XXVII-'IIHIC XXIII-'IEpg ?(VII MinicJr lll«"IEnexun XIII(-"II_K','

Encon l «1]!11() ano Encor o 0 Americano 0 H)( 10

A era digital e suas implicacdes sociais:
LL:' IC Desafios e contribuicdes

ANALISE HISTOLOGICA DO TEGUMENTO DE FEMEAS DE Rhipicephalus
microplus EXPOSTAS AO CARVACROL LIVRE E ENCAPSULADO

Larissa Vieira Amorim?, Gabriela Rocha Assuncéao?, Daniela de Oliveira Rochaz?,
Barbara Rauta de Avelar?, Adilson Vidal Costal, Vagner Tebaldi de Queiroz?,
Erika Takagi Nunes?.

lUniversidade Federal do Espirito Santo/ Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da Salde, Alto
Universitario, s/n°, Guararema- 29500-000 - Alegre-ES, Brasil. larissa.v.amorim@hotmail.com,
gabrielarochaassuncao@gmail.com, avcosta@hotmail.com, vagner.queiroz@ufes.br,
erika.nunes@ufes.br
:Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ, Instituto de Veterinaria, Rod. BR 465, km 7,
23890-000- Seropédica-RJ, Brasil, danielarocha.ufrri@gmail.com, barbararauta@gmail.com

Resumo

O controle do parasito Rhipicephalus microplus ainda é um desafio para o setor pecuério no Brasil. Os
relatos recorrentes de populagfes resistentes aos carrapaticidas comerciais e o impacto ambiental, ao
animal e ao ser humano, causado por substancias quimicas, tém estimulado estudos experimentais
com substancias alternativas para seu controle. Considerando a volatilidade de alguns compostos
majoritarios, o presente estudo objetivou analisar os efeitos do carvacrol, isolado e quando encapsulado
em hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-BCD), no tegumento de fémeas adultas desta espécie de
ectoparasito. Para tal, partendginas do carrapato-do-boi foram submetidas a diferentes concentra¢ges
desses compostos e seu tegumento, posteriormente dissecado e processado para inclusdo em
historesina. Os resultados mostraram que individuos tratados com carvacrol complexado sofreram
danos teciduais mais severos que os com carvacrol livre, além disso, as alteragcdes morfolégicas
observadas sugerem uma acéo dose-dependente dos compostos.

Palavras-chave: Carrapato-do-boi. Compostos majoritarios. Oleos essenciais. Carrapaticida.
Histologia.

Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas - Morfologia.
Introducéo

Os carrapatos Rhipicephalus microplus (Ixodidae) sdo os ectoparasitas hematéfagos mais
importantes da pecuaria brasileira. O tegumento destes artropodes atua como regulador do balango
hidrico e na protecdo dos 6rgdos internos, sendo composto por epiderme, cuticula, apéndices
epidérmicos e glandulas dérmicas (LIMA-DE-SOUZA, 2019).

Considerando a importancia do controle de R. microplus, o uso de diversas classes quimicas de
acaricidas sintéticos, ainda é o método mais utilizado (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2014). No entanto,
sua aplicacdo sobre o hospedeiro e parasitos pode ocasionar a absorcéo pelos tecidos, atuando como
toxina no sistema nervoso; além disso, os impactos desses quimicos tornam-se um obstaculo para sua
utilizac&o, exigindo cautela com a seguranca humana, animal e ambiental (TAYLOR, 2001). Outro fator
a ser considerado é sua eficacia, que tem se tornado cada vez menor, com relatos de populagcfes de
carrapatos resistentes aos acaricidas comerciais devido ao uso excessivo (GOMES; KOLLER;
BARROS, 2011).

Na busca por alternativas de controle, pesquisas tém mostrado que 6leos essenciais e seus
compostos majoritarios séo eficazes no combate a ectoparasitos, pois apresentam um lento
desenvolvimento de parasitos resistentes, ndo agridem o meio ambiente e sdo mais seguros para os
hospedeiros por possuirem baixa toxicidade; assim, observa-se um crescente apelo comercial, ainda
gue sejam necessarios mais estudos na area (AGNOLIN et al., 2014; ADENUBI et al., 2016; SOARES
et al., 2016).

