=§_ INIC :’E“’ EPG XX INIC .
d:«T = }a’

INIC

p——— A Ciéncia do NANO e seu impacto transformador no MACRO

EFEITOS DO CARVACROL LIVRE E ENCAPSULADO NA HISTOLOGIA
TEGUMENTAR DE TELEOGINAS DE Rhipicephalus microplus

Camila de Paula Rodrigues®, Gabriela Rocha Assunc¢ao’, Daniela de Oliveira
Rocha? Barbara Rauta de Avelar?, Adilson Vidal Costa', Vagner Tebaldi de
Queiroz’, Erika Takagi Nunes'.

'Universidade Federal do Espirito Santo/Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude, Alto
Universitario, s/n°, Guararema — 29500-000 - Alegre-ES, Brasil, camiladpr20@gmail.com,
gabrielarochaassuncao@gmail.com, avcosta@hotmail.com, vagner.queiroz@ufes.br,
erika.nunes@ufes.br
2Universidade 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

Rhipicephalus (Boophilus) microplus € um ectoparasito responsavel por prejuizos a cadeia produtiva
de bovinos e seu controle por acaricidas quimicos, causa danos ao hospedeiro e sdo ecologicamente
inviaveis. Assim, o carvacrol vem ganhando destaque como carrapaticida, entretanto, a alta volatilidade
dificulta seu uso. Na busca por uma formulagdo que preserve a molécula e prolongue seu tempo de
acao, este estudo analisou, sob microscopia de luz, os efeitos de diferentes concentracdes de carvacrol
livre e em complexo de inclusdo com hidroxipropil-B-ciclodextrina no tegumento de fémeas ingurgitadas
de R. (B.) microplus. De maneira geral, as camadas cuticulares ndo sofreram alteragdes, tendo o
carvacrol, tanto em sua forma livre como encapsulada, atingido a epiderme, levando ao desprendimento
epitelial quando a 0,5%, além de alteragdes celulares e nucleares, essas especialmente nos grupos
com o carvacrol complexado; nao ficou evidente diferengca dose-dependente. Assim, sugere-se que o
encapsulamento possa melhor contribuir para otimizar a atividade carrapaticida.

Palavras-chave: Teledginas; Carrapaticida; Carrapato-do-boi; Morfologia; Cuticula.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas - Morfologia
Introdugédo

O “carrapato-do-boi” Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae) € um
ectoparasito hematéfago de grande importancia médico-veterinaria, sendo necessario seu controle em
fungéo de ser responsavel por inimeros prejuizos como a desvalorizagdo dos subprodutos da pecuaria
bovina e até mesmo o 6bito do animal, além de ser vetor de patégenos causadores da Tristeza
Parasitaria Bovina (Babesia bovis. B. bigemina e Anaplasma marginale) (Grisi et al., 2014; Reck et al.,
2014; Martins, 2019).

Seu tegumento € o primeiro local de contato com acaricidas de uso tépico e é responsavel por sua
protecéo e regulacao do equilibrio hidrico, fun¢des vitais para sua sobrevivéncia (Oliveira et al., 2011).
O uso indiscriminado de acaricidas quimicos sintéticos para o controle das infestagbes causa danos ao
meio ambiente, toxicidade ao hospedeiro e criagcdo de cepas resistentes, sendo necessario métodos
alternativos para seu combate que minimizem tais danos (Andreotti; Garcia; Koller, 2019).

O terpeno carvacrol, encontrado em plantas das familias Lamiaceae e Verbenaceae, tem se
mostrado potencial carrapaticida em espécies de Rhipicephalus (Pereira-Junior et al., 2020; Pereira;
Silva; Marques, 2022; Souza, 2019), entretanto, sua alta volatilidade e baixa estabilidade comprometem
sua eficiéncia. Assim, como uma maneira de proteger essa molécula, Assungao (2021) testou o
encapsulamento do carvacrol em hidroxipropil-B-ciclodextrina (CAR:HP-BCD) e verificou que esse
complexo prolonga o tempo de acédo e melhora o efeito larvicida do carvacrol.

Buscando identificar formulagées mais naturais que sejam efetivas no controle deste parasito e
viaveis para seu uso em campo, o presente estudo visou comparar por meio de analise histoldgica os
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efeitos do carvacrol isolado e em complexo de inclusdo CAR:HP-BCD no tecido tegumentar de fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus.

