agregam inumeras espécies de grande
importancia veterinaria, médica e econdmica (DANTAS-TORRES; CHOMEL; OTRANTO,
2012; HEKIMOGLU et al., 2016; NAVA et al., 2015).

A espécie Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.), conhecida como ‘“carrapato-
vermelho-do-cao” ou “carrapato-marrom-do-cao”, tem sua classificacdo taxondmica dentro do
complexo de 12 espécies baseadas em critérios morfologicos, bioldgicos e genéticos
(CHITIMIA-DOBLER et al.,, 2017, DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015; MORAES-
FILHO etal.,2011; NAVA etal., 2015; OLIVEIRA et al., 2005). Esta espécie esta representada
na América do Sul por duas linhagens distintas: a) linhagem tropical (Argentina, Brasil,
Colombia, Paraguai e Peru e b) linhagem temperada (Argentina, Brasil, Chile e Uruguai)
(MORAES-FILHO et al., 2011; NAVA et al., 2015).

Durante o processo de parasitismo (hematofagia), o R. sanguineus s.l. causa nos caes,
danos diretos como anemia e espoliagcdo na pele e transmitem a estes patogenos como: Ehrlichia
canis, Babesia vogeli, Hepatozoon canis ¢ Anaplasma platys (DANTAS-TORRES;
OTRANTO, 2015; ESTRADA, 2015; PAT-NAH et al., 2015). Esta espécie ainda ¢ vetora de
Rickettsia conorii na Europa e da R. rickettsii no Arizona — EUA (BORGES et al., 2007;
DANTAS-TORRES; CHOMEL; OTRANTO, 2012). Além disso, a literatura tem reportado
que R. sanguineus s.l. pode ser também no Brasil um potencial vetor de riquétsias, visto que
casos de febre maculosa causadas por R. rickettsii € R. parkeri tem sido reportados em algumas
regides (BARBOSA-SILVA et al., 2017; MOERBECK et al., 2016).

Um conjunto de fatores define o sucesso biologico de R. sanguineus s.l. e dentre eles
podem ser citados: ampla distribuicao geografica, poucos inimigos naturais, elevados niveis de
infestagdo, bem como mudancas climéaticas, desmatamento, as quais vem favorecendo o maior
contato com os hospedeiros alvos (cdo) e ndo-alvos (outros mamiferos incluindo os humanos).

Assim sendo, a ampla adaptacdo desses Arthropoda aos diferentes ambientes, tem contribuido
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Introdugdo geral

para sua proliferacdo exponencial, o que provoca a necessidade de se buscar estratégias de
controle que sejam eficientes (CAMARGO- MATHIAS, 2018; DANTAS-TORRES;
OTRANTO, 2015).

Controle de R. sanguineus s. 1.

O controle de carrapatos, em geral, tem sido realizado principalmente pela utilizagao de
acaricidas os quais sdao sintetizados a partir de diversas bases quimicas (organofosforados,
piretroides, amitraz, lactonas macrociclicas) e, mais recentemente os reguladores de
crescimento e as isoxazolinas (OLIVEIRA et al., 2012); MCTIER et al., 2016). No entanto, o
uso indiscriminado e muitas vezes inadequado de produtos desta natureza tem causado uma
série de desvantagens como: a) a presenca de residuos contaminantes no ambiente; b) a
toxicidade para os organismos ndo-alvos; ¢) o custo elevado; d) a necessidade de mao de obra
especializada; e) a selecdo de linhagens de carrapatos resistentes (ABBAS et al., 2014;
BENELLI et al., 2016; GUERRERO et al., 2014; NAQQASH et al., 2016). Nessa perspectiva
a literatura tem reportado diversos casos de resisténcia aos diversos grupos de acaricidas
quimicos sintéticos como: permetrina (EUA), amitraz (Panamad), amitraz e permetrina (México)
(EIDEN et al., 2016; MILLER et al., 2001; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2017).

Devido a esses inconvenientes, bem como as novas normas de preservagdo do meio
ambiente, nos dias de hoje tem sido necessario buscar alternativas que possam controlar esses
ectoparasitas de forma mais eficiente e que seja a0 mesmo tempo sustentavel, na tentativa de
minimizar os danos colaterais causados pelos acaricidas quimicos. Os estudos mais recentes
nesta diregdo tem apontado para o fato de que produtos sintetizados por diversas plantas
(extratos, Oleos essenciais, principios ativos) teriam potencial acaricida e ainda seriam
biodegradaveis e ndo se acumulariam no meio ambiente (ROSADO-AGUILAR et al., 2017).

Essa estratégia vem chamando a atengao
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dos estudiosos no assunto, entretanto ha a necessidade de se levar em conta alguns fatores
como: facilidade de cultivo das plantas em questdo, idade e localizagdo geografica das
mesmas, bem como a composicao do solo e as condigdes climaticas sob as quais as
mesmas sao cultivadas, ndo deixando de lado ainda os diversos métodos de extragao dos
principios ativos, os quais podem ter sua concentragdo alterada (KOC et al., 2013).
Estudos que ja foram realizados com os 6leos e principios ativos extraidos de plantas ja
demonstraram resultados promissores no controle de R. sanguineus s..l. Dentre eles
podem ser citados: o 6leo de neem (DENARDI et al., 2011; LIMA-DE-SOUZA et al.,
2017), o 6leo de andiroba (VENDRAMINI et al., 2012), o timol (MATOS et al. 2014); o
carvacrol (SENRA et al., 2013), os ésteres do acido ricinoléico (ARNOSTI et al., 2011;
SAMPIERI et al., 2013).

Carvacrol

O carvacrol (C10H140) ¢ um monoterpeno aromadtico oxigenado, volatil, de odor
forte, sintetizado a partir do y-terpineno e do p-cimeno (CACCIATORE et al., 2015;
NOSTRO; PAPALIA, 2012). E um principio ativo comumente encontrado em uma
grande variedade de plantas aromadticas e medicinais das familias Lamiaceae e
Verbaneceae , as quais incluem, espécies 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), com reconhecida agao sobre carrapatos de diferentes espécies. De
acordo com Senra et al. (2013) quando o carvacrol ¢ exposto em doses subletais para o
controle de carrapatos causa nestes efeitos de inibi¢do, e impedem a oviposi¢ao inibindo
consequentemente a geragao de uma nova prole (PANELLA et al., 2005). Além disso o
carvacrol tem mostrado ser um agente acaricida que afeta a todos os estagios de
desenvolvimento de carrapatos quando aplicado isoladamente e/ou em associagdo com
outros componentes. Segundo Cetin et al. (2010) fémeas de Hyalomma marginatum
expostas ao carvacrol tiveram taxa de mortalidade de 60% em 24h. Neste ultimo caso
foram aqueles carrapatos que ndao se movimentaram durante o tratamento, mas que
responderam com movimentos de pernas quando estimulados com alfinete. Dolan et al.
(2009) também demonstraram a capacidade de o carvacrol causar rapido knockdown e
controle a curto prazo de carrapatos das espécies 1. scapularis e A. americanum. Embora

diversos estudos fazendo uso do carvacrol para controlar os carrapatos tenham sido
14
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realizados, pouco ainda se sabe sobre a sua a¢cdo na morfologia interna e externa dos

carrapatos a ele expostos.

Morfologia do Integumento dos Carrapatos

Nos carrapatos, assim como nos artropodes em geral, o sucesso bioldgico esta
associado também a eficiéncia protetora do integumento (exoesqueleto) responsavel por
recobrir externamente o corpo destes animais, bem como por evitar a perda/entrada
excessiva de agua, além de fornecer protecao contra choques mecanicos (SONENSHINE;
ROE, 2014). Este orgdo estad histologicamente organizado pela cuticula, subcuticula,
epiderme, numerosos apéndices epidérmicos e glandulas dérmicas (CAMARGO-
MATHIAS, 2018; SONENSHINE; ROE, 2014).

A cuticula dos carrapatos esta dividida em duas regides: a epicuticula, mais fina e
externa e a procuticula, mais espessa ¢ interna (AMOSOVA, 1983; SONENSHINE;
ROE, 2014). Esta ultima pode ser subdividida em outras duas camadas, dependendo do
estagio de alimentagao do individuo: a exocuticula, localizada préxima a epicuticula, e a
endocuticula, em contato direto com as células epidérmicas (REMEDIO; NUNES;
CAMARGO-MATHIAS, 2014). Abaixo da cuticula encontra-se um epitélio simples,
composto por células cubdides, além de glandulas dérmicas, cerdas e sensilas (Fig. 1)

(SONENSHINE; ROE, 2014).
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Figura 1. Representacdo esquematica das camadas da cuticula de fémeas de R. sanguineus s.l.,

segundo Remedio et al. (2014). cut= cuticula; sbc= subcuticular; ec=c¢lulas epiteliais.

Atualmente, varios estudos fazendo uso de compostos naturais extraidos de
plantas tém sido realizados e, muitos deles abordando o comportamento morfofisioldgico
do integumento, tendo em vista que este 6rgdo € o primeiro a entrar em contato com os
produtos acaricidas quando estes sdo aplicados topicamente. Remedio, Nunes; Camargo-
Mathias et al. (2014), realizaram bioensaios nos quais fémeas semi-ingurgitadas de
R.sanguineus s.1. foram expostas ao extrato aquoso das folhas de neem, e verificaram a
presenca de alteragdes morfoldgicas de carater dose-dependente no 6rgdo, principalmente
nas células epidérmicas. Essas alteracdes foram, por exemplo: extensa vacuolizacdo
citoplasmatica e variagdes na espessura da camada subcuticular. Recentemente Lima de
Souza et al. (2017), utilizando o 6leo de neem enriquecido com azadiractina sobre
carrapatos da mesma espécie, demonstraram que os mesmos foram capazes de atravessar

a cuticula e chegar até o epitélio, causando assim danos as células epiteliais.

Morfologia do Ovario dos Carrapatos

Segundo dados da literatura, embora existam algumas diferengas morfologicas e

histolégicas no sistema reprodutor feminino dos carrapatos (OLIVEIRA et al., 2005;
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SAITO et al., 2005), estes ectoparasitas apresentam o ovario como um tubo em forma de
U (parede composta por células epiteliais que delimitam um lumen) localizado na regiao
posterior do corpo. A ele liga-se um par de ovidutos, utero e vagina (SONENSHINE;
ROE 2014). De acordo com Denardi et al. (2004), os ovarios dos ixodideos sdao do tipo
panoistico, assim como o encontrado em alguns insetos, porém ao contrario destes, ndo
possuem células nutridoras nem foliculares. Externamente a parede do ovario, estdo
presos 0s ovocitos (nos varios estagios de desenvolvimento) por meio dos pedicelos
(agrupamentos de células epiteliais) (SAITO et. al., 2005; OLIVEIRA et. al., 2006). Os
estagios de desenvolvimento dos ovoécitos baseiam-se na morfologia dos mesmos,
considerando-se: sua forma, presenca/tamanho e localizagdo da vesicula germinal
(nucleo), aspecto do vitelo (granulagdo mais fina ou mais espessa), bem como presenca
ou auséncia do corio, membrana protetora do ovocito (Fig. 2) (CAMARGO-MATHIAS,
2018).
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Figura 2. Representagdo esquematica dos varios estagios dos ovocitos de fémeas de
R. sanguineus s.l., conforme Oliveira et al. (2008). ch=corio; gv= vesicula germinal;

nu=nucléolos; yg=granulos de vitelo.

A exposicao de fémeas de R. sanguineus s.l. aos diversos acaricidas de origem
natural, ou seja, principios ativos extraidos de plantas sob a forma de extratos e 6leos,
vem confirmando o potencial destes como estratégia de controle de carrapatos de varias
espécies, informagdes estas que vem estimulando o desenvolvimento de estudos,

inclusive deste projeto, abordando essa tematica. Denardi et al. (2010, 2011) utilizando o
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extrato aquoso de Azadirachta indica (neem) em concentracdes de 10% e 20%
demonstraram a ocorréncia de alteracdes na morfologia das células do pedicelo, bem
como extensa vacuolizacdo no citoplasma do ovdcito e na vesicula germinal de R.
sanguineus s.l. e Remedio et al. (2015) expondo R. sanguineus s.1 ao 6leo de neem em
diferentes concentragdes demonstraram também que os ovarios foram morfologicamente
alterados e ainda que essas alteragdes foram dose-dependentes (quanto maior foi a dose,

maiores foram os danos provocados).
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2. OBJETIVOS

De acordo com as informagdes expostas anteriormente e levando-se em
consideragdo a importancia médico-veterindria dos carrapatos Rhipicephalus sanguineus
s.l., além da necessidade de se buscar métodos alternativos de controle baseados em
custos menores ¢ causadores de menores prejuizos aos organismos ndo alvos, ao meio
ambiente, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos causados pelo
principio ativo carvacrol (potencial acaricida) em concentragdes diferentes, sobre a

morfofisiologia do integumento e dos ovarios de carrapatos do cao R.sanguineus s.l.

Objetivos especificos

. Determinar a CLso (concentragao letal média) do carvacrol para fémeas semi-
ingurgitadas.

. Avaliar por meio da aplicagdo de técnicas morfohistologicas quais alteragdes
ocorreram nos ovarios de fémeas semi-ingurgitadas expostas ao carvacrol nas
concentragoes de 20 uL/mL, 50 uL/mL e 100 uL/mL.

. Avaliar por meio da aplicacdo de técnicas histoquimica e ultramorfologica quais
alteragdes ocorreram no integumento de fémeas semi-ingurgitadas expostas ao carvacrol

nas concentragdes de 3 pL/mL, 12,5 uL/mL e 25 pL/mL.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) com 99% de pureza, utilizado no presente

estudo foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich (Cotia, SP, Brasil).

3.2.0btenciao das fémeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus s.l.