O carvacrol, ou cimofenol, € uma das op¢des estudadas como carrapaticida fitoterapico, sendo
geralmente obtido a partir da extragéo de plantas da familia Lamiaceae como o Origanum vulgare L. e
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Thymus vulgaris (BAKKALI et al., 2008). Entretanto, poucos estudos prévios, como o de Cruz et al.
(2013) e Muniz (2018), demonstraram a agéo acaricida do carvacrol em R. (B.) microplus.

Devido a alta volatilidade e natureza hidrofébica do carvacrol, seu uso ainda enfrenta obstaculos.
Em virtude disso, Assuncéo (2021) avaliou o carvacrol em complexo de inclusdo com hidroxipropil-p-
ciclodextrina no controle de larvas de R. (B.) microplus, tendo verificado a protecdo do composto ativo
e aumento do tempo de acéo do carvacrol, resultando em 99,69% de mortalidade larval 30 horas ap6s
a exposicao.

Com base nisso, o presente trabalho visou analisar os efeitos do tratamento com carvacrol isolado
e encapsulado em hidroxipropil-B-ciclodextrina sobre a estrutura histolégica do tegumento de fémeas
adultas dessa espécie, buscando informacgdes que contribuirdo para o desenvolvimento de formulagdes
gue promovam o controle de carrapatos de forma ambientalmente favoravel e que auxiliem na
diminuicdo dos casos de resisténcia.

Metodologia

O Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-BCD; M = 1460 g/mol; PubChem SID 24895425, Sigma-Aldrich),
o carvacrol (CAR; PubChem SID 24857025, Sigma-Aldrich), Dimetilsulfoxido (DMSO PA 99,9%,
Cromoline Quimica Fina LTDA) e o etanol (95% PA — Dindmica) séo de origem comercial. As solu¢des-
testes foram preparadas no laboratério de Quimica e Bromatologia (CCENS-UFES) e apds o preparo
permaneceram em estufa por 30 horas a 30°C e 40%.

Foram coletadas cerca de 45 fémeas semi ingurgitadas de R. microplus, com pesos médios de
0,0369-0,248g, de bovinos artificialmente infestados na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil (aprovada pela Comissdo de Etica no uso de
animais/lUFRRJ com o seguinte nimero de protocolo: n° 4667181218/2019). Os carrapatos foram
higienizados e divididos em 9 grupos de 5 fémeas para cada tratamento que serdo denominados de:
(G1) controle agua, (G2) controle DMSO a 5%, (G3) controle complexo de incluséo (Cl), (G4) Carvacrol
a 0,25%, (G5) Carvacrol a 0,5%, (G6) Carvacrol a 1%, (G7) Carvacrol + Cl a 0,25%, (G8) Carvacrol +
Cl a 0,5%, (G9) Carvacrol + Cl a 1%.

Cada grupo foi imerso nas solu¢cdes com os tratamentos acima por cinco minutos, posteriormente
as solucdes foram drenadas, as fémeas foram secas com papel absorvente, pesadas individualmente
e acondicionadas em placas de petri. E foram mantidas por 72 horas em camara climatica do tipo D.B.O
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 27 + 1°C e 80 = 10% UR, quando foram insensibilizadas a frio e,
dissecadas em placas de Petri contendo solucao fisiol6gica tamponada com fosfato-PBS (NaCl 7,5 g/L,
Na2HPO4 2,38 g/L e KH2PO4 2,72 g/L).

Com o auxilio de estereomicroscopio, pin¢gas e micro-tesouras, o tegumento foi retirado e a fixacdo
foi realizada em solucao de paraformaldeido a 4%, por 24 horas, em seguida 0 material passou pelos
processos de desidratacdo em gradiente crescente de alcool etilico (70%, 80% e 90%), foi submetido
a resina de embebic@o e incluido em moldes contendo resina com catalisador, sendo, apds a
polimerizacéo dos blocos, seccionado em micrtomo Leica.

Para andlise histologica, cortes de 5um foram coletados em laminas de vidro e posteriormente
corados por Hematoxilina de Harris e Eosina aquosa (HE), durante 10 e 5 minutos, respectivamente.
Por fim, as laminas foram analisadas sob microscoépio de luz Leica DM750 equipado com camera
fotografica Leica ICC50 HD acoplada ao computador e fotodocumentadas utilizando o software LAZ EZ
3.0 Leica.