Metodologia

45 fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus foram coletadas de bovinos
infestados artificialmente na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ,
Brasil (Protocolo de aprovagéo na Comissao de Etica no uso de animais: n° 2787140723/2023). Depois
de lavadas em agua, secas, e pesadas individualmente, foram formados 9 grupos experimentais com
5 fémeas cada: (G1) controle agua, (G2) controle DMSO 5%, (G3) controle complexo de incluséo (Cl),
(G4) Carvacrol 0,25%, (G5) Carvacrol 0,5%, (G6) Carvacrol 1%, (G7) Carvacrol 0,25% + ClI, (G8)
Carvacrol 0,5% + Cl e (G9) Carvacrol 1% + Cl. As solugdes-teste foram preparadas no laboratério de
Quimica e Bromatologia (CCENS/UFES) e gentilmente cedidas pelo Prof. Vagner Tebaldi de Queiroz
do Departamento de Fisica e Quimica. O carvacrol (CAR; PubChem SID 24857025, Sigma-Aldrich),
Dimetilsulfoxido (DMSO PA 99,9%, Cromoline Quimica Fina LTDA); e o etanol (95% PA — Dindmica)
utilizados sédo de origem comercial.

Apo6s 5 minutos de imerséo nos tratamentos, foi realizada a dissec¢do das fémeas em placas de
Petri contendo solugao fisiolégica tamponada com fosfato-PBS (NaCl 7,5 g/L, Na2HPO4 2,38 g/L e
KH2PO4 2,72 g/L) e fragmentos do tegumento de cada individuo fixado em solugéo de paraformaldeido
a 4%, por 24h. Apos a desidratagéo em série de alcool etilico (70%, 80% e 90%), os fragmentos foram
submetidos a resina de embebicao e incluidos em moldes com resina e catalisador. Cortes de 5um
foram submetidos ao protocolo de coloragao por Hematoxilina de Harris e Eosina Aquosa (HE), por 10
e 5 minutos, respectivamente. Apés montagem das Iaminas com balsamo do Canada foi feita a analise
e captura de imagem sob microscopio de luz Leica DM750.

Resultados

Nos individuos do grupo controle agua destilada (G1) (Fig. 1A), a epicuticula é eosindfila e as
camadas da procuticula (exo- e endocuticula) séo diferenciadas. A subcuticula é fina e basdfila. A
epiderme é formada por uma Unica camada de células cubicas, entretanto, em um dos individuos vé-
se regides de epitélio pseudoestratificado. O citoplasma é aciddfilo e vacuolizado, com nucleos
esféricos/ovalados, cromatina descondensada e nucléolo evidente.

O grupo G2 (Fig. 1B) exibiu as mesmas caracteristicas, entretanto, o epitélio simples variou entre
cubico e pavimentoso.

No grupo G3 (Fig. 1C), a procuticula é vista como uma Unica camada, e a subcuticula € mais
espessa e nao foi corada. O epitélio apresenta regides pseudoestratificadas, citoplasma vacuolizado,
cromatina nuclear densa, e nucléolos nao visiveis.

Nos individuos do grupo tratado com carvacrol 0,25% (G4) (Fig. 1D), a epicuticula é fina e aciddfila,
e em um dos individuos, a procuticula é observada como uma sé camada. A subcuticula ora estava
mais espessa e sem coloragéo, ora mais delgada e basdfila. O epitélio simples tem células cubicas, e
por vezes, de aspecto irregular. O citoplasma é aciddfilo, vacuolizado e com presencga de granulos. Os
nucleos sao ovais ou achatados, variam em tamanho, e por vezes, com dois nucléolos.

O grupo tratado com carvacrol 0,5% (G5) (Fig. 1E) apresentou epicuticula acidéfila e camadas da
procuticula pouco diferenciadas. A subcuticula basoéfila € espessa em um dos individuos, € o epitélio
varia entre pseudoestratificado e estratificado. Em um dos individuos ha desprendimento do epitélio, o
citoplasma é acidofilo, com presenga de vacuolos, nucleos ovalados e mais densos e nucléolo evidente.

No grupo exposto ao carvacrol 1% (G6) (Fig. 1F), a epicuticula é pouco visivel, a procuticula é bem
diferenciada e a subcuticula é fina e basofila. O epitélio varia entre simples cubico e pseudoestratificado,
com intenso acumulo de granulos quando comparado aos demais grupos. O citoplasma € aciddfilo e
vacuolizado, com nucleos ovais e achatados, cromatina densa e nucléolo visivel.