Os procedimentos realizados neste estudo foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica em Uso Animal (CEUA, UNESP, Rio Claro, SP, Brasil), protocolo
numero 3822, decisdo numero 012/2015.

Foram utilizados carrapatos R. sanguineus s.l., coletados a partir de colonia
mantida em condicdes controladas (28 + 1°C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12 horas)
em estufa BOD, em sala do Biotério do Departamento de Biologia (IB) — UNESP, campus
de Rio Claro/SP, Brasil. Antes do experimento, os carrapatos sob estereomicroscopio
(Carl Zeiss, Stemi 2000), foram observados e, somente aqueles aptos para se locomover
e que nao apresentavam mutilagdes foram utilizados.

Especificamente para obten¢do das fémeas semi-ingurgitadas (quatro e/ou cinco
dias), machos e fémeas foram alimentados por meio de infestacdes artificiais em coelhas
da linhagem do Grupo Genético de Botucatu, pesando cada uma entre 3 a 3.5 Kg. As
infestagdes se deram em sala alocada no Biotério do Departamento de Biologia, Instituto
de Biociéncias da UNESP de Rio Claro, Sao Paulo, Brasil onde também esta em atividade

a Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology (BCSTM).

3.3.Infestacoes

Machos e fémeas de R. sanguineus s.l. foram liberados no interior de camaras
alimentadoras (confeccionadas com tecido de algodao), previamente coladas no dorso das
coelhas hospedeiras, com cola bioldgica composta por: dgua destilada (150 mL), glicerina

(100 mL), gelatina (80 g) e 6xido de zinco (60 g) (Fig.3.).
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Figura 3. Esquema representativo da fixagcdo da cdmara de infestacdo no dorso do hospedeiro

com cola biologica, segundo o autor.

As hospedeiras ndo tiveram contato prévio com carrapatos ¢ foram mantidas em
gaiolas galvanizadas individuais, além de terem recebido 4gua e racdo ad libitum
(BECHARA et al., 1995). Apods o periodo de alimentagdo (quatro a cinco dias) as fémeas
semi-ingurgitadas dos carrapatos foram coletadas com auxilio de pinga, e lavadas em agua
destilada para em seguida serem submetidas ao teste de imersao proposto por Drummond
etal. (1973). As hospedeiras, ap6s término dos experimentos, foram eutanasiadas por via
intraperitoneal com ketamina e xilazina nas dosagens de 300 mgkg e 30 mgkg

respectivamente.

3.3.1. Infestacoes Totais

Na primeira infestacdo foram utilizados 260 machos e 520 fémeas de R.
sanguineus s.l.; nas segunda e terceira infestagdes, 50 machos e 100 fémeas. Nestes
procedimentos foram utilizadas no total 8 coelhas (hospedeiras), que ao término das

infestacdes foram eutanasiadas.
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3.4.Bioensaios in vitro com carvacrol para determinaciao da CL50%

3.4.1. Bioensaio 1

Duzentas e quarenta fémeas de carrapatos foram alocadas em 12 grupos
experimentais sendo eles 2 controles (Cie Ci) onde as fémeas foram expostas a agua
destilada (Ci) e ao solvente etanol a 50° GL (Cu) e 10 tratamentos nos quais 10
individuos/grupo foram expostos as concentragdes de 10-100 pL/mL do carvacrol diluido
em solucdo hidroetanolica (etanol a 50° GL) respectivamente (Fig. 4). Essas diluigdes
deram-se a partir de dados de experimentos realizados previamente por Senra et al.
(2013). A homogeneizagdo (carvacrol + solucdo hidroetandlica) deu-se em agitador
magnético (Quimis) por 1 minuto na velocidade de 30 rpm.

Todos os testes foram realizados em duplicatas.

Figura 4. Exposicdo das fémeas de R. sanguineus s.l. as diferentes concentracdes do carvacrol

(bioensaio 1), segundo o autor
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Depois de retiradas das hospedeiras, apds 5 dias de alimentacdo as 240 fémeas
foram, em peneira, lavadas em agua corrente. Posteriormente foram secas em papel
absorvente macio. No teste de imersao de adultos (TIA) (DRUMMOND et al., 1973) as
fémeas de todos os grupos foram imersas nas diferentes substancias por 5 minutos.
Aquelas dos grupos controle foram imersas em dgua destilada e etanol a 50°GL e, as do

tratamento em diferentes concentracdes de carvacrol (10-100 pL/mL) diluido em etanol
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50°GL. Apés decorridos 5 minutos, as fémeas foram secas em papel absorvente, e
colocadas em placas de Petri (90 x15 mm) identificadas, as quais foram colocadas em
estufas Eletrolab El 202 BOD(Biological Oxygen Demand) sob condi¢des controladas
(28 = 1°C, 80% de umidade, com fotoperiodo de 12 horas). Os individuos dos grupos
controle e tratamento foram colocados em estufas BOD diferentes para evitar
contaminag¢do pelo carvacrol, visto este ser volatil.

A mortalidade das fémeas semi-ingurgitadas expostas ao carvacrol foi monitorada
diariamente até serem completados 7 dias do bioensaio, conforme proposto por
(OLIVEIRA; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2008). Apenas fémeas com

capacidade de locomocao foram consideradas vivas.

3.4.2. Bioensaio 2

Apos a deteccao do intervalo de mortalidade, o carvacrol foi novamente diluido
em etanol 50°GL, obtendo-se diferentes concentragdes (30 - 85 pL/mL). Duzentas e
oitenta fémeas de carrapatos com massas corporais homogéneas, foram alocadas em 14
grupos experimentais, 10 individuos/grupo. Todos os testes foram realizados em
duplicatas.

Nos dois Grupos Controle (Cie Cu), as fémeas foram novamente expostas a
agua destilada (Ci) e ao solvente etanol a 50° GL (Cu);

Os individuos que foram expostos ao carvacrol nas concentragdes de 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 uL/mL em solugao hidroetandlica (etanol a 50° GL),

foram alocados em 12 grupos (Fig. 5).
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Figura 5. Exposi¢ao (bioensaio 2) das fémeas de R. sanguineus s.1. as diferentes concentragdes

do carvacrol, segundo o autor.
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As 280 fémeas foram retiradas das hospedeiras, apds cinco dias de alimentagao,
sendo em seguida colocadas em peneira (22x15x7 cm) e lavadas em agua corrente.
Depois, foram secas em papel absorvente macio para aplicacao do teste de imersao (T1A)
segundo Drummond et al. (1973). As fémeas dos grupos controle foram imersas (5
minutos) em dgua destilada e em etanol a 50°GL. Apos, foram secas em papel absorvente,
e colocadas em placas de Petri (90 x 15 mm) identificadas, em estufa BOD sob condicdes
controladas (28 £+ 1°C, 80% de umidade, com fotoperiodo de 12 horas). As fémeas dos
grupos controle e tratamento foram colocadas em estufas BOD diferentes para evitar
contaminagdo pelo carvacrol, visto este ser volatil. A mortalidade das fémeas foi
monitorada diariamente até serem completados 7 dias de bioensaio, conforme proposto
por Oliveira et al. (2008). Apos o sétimo dia , os dados de mortalidade obtidos foram

submetidos a analise estatistica por meio do programa Probit.

3.4.3. Analise Estatistica

O intervalo de mortalidade para fémeas de R. sanguineus s. 1. obtidos nos
bioensaios 1 ¢ 2 foram submetidos a analise de varidncia one-way (ANOVA) com
aplicagdo do teste post hoc de Tukey com niveis de significancia estabelecidos em p<0,05
por meio do software Graph-Pad Prism v.7 (GrapPad Software Inc., San Diego, CA,
EUA). Os dados de mortalidade do bioensaio 2 foram submetidos a analise Probit através
do software POLO PC (LeOra SOFTWARE, 1987) para calcular a concentracao letal de
50% (CLso) ¢ o intervalo de confianca de 95%.
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3.5. Histologia dos ovarios

A partir das concentragdes utilizadas no estudo realizado por Senra et al. (2013) o
qual utilizou estagios imaturos de R. sanguineus s.l., foram realizadas varias diluigdes do
carvacrol em etanol 50°GL para obten¢ao das concentracdes de 20, 50 e 100 pL/mL.

Em seguida, 20 fémeas de R. sanguineus s.l. foram colocadas em cada uma das
concentragdes do carvacrol acima mencionadas, em Beckers previamente identificados,
e ai ficaram imersas por 5 minutos (DRUMMOND et al.,1973). O mesmo procedimento
foi realizado com os individuos do grupo controle (agua destilada e etanol a 50°GL). Ap6s
a imersdo, as fémeas foram secas com papel absorvente, colocadas em placas de Petri
identificadas, que foram cobertas com filme plastico com pequenos orificios para a
entrada de ar. As mesmas foram mantidas em estufas BOD a 28 + 1°C, 80% de umidade,
com fotoperiodo de 12 horas por sete dias para posterior analise morfohistologica. Os
carrapatos do grupo controle foram mantidos em estufa BODs diferentes daquelas
utilizadas para os grupos tratados, evitando possiveis interferéncias provenientes da
evaporacao do carvacrol.

Depois de decorridos sete dias de exposi¢cdo, foram coletadas de cada grupo
(controles e tratamentos) 5 fémeas (semi ingurgitadas com quatro dias de alimenta¢ao).
Na sequéncia as fémeas foram anestesiadas por choque térmico (em freezer a 2° C por 1
minuto para diminuicdo do metabolismo sem causar a morte) para retirada dos ovarios,
os quais foram fixados em paraformaldeido a 4% por 72 horas. Depois foram transferidos
para solugdo tampao fosfato de sodio (pH 7.2) por 24 horas para posteriormente serem
desidratados em série crescente de alcool etilico (70, 80, 90 e 95%) a intervalos de 20
minutos. A infiltragdo deu-se em resina Leica (Leica Historesin Embedding Kit) e os
ovarios foram colocados em moldes plasticos mantidos a 4°C para retardar a pré-
polimerizacao. O material foi seccionado com 3 pm de espessura em microtomo Leica
RM 2255 e as secc¢des foram colocadas em laminas de vidro e coradas com hematoxilina-
eosina (HE). Posteriormente, as laminas foram examinadas e fotografadas em

microscopio de luz de campo claro LEICA DM750.
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3.6. Histologia do integumento

As 100 fémeas de carrapatos foram alocadas em 5 grupos experimentais: dois
controles (C1 e Cu), onde foram expostas, respectivamente, a agua destilada (Ci) e ao
etanol a 50°GL em agua destilada (Cn); e trés tratamentos (T1-Tmr), nos quais as fémeas
foram expostas as concentragdes de 3 pL/mL (Tr); 12,5 pL/mL (Tu) e 25 pL/mL (Tm)
de carvacrol, correspondendo respectivamente, a 5, 20 e 40% da concentragao letal média
(CL50) do carvacrol diluido em etanol a 50°G. Foram utilizadas 10 fémeas por grupo,
além do que todos os testes foram realizados em duplicatas.

Em cada grupo experimental, 20 fémeas de R. sanguineus s.1. foram imersas nas
diferentes solu¢des por 5 minutos (DRUMMOND et al., 1973). Ap6s imersao, foram
secas com papel absorvente e colocadas em placas de Petri identificadas, cobertas com
filme pléstico com pequenos orificios para a entrada de ar. As placas foram mantidas em
estufas BODs 28 + 1°C, 80% de umidade, com fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias
para posterior analise morfo-histoldgica. As placas contendo as fémeas do grupo controle
foram mantidas em estufas BODs diferentes da utilizada para os grupos tratados, evitando
possiveis interferéncias provenientes da evaporagdo do carvacrol.

Cinco fémeas por grupo experimental depois de anestesiadas (choque térmico)
foram dissecadas sob estereomicroscopio, em placas de Petri contendo tampao fosfato
salino (PBS: NaCl 0.13M, Na2HPO4 0.017M, KH2PO4 0.02M, pH 7.2), para a remoc¢ao
de fragmentos do integumento (regido dorsal do aloescudo). Em seguida, o material foi
fixado em paraformaldeido a 4% por 72 horas e, entdo, transferido para tampao fosfato
de soédio (pH 7.2) por 24 horas. Na sequéncia, as amostras foram desidratadas em série
crescente de alcool etilico (70, 80, 90 e 95%) por 20 minutos cada. Ap6s o material foi
colocado em resina de embebi¢do (Leica Historesin Embedding Kit) por sete dias e foi
incluido em moldes plésticos contendo historesina. O material permaneceu em estufa por
sete dias para polimerizagao da resina e, em seguida foi seccionado em micrétomo LEICA
RM 2255 com secgdes de 3 um de espessura, as quais foram colocadas em laminas de
vidro previamente limpas para serem coradas pela hematoxilina e eosina. Apos colora¢do
as laminas foram secas ao ar livre, foram montadas com balsamo do Canada e laminula e
em seguida examinadas e fotografadas em microscopio de luz de campo claro LEICA

DM?750.
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3.7. Histoquimica do integumento

Fragmentos do integumento de fémeas de carrapatos dos grupos controle e
tratamento foram submetido a técnica histoquimica para detec¢do de proteinas totais pelo

xylidine Ponceau (MELLO; VIDAL, 1980).

3.7.1. Xylidine Ponceau

O material foi fixado em paraformaldeido a 4% por 72 horas e depois de
seccionado foi corado pelo xylidine Ponceau por 30 minutos com posterior lavagem em
agua corrente. Depois de permanecer por 1 minuto em acido acético 1%, as laminas
contendo as secgdes foram secas e montadas em bdlsamo do Canadéd para posterior
observacao e documentagao fotografica em fotomicroscopio LEICA DM 750, equipado
com camera Leica ICC50 HD, por meio do software Leica LAS v.3.8, alocado nas
dependéncias do Laboratorio de Histologia, Departamento de Biologia da UNESP, Rio

Claro, Brasil.

