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Resumo

O timol é um monoterpeno que j& teve sua acdo acaricida comprovada para diferentes
espécies de carrapato e sabe-se que os métodos de solubilizacdo interferem de maneira
significativa nesta acdo. Além disso, do ponto de vista morfofsiologco ainda ndo foram
realizados estudos sobre os efeitos histopatoldgicos causados por esta substancia de
ixodideos. Sendo assim, no primeiro capitulo do presente trabalho avaliou a eficacia do
timol em diferentes métodos de solubilizagdo sobre fémeas ingurgitadas e larvas nao
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. No segundo capitulo foi avaliado o efeito
histopatolégico do timol em diferentes concentracbes nos ovarios de fémeas de
Rhipicephalus sanguineus com seis dias de alimentacdo. No primeiro capitulo utilizou-
se a metodologia de teste por imersdo com fémeas ingurgitadas de R. microplus; para
larvas ndo ingurgitadas a metodologia utilizada foi de pacote de larvas, sendo que foram
testadas somente as formulacBes 3 e 4, uma vez que as demais ja haviam sido avaliadas
em estudos anteriores. Nos dois experimentos avaliaram-se dois grupos controle, um
tratado com agua e outro com etanol 50% e foram realizadas10 repeticdes para cada
tratamento, sendo 0os mesmos mantidos em camara climatizada (27 + 1 ° C e RH> 80 £
10). As fémeas foram avaliadas diariamente, até a morte da Ultima para posterior
avaliacdo dos parametros bioldgicos peso da massa de ovos, percentual de eclosdo, e
percentual de controle, a mortalidade das larvas foi avaliada ap6s 24 h. Em rela¢do ao
controle houve reducdo significativa (p<0,05) no peso das massas de 0Ovos nos
tratamentos com as formulagdes 1, 3 e 4, sendo observados valores de 0,0; 0,2 e 0,0 mg,
respectivamente. Nos grupos tratados com as formulagdes 1 e 4 ndo houve postura. O
percentual de eclosdo dos grupos controles tratados com etanol 50% e DMSO 1% foram
respectivamente de 94,2% e 92,6%, sendo estatisticamente semelhante a formulagdo 2
que teve indice de ecloséo de 63,9. Apenas a formulagdo 3, onde o indice de ecloséo foi
20,0% diferiu estatisticamente dos grupos controle. Na formulacgdo 3, o percentual de
controle foi de 99,3%, e nas formulacGes 1 e 4 chegou a 100%. A mortalidade de larvas
foi de 100% em todos os tratamentos; ndo houve mortalidade nos grupos controle. Para
realizar as analises morfohistoquimicas dos ovarios foram utilizadas 50 fémeas de R.

sanguineus com seis dias de alimentacdo que foram divididas em cinco grupos e



submetidas ao teste de imersdo em solucgdes de timol e etanol a 30% nas concentragdes
de 1,25 mg/mL; 2,25 mg/mL e 5,0 mg/mL. Também foram formados dois grupos
controle, um tratado com agua destilada e outro com etanol 30%. Apos os tratamentos,
as fémeas foram mantidas em camara climatizada regulada a 27+1°C e UR 80£10% por
cinco dias. Apos esse periodo os ovarios foram removidos, fixados, desidratados,
embebidos e incluidos em resina Leica, em seguida foram seccionados e as laminas
foram submetidas as técnicas de hematoxilina/eosina e von kossa. O mesmo
procedimento foi seguido para a deteccdo de célcio pela técnica de Von Kossa. Os
resultados histoldgicos mostraram que o timol é capaz de agir no sistema reprodutor das
fémeas de R. sanguineus, alterando sua morfologia. Nesse sentido foram observados
vacuolos no citoplasma das células germinativas nos diferentes estagios, irregularidades
formando dobras na membrana limitante e coridnica e danos na vesicula germinal. A
analise histoquimica mostrou que os grupos tratados com timol tiveram o teor de célcio
dos granulos de vitelo alterado e de maneira geral apresentaram marcagdo mais intensa
para este elemento. Desta forma, a partir dos resultados do primeiro capitulo, conclui-se
que a reducdo do etanol nas formulagdes potencializou a atividade carrapaticida sobre
fémeas ingurgitadas de R. microplus, sem que fosse afetada sua atividade contra larvas
ndo ingurgitadas desse carrapato e através dos estudos morfohistoquimico pode-se
concluir que o timol altera a morfofisiologia dos fémeas com seis dias de alimentagéo

de R. sanguineus, apresentando efeito deletério em tais 6rgaos.