Resultados

Os individuos do grupo controle agua (G1) apresentaram cuticula acelular corada por eosina, com
suas divisdes evidentes: a epicuticula (externa), e a procuticula (mais espessa e interna). Esta Ultima,
subdividida em exocuticula e endocuticula. A camada subcuticular ndo foi marcada por HE. Na
epiderme, células sem limites visiveis foram observadas compondo, em algumas regifes, um epitélio
simples cubico-prismatico e em outras, estratificado. O citoplasma foi visto moderadamente basdfilo,
0s nucleos esféricos, centrais, descondensados e com um ou dois nucléolos evidentes; ductos
glandulares foram vistos na cuticula (Fig. 1A). Quando submetidos ao DMSO a 5% (G2) o epitélio foi
observado com uma camada de células cubicas-prismaticas e a camada subcuticular com
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espessamento moderado e leve basofilia (Fig. 1B). Nos individuos tratados com complexo de incluséo
(G3), observou-se leve basofilia na camada subcuticular, epitélio variando de simples cubico a
prismatico, com nucleos descondensados, esféricos ou ovais (Fig. 1C).

Nos individuos tratados com carvacrol a 0,25% (G4) a cuticula foi vista fortemente eosindfila e sem
as divisdes; a subcuticula foi pouco evidente. A epiderme apresentou-se ora estratificada cubica e ora
simples colunar; citoplasma intensamente corado por eosina, granular e com alguns vacuolos; e
ndcleos de formatos e tamanhos variados, com cromatina condensada e alguns em picnose; 0s
nucléolos foram raramente visualizados. No grupo submetido ao carvacrol a 0,5% (G5) houve aumento
significativo de vacuolos e intensa acidofilia citoplasmatica nas células epidérmicas, além de nucleos
de tamanhos variados e alguns picnéticos e muitas células conjuntivas. Aqueles tratados com carvacrol
a 1% (G6) teve a maior parte das células epiteliais degeneradas, com nucleos picnéticos e diversos
vacuolos no citoplasma.

No tegumento dos individuos expostos ao carvacrol complexado a 0,25% (G7) a cuticula foi
observada mais acidéfila que os demais tratamentos, dificultando a visualizacdo das camadas e a
subcuticula baséfila. Na epiderme, células em varias fases de degeneracao e formatos irregulares, com
citoplasma aciddfilo dotados de grandes vacuolos apicais; nlcleos amorfos e, em maioria, em picnose.
No tratamento com carvacrol + Cl a 0,5% (G8) a camada subcuticular foi vista diminuida em alguns
individuos. O epitélio foi visto com células vacuolizadas, ou ainda, com rompimento da membrana
plasmatica e cromatina nuclear em grumos. O grupo exposto ao carvacrol + Cl a 1% (G9), apresentou
alteragcfes na subcuticula e o epitélio teve trechos rompidos, com células de citoplasma fracamente
acidofilo e muito vacuolizado, além de ndcleos irregulares e menores.

Figura 1 - Tegumento de fémeas do R. (B.) microplus submetido a diferentes tratamentos: (A) Controle 4gua, (B)
Controle DMSO a 5%, (C) Controle complexo de incluséo (Cl), (D) Carvacrol a 0,25%, (E) Carvacrol a 0,5%, (F)
Carvacrol 1%, (G) Carvacrol + Cl a 0,25%, (H) Carvacrol + Cl a 0,5% e (I) Carvacrol + Cl a 1%. Legendas: (EPI)
epicuticula, (PRC) procuticula, (EXC) exocuticula, (ENC) endocuticula, (DGA) ducto glandular aberto, (SCL)
subcuticula, (EP) epitelio, (N) ntcleo, (NP) nicleo picnético, (NA) ntcleo amorfo, (VAC) vacuolos. Barras: A-1 50um.