3.8. Microscopia Eletronica de Varredura do integumento (MEV).

Cinco fémeas de cada grupo experimental, depois de anestesiadas por choque térmico
foram fixadas em solucdo de Karnovsky (paraformaldeido 2% e glutaraldeido 2.5 % em
tampao Sorensen 0.1M) durante 24 horas. Depois foram lavadas em agua destilada,
desidratadas em solucdes crescentes de acetona (70%, 80%, 90% e 95%), e passadas
duas vezes em acetona pura (100%), cada banho com duracdo de 10 minutos. Apds o
material foi processado em “Criptical Point Drying”, para completar a desidratagdo. O
material foi entdo colado (com auxilio de fita adesiva dupla face) em suportes de aluminio
(stubs), foi metalizado com ouro em “Sputtering”, examinado e fotografado em

microscopio eletronico de varredura HITACHI TM3000 SEM.
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ABSTRACT

Many active substances extracted from plants have been tested for use to control parasites.
A standout is carvacrol, whose acaricidal activity has been confirmed against some tick
species. The objective of this work was to determine the median lethal concentration
(LCso) of this bioactive substance when diluted in an aqueous solution of 50% ethanol on
semi-engorged females of the species Rhipicephalus sanguineus sensu lato. For this
purpose, 16 treatment groups, each containing 20 female ticks, were exposed to different
concentrations of carvacrol, while 2 control groups were exposed either to water or a 50%
hydroethanolic solution. Two bioassays were performed, the first to determine the
mortality interval of carvacrol and the second to estimate the LCso of carvacrol, using the
Probit software. The females exposed to the smaller concentrations of carvacrol (10 and
20 uL/mL) were not affected, while exposure to the highest concentration (100 pL/mL)
caused the highest mortality rate (96%). The results revealed that carvacrol had a dose-
dependent effect, and was most efficient (caused the highest mortality) in the first 72
hours of exposure. Finally, the LCso value of carvacrol to the semi-engorged female ticks
was on the order of 62.48 uL/mL (confidence interval of 58.91- 66.56 pL/mL).

Keywords: Monoterpene, mortality rate, ticks, toxicology, acaricide.
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1. Introduction

As the common “brown dog ticks”, Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) is
a tick species whose preferred host is dogs, and it is of medical-veterinary interest due to
its ability to transmit pathogens to the host, such as Ehrlichia canis, Babesia vogeli and
Hepatozoon canis [1], causing ailments such anemia and skin lesions, among others [2].

Various studies have been conducted to find alternative strategies to control these
ectoparasites, to try to minimize the damages caused both to the environment and non-
target organisms, but many avenues for further research remain unexplored. Most studies
in this respect have been carried out in the laboratory in the area of immunology,
involving experiments and tools focused on identifying, isolating and synthesizing
proteins that can protect cells, tissues and organs from ticks, with the ultimate objective
of developing vaccines [3].

Despite the frequent research in this area, the most efficient and widely used
method to control ticks is still the application of synthetic chemical acaricides, which
although efficient, cause collateral damages to the environment (leaving toxic residues)
and to non-target organisms (including the hosts themselves). Various studies have
reported that the misuse of these chemical products causes a series of diseases, both to
target and non-target organisms, plus the problem of the selection of resistant tick strains
[4,5], which after a certain period of exposure to the product no longer are affected, since
they have developed internal mechanisms to defeat the acaricidal action. Hence, there is
a need to find new chemical products with acaricidal action in very short periods (up to 5
years). Furthermore, strict protocols need to be developed for application of these
chemicals so as not to cause serious consequences to non-target organisms and the
environment [4].

To overcome the various problems described above, active substances from plants
have been investigated to control ticks, with promising results, since several biological
effects have been demonstrated (insecticidal, fungicidal, acaricidal, etc.). In particular,
carvacrol, an active substance extracted from plants of the families Lamiaceae and
Verbenaceae, has been found in many studies to have action against ticks of the genus

Rhipicephalus [6-9].

In light of this information and given the urgent need to find strategies to control
ticks that are efficient while causing minimum damage to the environment and non-target

organisms, the objective of this study was to determine the LCso of carvacrol against semi-
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engorged females of the brown dog tick, Rhipicephalus sanguineus s.l. This substance
has already been shown to have acaricidal action on different life stages of other parasite

species.
2. Material and Methods

2.1. Chemical Substance
The acaricide carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol, CAS 499-75-2), with 99%
purity, used in this study was obtained from Sigma-Aldrich (Cotia, SP, Brazil).

2.2. Ticks

We used 520 semi-engorged females of R. sanguineus s.1., with average weight of
29 + 3.4 mg, obtained from a colony maintained under controlled conditions (28 °C, 85%
relative humidity and photoperiod of 12 h) in a BOD incubator in the vivarium room of
the Department of Biology of Paulista State University (UNESP), Rio Claro Campus, in
the state of Sdo Paulo, Brazil. We selected females without loss of members or
malformation, as determined by viewing under a stereoscopic microscope (Carl Zeiss,
Stemi 2000). They were maintained in an Eletrolab El 202 BOD incubator at 28+1 °C
and RH of 80+£10% until being transferred to feeding chambers attached on the backs of

rabbits, according to the method described by [10] where they remained for 5 days.

2.3. Hosts

Female rabbits of the Botucatu genetic group were used, with weight between 3
and 3.5 Kg, obtained from the vivarium of UNESP — Botucatu Campus, SP, Brazil and
were maintained in the vivarium at the university’s Rio Claro Campus, under controlled
conditions (28+1°C, 85% humidity and 12 h photoperiod). The rabbits had no previous
contact with ticks or acaricides. During the entire experiment, the animals were kept
individually in cages and received water and commercial feed ad libitum.

The study was approved by the ethics committee on animal research of UNESP

(protocol 3822, issued in December 012/2015).
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2.4. Adult Immersion Test (AIT).
2.4.1. Bioassay 1

To determine the mortality interval of the ticks, 240 females were allocated to 12
experimental groups: 2 control and 10 treatment groups, with 10 individuals per group.
The tests were performed in duplicate.

In the control groups (Crand Cn), the ticks were exposed to distilled water (Ci) or
50% hydroethanolic solution (Cr).

The treatment groups (designated Tito Tx) were exposed to concentrations of 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 and 100 puL/mL of carvacrol diluted in the 50%
hydroethanolic solution. The concentrations were chosen based on experiments
conducted previously. Each dilution (carvacrol + hydroethanolic solution) was
homogenized in a magnetic stirrer (Quimis) for 1 minute at speed of 3 rpm.

Before the start of the tests, the 240 semi-engorged female ticks were removed
from the hosts after having fed for 5 days and then were washed in a sieve with running
water, followed by drying on soft absorbent paper. The adult immersion test (AIT)
followed the protocol described by [11], where the ticks of the 10 treatment groups were
immersed in the different concentrations of carvacrol (10-100 pL/mL diluted in 50%
ethanol) for 5 minutes. Those in the control groups were immersed in distilled water or
50% ethanol for the same period. Then the ticks were dried on absorbent paper and placed
in labeled Petri dishes (90 x 15 mm) and kept in BOD incubators under controlled
conditions (28+1°C, 85% humidity and 12 h photoperiod). The control and treatment
groups were kept in different incubators to prevent contamination of the former by the
carvacrol, which is a volatile substance.

The mortality of the semi-engorged females and action of carvacrol were
monitored daily for 7 days, as proposed by [12]. At the end of the seventh day the
mortality interval was determined. Only ticks with ability to move about were considered

to be alive.

2.4.2. Bioassay 2

After determination of the mortality interval, new carvacrol solutions were
prepared by dilution in 50% hydroethanolic solution. Two hundred eighty female ticks
with homogeneous weight were allocated in 14 experimental groups (2 control and 12
treatment groups), with 10 individuals/group. Again, the tests were conducted in

duplicate.
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In the two control groups (Ciand Cu), the ticks were exposed to distilled water
(Cy) or 50% (Cn).

In the treatment groups (Tito Txmu), the ticks were exposed to concentrations of
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 or 85 puL/mL of carvacrol diluted in the 50%
hydroethanolic solution.

As in the first bioassay, before the start of the tests, the 280 semi-engorged female
ticks were removed from the hosts after having fed for 5 days and then were washed in a
sieve with running water, followed by drying on soft absorbent paper. The adult
immersion test (AIT) was performed as described by [11], where the ticks of the treatment
groups were immersed in the different concentrations of carvacrol for 5 minutes, while
those in the control groups were immersed in distilled water or 50% ethanol for the same
period. Then the ticks were dried on absorbent paper and placed in labeled Petri dishes
(90 x 15 mm ) and kept in BOD incubators under controlled conditions (28 £ 1 °C, 80%
RH and 12-hour photoperiod). The control and treatment groups were again kept in
different incubators to prevent contamination of the former by volatilization of carvacrol.

The mortality of the semi-engorged females and action of carvacrol were
monitored daily for 7 days, as proposed by [12]. At the end of the seventh day the

mortality data were submitted to statistical analysis by the Probit program.

2.4.3. Statistical Analysis

The mortality interval obtained for the female ticks in bioassay 1 and mortality
data obtained in bioassay 2 were submitted to one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by application of the post hoc Tukey test, in both cases at significance of p<0.05,
using the Graph-Pad Prism v.7 software (GrapPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
The mortality data from bioassay 2 were also submitted to Probit analysis using the POLO
PC software (LeOra Software, 1987) to calculate the median lethal concentration (LCso)

and the 95% confidence interval.
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3. Results

3.1. Bioassay 1

In this test, the female ticks of the control groups (Ci and Ci) did not present
mortality after seven days of exposure. Furthermore, no morphological alterations
(integument) or behavioral changes were observed. A similar result was obtained for the
ticks allocated in the treatment groups exposed to the two lowest concentrations (10 and
20 nL/mL) of carvacrol, with no mortality detected after seven days (Fig 1; Tab. 1).

In the groups exposed to concentrations of 30 and 40 uL/mL, mortality was
observed as of the second day of the experiment, with values that remained stable until
the seventh day (~7%). As before, no morphological changes in the integument or
behavioral modifications were observed.

In contrast, in the group exposed to the carvacrol concentration of 50 pL/mL there
was a progressive mortality rate (7%-13%), starting on the second day of the experiment
and peaking on the sixth day (Fig. 1; Tab.1).

In the groups exposed to the concentrations of 60 pL/mL to 100 pL/mL, the
mortality also increased progressively, from 60% to 96%, with the highest rate observed
from the third day until the end of the experiment, confirming a dose-dependent
relationship (higher mortality with greater concentration) (Tab.1). At these
concentrations, the ticks began to die on the first day of the experiment, a situation that
was maintained until the end of the experiment

At the concentrations of 80 and 90 uL/mL, on the first and second days 14 and
15 ticks died, while at the highest concentration (100 uL/mL), 16, 17 and 19 ticks died
on the first, second and third days (Tab. 1).

Morphological alterations (wrinkles or folds) were also noted in the integument
of the ticks exposed to carvacrol concentrations from 60 pL/mL and 100 pL/mL, along
with behavioral changes, such as reduced locomotion, inverted prostration and in some

cases total paralysis.

3.2. Bioassay 2

From the data obtained, it was possible to establish the mortality interval for the
semi-engorged females of R. sanguineus s.l. when exposed to carvacrol. This interval
included the concentrations from 30 to 85 pL/mL (Tab. 2), meaning that the females were

sensitive to all the concentrations in this interval. There was also a (progressive) increase
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in the mortality rate in this concentration range, which varied from 5 to 85% (Fig 2; Tab
2).

The ticks submitted to the lowest carvacrol concentrations (30 to 45 pL/mL) did
not present morphological changes to the integument or behavioral changes. However,
exposure to higher concentrations (50 to 85 pLL/mL) caused dehydration of the integument
(presence of wrinkles/folds) and behavioral changes: reduced locomotor activity, inverted
prostration and repetitive movements. Besides this, the highest mortality rate (85%) was
observed at the concentration of 85 uL/mL, which occurred on the second and third days
of the experiment.

Based on the mortality data obtained in bioassay 2, we established that the 50%
lethal concentration (LCso) and the confidence interval were, respectively, 62.48 pL/mL

(58.91- 66.56) (Tab. 3).
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Table. 1.: Bioassay 1: percentage of dead Rhipicephalus sanguineus s.l. females ticks exposed

to different concentration of carvacrol.

Concentration of )
Percentage of dead ticks/ days treatment (%)

carvacrol (uL/mL)
1*day  2"day 39day 4"day S5"day 6"day 7% day
Control H>O 0 0 0 0 0 0 0
Control Ethanol 50% 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0
30 0 7 7 7 7 7 7
40 0 7 7 7 7 7 7
50 0 7 7 7 7 13 13
60 47 53 60 60 60 60 60
70 60 63 70 70 70 70 70
80 60 74 82 82 82 82 82
90 70 78 86 86 86 86 86
100 80 87 96 96 96 96 96
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Table 2: Bioassay 2: percentage of dead Rhipicephalus sanguineus s.1. females ticks exposed to

different concentration of carvacrol.

Concentration of )
Percentage of dead ticks/ days treatment (%)

carvacrol (uL/mL)
I*day 2™day 39day 4"day S5"day 6"day 7" day
Control HO 0 0 0 0 0 0 0
Control Ethanol 50% 0 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 5 5 5 5
35 0 0 0 5 5 5 5
40 0 0 0 5 5 5 5
45 0 7 7 7 7 13 13
50 0 10 10 10 10 15 15
55 5 15 25 25 25 25 25
60 15 30 45 45 45 45 45
65 20 35 55 55 55 55 55
70 40 60 70 70 70 70 70
75 40 65 70 70 70 70 70
80 60 70 80 80 80 80 80
85 65 75 85 85 85 85 85
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Table 3: Probit analysis results based on the mortality of semi engorged
Rhipicephalus sanguineus s.l. female ticks exposed to the carvacrol no

Bioassay 2.