Palavras-chave: controle, monterpeno, carrapato-do-boi, histopatologia, carrapato-

vermelho-do céo, etanol.
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1- INTRODUCAO

Os carrapatos possuem grande importancia médico-veterinaria e econdmica. Estes
ectoparasitos atuam como vetores de bactérias e protozoarios que sdo patogénicos ao homem
e outros animais. Estes ectoparasitas podem causar a seus hospedeiros espoliacdo sanguinea,
estresse, transmitir agentes infecciosos, levar a predisposicdo a miises e causar infeccdes
secundarias, além de intensos prejuizos devido aos gastos para seu controle (PRATA et al.,
1996; FURLONG et al., 2005; GUGLIELMONE et al., 2006; LABRUNA & MACHADO,
2006; LABRUNA et al., 2006; DANTAS-TORRES, 2008; ).

Do ponto de vista econémico, Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) é a
principal espécie de ixodideo da regido Neotropical (MARTINS et al. 2006), possuindo ampla
distribuicdo geografica. O parasitismo por este carrapato pode causar danos diretos
(espoliacdo sanguinea) e indiretos (transmissdo de agentes patogénicos e gastos com o
controle) gerando prejuizos que podem chegar a 2 bilhdes de ddlares por ano (GRISI et al.,
2002; FURLONG et al. 2004; PEREIRA, 2008). No Brasil exceto na regido sul, R. microplus
ocorre 0 ano todo e devido a falta de informacgdo adequada para a realizagcdo do controle de
forma eficiente os gastos e prejuizos causados por ele aumentam a cada ano (FURLONG et
al., 2005).

Outra espécie de grande importancia medico-veterinaria € Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae), conhecido popularmente como carrapato vermelho do céo
esta espécie também apresenta ampla distribuicdo geogréfica. Este carrapato pode ocasionar
infestacfes macicas com espoliacdes intensas, podendo ser vetor dos agentes etiologicos da
babesiose e da erliquiose canina, devido a sua baixa especificidade pode parasitar humanos e
transmitir a bactéria causadora da febre maculosa, Rickettsia rickettsia (LEONARD et al.,
2002; GUGLIELMONE et al. 2006; DANTAS-TORRES et al. 2008).

O principal método de controle desses ectoparasitas € a utilizagdo de carrapaticidas
sintéticos, porém o uso indiscriminado e a dependéncia de poucas bases quimicas tém
contribuido de forma significativa para a selecdo de populacdes de carrapatos resistentes.
Além dos problemas relacionados a resisténcia a ma utilizacdo dos carrapaticidas também
pode levar a contaminagdo dos produtos de origem animal e do meio ambiente
(GUIMARAES et al., 2001; MARTINS et al., 2006; FURLONG et al., 2007; KLAFKE et al.,
2008). Dessa forma, os produtos de origem vegetal com potencial acaricida tem ganhado
destaque por serem alternativas menos agressivas a0 meio ambiente e diminuirem o nivel de

contaminacéo dos produtos de origem animal (CHAGAS, et al., 2004).
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O timol é um monoterpeno Vvolatil presente em 06leos essenciais de plantas das familias
Apiacea, Lamiacea e Verbenaceae (FARMACOPEIA PORTUGUESA VIII, 2005), o qual
apresenta atividade carrapaticida para diferentes estagios e espécies de carrapatos
(NOVELINO et al., 2007; MONTEIRO et al., 2010; DAEMON et al., 2009; MONTEIRO et
al., 2009; MENDES et al., 2011; DAEMON et al., 2012). A agéo acaricida dessa substancia
estd diretamente relacionada com o método de solubilizacdo utilizado e estagio de
desenvolvimento do carrapato (MONTEIRO et al., 2009; SCORALICK et al., 2012).