O grupo tratado com carvacrol 0,25% + Cl (G7) (Fig. 1G) apresentou epicuticula fina e aciddfila e
procuticula com suas camadas distintas. A subcuticula é fina e basdfila e o epitelio varia entre simples
cubico-pavimentoso e estratificado, com citoplasma vacuolizado, nucleos de morfologia e grau de
condensagao variados e sem nucléolo.

No grupo tratado com carvacrol 0,5% + CI (G8) (Fig. 1H), a epicuticula é fina e acidéfila. Em um dos
individuos a procuticula ndo possui divisdes, a subcuticula espessa é basodfila e o epitélio &€ simples
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pavimentoso. Nos demais, a endocuticula aciddfila distinguiu-se da exocuticula basdfila, e houve
desprendimento da camada epitelial que variou de simples cubico a pseudoestratificado. O citoplasma
€ aciddfilo, vacuolizado, com nucleos de tamanhos variados e picnéticos.

O grupo tratado com carvacrol 1% + CI (G9) (Fig. 11) apresentou epicuticula fina e nem sempre
visivel. A procuticula aciddfila tem suas camadas bem individualizadas. A subcuticula é fina e basdfila,
e o epitélio varia entre simples cubico, pseudoestratificado e pavimentoso, com citoplasma acidoéfilo e
vacuolizado. Um dos individuos apresentou acumulo de granulos na porgéo celular apical. Nucleos
achatados, dilatados ou picnéticos também foram observados.

Figura 1 - Secgdes histolégicas do tegumento de teledginas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. A: Agua
destilada (G1); B: DMSO 5% (G2); C: Complexo de incluséo (G3); D: Carvacrol 0,25% (G4); E: Carvacrol 0,5%
(G5); F: Carvacrol 1% (G6); G: Carvacrol 0,25% + Cl (G7); H: Carvacrol 0,5% + Cl (G8); I: Carvacrol 1% + Cl
(G9); enc: endocuticula; ep: epitélio; epc: epicuticula; exc: exocuticula; n: nicleo; np: nucleo picnético; nu:
nucléolo; prc: procuticula; scl: subcuticula; vac: vacuolizagdo. Barras: 50 ym. Coloragéo: HE.

Fonte: A autora (2025).
Discussao

O uso de extratos vegetais vém ganhando destaque por ser uma alternativa efetiva e biodegradavel
no controle de carrapatos (Arnosti et al., 2011; Cruz et al., 2013; Remedio et al., 2014), e o carvacrol,
um monoterpeno encontrado em plantas, tém sido amplamente estudado quanto a sua eficacia
carrapaticida (Tabari et al., 2017; Souza et al., 2021). O presente estudo mostrou que esse, tanto em
sua forma livre, quanto encapsulada com hidroxipropil-B-ciclodextrina, foi capaz de penetrar a cuticula
e alterar a morfologia especialmente do epitélio, o que pode comprometer o papel tegumentar na
protecao e regulagao hidrica do animal.
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A cuticula, neste estudo, foi frequentemente observada como uma epicuticula externa fina e
aciddfila, e uma procuticula interna dividida em exocuticula e endocuticula, assim como descrito por
Camargo-Mathias em 2018. A acidofilia pode ser explicada por sua constituicdo que, segundo Beadle
(1974) é formada por uma linha de cuticulina e uma camada de cera granular. Ja sua espessura, deve-
se ao desdobramento que ocorre durante a alimentagdo, como também observado, por Remedio,
Nunes e Camargo-Mathias (2014), no tegumento de fémeas de R. sanguineus ingurgitadas.

A subcuticula € uma regido composta por precursores nao polimerizados do complexo quitina-
proteina (Coons; Albert, 1999). No grupo controle complexo de inclusdo (G3), assim como nos grupos
tratados com carvacrol livre (G4 e G5) e com carvacrol encapsulado (G8), foram vistas extensas regides
de subcuticula mais espessa, assim como Abreu et al. (2020) também registraram para fémeas semi-
ingurgitadas de R. sanguineus submetidas a agua ozonizada, afirmando ser resultado da interferéncia
téxica do ozbnio que atravessou a cuticula e atuou no epitélio. Entretanto, sdo necessarios estudos
acerca dos mecanismos de agado do hidroxipropil-B-ciclodextrina, a fim de melhor compreender o
espessamento tegumentar nos individuos do grupo G3, expostos a esta molécula.