LC50 62.48 pL/mLI limits: 58.91- 66.56
Chi-square 6.01

Standard error 1.56

Slope 7.38

Degrees of freedom 4

t ratio 4.32

Regression equation

Y= (-13.2599007 + 5) + 7.3838780 log x
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Figure 1. Bioassay 1: average of mortality Rhipicephalus sanguineus s.l. females ticks
on the 7th day of exposure to different concentrations of carvacrol. * indicates statistically

diference (p<0,05). 1. Control 1= distilled water; Control 2= 50% ethanol.
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Figure 2: average of mortality (Mortality interval) Rhipicephalus sanguineus s.1. females
ticks on the 7th day of exposure to different concentrations of carvacrol. * indicates

statistically difference (p < 0.05). Control 1= distilled water; Control 2 = 50% ethanol.
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4. Discussion

Several studies have shown that active substances obtained from essential oils
extracted from plants of the genera Origanum and Lippia have potential acaricidal activity
[7,13]Among these substances is carvacrol, a volatile aromatic monoterpene with
molecular formula C1oH140. It has been found to have various biological activities, such
as bactericidal, insecticidal and acaricidal [9,14, 15]. In this scenario, considering the
search for natural products that are efficient and sustainable, research in the area of
toxicology has focused on these substances, as in the present study, for control of
arthropod pests, including ticks.

In this study, bioassay 1 was performed to identify the mortality interval of semi-
engorged females of R. sanguineus s.l. when exposed to carvacrol. The results
demonstrated no sensitivity to this substance at the two lowest concentrations tested (10
and 20 uL/mL), suggesting that these two concentrations cannot be considered potentially
effective to cause death of the ticks. This result, however, does not exclude the possible
occurrence of internal organ damage, and yes, it only showed that there was no death. In
contrast, [14], who exposed immature stages (larvae and nymphs) of Amblyomma
cajennense and R. sanguineus s.l. to the same carvacrol concentrations used here, found
that the ticks were extremely sensitive, with a mortality rate of 100%.

Furthermore, in this study the exposure of the ticks to carvacrol concentrations
from 30 to 50 pL/mL caused a low mortality rate, of around 13%. Also, the females
exposed to these concentrations did not show behavioral changes or morphological
alterations of the integument, at least that could be observed macroscopically, indicating
that at these concentrations the potential to eliminate ectoparasites is low. A low mortality
rate (15%) was also observed by [15], when exposing engorged female cattle ticks
(Rhipicephalus (Boophilus) microplus) to the extract of Azadirachta indica at a
concentration of 2%.

When the ticks were exposed to the higher carvacrol concentrations (60 to 100
uL/mL), there was a gradual increase of the mortality rate, which varied from 47% to
96%, demonstrating a dose-dependent effect. This result corroborated the findings of [16]
when exposing larvae and engorged females of Rhipicephalus (Boophilus) microplus to
the extract of Acmella oleraceae at concentrations of 25, 50 and 100 pL/mL .

In bioassay 2, we exposed the R. sanguineus s.l. females to different carvacrol

concentrations to estimate the LCso. The results demonstrated sensitivity (mortality) to
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carvacrol at all the concentrations tested (30 to 85 puL/mL). However, at the lowest
concentrations (30 to 40 uL/mL), the mortality started on the fourth day and remained
until the seventh (last) day of the experiment. At the higher concentrations (55 to 85
uL/mL), mortality was observed starting on the first day and then increased until the third
day, after which it remained constant until the seventh day. Specifically, exposure of the
ticks to the concentrations ranging from 30 to 55 pL/mL causing a mortality rate of 25%.
Besides this, there were no behavioral or morphological alterations, i.e., the ticks were
not affected by the compound. Other researchers have exposed R. sanguineus s.l. ticks to
active substances from other plants, such as andiroba oil and spilanthol [17,18] and have
observed toxicity to ticks at the lowest concentrations, unlike we observed for carvacrol.

The tests demonstrated that carvacrol at the highest concentrations (60 to 85
puL/mL) caused a gradual increase in the mortality rate of the female ticks. Besides
mortality (45-85%), these concentrations also provoked behavioral changes in the ticks,
such as excitation, repetitive movements, reduced locomotor activity, inverted prostration
and even total paralysis of some individuals. The highest mortality rate caused by the
concentration of 85 pL/mL occurred on the third day of the experiment (72 h),
demonstrating that besides the dose-dependent effect, that carvacrol has rapid toxic
action, corroborating the findings of [7], who exposed R. turanicus adult females to pure
carvacrol (97%) and observed a mortality rate of 73% in a period of 48 hours.

In the third step of this study, the efficacy of carvacrol to control semi-engorged
females of R. sanguineus s.l. was demonstrated by application of statistical tests. The
results showed that the 50% lethal concentration (LCso) of carvacrol and the confidence
interval were, respectively, 62.48 uL/mL and 58.01-66.34 nL/mL, corroborating the data
obtained by [16]when exposing engorged female cattle ticks R. (Boophilus) microplus to
the extract of A. oleracea (LCso= 79.7 pL/mL). The LCso obtained in the present study
confirmed the efficiency of carvacrol when compared, for example, to the extract of
Artemisia annua L (LCso= 130.6 pL/mL).

To summarize, the data obtained in this study provide relevant insights about the
toxic potential of carvacrol when applied on semi-engorged females of the brown dog
tick, R. sanguineus s.l., indicating that this substance can be considered a possible

efficient and sustainable agent to control ticks in urban environments.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Currently, the most commonly used method to control ticks is the use of synthetic acaricides. However, these
Cytotoxicity compounds are potentially harmful to hosts and the environment, in addition to causing the selection of resistant
Morphology individuals. Therefore, several studies have been conducted to find sustainable methods to control ticks, such as
Z::rlircaildzonml Rhipicephalus sanguineus sensu lato, the most important vectors of pathogens for dogs. There has been increasing

research on natural products with acaricidal action, especially with regard to plant-derived compounds as
carvacrol, an aromatic monoterpene with several biological properties, including repellent and acaricidal ac-
tivities, besides exerting cytotoxic effects on the exposed ticks. The objective of the present study was to evaluate
the action of different carvacrol concentrations on the ovaries morphophysiology in semi-engorged R. sanguineus
s.l. females to determine its effect on oocyte development. The results showed the occurrence of significant
morphological alterations in the shape of oocytes (from round-shaped to irregular) and in the germinal vesicles,
in addition to extensive cytoplasmic vacuolation.These effects were observed after the application of carvacrol at
a concentration of 20 uL/mL. The most significant alterations were observed at the highest concentration
(100 puL/mL), at which the oocytes could not develop further than stage II (total absence of oocytes III, IV and V).
These data showed that even though carvacrol was unable to kill all ticks at these concentrations, surviving
females could have had an altered reproduction, which would hinder the generation of new individuals, re-
sulting in a long-term control. Data regarding the inhibition of oocyte development are unprecedented and
indicate the use of carvacrol as a natural product with the potential to control R. sanguineus s.l. ticks.

1. Introduction

The search for new acaricide formulations to control Rhipicephalus
sanguineus s.l. has been intensified, since it is an ectoparasite of sig-
nificant environmental and sanitary importance, transmitting several
biopathogens to animals and occasionally to human beings (Dantas-
Torres, 2010; Paz et al., 2008). Different methods have been developed
to control tick infestations, such as vaccines (Parizi et al., 2012), natural
predators like the cattle egret (Bubulcus ibis) (Burtis et al., 2016),
pheromone application (Benelli et al., 2016) and biological control with
Metahizium anisopliae fungi (Webster et al., 2018).

Currently, the main control method for ticks is the use of synthetic
acaricides. However, the prolonged or in inappropriate use of acaricides
can cause the selection of resistant individuals and accumulation of
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chemical residues in the environment (Rodriguez-Vivas et al., 2018). In
addition, synthetic acaricides are expensive and require specialized
handling (Abbas et al., 2014). In this sense, the use of essential oils and
their secondary metabolites (active principles), such as neem oil
(Choudhury, 2009; Denardi et al., 2010; Remedio et al., 2015;
Srivastava et al., 2008), andiroba oil (Farias et al., 2009; Roma et al.,
2013; Vendramini et al.,, 2012) and castor oil esters (Arnosti et al.,
2011; Sampieri et al., 2013), is an excellent strategy for the control of
ticks, since such compounds are inexpensive, cause no environmental
damage, and have low potential for fostering the development of re-
sistant strains (Rosado-Aguilar et al., 2010).

Carvacrol, the object of study here, is a volatile phenolic mono-
terpene, and the active principle found in essential oils of plants in the
families Lamiaceae and Verbenaceae, which include the genera
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Fig. 1. Schematic drawing showing the steps of the method for exposure of semi-engorged females of R. sanguineus s.1. to carvacrol at various concentrations.

Origanum and Lippia, respectively (Cacciatore et al., 2015; Koc et al.,
2013; Martinez-Velazquez et al., 2011; de Oliveira-Cruz et al., 2013).
Several studies have demonstrated their various biological properties,
such as antimicrobial, insecticide and acaricide (Jayakumar et al.,
2012; Miladi et al., 2016; Tunc et al., 2016). Carvacrol showed ex-
tensive acaricidal activity against Amblyomma americanum, Hyalomma
marginatum, Rhipicephalus turanicus and R. sanguineus s.l. (Cetin et al.,
2010; Jordan et al., 2011; Koc et al., 2013; Senra et al., 2013).

One way to evaluate the potential of a compound in tick control is to
study its effects on the morphology of tick internal organs, especially
the ovary (Arnosti et al.,, 2011; Denardi et al., 2012; Oliveira et al.,
2009; Roma et al.,, 2011; Sampieri et al., 2013; Vendramini et al.,
2012). Accordingly, the objective of the present study was to in-
vestigate the effects of carvacrol at concentrations of 20, 50 and
100 pL/mL on the morphophysiology of the ovaries of semi-engorged R.
sanguineus s.l. ticks.

2. Material and methods
2.1. Carvacrol

Carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol, CAS 499-75-2, molecular
formula C;0H140, 99% pure) was purchased from Sigma-Aldrich (Sao
Paulo, SP, Brazil).

2.2. Rhipicephalus sanguineus s.L ticks

Unfed females and males of Rhipicephalus sanguineus s. 1. ticks were
used in the bioassays. The ticks were obtained directly from the colony
maintained in a Biological Oxygen Demand (BOD) incubator under
controlled conditions (28 °C, 85% humidity, and 12-h photoperiod), in
the Animal Facility of the Department of Biology — UNESP, Rio Claro
campus/Sao Paulo, Brazil.

One hundred R. sanguineus s. 1. couples were released in special
feeding chambers attached with an non-toxic glue (Unna paste, com-
posed by 100 mL of glycerin (C3HgO3), 160 mL distilled water, 80 g
agar-agar and 60 g zinc oxide) to the back of rabbits (Grupo Genético de
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Botucatu) weighing 3-3.5 kg and without previous exposure to ticks or
acaricides. The rabbits, provided by the Genetic Group of Botucatu
Campus, SP, Brazil, were kept in cages and received water and com-
mercial food ad libitum. After feeding for four days, the semi-engorged
female (mean weight + SD =26 = 3.5mg, p > 005) ticks were
collected and subjected to the bioassays. All experimental procedures
were performed according to Bechara et al. (1995) and were approved
by the Ethics Committee in Animal Use (CEUA, UNESP Rio Claro/SP,
Brazil), protocol No. 3822, 012/2015.

2.3. Experimental details

2.3.1. Bioassays (carvacrol)

The bioassays performed here were based on the highest carvacrol
concentration used by Senra et al. (2013), who studied the effects of
this compound on R. sanguineus s.l. larvae and nymphs. Using these
data, five experimental groups were established, consisting of twenty
individuals each.

Three treatment groups (T1-3) were exposed to 20, 50 and 100 uL/
mL carvacrol, and two control groups were exposed to distilled water
(C1) and solvent (50% ethanol) (C2). Ethanol was used as the solvent,
because Chagas et al. (2003) found that up to 75%, it was not lethal to
R. (Boophilus) microplus ticks, as were some other solvents.

Twenty R. sanguineus s.l. females were immersed in each solution for
5min, according to the protocol established by Drummond et al.
(1973). The same procedure was performed with the individuals from
the control groups (distilled water and 50% ethanol). After immersion,
the ticks were dried on absorbent paper, placed in labeled Petri dishes
and covered with perforated plastic film for aeration (Fig. 1).

The samples were kept in an Eletrolab El 202 BOD incubator at
27 = 1°C and relative humidity of 80 + 10% for 7 days. Control ticks
were kept in a separate incubator so as to reduce the likelihood of cross-
contamination with (the volatile) carvacrol.

2.3.2. Histology
Following thermal shock (females were kept in freezer at 2°C for
1 min, this process lowers their metabolism without causing death), the
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Fig. 2. Histological sections of oocytes in stages I to V of R. sanguineus s.l. semi-engorged females under control conditions and after exposure to various con-
centrations of carvacrol. (A-E) Control group with oocytes at various stages of development (I-V) showing preserved morphology. (F-J) Group exposed to a
concentration of 20 pL/mL, where oocytes II show vacuolated cytoplasm (va) (G). (K-O) Group exposed to a concentration of 50 pL/mL, in which oocytes III yolk
granules (Y) are preserved in the central region (M). (P-Q) Group exposed to a concentration of 100 uL/mL, with few yolk granules scattered throughout the cell (Q).
cb = cell boundary; ch = chorion; gv = germinal vesicle; nu = nucleolus; va = vacuolation, y = yolk granules. Bars: A-B, F-G, K-L, P-Q = 20 ym. C-E, H-J,

M-O = 50 um.

ticks collected from the rabbits were dissected under a stereomicro-
scope in Petri dishes containing phosphate-buffered saline (PBS) solu-
tion (NaCl 0.13 M, Na,HPO, 0.017 M, KH,PO, 0.02 M, pH 7.2) for
removal of ovary samples. The material was fixed in 4% paraf-
ormaldehyde for 7 days and transferred to sodium phosphate buffer (pH
7.2) for 24 h. The samples were dehydrated in a graded ethanol series
(70, 80, 90 and 95%)) at 20 min intervals. Afterwards, the material was
embedded in Leica HistoResin and kept in fridge (2-8 °C) for 7 days.
Then, the samples were placed in individually plastic molds previously
filled with resin plus accelerator and polymerized in incubator at 37 °C.
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After drying, the ovaries were sectioned (3-um thickness) using a Leica
RM 2255 microtome, mounted on clean glass slides, and stained with
Harris hematoxylin and eosin (HE) for 10 and 5min, respectively
(Junqueira and Junqueira, 1983). The material was air-dried, mounted
in Canada balsam and coverslipped for later analysis and documenta-
tion using a Leica DM750 light microscope.
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Fig. 3. Histological sections of the ovaries of R. sanguineus s.l. semi-engorged females belonging to the control group.