Para o melhor conhecimento da ag&o dos produtos utilizados no controle de carrapatos
é cada vez mais necessario que se conheca ndo sé a interacdo entre o produto e seu método de
solubilizacdo, como também o efeito causado na morfofisiologia dos sistemas, em especial o
reprodutor quando aplicado aos carrapatos.

As técnicas histoldgicas e histoquimicas representam importante ferramenta para
auxiliar na busca por novas alternativas de controle de carrapatos, uma vez que esses métodos
permitem melhor compreensdo da morfofisiologia desses artropodes e, como consequéncia,
permitindo a avaliacdo dos efeitos de compostos acaricidas sintéticos e naturais em nivel
celular e tecidual (CAMARGO-MATHIAS, 2012).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade carrapaticida
do timol em diferentes formulac@es sobre larvas ndo ingurgitadas e fémeas ingurgitadas de R.
microplus, comparando a formulacdo de DMSO 1% com formulag¢bes hidroetanolicas em
diferentes proporc¢des de etanol e avaliar os efeitos histopatolégicos causados pelo timol em

diferentes concentracdes nos ovarios de fémeas parcialmente ingurgitadas de R. sanguineus.
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2 - REVISAO LITERATURA

2.1 - Carrapatos e seu controle

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888)

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (ACARI: IXODIDAE) é um carapato
monoxeno e e esta distribuido na regido neotropical, com excecdo do Chile, estando presente
do norte da Argentina até o México, incluindo as ilhas do Caribe e Antilhas. Este carrapato
pode ser encontrado na regido sul e ocidental da Africa, Madagascar, india, China, Coréia,
Bornéu, Sumatra, Filipinas, Japdo, Nova Guiné, llha de Guam (FACCINI & BARROS-
BATTESTI, 2006; PEREIRA & LABRUNA, 2008)

O carrapato dos bovinos é um ectoparasita hematdfago que é originario da Asia e sua
introducdo se deve a importacdo do gado proveniente dessas regides (WARTON, 1974;
AYCARDI et al., 1984 apud GUIMARAES; TUCCI ;: BARROS-BATTESTI, 2001). No
Brasil, foram os primeiros colonizadores que introduziram o gado infestado com este
carrapato e hoje encontra-se distribuido em quase todos os estados do pais (GUIMARAES;
TUCCI; BARROS-BATTEST]I, 2001). O carrapato dos bovinos é um dos maiores problemas
enfretado pelo produtor sendo que com excecdo da regido sul, no restante do pais ele ocorre o
ano inteiro (MARTINS; FURLONG; PRATA, 2005).

Os prejuizos econdmicos causados por este artropode podem chegar a dois bilhdes de
dolares segundo Grisi et al. (2002). Esta soma € referente ao investimento em grandes
quantidades de acaricida para o controle do carrapato, necessidade de instalacbes e
equipamentos apropriados para o tratamento dos bovinos, perdas nas producgdes de carne e de
leite, mortalidade e custos com o controle de agentes patogénicos transmitidos pelos mesmos;
a exemplo Babesia bovis, Babesia Bigemina, e Anaplasma marginale.

O controle desse artropode é feito principalmente com a utilizacdo de carrapaticidas
sintéticos; entretanto, o uso indiscriminado e a dependéncia de poucas bases quimicas tém
contribuido de forma significativa para a selecdo de carrapatos resistentes. A ma utilizagdo
dos carrapaticidas também pode levar & contaminacdo dos produtos de origem animal e do
meio ambiente (GUIMARAES et al., 2001; FURLONG et al., 2007; KLAFKE et al., 2008).
Neste contexto, os produtos de origem natural tém-se destacado como promissora alternativa

para o controle de carrapatos e outros artropodes praga, pois atingem geralmente somente as
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espécies alvos sendo desta forma seletivas, possuem grande viabilidade econdmica e baixo
impacto ambiental (CHAGAS, 2004).

Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806)

O carrapato Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae), é conhecido
popularmente como carrapato vermelho do cdo. Originario da Africa este carrapato possui
ampla distribuicdo geografica e pode ser vetor dos agentes etiologicos da babesiose e da
erliquiose canina. No Brasil e nos Estados Unidos esta sendo considerada potencial vetor da
bactéria Rickettsia rickettsii, agente etiologico da febre maculosa. Essa bactéria ja foi isolada
de amostras desta espécie de ixodideo, e devido a sua baixa especificidade ele pode parasitar
humanos e transmitir a mesma (LEONARD et al., 2002; GUGLIELMONE et al. 2006;
DANTAS-TORRES et al. 2008).

Este parasito é trioxeno e tem sido considerado praga em ambientes urbanos, seu
hospedeiro preferencial é o cdo domeéstico que parece ndo desenvolver resisténcia a esses
artrépodes ocorrendo vérias reinfestacbes. Carnivoros silvestres em cativeiro ou que
frequentam areas frequentadas por cdes também podem ser parasitados (GUGLIELMONE et
al. 2006; LABRUNA et al., 2004; DANTAS-TORRES 2008).

O controle deste carrapato ¢ feito através do uso de carrapaticidas sintéticos compostos
por diferentes bases quimicas disponiveis no mercado, mas a utilizacdo sem critérios
adequados e de forma indiscriminada tem ocasionado selecdo de individuos resistentes
(MILLER et al., 2001; MARTINS et al., 2006). Somados aos problemas com resisténcia,
existe uma demanda pela busca de produtos com maior biosseguranca, que apresentem menor
toxicidade para os animais e para o ambiente (CHAGAS, 2004). Neste contexto, os produtos
de origem natural tém-se destacado como promissora alternativa para o controle de carrapatos
e outros artrépodes praga , pois possuem alta seletividade, grande viabilidade econémica e
baixo impacto ambiental (CHAGAS, 2004).

2.2 - Timol

O timol (= 5 metil — 2 isopropil — 1- fenol) é um monoterpeno refrigente e volatil
presente em 6leos essenciais de plantas das familias Apiacea, Lamiacea e Verbenaceae. Ele
pode ser encontrado comercialmente na forma de cristais incolores com odor irritante, sendo

ligeiramente soltuvel em agua (Farmacopéia Portuguesa V111, 2005); a sua atividade acaricida,
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bactericida, inseticida, fungida e moluscicida tem sido demonstrada por diferentes autores
(IMDORF et al., 1995; JI et al., 2005; MANSUR et al., 2000; CALVET et al., 2005;
PASTEUR et al., 1995; FERREIRA et al., 2005).

O trabalho de Novelino et al. (2007a) foi o primeiro a avaliar os efeitos do timol em
larvas ndo ingurgitadas de R. microplus. O principio ativo foi diluido nas concentracdes de
1,0; 0,5 e 0,25%, com a utilizacdo de uma placa aquecedora a 60°C em solucdo aquosa
utilizando como adjuvante de solubilizacdo o dimetilsulfoxido (DMSO) 1%. Em todos o0s
trabalhos posteriores foi adotado o mesmo método de solubilizacdo, variando apenas as
concentragoes.

No trabalho de Novelino et al. (2007a) foi avalida a atividade de repeléncia sobre
larvas ndo ingurgitadas de R. microplus; os resultados demonstraram que na concentracdo de
1 % o timol causou 35% de repeléncia, e na concentracdo de 0,50 % o indice de mortalidade
foi de 55%. Em um novo trabalho também com larvas ndo ingurgitadas de R. microplus,
Novelino et al., (2007b) avaliaram o poder acaricida do timol, e no grupo tratado com a
concentracdo de 1% houve 100% de mortalidade.