Fonte: O autor.
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Discusséo

O tegumento tem grande importancia para a sobrevivéncia dos carrapatos devido suas fungdes de
protecdo, sustentacdo e regulacdo do balanco hidrico, sendo formado por camadas que foram
evidentes e preservadas nos individuos dos grupos controles. A cuticula acelular foi vista dividida em
epicuticula externa, formada por lipideos, polifenol e cuticulina (Hackman e Filshie, 1982), e abaixo dela
a procuticula que se subdivide em exocuticula e endocuticula. Segundo Lima-de-Souza et al. (2017),
essa camada representa a primeira barreira que os produtos téxicos enfrentam para adentrar no corpo
do parasito.

A camada subcuticular nas fémeas dos grupos controle apresentou-se moderadamente espessa
enquanto a epidérmica, apenas no grupo submetido ao DMSO 5% (G2), algumas células
desorganizadas como também observado por Chagas et al. (2003) em fémeas tratadas com DMSO a
25%. Ainda na epiderme observou-se um epitélio simples clbico-prismatico semelhante ao encontrado
por Lima-de-Souza et al. (2019) em fémeas de R. sanguineus, e em pequenas regides estratificado.
Esta camada, de acordo com Hackman (1982) é a responsavel por secretar a cuticula.

O carvacrol livre (G4, G5 e G6), mesmo nas concentragfes mais baixas, causou alteragbes na
cuticula, possivelmente devido a intensa deposi¢éo de quitina-proteina na tentativa de protecéo diante
da exposi¢cdo ao composto. A camada subcuticular diminuiu severamente de espessura conforme as
doses foram aumentando e tornou-se mais basdéfila. Coons e Alberti (1999) presumem que ela possui
precursores nao polimerizados do complexo quitina-proteina, logo, este achado sugere que teriam sido
utilizadas pela epiderme para a sintese da cuticula.

Os danos mais severos observados no tegumento das fémeas expostas a diferentes concentracdes
de carvacrol complexado (G7, G8 e G9) em relacdo ao carvacrol livre, indicam uma potencializacdo do
seu efeito acaricida. As cuticulas mais espessas e acidofilas sugerem uma maior quantidade de quitina-
proteinas sintetizadas pelo epitélio como forma protetiva. Também foi observado um aumento no
tamanho das células glandulares comparadas aquelas dos grupos controle e muitos canais glandulares
abertos. Oliveira et al. (2020) explicaram que a alta atividade de secre¢do de lipidios por essas
glandulas, esta relacionado com a tentativa de fortalecer a barreira impermeabilizante da cuticula e
dificultar a entrada do composto nas camadas mais profundas do tegumento.

Ja na camada da epiderme das fémeas expostas ao carvacrol complexado foram encontradas
muitas alteragbes, sendo ora pseudoestratificada, ora estratificada e muito desorganizada, com
células amorfas e em diferentes fases de degeneragdo, com caracteristicas sinalizadoras de morte
celular como citado por Roma et al. (2013) e também evidenciado no trabalho de Lima-de-Souza et al.
(2019), com fémeas de R. sanguineus expostas ao carvacrol. A vacuolizagdo citoplasmatica, nucleos
com morfologia variada ou em picnose e outras alteragcbes mostraram ser dose-dependente,
corroborando com Lima-de-Souza et al. (2017) que analisou os efeitos do 6leo de neem enriquecido
com azadiractina no tegumento de R. sanguineus.

As principais altera¢gdes morfoldgicas evidenciadas principalmente nas camadas mais profundas do
tegumento sugerem que o carvacrol livre e complexado conseguiram atravessar a camada lipidica da
epicuticula e as camadas mais polares da cuticula, e assim, provocar danos na epiderme.

Conclusao

Neste estudo foram verificados efeitos citotdxicos do carvacrol livre e complexado com hidroxipropil-
B-ciclodextrina no tegumento de fémeas do R. microplus, indicando como potencial estratégia para o
controle de carrapatos e como um futuro substituto para acaricidas quimico, ainda que careca de mais
pesquisas na area. Os danos mais severos ao tegumento de fémeas expostas a diferentes
concentracdes de carvacrol em complexo de inclusdo em relacdo ao carvacrol livre, indica que a
carateristica volétil do carvacrol foi melhor controlada e seu efeito carrapaticida potencializado. Além
disso, as alteragBes vistas no tegumento quando em diferentes concentra¢des do carvacrol, sugerem
uma acdo dose-depende do carvacrol, necessitando mais estudos para elucidar seu mecanismo de
acao.
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