A. Overview of ovary with oocytes in all developmental stages (I-V).

B-G. Details of oocytes at various stages of development. Bars: A = 100 pm, B-C = 20 um, D-E = 50 ym, F = 100 pm.

3. Results
3.1. Control groups (1 and 2)

The results showed no differences between ticks in the control
groups (C1 and C2) (Figs. 2A-E and 3 ). Ovary morphology in the two
groups was consistent with that described in the literature for this
species (Oliveira et al., 2005). The pedicel cells, which attach the oo-
cytes to the ovary wall, were intact. These cells were cubic, presented
an oval basophilic nucleus containing granular material and a weakly
stained cytoplasm. The ovary wall consisted of a simple epithelium,
with cubic cells presenting preserved oocytes in all developmental
stages (I to V).

3.2. Treatment group 1

The oocytes of the R. sanguineus s.l. females exposed to 20 pL/mL
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carvacrol showed few alterations when compared to the control groups.
Oocytes I presented oval shape; however, some were irregular and
showed cell boundary folds. Strongly basophilic granulation was ob-
served throughout the cytoplasm along with an irregular germinal ve-
sicle (Fig. 2F).

Most oocytes II showed intact cell boundary, with strong basophilic
staining. The cytoplasm was extensively disorganized and displayed
many vacuolated regions. The germinal vesicle was completely irre-
gular, with granular chromatin and absence of nucleolus (Fig. 2G).

No alterations were observed in oocytes III and IV (Fig. 2H-I).

In oocytes V, the whole cell boundary was folded, which conse-
quently caused the loss of the originally round shape of the oocytes at
this stage of development. The yolk granules showed moderate to
strong eosin staining. As observed in the oocytes exposed to carvacrol in
the preceding stage (oocyte IV), the germinal vesicle was not observed,
and the chorion was thinner, with folds, and strongly hematoxylin-la-
beled (Fig. 2J).
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Fig. 4. A. Histological sections of the ovary of R. sanguineus s.l. semi-engorged females exposed to 100 pL/mL of carvacrol. B-G. Details of oocytes that could only
reach stage II. cb = cell boundary, gv = germinal vesicle, nu = nucleolus, va = vacuolation. Bars: A = 100 pm, B-G = 20 um.

3.3. Treatment group 2 extensively disorganized regions and vacuolation near the germinal

vesicle. However, the germinal vesicle showed irregular morphology

The ovaries of the R. sanguineus s.l. females exposed to 50 pL/mL with some invaginated (folds) areas, with a consequent decrease in size,

carvacrol exhibited more significant morphological alterations. The cell occupying less space in the cytoplasm. Additionally, the nucleolus was
boundary of oocytes I showed some irregular regions, cytoplasm with strongly stained by hematoxylin (Fig. 2K).
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In oocytes II, yolk granules stained by hematoxylin and eosin were
evident, unlike T1 group. Nevertheless, extensive vacuolation was ob-
served in this group, mainly in the contact region between the oocyte
and the pedicel cells. Areas without granules and weakly stained by
hematoxylin were also seen throughout the cytoplasm. The germinal
vesicle showed vacuolation in T1 oocytes, with small and strongly
stained nucleoli close to the periphery of the nucleus (Fig. 2L).

Oocytes III were irregular, presenting folds. Vacuolation in the re-
gion of the cytoplasm of the oocyte that interfaces with the pedicel was
observed.

Intact yolk granules were observed in the central region, while al-
terations were observed in the ones located in the peripheral regions of
the cytoplasm. The germinal vesicle was irregular (Fig. 2M).

Oocytes IV showed less extensive alterations compared to those in
T1, except for the presence of some slight cell boundary folds (Fig. 2N).

Oocytes V were irregular, thinner, displayed extensive folds, and
had a weakly stained chorion. These oocytes showed the greater cyto-
plasmic vacuolation in comparison with the previous treatment.
Additionally, the yolk granules were the most affected when compared
with the ones from the other groups (Fig. 20).

3.4. Treatment group 3

Treatment with 100 pL/mL carvacrol caused the most significant
alterations in the ovaries. Only oocytes in stages I and II were found
(Figs. 2P-Q and 4). In this group, significant alterations in oocytes I
were observed after exposure to carvacrol. The cells were smaller than
the control, with oval or irregular morphology and unpreserved
boundaries. Extensive non-stained areas and chromatin marginalization
were observed (Fig. 4B). Oocytes II were heavily damaged by carvacrol,
presenting some of the alterations observed in oocytes I. The cytoplasm
presented intensely eosin-stained areas, while others reacted weakly
and showed moderate hematoxylin staining (Fig. 4C). Some cells
showed small vacuolated areas, mainly peripheral (Fig. 4E). On the
other hand, some other cells showed more extensive vacuolation
throughout the cytoplasm. The yolk precursors and other cytosolic
components were agglomerated, and marginalized chromatin was ob-
served in the nucleus, strongly indicating the occurrence of cell death
processes (apoptosis) (Fig. 4D, E, G).

4. Discussion

Carvacrol, an active principle extracted from plants of the family
Lamiaceae and Verbenaceae, presents numerous biological activities,
including acaricidal action against several tick species (Koc et al., 2013;
de Oliveira-Cruz et al., 2013; Senra et al., 2013). The results obtained in
the present study demonstrated for the first time that even at low
concentrations (20 uL/mL), carvacrol was capable of causing oocyte
alterations, especially in early developmental stages (I and II). In the
treatment groups, the oocytes showed irregular shape, cytoplasmic
vacuolation and alterations in the germinal vesicle. At the highest
concentration (100 uL/mL), carvacrol inhibited oocyte development to
stages III, IV and V.

Probably one of the reasons for such alterations is that the chorion
(protective membrane) had not yet been completely deposited in early
developmental stages (I and II). Oliveira et al. (2005) demonstrated
that, in R. sanguineus s.l. ticks, chorion deposition initiates when oo-
cytes reach stage IIl and is concluded at stage V. This would make
undeveloped oocytes more susceptible to the absorption of external
products from hemolymph. Similar results were found by Oliveira et al.
(2008) and Roma et al. (2010), who subjected semi-engorged female
ticks of R. sanguineus s.l. to the synthetic acaricides fipronil and per-
methrin, respectively.

When exposed to carvacrol (T1-T3), especially in the highest con-
centrations, many cells became irregular, with extensive folds. In ad-
dition, the chorion appeared to be thinner and, in some cases, even
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ruptured, indicating that its deposition was probably impaired at later
stages of development. These data are corroborated by de Oliveira
et al., (2016) who subjected Rhipicephalus (Boophilus) microplus female
ticks to Acmella oleracea extracts.

Carvacrol was also responsible for important alterations in nuclear
integrity and shape. This corroborates Vendramini et al. (2012) and
Denardi et al. (2012), who tested the effects of andiroba and neem oil
(natural acaricides), respectively, demonstrating that the germinal ve-
sicle structure was affected in R. sanguineus s.l. female ticks. Similar
alterations were reported by Roma et al. (2011) for R. sanguineus ticks
treated with permethrin.

Cytoplasmic vacuolation was observed in all developmental stages,
from the lowest to the highest concentration of carvacrol. In the present
work, such alterations became more intense as the concentration of
carvacrol. Here, the effect was related to dose, something also observed
by Remedio et al., (2015) in R. sanguineus s.l. semi-engorged females
subjected to neem seed oil. According to Roma et al. (2011), in ovaries
from R. sanguineus s.l. ticks exposed to different concentrations of
permethrin, this process may be a defense mechanism of the cell, which
recycles or degrades damaged structures to maintain cell integrity and
ensure the viability of the oocyte. Arnosti et al. (2011) and Vendramini
et al. (2012) observed similar results in R. sanguineus s.l. semi-engorged
females exposed to ricinoleic acid esters from castor oil and andiroba
oil, respectively.

The presence of cytoplasmic vacuoles suggests that carvacrol may
have altered oocyte permeability, allowing the entry of substances such
as water or electrolytes into the ovaries. This morphological alteration
certainly interfered with the reproduction process of the females and
concomitantly may result in the generation of deficient offspring, or
even inhibit the emergence of new individuals. The absence of oocytes
in later developmental stages (III, IV and V) in the treatment with the
highest concentration of carvacrol (100 uL/mL) confirms the ability of
this compound to inhibit oocyte development. Similar data were found
by Remedio et al. (2015).

5. Conclusion

This study has shown that carvacrol can alter ovary morphology in
ticks. This suggests that surviving ticks may not reproduce properly
when subjected to carvacrol, since in the highest concentration oocytes
could not develop to more advanced stages. This means that a long-
term control of R. sanguineus s.l. female ticks should be possible by
using carvacrol in sublethal concentrations. Moreover, a combined ac-
tion with other products is suggested, once it would allow better ab-
sorption and reduce concentrations.
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DEFENSE AND PROTECTION
(INTEGUMENT)

José Ribamar Lima de Souza, Rafael Neodini Remedio,
Patricia Rosa de Oliveira, André Arnosti, Rusleyd Maria
Magalhdes de Abreu, Maria Izabel Camargo-Mathias

In ticks, the integument (Figure 10 A-F)1is an organ of
vital importance, externally covering the body and acting
as a physical barrier against environmental hazards. The
integument plays a key role in the biological success of the
ticks, due to its versatility, physiological aspects and inter-
action with all the ectoparasite systems, covering and sus-
taining the body, protecting against mechanical impacts
and regulating the hydric balance (Coons; Alberti, 1999;
Sonenshine; Roe, 2014).

Histologically, the integument is constituted of a cuti-
cle comprised of several sublayers secreted by cells that
form single epithelium, which secrets all the material that
will constitute the exoskeleton, responsible for the forma-

tion of epidermal appendages and dermal glands (Coons;
Alberti, 1999; Hackman, 1982; Sonenshine; Roe, 2014).
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The cuticle is an acellular structure comprised of two
layers: a) the epicuticle, outer and thinner, with distensi-
ble and deep folds, and b) the procuticle, inner and thicker
(Coons; Alberti, 1999).

The distensibility of the integument allows the ticks
(specially females in oogenesis) to increase the body vol-
ume during engorgement, accommodating the enlarged
midgut, as well as the ovary in development, which con-
tains oocytes in different stages of maturation (Bughdadi,
2008; Oliverira; Bechara; Morales; Camargo-Mathias,
2009; Remedio; Nunes; Camargo-Mathias, 2014).

According to Coons; Alberti, (1999), the epicuticle
morphology does not present significant variations over the
different developmental phases, being thinner or thicker in
some species or regions of the body. Some cuticle charac-
teristics are species-specific, e.g., argasidae ticks present a
cement layer, while in Ixodidae this layer is absent. Addi-
tionally, according to Dillinger; Kesel, (2002), Ixodes rici-
nus females have their body enlarged without ecdysis, once
their epicuticle 1s highly resistant and distensible.

The procuticle is the layer between the epicuticle and
the epidermis, in some cases, sclerotized. The sclerotized
parts (sclerites, plates and shield) are harder and thicker
than the non-sclerotized one, also called soft parts (alos-
cutum and membranes) (Coons; Alberti, 1999). The pro-
cuticle 1s subdivided into two layers: the exocuticle, in
contact with the epicuticle, and the endocuticle, close to
the epidermal cells (Coons; Alberti, 1999). Both sublay-
ers contain pore channels, whose function 1s still nuclear;
however, it has been suggested that they are involved in
the exchange of gases, water and lipids between the inter-
nal compartments of the tick and the environment (Coons;
Alberti, 1999). Cytoplasmic extensions can be found in
the pore channels; however, these tunnels are commonly
found empty. In Rhipicephalus (Boophilus) microplus
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females, the pores are branched and less frequent (Bea-
dle, 1972). In some cases, a subcuticular layer (deposition
zone) is found between the epidermal cells and the stabi-
lized procuticle, containing non polymerized precursors
of chitin-protein complexes (Coons; Alberti, 1999).

Figure 10 — Histological sections of the integument of
semi-engorged R. sanguineus s.l. females stained with: (A,
D) Hematoxylin-eosin (HE); (B, E) stained with Ponceau
Xylidine; (C, F) stained with Toluidine blue. ep = epicu-

ticle; e = epidermis; sb = subcuticle; pr = procuticle

Bars: (A-C) 50 um; (D-F)10 pum

According to the literature, the morphology, sublayer
division and the cuticle composition may undergo altera-
tions in the different feeding stages (unfed, semi-engorged
and fully engorged) and in the different phases of the
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biological cycle (larva, nymph and adult); however, such
alterations differ among the species. According to Reme-
dio, Nunes, and Camargo-Mathias, (2014), the procuticle
sublayer division is not observed in unfed Rhipicephalus
sanguineus s. 1. ticks, while this division 1s evident in the
phase of full engorgement. In R. (Boophilus) microplus, the
procuticle presents an inner and outer endocuticle during
the four days of slow engorgement.