Daemon et al. (2009) avaliaram a atividade carrapaticida do timol em larvas
ingurgitadas e ndo ingurgitadas de R. sanguineus, e 0 grupo tratado com a concentracdo de
2% causou a mortalidade de 37% das larvas ndo ingurgitadas e 100% de mortalidade das
larvas ingurgitadas.

Monteiro et al., (2009) realizaram testes com fémeas ingurgitadas de R. sanguineus e
o maior indice de eficacia observado foi de 41% no grupo tratado com a concentracao de 2%.
No mesmo trabalho foram realizados testes com ninfas ingurgitadas da mesma espécie e o
timol na concentracdo de 0,5 mg/mL causou 100% de mortalidade.

Monteiro et al., (2010) avaliaram a atividade acaricida e ovicida do timol nas
concentracdes de 1,0; 1,5; e 2,0% em fémeas ingurgitadas e ovos de R. microplus. Para 0s
testes realizados com fémeas a eficacia de todos os tratamentos foi superior a 95%, diferente
do observado para a avaliacdo da atividade ovicida, onde os parametros avaliados néo
sofreram nenhuma alteracéo.

Mendes et al., (2011) avaliaram sua atividade acaricida do timol nas concentragfes de
2,5; 5,0; 10,0; 15,0; e 20,0mg/mL em estagios imaturos de Amblyomma cajennense
(Fabricius, 1787); para larvas ingurgitadas, o indice de mortalidade foi de 100% em todas as
concentracdes testadas. Para as larvas ndo ingurgitadas o maior percentual de controle foi
94% e no estagio de ninfa ingurgitada a concentracdo de 10,0mg/mL causou 100% de

mortalidade.
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No entanto, segundo Silva (2011), o aquecimento atraves da placa aquecedora pode
causar perda por volatilizacdo do principio ativo e visando aperfeicoar o uso da solucdo de
timol Scoralik et al., (2012) avaliaram pela primeira vez a acdo acaricida deste composto em
solugdo etandlica (Agua destilada + etanol 50%) em larvas de R. microplus. Os resultados
demonstraram que ja na menor concentracdo (2,5 mg/ml) o indice de controle foi de 94%,
confirmando que o timol solubilizado em etanol tem alta atividade acaricida sobre larvas de
carrapatos dos bovinos, e diante destes resultados os trabalhos realizados posteriormente
adotaram este novo método de solubilizagdo.

Daemon et al., (2012a) avaliaram o poder acaricida do timol para larvas néo
ingurgitadas de R. sanguineus e Dermacentor nitens (Neumann, 1897) e observaram que, na
concentracdo de 10,0 mg/mL, houve 90% de mortalidade; segundo os autores, a
potencializagdo do efeito do timol esta diretamente relacionada com a formulacdo etandlica.

Para comprovar a potencializacdo do efeito do timol quando diluido em solucdo
etanolica, Daemon et al. (2012b) realizaram um estudo comparando a solubilizacdo com o
auxilio de uma placa aquecedora a 60°C em solucdo aquosa utilizando como adjuvante de
solubilizacdo o dimetilsulfoxido (DMSO) 1% com solucéo etandlica; os resultados indicaram
que, utilizando-se o segundo método de solubilizacdo, ha potencializacdo do poder acaricida
do timol devido a melhor solubilizacdo dos cristais 0 que possibilitaria maior contato da
substancia com as larvas, reforcando a hipdtese levantada.

Senra et al. (2013) avaliaram o poder acaricida do timol nas concentragdes de 2,5; 5,0;
10,0; 15,0; 20,0mg/mL em estagios imaturos de A. cajennense e R. sanguineus e a partir da
concentracdo de 5,0 mg/mL observaram 100% de mortalidade das larvas ndo ingurgitadas de
A. cajennense. Para ninfas ndo ingurgitadas desta espécie foi observada mortalidade de 100%
a partir da concentracdo de 10,0 mg/mL, e para ninfas ndo ingurgitadas de R. sanguineus
houve 100% de mortalidade a partir da concentragéo 2,5 mg/mL.