No presente estudo, o carvacrol pode ter estimulado a sintese de granulos pelas células epiteliais,
(como visto nos grupos G4, G6 e G9) que, quando depositadas na subcuticula, provocariam o
espessamento. Esse acumulo de granulos também foram relatados por Souza et al., (2021) em fémeas
semi-ingurgitadas de R. sanguineus a concentragdes subletais de carvacrol, sendo essa secregao
produzida com maior frequéncia pelas células epiteliais, para ser incorporada a cuticula, como resposta
do organismo a agao toxica da substancia.

Remedio et al. (2014) submetendo fémeas de R. sanguineus a extratos aquosos de folha de neem
também relataram variagdes na espessura da subcuticula, associando sua diminuigcdo dependente da
concentracdo do extrato, entretanto, o mesmo nao fora aqui observado.

Com relagdo a camada epitelial, foi observada uma variedade tanto na espessura quanto no formato
das células. Beadle (1974) relata em seu estudo com R. (B.) microplus e R. (B.) decoloratus que
carrapatos totalmente ingurgitados, tem uma menor atividade das células epiteliais, ja que, nessa fase,
a sintese dos componentes cuticulares ja foi interrompida. Além disso, descreve um maior achatamento
das células por serem forgadas contra a procuticula em fungéo da rapida expansao do intestino na fase
final de alimentagéo. Isso é corroborado neste estudo, onde regides de epitélio pavimentoso foram
encontradas tanto em individuos do grupo controle como naqueles de alguns grupos tratados com
carvacrol encapsulado.

Camargo-Mathias et al. (2024) ao expor carrapatos R. linnaei a extratos de Cannabis sativa
(Linnaeus, 1753) inferiram que a estratificacdo epitelial seria responséavel pela protecdo das células
secretoras de cuticula por dificultar a entrada de substancias téxicas. Neste estudo, individuos dos
grupos G1, G3, G5, G6, G8 e G9 apresentaram epitélio pseudoestratificado, enquanto outros do G5 e
G7 exibiram sinais de estratificagdo, intensa desorganizagao epitelial e regibes em que as células
epiteliais ndo foram observadas.

As células epiteliais, especialmente de individuos tratados com carvacrol encapsulado (G8 e G9)
apresentaram alteragdes nucleares quanto aos tamanhos, formatos e condensagédo da cromatina,
estando alguns picnoéticos, como também visto por Souza (2019) no tegumento de fémeas de R.
sanguineus submetidas ao carvacrol. Esses achados confirmam a melhor efetividade do carvacrol
complexado ja relatada por Assuncao (2021) em larvas, mostrando que a capsula promove uma
liberacdo controlada da molécula, prolongando o seu tempo de acéo.

Além disto, vacuolizagdo citoplasmatica foi frequentemente observada nos grupos aqui testados,
corroborando Beadle (1974) que relata que o citoplasma das células epiteliais do tegumento de adultos
de R. (B.) microplus, é extremamente vacuolar. Entretanto, os grupos G7 e G8, tratados com carvacrol
encapsulado, exibiram vacuolos em maior quantidade em comparagao aos demais grupos,
acompanhados de intensa desorganizacdo epitelial. Oliveira et al. (2020) também relataram a
ocorréncia de vacuolos citoplasmaticos em fémeas ingurgitadas de R. sanguineus tratadas com
acetilcarvacrol, e argumentou que a ocorréncia desses vacuolos sdo uma estratégia de sobrevivéncia
da célula, que isola organelas ou partes do citoplasma que estejam danificadas.
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Conclusao

Este estudo mostrou que, mesmo nas menores concentragdes, tanto na forma livre, € mais
evidentemente quando encapsulado, o carvacrol é capaz de interferir na barreira protetora dos
carrapatos, uma vez que provocou efeitos como: desorganizagao e alteragdes na morfologia da camada
epitelial, responsavel pela formagéo da cuticula, interferéncia na sintese e deposi¢do de quitina o que
promoveu o espessamento da camada subcuticular. Assim, ainda que mais experimentos sejam
necessarios para confirmar as melhores concentragées e formulagdes, este estudo confirma o carvacrol
ser capaz de causar alteragbes que possam comprometer a sua sobrevivéncia, se mostrando como
uma alternativa natural aos acaricidas quimicos.
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