The single epithelium 1s constituted of cuboidal cells,
with round-shaped nuclei, small nucleoli and condensed
chromatin (Amasova, 1983; Coons; Alberti, 1999). How-
ever, during the feeding process the epithelial cells can
undergo morphological alterations. The epithelial cells of
R. sanguineus s. 1. are larger in the stage of full engorge-
ment. However, the opposite occurs in R. (Boophilus)
microplus, 1.e., the epithelial cells are larger in the ini-
tial phase of the feeding process (Beadle, 1972; Reme-
dio; Nunes; Camargo-Mathias, 2014). Recent studies
have demonstrated that morphological alterations occur
when the ectoparasites are exposed to acaricides, con-
firming that these chemicals can pass through the cuticle
and reach the epithelium, causing significant alterations

in the cells (Lima de Souza; Remedio; Arnosti; Abreu;
Camargo-Mathias,2017).
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RESUMO

Estudos tém sido realizados buscando métodos de controle para infestacao de carrapatos
Riphicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) (carrapato do cdo) com o objetivo de minimizar
os danos causados pelos mesmos tanto aos seus hospedeiros, como ao meio ambiente,
este ultimo pelo uso indevido de produtos acaricidas. Nesse sentido, o carvacrol tem sido
utilizado como uma alternativa natural contra os carrapatos, visto 0 mesmo possuir
diversas propriedades dentre elas a de ser acaricida. Nessa direcdo o presente estudo
buscou avaliar a ultramorfologia e a morfohistoquimica do integumento de fémeas semi-
ingurgitadas de R. sanguineus s.l. expostas a diferentes concentracdes de carvacrol. Os
resultados obtidos mostraram que a superficie do integumento das fémeas expostas a
maior concentracdo (25uL/mL), mostrou-se enrugada sugerindo uma desidratacdo do
individuo ou ainda a mesma poderia ser resultado da desorganizagdo das camadas
cuticulares e epitelial do integumento em resposta a presenga do produto tdxico. As
alteragdes morfohistoquimicas das camadas do integumento foram significativas e mais
intensas também naquelas fémeas expostas as maiores concentragdes (25uL/mL),
confirmando a acdo dose-dependente do carvacrol. Dentre as alteracdes celulares e
tissulares, observou-se mudangas na forma, tamanho e arranjo das células epitéliais
(camada epidérmica), as quais também apresentaram nucleos com a forma alterado e
picndticos, sinalizando que as mesmas estariam passando por processo de morte. Esse
epitélio passou de simples ctibico a estratificado, também em resposta a presenga do
bioativo no sistema. Assim, as informag¢des aqui obtidas sinalizaram que o carvacrol
podera ser num futuro proximo uma alternativa para um controle de carrapatos eficiente
€ mais sustentavel.

Palavras-chave: Carvacrol, cuticula, dose-dependente, morte celular, estratificagdo

epitelial.

70



Capitulo 4

1. INTRODUCAO

Os carrapatos Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) de linhagem tropical tem
frequentemente atraido o interesse de 6rgdos publicos da satde, devido ao fato dos
mesmos serem ectoparasitas, obrigatoriamente hematofagos e ainda com a caracteristica
de transmitir aos seus hospedeiros patdégenos de importancia médica-veterinaria, como:
Rickettsia rickettsii, R. conorii, Babesia vogeli e Hepatozoon canis (DANTAS-TORRES;
OTRANTO, 2015; ESTRADA, 2015).

Ao longo dos anos, o controle dos carrapatos R. sanguineus s.l. tém sido realizado
com acaricidas formulados a partir de bases quimicas sintéticas. No entanto, devido ao
uso excessivo e inadequado, este método tem demonstrado produzir muitos efeitos
colaterais que incluem: a) a selecdo de individuos resistentes as bases quimicas; b) a
contaminagdo do meio ambiente; ¢) ao alto custo na aplicagdo, ressaltando a falta de mao
de obra especializada e d) a toxicidade nos organismos ndo-alvos por meio da liberagao
e acumulo de seus residuos (ABBAS et al. 2014). Sendo assim, torna-se necessaria a
busca por métodos de controle que sejam mais eficazes, com pre¢os mais acessiveis para
o mercado consumidor de acaricidas e que causem danos minimos ao meio ambiente e
aos organismos nao alvos, incluindo o homem.

Nessa perspectiva, o uso de bioativos presentes nos extratos e 6leos de diversas
espécies de plantas, tém sido cogitados para o uso no controle de carrapatos, visto terem
potencial de interferir no metabolismo de diversos o6rgdos destes ectoparasitas,
modificando a fisiologia dos mesmos e tornando-os mais vulneraveis, além de impedir
que seus processos de alimentacdo e de reprodugao sejam bem sucedidos. Afora isso, o
uso de bioativos promove menor impacto ambiental, uma vez que s3o facilmente
degradaveis gerando menor acimulo de residuos no solo, ar e 4gua (ANHOLETO et al.
2016; LIMA DE SOUZA et al. 2017; REMEDIO et al. 2014; ROSADO-AGUILAR et
al. 2017).

Sob essa perspectiva, os estudos que vem sendo desenvolvidos em laboratério ja
tem demonstrado que plantas das familias Lamiaceae e Verbanaceae seriam fortes
candidatas para fornecerem bioativos com agdo acaricida, visto as mesmas apresentarem
como principal principio ativo o monoterpeno carvacrol, molécula que
comprovadamente possui diversas propriedades biologicas, dentre elas a acaricida (KOC

et al. 2013; MARTINEZ-VELAZQUEZ et al. 2011).
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O integumento (exoesqueleto) tem como funcao revestir externamente todo o
corpo do carrapato, oferecendo-lhe sustentagdo, prote¢do contra impactos mecanicos e
regulagdo do seu balango hidrico. Morfologicamente o integumento dos carrapatos
apresenta dobras profundas que, nas fémeas tem a capacidade de se distender durante o
processo de alimentacdo (ingurgitamento) o que permite que ela aumente em muitas vezes
o seu tamanho original. Além disso, a distensdo do corpo facilitard o desenvolvimento
dos ovérios por ocasido da reproducdo (Sonenshine e Roe, 2014; Camargo-Mathias,
2018). Desta forma, o integumento, por estar revestindo o carrapato externamente torna-
se o primeiro 6rgao a entrar em contato com os principios ativos (sintéticos ou naturais)
dos acaricidas, visto os mesmos geralmente serem aplicados de forma topica.

Histologicamente o integumento dos carrapatos estd formado por diversas
camadas, a saber: cuticula, camada subcuticular e epiderme (células epidérmicas), esta
ultima responsavel pela producao de todas as outras camadas, além de dar origem as
glandulas, cerdas e sensilas (Remedio et al. 2014). A cuticula, especificamente, encontra-
se formada por duas subcamadas: a epicuticula e a procuticula (Hackman, 1982; Coons e
Alberti, 1999).

Desta forma diante das informacgdes expostas anteriormente, o presente estudo
teve como objetivo principal, avaliar os efeitos (acaricida) do carvacrol diluido em etanol
a 50° GL sobre a morfofisiologia do integumento de fémeas semi-ingurgitadas de

carrapatos R. sanguineus s.l. a ele expostas.

2. Material e Métodos
2.1. Obtenc¢ao do Carvacrol

O carvacrol (S-isopropil-2-metilfenol, CAS 499-75-2), um monoterpeno
aromatico de férmula molecular C10H14O, foi obtido da empresa Sigma-Aldrich (Sao

Paulo, SP, Brasil), com 99% de pureza.

2.2. Carrapatos Rhipicephalus sanguineus s.l.

Machos e fémeas em jejum foram obtidos de coldnia mantida em estufa BOD
(Biological Oxygen Demand) sob condi¢des controladas (25 + 1°C, 80% de umidade,
com fotoperiodo de 12 horas), em sala do Biotério do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Rio Claro/SP, Brasil. Um total de
25 casais de R. sanguineus s.l. foram liberados (em duas infestagdes) dentro de camaras

alimentadoras (confeccionadas com tecido de algodao) que foram coladas no dorso de
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duas coelhas do Grupo Genético de Botucatu com peso entre 3 a 3.5 Kg, obtidas do
Biotério da UNESP — Campus de Botucatu/SP — Brasil e que nao foram previamente
expostas a infestacdo por carrapatos. As mesmas foram mantidas em gaiolas individuais,
com agua e ragao ad libitum. Ap6s cinco dias de alimentagdo, fémeas (semi-ingurgitadas)
de carrapatos foram, com auxilio de pinga, coletadas dos hospedeiros e submetidas aos
bioensaios. Todo procedimento de infestacdo foi realizado segundo metodologia descrita
por Bechara et al. (1995).

Os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
em Uso Animal (CEUA, UNESP, Rio Claro, Brasil), protocolo nimero 3822, decisao
numero 012/2015.

2.3.Delineamento Experimental
2.3.1. Bioensaio (Carvacrol)

As cem fémeas dos carrapatos foram alocadas em cinco grupos experimentais:
dois Controles (C1 e C2), onde foram expostas, respectivamente, a agua destilada (C1) e
ao etanol a 50°GL em agua destilada(C2); e trés Tratamentos (T1-T3), nos quais foram
expostas as concentracdoes de 3 uL/mL (T1); 12,5 uL/mL (T2) e 25 uL/mL (T3),
correspondendo respectivamente, a 5, 20 e 40% da concentragdo letal média (CL50) do
carvacrol diluido em etanol a 50°GL.

Em cada grupo experimental, 20 fémeas de R. sanguineus foram imersas nas
diferentes solugdes por 5 minutos, seguindo o protocolo de Drummond et al. (1973).
Apos a imersdo, elas foram secas com papel absorvente e colocadas em placas de Petri
identificadas, cobertas com filme plastico contendo pequenos orificios para a entrada de
ar. As placas foram mantidas em estufa BOD climatizada Eletrolab El1 202 a 28+1°C e
UR 80+10%, durante sete dias. Aquelas do grupo controle foram mantidas em estufa
diferente da utilizada para os grupos tratados, evitando possiveis interferéncias

provenientes da evaporagdo do carvacrol.

2.3.2. Histologia

Cinco fémeas por grupo experimental foram dissecadas sob estereomicroscopio,
em placas de Petri contendo tampao fosfato salino (PBS: NaCl 0.13M, Na2HPO4
0.017M, KH2PO4 0.02M, pH 7.2), para a remocao de fragmentos do integumento (regido

dorsal do aloescudo). Em seguida, o material foi fixado em paraformaldeido a 4% por 72
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horas e, entdo, transferido para o tampao fosfato de sédio (pH 7.2) por 24 horas. Na
sequéncia, as amostras foram desidratadas em série crescente de alcool etilico (70, 80, 90
e 95%, por 20 minutos cada). Ap6s, o material foi colocado em resina de embebigao
(Leica Historesin Embedding Kit) por sete dias e foi incluido em moldes plasticos
contendo historesina. O material permaneceu em estufa por sete dias para polimerizagao
daresina e, em seguida foi seccionado em microtomo LEICA RM 2255. Secgdes de 3 um
de espessura foram, entdo, colocadas em ldminas de vidro previamente limpas para serem
coradas pela hematoxilina e eosina. Apds coloragdo as laminas foram secas ao ar livre,
foram montadas com béalsamo do Canada e laminula e em seguida, foram examinadas e

fotografadas em microscopio de luz LEICA DM750.

2.3.3. Histoquimica
Parte do material foi submetido a técnica histoquimica para detec¢ao de proteinas

totais pelo Xylidine Ponceau (MELLO; VIDAL, 1980).

2.3.4. Xylidine Ponceau (MELLO;VIDAL, 1980).

O material foi fixado em paraformaldeido a 4% por 72 horas e depois de
seccionado foi corado pelo xylidine Ponceau por 30 minutos com posterior lavagem em
agua corrente. Depois de permanecer por 1 minuto em acido acético 1%, as laminas
contendo as secgdes foram secas e montadas em balsamo do Canadd para posterior
observacao e documentacao fotografica em fotomicroscopio Leica DM150, equipado
com camera Leica ICC50 HD, por meio do software Leica LAS v.3.8, alocado nas

dependéncias do Laboratorio de Histologia, UNESP, Rio Claro, Brasil.

2.3.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Cinco fémeas por grupo experimental foram fixadas em solugdo de Karnovsky
(paraformaldeido 2% e glutaraldeido 2.5 % em tampdo Sorensen 0.1M) durante 24 horas,
sendo logo depois lavadas em agua destilada. Em seguida, foram desidratadas em solugdes
crescentes de acetona ( 70%, 80%, 90% e 95%), e passadas duas vezes em acetona pura
(100%) tendo cada banho duragcdo de 10 minutos. Apos, o material foi processado em
“Criptical Point Drying”, para completar a desidratacdo. Terminada esta etapa, o material foi
colado com auxilio de fita adesiva dupla face em suportes de aluminio (stubs), foi metalizado
com ouro em “Sputtering”, examinado e fotografado em microscépio eletronico de varredura

HITACHI TM3000 SEM.
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3. Resultados

Os resultados obtidos no presente estudo que caracterizou ultramorfologica,
histoldgica e histoquimicamente o integumento da regido dorsal do aloescudo de fémeas
semi-ingurgitadas (5 dias de alimentacao) de carrapatos R. sanguineus s.l. expostas e nao

expostas ao carvacrol em diferentes concentragdes foram:

3.1. Ultramorfologia

Os individuos dos grupos controle (C1 e C2) e aqueles alocados nos grupos
Tratamento (T1 e T2), apresentaram a superficie do integumento com esculturas
quitinosas na sua superficie externa, bem como a presenca de cerdas e de aberturas de
glandulas dermais por onde a secre¢@o produzida ¢ liberada para o exterior, (Fig.1. B-D;
G-I; L-N). Nos individuos do grupo Tratamento 3 (T3) pode-se observar que as esculturas
(sulcos) na superficie do integumento estavam menos profundas, provavelmente em

resposta a exposi¢do ao carvacrol.(Fig. 1. Q-S).