2.3 - Histologia de ovarios de carrapatos tratados com produtos de origem natural e

sintética

As técnicas histologicas e histoquimicas representam importante ferramenta para
auxiliar a busca por novas alternativas de controle de carrapatos, uma vez que permitem
melhor compreensdo da morfofisiologia dos diferentes sistemas destes ectoparasitas,

permitindo a avaliacdo dos efeitos de compostos acaricidas sintéticos e naturais em nivel
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celular e tecidual (CAMARGO-MATHIAS, 2012). Estudos morfohistoquimicos e
imunohistoquimicos vém sendo realizados por pesquisadores do Brazilian Central of Studies
on Ticks Morphology (BCSTM) e em outras partes do mundo para caracterizar os diferentes
sistemas de carrapatos muitas espécies das familias Ixodidae e argasidae em especial o
alimentar, reprodutor e neurolégico (TILL 1961; SONENSHINE, 1991; CARNEIRO &
DAEMON, 1996; BINNINGTON & STONE, 1981; DE LA VEGA et al., 2012).

Estudos com énfase na morfofisiologia e histopatologia das glandulas salivares
(BINNINGTON & STONE, 1981; FURQUIM et al., 2008a; FURQUIM et al., 2008b), do
sistema nervoso (ROMA et al., 2012; ROMA et al., 2013a; ROMA et al., 2013b), da cuticula
e intestino (OLIVEIRA et al., 2013), da hemolinfa (CARNEIRO & DAEMON. 1996) e do
corpo gorduroso (ROMA et al., 2010), sdo a cada dia mais importantes para ampliar os
conhecimentos sobre os carrapatos. Contudo, os ovarios um dos 6érgdos mais estudados do
ponto de vista histolégico devido a sua grande importancia para a reproducao e perpetuacao
da espécie (OLVEIRA et al., 2008).

O sistema reprodutor feminino dos ixodideos se encontra posicionado na regido
anteroposterior do corpo e é formado por um ovario em forma de ferradura e um Gtero e a
vagina possuindo um par de glandulas tubulares acessérias se ligam a abertura genital. Na
regido posterior e muscular encontra-se a vagina cervical, que possui ao seu redor as
glandulas acessodrias lobulares. Na regido anterior esta localizada a vagina vestibular, que
possui sua parte interna revestida por uma cuticula pregueada. H& ainda um receptaculo
seminal que é conectado a vagina cervical e que tem a funcdo de armazenar 0s
espermatozdides introduzidos pelos machos durante a copula (SONENSHINE, 1991).

Os ovarios sdo do tipo panoistico, como descrito para os insetos; desta forma, nao
possuem células nutridoras, ou células “nurse”, que sdo células responsaveis pela nutrigao dos
ovocitos. Ao invés disso, apresentam uma parede de células epiteliais e estruturas chamadas
de pedicelos que tem a funcdo de fixa-los as paredes do ovario, além disso, essas células sdo
responsaveis pelo transporte de nutrientes dos ovarios para 0s ovocitos. Estes ovdcitos até o
momento da oviposicdo passam por diversos estagios de desenvolvimento até estarem
completamente maduros, ou seja, séo classificados em ovocitos I, I1, 111, IV e V, sendo o V de
maior grau de amadurecimento (TILL, 1961; BALASHOV, 1972; SAID, 1992; DENARDI et
al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005; SAITO et al.,2005; OLIVEIRA et al., 2006; RICARDO et
al., 2007; SANCHES et al., 2009).