3.2. Histologia
Grupos controles (C1 e C2)

Os resultados dos individuos do grupo controle C1 (expostos a agua destilada) e
C2 (expostos ao etanol 50°GL.) mostraram que a cuticula formada pela epicuticula
(camada mais externa) e procuticula (camada mais interna) apresentaram-se fortemente
coradas pela eosina e as regides proximas da camada subcuticular mostraram marcagao
mediana pela eosina (Fig.1. E). A camada subcuticular que ¢ acelular ndo foi marcada
por nenhum dos corantes utilizados, ou seja, ndo foi positiva nem a eosina € nem a
hematoxilina (Fig.1). As células formam o epitélio da epiderme simples e clibico. As
mesmas tiveram seu citoplasma levemente acidofilico, além de nucleos esféricos com
cromatina descondensada e nucléolos evidentes (corados pela hematoxilina) (Fig.1. E)

(Tab.1)..

3.1.2. Grupo Tratamento 1

As fémeas de R. sanguineus s.l. semi-ingurgitadas expostas a 3ul/mL de
carvacrol diluido em etanol 50°GL apresentaram algumas altera¢des relacionadas com a
constitui¢do das diferentes camadas cuticulares quando fez-e a comparacdo com os

individuos dos grupos controle (C1 e C2).
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A epicuticula nao exibiu modificacdes apds o tratamento, ao contrario da
procuticula que foi fortemente marcada pela eosina diferindo do que foi observado nos
individuos dos grupos controle (C1 e C2) e o que impediu de se fazer a distingdo entre as
camadas da procuticula (exocuticula e endocuticula). A exposi¢do ao carvacrol nao
alterou a camada subcuticular, porém, aquela epidérmica apresentou a por¢ao apical das
células que a compdem, com acumulo de pequenas granulagdes e eosinofilica localizada
no contato epitélio/camada subcuticular, provavelmente secrecdo que estaria sendo
produzida para ser depositada na camada cuticular (Fig. 1. J) (Tab. 1). . J4 nessa
concentracdo parece ter havido interferéncia do carvacrol no arranjo das células epiteliais,

uma vez que o epitélio da sinais de estratificacao (Fig.1J).

3.1.3. Grupo Tratamento 2

Neste grupo as fémeas foram expostas ao carvacrol na concentracdo de
12,5uL/mL e as alteragdes observadas foram mais pronunciadas quando comparadas aos
grupos anteriores. A epicuticula sofreu alteragdes assim como a procuticula, sendo que
a primeira mostrou muitas sali€ncias e reentrancias na superficie voltada para o exterior
(Fig. 1 O). A segunda por sua vez foi fortemente marcada pela eosina (Fig. 1 O). A
camada subcuticular foi fortemente marcada pela hematoxilina ao contrario do observado
nos grupos anteriores. Quanto ao citoplasma das células epidérmicas, este apresentou-se
fortemente marcada pela eosina, além de ter na regido apical das células agregados de
granulos, provavelmente de natureza proteica, os quais seriam incorporados a cuticula
(Fig.1. O) (Tab. 1). Aqui ja foi observada uma desorganiza¢do do arranjo das células
epiteliais as quais além de apresentarem células com nucleos irregulares e picndticos,
parecendo ter perdido o contato com a membrana basal que daria suporte a todas as

camadas cuticulares (Fig.1 O).

3.1.3. Grupo Tratamento 3

O integumento das fémeas expostas ao carvacrol na concentracao de 25uL/mL
apresentou alteragdes mais significativas em relagdo aquelas observadas nos grupos
anteriormente analisados. A superficie da epicuticula exibiu dobras pronunciadas e
irregulares muito mais significativas do que aquelas do grupo anteriormente descrito. A
distincdo entre todas as camadas cuticulares ndo foi mais possivel. A subcuticula ao

contrario do grupo anterior mostrou foi negativa aos corantes aplicados (Fig.1. T) (Tab.1).
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Neste grupo a estratificagdo da camada epitelial ficou mais evidente, e o aspecto de

desorganizagao celular deixou claro indicios da agao téxica do carvacrol (Fig.1. T).

Histoquimica
3.1.4. Xylidine Ponceau

A referida técnica foi utilizada para se detectar a presencga de proteinas totais no
integumento, as quais nos grupos controle (C1 e C2) e na maioria das camadas foram
fortemente marcadas em laranja exceto a camada subcuticular que apresentou fracamente
positividade (Fig.1 F) (Tab. 1.). As células epiteliais tiveram os nucleos fortemente
marcados pelas histonas bem como o préprio citoplasma mostrou-se moderadamente
corado (Fig.1 F) (Tabl). Essa técnica também permitiu confirmar que todo o material
granular que foi observado nas secg¢des histologicas era de natureza proteica (Figs.1 K e
P).

No grupo tratamento 1, as células da camada epitelial apresentaram-se com
citoplasma mais fortemente marcados do que aquelas dos grupos controle e nos
tratamentos 2 € 3 observou-se que a camada epitelial foi menos marcada pelo xylidine

do que a dos grupos controle e do tratamento 1 (Fig.)
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Tabela 1. Resumo dos resultados histologicos e histoquimicos observados no integumentode

fémeas de Rhipicephalus sanguineus s.l. espostos € ndo expostos ao carvacrol.

Hematoxilina Eosina Xylidine Ponceau

Gc TI T2 T3 GC TI T2 T3 GC T1I T2

Epicuticula - - - - e I S S o o e o o S o o S S o
Procuticula - - - - H+ e e
Subcuticula - - +++ - - - - - + + +
Nucleos e - - - - A
Citoplasma - - - - T o o S o S o o S S s

- negativo, + fracamente positivo, ++ moderadamente positivo, +++ fortemente postivo
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FIGURA 1 A. Representacao esquematica de fémeas R.sanguineus sensu lato, Segundo
autor. B-D. MEV da superficie das fémeas dos Grupos Controle. G-I. MEV da superficie
das fémeas expostas ao Tratamento 1. L-N. MEV da superficie das fémeas expostas ao
Tratamento 2. Q- S MEV da superficie das fémeas expostas ao Tratamento 3. E-F, J-K,
O-P, T-U Secgoes histologicas do integumento das fémeas de R. sanguineus. E, J, O,
T Coloragao pela HE. E= Controle, J= Tratamento 1, O= Tratamento 2, T= Tratamento
3. F, K, P, U Coloragao pelo xylidine Ponceau. F= Controle, K= Tratamento 1, P=
Tratamento 2, U= Tratamento 3. Barras: B, G, L, Q= 2mm; C= 500 um ; D, M, S=
100pm; H, I, R=500 um; N=50 um. E,J,O,T=40 um; F,K,P ,U=100 pm. asc= aloescudo;
cut=cuticula; ep= epitelio; epc=epicuticula; odg=glandulas dermais; p= poro;

prc=procuticula; sbc=subcuticular; sec= granulo secretor.
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4. DISCUSSAO

Produtos naturais, principalmente aqueles extraidos de plantas vem sendo
utilizados como método alternativo de controle de carrapatos, por serem além de
eficientes, biodegradaveis e terem um custo mais baixo quando comparados aos produtos
quimicos de natureza sintética (Chagas et al. 2012). Sob essa perspectiva, o carvacrol,
monoterpeno produzido por plantas aromaticas das familias Lamiaceae ¢ Verbanaceae
vem, pelas sua propriedade acaricida, sendo cogitado como uma possivel estratégia de
controle

O integumento ¢ um oOrgdo que forma o exoesqueleto dos carrapatos, sendo
responsavel por compor a primeira barreira entre o seu meio externo e o interno. Como
barreira esta deve ser extremamente eficiente para evitar que seja transposta pelos
produtos impedindo que os mesmos consigam penetrar no interior do corpo do carrapato
(Hackman, 1982; Coons e Alberti, 1999).

Nessa diregdo os resultados obtidos no presente estudo trouxeram a luz
informagdes importantes sobre como o carvacrol em concentracdes subletais, penetrou
no integumento e alterou a morfofisiologia deste em fémeas semi-ingurgitadas de
carrapatos R. sanguineus s.l. a ele expostas, confirmando ainda que sua agdo foi dose
dependente, ou seja, a medida que a concentragdo do produto aumentou, os danos ao
integumento também foram mais severos, corroborando dados obtidos nos estudos
desenvolvidos por Denardi et al. (2010) e por Remédio et al. (2014). Os resultados aqui
apresentados foram obtidos através da aplicagao de técnica histologica que possibilita
observacao de que nas fémeas alocadas nos grupos controle (C1 e C2) a morfologia
original do integumento foi preservada, visto que as trés camadas que o compdem
puderam ser distinguidas entre si, a saber: cuticular (mais externa), subcuticular
(intermediaria) e epidérmica (mais interna € composta por um epitélio simples cubico),
corroborando a descri¢ao anteriormente realizada por Remedio et al., (2014) (Fig. 1. E).
Ao contrario, aqueles dos grupos tratamentos T1, T2 e T3, cujos individuos foram
expostos as concentragdes subletais de carvacrol (3uL/mL, 12,5uL/mL e 25puL/mL)
apresentaram alteragdes morfologicas e fisiologicas significativas.

Ultramorfologicamente, as fémeas expostas as menores concentragdes (3uL/mL
e 12,5uL/mL) ndo apresentaram alteracdes quando comparadas ao controle, mas aquelas
expostas a maior concentracdo (25uL/mL) apresentaram os sulcos (escultura) da sua

superficie profundos sinalizando uma possivel a¢do toxica do carvacrol ja na superficie
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do exoesqueleto, dados que corroboraram aqueles obtidos por Remedio et. al. (2014)
quando expuseram carrapatos também da espécie R. sanguineus s.l. ao extrato de folhas
neem nas concentragdes de 10 e 20%.

As alteragdes histologicas no integumento das fémeas ja puderam ser notadas nas
menores concentracdes de exposicdo (3ul/mL e 12,5ul/mL), uma vez que entre a
camada de células epiteliais e aquela subcuticular foram observados agregados de
granulos de natureza proteica, os quais provavelmente estariam sendo produzidos com
maior frequéncia pelas células epiteliais para serem incorporados a cuticula, resposta do
organismo a a¢ao do produto toxico, tentando assim manter a integridade da cuticula, ou
mesmo provocar nessa um espessamento, preservando assim o meio interno do
ectoparasita. Em relacdo a camada epidérmica, as células epiteliais j4 comegaram nestas
concentracdes mais baixas a apresentar sinais de desorganizacao, além das células
mostrarem nucleos alterados e picndticos, bem como a perda do contato com a
membrana basal, corroborando também os dados de Remedio et al. (2017), quando
expuseram a mesma espécie de carrapatos ao extrato de folhas de neem em diferentes
concentracoes.

Na maior concentragao de carvacrol (25uL/mL ) aqui utilizada para expor as
fémeas de R. sanguineus s.l. foram encontradas as alteragdes histologicas mais agressivas
e significativas quando comparadas aos grupos anteriores, alteracdes estas que foram
mais marcantes na camada epidérmica (células epiteliais). Esta que originalmente era
composta por um epitélio simples cubico, passou a estratificada, apresentando células
com varios tamanhos e com nticleos picnoticos, o que sinalizou, além da desorganizagado
estrutural da camada a ocorréncia de morte celular, mostrando que o bioativo foi capaz
de alterar a permeabilidade da cuticula, atravessando-a e conseguindo chegar as células
epitéliais. Esses dados foram semelhantes aqueles obtidos em estudos anteriormente
realizados por Lima de Souza et al. (2017) quando expuseram fémeas de R. sanguineus

s.l. ao 6leo de neem enriquecido com azadiractina em diferentes concentragdes.

A aplicagdo da técnica histoquimica para deteccdo de proteinas totais (xylidine
Ponceau) mostrou que a camada cuticular tanto nos grupos controle quanto nos
tratamentos mostrou-se integra. A camada epitelial, na exposi¢do & menor concentracao
de carvacrol 3uL/mL apresentou células com citoplasma fortemente marcado pelo
corante, indicando que as mesmas estariam ativas na sintese proteica, ou seja, produzindo

elementos que seriam incorporados as outras camada cuticulares. Ao contrario, quando
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fez-se a exposicao ao carvacrol na concentragdo de 25ul/mL, essas células(ntcleo e
citoplasma) foram fracamente marcadas, sinalizando baixa atividade na sintese proteica
(diminuicdo da fung¢do secretora), o que poderia ser resultado da acdo do carvacrol sobre

as mesmas que ja deveria ter interferido no desempenho do aparato da sintese protéica.

De forma geral, o presente estudo, através do uso da morfologia, confirmou que
essa técnica foi uma ferramenta essencial para demonstrar como o bioativo carvacrol
atuou sobre os carrapatos da espécie R. sanguineus s.l. a ele expostos, conseguindo
ultrapassar a barreira cuticular e chegando até a camada epitelial, alterando a sua
morfofisiologia. Essas informagdes tornam-se de extrema importancia, visto que nessa
busca por novas estratégias de controle de carrapatos, fomentam a realizacdo de novos
estudos com esse bioativo, o que podera significar num futuro proximo uma estratégia

alternativa para o controle destes ectoparasitas.
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4. DISCUSSAO GERAL

A literatura vem disponibilizando artigos que trazem resultados sobre o uso de
principios ativos extraidos de plantas e que sdo utilizados para o controle de carrapatos
com relativa eficiéncia do ponto de vista ambiental, visto serem biodegradaveis. Dentre
esses bioativos encontra-se o carvacrol que t€m se destacado por apresentar uma série de
propriedades, dentre elas a de acaricida, ja comprovada em diversos testes de mortalidade
com diferentes espécies de carrapatos (RAMiREZ et al., 2016; SENRA et al., 2013).

Sob essa perspectiva o presente estudo, teve como objetivos avaliar a eficacia do
carvacrol como acaricida, utilizando para tanto fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos
da espécie Rhipicephalus sanguineus s.l. para trazer a luz informagdes que pudessem
subsidiar, num futuro proximo a sua utilizagdo em larga escala. Para tanto foram
realizados bioensaios que estabeleceram a concentracao letal média (CL50) do carvacrol,
bem como realizados bioensaios para avaliar as alteragdes morfofisioldgicas nas células
germinativas (ovarios) € no integumento por meio do teste de imersao de adultos (TIA)
(DRUMMOND et al., 1973).

Os resultados aqui obtidos mostraram que a concentracgao letal media para fémeas
de R. sanguineus s.1. semi-ingurgitadas com 5 dias de alimentagdo e expostas ao carvacrol
foi de 62,48ul/mL (CL50), valor este encontrado por meio da realizagdo de dois
bioensaios: um para determinar o intervalo de mortalidade (30-85uL/mL) e o outro para
calcular a concentracdo letal média (CL50) por meio de andlises do Probit. O dado, aqui
encontrado para a CL50 foi semelhante aquele obtido por Ramirez et al. (2016) que
determinaram que a concentragdo letal média do carvacrol seria de 59,72uLL/mL quando
a ele fossem expostas larvas de carrapatos da espécie R. (Boophilus) microplus.

Os dados obtidos neste trabalho também confirmaram que o carvacrol ¢ um
bioativo que age de forma dose-dependente, uma vez que as maiores taxas de mortalidade
ocorreram quando da exposi¢ao (bioensaio 1) das fémeas a maior concentragao
(100pL/mL) e com eficacia ja nas primeiras 72 horas, vindo corroborar aqueles dados
relatados por Koc et al. (2013) para fémeas de R. furanicus em jejum expostas ao 6leo
extraido da planta Origanum bilgeri P.H. cujo principal componente também ¢ o
carvacrol.

Os testes de exposi¢do ao carvacrol aqui realizados nas concentragdes de 20, 50
e 100pL/mL para avaliar a morfofisiologia dos ovérios das fémeas desta espécie, com 4

dias de alimentag¢do e com peso médio aproximado de 26 mg/individuo, mostraram a
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ocorréncia de alteragdes morfologicas nos ovocitos quando comparou-se com o0s
individuos dos grupos controle. Essas modifica¢des consistiram de: perda da forma
original arredondada dos ovoécitos que passaram a irregulares; a vesicula germinal
também comecou a sofrer mudangas no seu contorno, passando esta a ter um aspecto
irregular e, finalmente no citoplasma dos ovocitos desses individuos observou-se extensa
vacuolizacdo. Essas alteragdes sinalizaram fortemente que o carvacrol seria realmente
toxico para os carrapatos e ainda que o mesmo agiria de forma dose dependente, visto
que as maiores € mais intensas alteragdes ocorreram quando da exposicdo a maior
concentracdo, ou seja a de 100uL/mL. Muito embora essa maior concentracao tenha sido
também a mais agressiva, ja naquelas menores (20 e 50uL/mL) essas mesmas alteragdes
ja davam indicios de estarem se instalando nas células, embora de maneira menos intensa
e, principalmente nos ovocitos em estagios I e II de desenvolvimento. Muito
provavelmente a maior susceptibilidade dos ovdcitos em estdgios iniciais de
desenvolvimento a a¢do do carvacrol tenha se dado ao fato de que nessa fase ainda nao
teria ocorrido a deposicdo do corio, membrana protetora que impediria que o seu
conteudo interno, principalmente o DNA fosse alterado devido as variagdes climaticas
externas. Desta forma, os dados aqui obtidos corroboraram aqueles encontrados por
Oliveira et al. (2005) quando fizeram a exposi¢do de fémeas desta mesma espécie de
carrapatos ao fipronil e por Arnosti et al. (2011) os quais utilizaram o ester do acido
ricinoléico do 6leo de mamona misturado a ragcdo fornecida aos coelhos hospedeiros e
também observaram as mesmas alteragoes.

Foi aqui também detectado que nos ovoécitos em estagios mais avancados do
desenvolvimento (III, IV e V), a exposicao as concentragdes mais baixas do carvacrol (20
e S50uL/mL) provocaram alteracdes na sua forma (passou a irregular), vacuolizando o
citoplasma e provocando dobras no limite celular. Considerando que nestes estagios de
desenvolvimento dos ovocitos a deposicao do corio ja deveria ter iniciado parcial (Il e
IV) ou totalmente (V) os dados permitiram inferir que o carvacrol seria potente o
suficiente para transpor a barreira coridnica e assim chegar até o interior dos ovocitos,
provocando nestes uma desorganizacao tanto citoplasmatica quanto nuclear. O carvacrol
ja no interior dos ovocitos, muito provavelmente tenha agido também sobre os processos
de sintese e deposicao do proprio corio, visto que esta membrana protetora nos ovocitos
II1, IV e V mostrou-se mais fina e com irregularidades (dobras) caracterizando a perda de

sua constitui¢ao original que consequentemente tornou-a deficiente na sua funcdo de
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barreira protetora do contetido interno do ovdcito, dados estes que corroboraram os de
Denardi et al. (2011) quanto estudaram A. cajennense.

Quando as fémeas foram expostas a maior concentracdo (100puL/mL) de
carvacrol, observou-se que os ovarios destas apresentavam somente ovocitos nos estagios
I e II, estando ausentes aqueles mais desenvolvidos (III, IV e V). Essa concentragao foi
certamente aquela mais agressiva para o sistema reprodutor feminino, uma vez que
impediu que os ovdcitos continuassem o seu desenvolvimento até chegar a maturagdo
completa (estagio V). Morfologicamente estes ovocitos exibiram tamanho bastante
reduzido, perda da forma original passando a ficar com aspecto irregular, além de sua
vesicula germinal apresentar cromatina marginalizada forte indicativo morfolégico do
desencadeamento do processo de morte celular. A ndo maturagdo dos ovocitos
indiretamente mostrou que também o processo de vitelogénese foi afetado pela exposi¢ao
ao carvacrol e, nessa dire¢do, inferiu-se que nao so6 a célula germinativa foi afetada mas
também aquelas do pedicelo, visto serem essas ultimas as responsaveis por aderir os
ovocitos a parede do ovario, além de participarem do processo de deposi¢ao do vitelo no
interior dos ovdcitos em carrapatos (Oliveira et al. 2009; Remedio et al. 2015).
Finalmente esses dados demonstraram a eficiencia do carvacrol, visto que se ele foi
eficiente em interromper a produgdo de ovoécitos, a geracdo de uma nova prole também
ficou comprometida.

Com relacdo ao integumento de fémeas R. sanguineus s.l. semi-ingurgitadas com
5 dias de alimentacdo, e que foram expostas as concentragoes subletais 3, 12,5 e 25uL/mL
de carvacrol diluido em etanol 50°GL foram observadas altera¢cdes quando comparadas
aos grupos controle.

A investigacdo ultramorfologica revelou resultados que permitiram fazer uma
associacao com aqueles dados obtidos por meio da aplicagcdo das técnicas histologica e
histoquimica. A investiga¢do no nivel ultramorfoldégico mostrou que externamente a
superficie dos individuos expostos, ndo sofreu danos mais significativos, exceto que na
exposicao a concentracao de 25 pLL/mL a mesma tornou-se mais enrugada do que aquela
dos individuos nao expostos, sugerindo que tenha ocorrido: a) uma desidratagdo do
individuo ou b) a desorganizagao interna do integumento, principalmente no epitélio da
epiderme, o que causaria esse enrugamento. Remedio et al. (2014) em estudo que fez a
exposicdo de fémeas de R. sanguineus s.l. ao extrato de folhas de neem nas concentragdes

10 e 20%, obtiveram resultados semelhantes.
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Os dados histologicos do integumento de fémeas submetidas as menores
concentragdes (3 e 12,5ul/mL) do carvacrol mostraram que as camadas cuticular e
subcuticular, além das células epiteliais sofreram alteragdes. Nesse sentido, pode-se
inferir que o carvacrol foi capaz de atravessar a barreira da epicuticula e atingir as células
epiteliais causando danos as mesmas (nucleos alterados e picndticos), porém como
estratégia de defesa dos ectoparasitas essas células muito provavelmente comecaram a
secretar com mais intensidade componentes da cuticula que, dessa foram, provocariam
nesta um espessamento e, consequentemente inibiria a entrada de substancias toxicas
para o interior do individuo, o que foi confirmado pela presenca de agregados de granulos
proteicos na interface entre a camada epidérmica e a subcuticular. Corroborando esses
dados, aqueles obtidos por Lima de Souza et al. (2017) quando utilizaram o e 6leo de
neem enriquecido com azadiractina em diferentes concentracdes na exposi¢ao de fémeas
semi-ingurgitadas da mesma espécie.

Na maior concentragdo (25pL/mL) testada neste estudo, o integumento das
fémeas exibiu alteracdes significativas, visto que a epicuticula passou a apresentar dobras
irregulares e ndo foi mais possivel distinguir as camadas da procuticula (exocuticula e
endocuticula). Com relacao as células epitéliais houve um rearranjo epitelial, de forma
que o epitélio passou de simples cubico a estratificado, além de desorganizado. A
estratificacdo provavelmente também seria uma resposta do individuos a presenga do
carvacrol, uma vez que essa estratificagao significou que este epitélio, antes secretor,
passou a atuar como um epitélio de revestimento, protengendo o interior do ectoparasita,
inibindo ou mesmo impedindo a entrada do bioativo.

Assim sendo, diante de todas as informacgdes aqui postas, o carvacrol mostrou-se
ser um bioativo que num futuro préoximo podera ser utilizado no controle de carrapatos,
tendo em vista que utilizado em diferentes concentracdes foi capaz de causar alteragdes
no integumento (acdo direta) e nas células germinativas (a¢do indireta) impedindo o

desenvolvimento de novos individuos nos carrapatos R. sanguineus s.l..
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo mostrando agdo acaricida do carvacrol sobre o

integumento e sobre as células germinativas femininas de carrapatos da espécie

Rhipicephalus sanguineus s.l. permitiram concluir que:

1)

2)

3)

4)

A concentracao letal média do carvacrol (CL50) quando diluido em etanol
50°GL foi de 62,48ul/mL para fémeas semi-ingurgitadas (5 dias de
alimentacdo) de R. sanguineus s.l.

O carvacrol agiu sobre o integumento e sobre os ovarios (ovocitos) de R.
sanguineus de forma dose dependente, ou seja, quanto maior foi a
concentracao de exposicao maiores foram os danos observados em ambos os
orgaos.

Na exposicao a concentragdo de 100uL/mL os ovdcitos s6 conseguiram se
desenvolver até o estagio II nao tendo sido observada presenca de nenhum
outro estagio.

O integumento das fémeas de R. sanguineus s.l. expostas a concentracao de
25ul/mL foi o que sofreu maior alteracdo morfologica, uma vez que o
epitélio formado por células secretoras passou de secretor simples (uma s6
camada) para estratificado (varias camadas) de revestimento, indicativo

histolégico de que o bioativo atuou nessa estrutura, modificando-a.
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Insiituigao. UNESP—IB~ CRG [Deparfamento: Biologia SR TR |
 Data de Registro CEUA: 30.04.1 : T i, N SRS
CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagéo dos Efeitos da Azadiractina
na Morfologia do Integumento e do Ovéario de fémeas de Carrapatos Rhipicephalus
sanguineus (LATREILLE, 1808) (ACARI; IXODIDAE)”, protocolo m° 3822, sob- -
responsabilidade de Maria |zabel Souza Camargo ( Pesguisador Respansavel j e Josg
Ribamar Lima de Souza (Qrientando) | que envolve a producdo, manutencdo elou a
utilizac8o de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertesrata (excelo o homam),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) ~ encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n* 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto i 1676.899 de 15de julho de 2009. & com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo  Animal {
CONCEA). R G DS - e P

| Subprojeto(s) vinculado(s): == == : e O ON

[Colaboradores: WYL AN

| A Comissao de Etica no Use de Animal - CEUA do- Instituto de Biociéncias da UNESP |

Campus de Rio Claro, em sua 24° reunido ordinaria, realizada em 17/08/15.

:E ;A;iémou o Projeto de Pesquisa acima citade, ratificando 0 parecer emltido pelo.

2 Sl RN NG L B VNG s T sl SCalRE AN E LT R el e e
() | Desde que atendidas as pendéncias apentadas na reunio (vide anexo}, aprova
o Projeto de Pesquisa acima citado (prazo maximo de 30 dias). n IS T
{1 Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido
1 |pelo retator RIS e o A R U e L S s T
(3 Aprovou retornar ao interessado para atendimento das pendéncias enenntrada{‘
[EAA L VR, ,(cﬂazoméxi_mndeﬂd’iai R e Tana O B W X Bt
LT T R ey L e AR e Bl SRS
() - |Retirou, devido & permanéncia das pendéncias. N
Vigéneia do Projeto: 01/04/2015 2 02/04/2019 : e 4
Especleliinhagem: Coelhos — New Zeaiand VWhite  Numero de animais: 08
Peso; 2 kg ldade; Sexo: fémea
Origem dos animais (Informacées sobre o fornecedor): Bloterio de Botucatu- UNESP

I
_._._(TC(:*__.A_._ ___-T
Objetivo “|{ ) Mestrado . _‘
Académico; (X) Doutorado ‘ ‘ il o
{ ) Oulros — (iniciagio Cientifica) - L e S ;

Rio Claro, 18/06/2015
- A
oo Gl ,
Prof. Dr.José Pattto Leite Guadanucti
Coordenador

Instiluta do Biociénclas — Segia Tacnica Académica ]
Avenida 24-4 " 1515 - CER 13506-000 — Rig Clare - .7, - Brasil - Lol 19 3526-4106 - fax 19 3534-0008 - Tietp-thwvesy e unes o b
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