Dernardi et al. (2004) caracterizaram 0s ovarios de A. cajennense e todo o seu

processo de vitelogenese utilizando a técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) para sua
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caracterizagdo morfologica, assim como técnicas de histoquimica como azul de bromofenol
para deteccdo de proténas, azul do Nilo para a deteccdo de lipideos, PAS para a deteccdo de
polissacarideo e von kossa para a deteccao de calcio. Os autores concluiram que os ovécitos
desta espécie passam por cinco estagios (I-V) de desenvolvimento de forma assincronica e
que os elementos do vitelo sdo depositados em uma sequéncia preferencial, onde os lipideos
sdo os primeiros, seguidos pelas proteinas e por ultimo os hidratos de carbonos.

Saito et al. (2005) descreveram o processo de vitelogenese para R. microplus, através
das técnicas da hematoxilina e eosina (HE), azul de bromofenol, azul do Nilo, PAS, azul de
taloidina e a von kossa. Os autores verificaram que nesta espécie 0s ovOcitos passam por seis
estagios de desenvolvimento (I-VI1) e permanecem ligados ao ovario por um pedicelo, sendo
que o estagio VI apresenta formas irregulares e parece ser reabsorvido. Com relacdo a anélise
histoquimica foi possivel detectar granulos de proteinas em toda a membrana plasmatica, no
citoplasma e em todos os estagios de desenvolvimento, porém depositados de maneira
irregular; a presenca dos polissacarideos aumenta de acordo com o0 avanco do
desenvolvimento dos ovdcitos, os lipideos estdo presentes nas membranas plasmaticas e
nucleares e também no interior dos ovocitos e no cérion, sendo que 0 armazenamento destas
moléculas no citoplasma variou de acordo com o estdgio de desenvolvimento. O elemento
calcio surge a partir do estagio 111, podendo ser encontrado até o VI.

Oliveira et al. (2005) investigaram o processo de vitelogenese para R. sanguineus e,
com relagdo a morfologia analisada através da técnica de hematoxilina e eosina (HE), foi
semelhante as encontradas por Saito et al. (2005) para R. microplus, exceto em relacdo aos
estagios e desenvolvimento, que para esta espécie sdo apenas cinco e ndo seis como foi
encontrado para os carrapatos dos bovinos. Com relacdo a deteccdo de proteinas foi possivel
concluir que os ovocitos no estagio | e o pedicelo sdo fracamente positivos corados para estas
moléculas e que apenas os nucleos e a vesicula germinal se mostraram moderadamente
marcados; ja os lipideos estdo presentes em todos os estagios de desenvolvimento, assim
como os polissacarideos.

Estudos histopatologicos envolvendo a acdo de produtos acaricidas nos ovarios tém
sido realizados a fim de se compreender melhor acdo destes produtos e encontrar melhores e
novas alternativas de controle. Oliveira et al. (2008) avaliaram os efeitos do fipronil nas
concentragfes 1, 5 e 10 ppm em ovarios de carrapatos semi-ingurgitados R. anguineus,
utilizando a técnica de hematoxilina e eosina (HE) e observaram que este principio ativo
provocou o0 surgimento de pequenos vacuolos bem como a morte das células germinativas,

nas diferentes concentracdes, reduzindo desta forma fertilidade dos ectoparasitos.
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Roma et al. (2010), em estudos para avaliacdo dos efeitos da permetrina diluida nas
concentracdes de 206, 1031 e 2062 ppm nos ovarios de fémeas semi-ingurgitadas de R.
sanguineus, observaram atraves da técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) que este composto
causa grandes mudancas nos ovécitos, como o surgimento de grandes vacuolos e diminuicdo
no tamanho dos grénulos de vitelo, resultando em morte celular e consequente queda de
fertilidade.

Dernardi et al., (2010) investigaram os danos causados pelo extrato aquoso de
Azadirachta indica (neen) em concentracdes de 10% e 20% nos ovérios de carrapatos R.
sanguineus parcialmente e totalmente ingurgitados e constataram, por meio da técnica de
hematoxilina e eosina (HE), que as células do pedicelo perderam sua forma original, o
citoplasma tornou-se totalmente vacuolizado, principalmente na regido proxima a vesicula
germinal e no polo do ovdcito em contato com o pedicelo. Aqueles ovécitos em estagios
imaturos apresentaram vesicula germinal com formato irregular e havia a presenca de dois
nucleos, assim como apenas um nucleo fragmentado. Além disso, a membrana coridnica dos
ovoticos IV e V mostraram dobras e irregularidade.

Roma et al. (2011) avaliaram o efeito causado pela permetrina nos ovdcitos de
carrapatos R. sanguineus totalmente ingurgitados e concluiram, através da técnica de
hematoxilina e eosina (HE), que diferente do que se pensava anteriormente, este composto
age diretamente nas células germinativas causando o surgimento de vacuolos no citoplasma,
alterando o formato da vesicula germinal e diminuindo o tamanho dos granulos de vitelo. As
andlises histoquimicas para deteccdo de proteina mostraram que apenas oS 0vOCitos no
primeiro estagio de desenvolvimento sofreram alteracGes, pois 0S mesmos se mostraram
fortemente positivos diferindo dos ovdcitos | do grupo controle que se mostraram fracamente
positivos.

Arnosti et al., (2011) avaliaram os efeitos do 0leo de Ricinus communis (mamona), na
vitelogénese de carrapatos R.sanguinues. Neste experimento, coelhos infestados com essa
espécie de ectoparasitas foram alimentados com ragdo contendo no Grupo I, 1g de Oleo
misturado a cada 1Kg de comida, e no Grupo Il 5g de 06leo para cada 1 Kg de alimento. Ao
final de 10 dias de alimentag&o os carrapatos foram retirados dos hospedeiros e foi a analise
histologica. Foram observados ovocitos com alteragfes citoplasmaticas que impediram o
desenvolvimento da fase | e 1l para as fases IV e V, além de inibicdo do crescimento dos
ovocitos que atingiram a fase V. Foi observada também a auséncia de espermatozoides na

ampola.
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Dernardi et al. (2011) avaliaram os efeitos causados pelo extrato aquoso de A. indica
(neen) nas concentracbes de 10% e 20% na vitelogenese de carrapatos de R.sanguineus,
através das técnicas de Azul de Bromofenol e da técnica de PAS/verde de metila. No estudo
observou-se que a concentracdo mais baixa (10 %) causou intensa vacuolizagdo no
citoplasma, fragmentacdo da vesicula germinal nas fases I-I1l de desenvolvimento, reducéo
significativa no tamanho e na quantidade dos granulos de proteinas do vitelo e a inversdo do
posicionamento dos granulos menores, observados normalmente no interior da célula
passaram a ser encontrados na area periférica.

Vendramini et al. (2012a) avaliaram, através da técnica de hematoxilina e eosina (HE),
os efeitos provocados pelo 6leo de Carapa guianensis (andiroba) no sistema reprodutor de
carrapatos R. sanguinues semi-ingurgitados de, sendo possivel comprovar que 0 mesmo causa
alteracOes estruturais significativas nos ovocitos, como o surgimento de grandes vacuolos,
reducdo no nimero de granulos de vitelo, mudancas na forma original das células e danos ao
material genético. O epitélio do ovario apresentou desorganizacdo estrutural intensa, com as
células e os nucleos altamente danificados se tornando uma massa amorfa. Foi possivel
perceber neste estudo que os danos observados aumentavam sua propor¢do de acordo com
aumento da concentracdo do produto.

Vendramini et al. (2012b) analisaram os efeitos histoquimicos que o 6leo de C.
guianensis (andiroba) causou em ovdcitos de carrapatos de R. sanguineus semi-ingurgitados
através das técnicas de azul de bromofenol, PAS/azul de Alcian (detec¢do de polissacarideos
totais e &cido) e Backer (lipideos) sendo possivel constatar a reducdo de todos os elementos
analisados.

Sampieri et al. (2013) estudaram o efeito do 6leo de R. communis (mamona) através
das técnicas de Backer, azul de bromofenol e para a deteccédo de polis PAS/azul de Alcian e
foi possivel observar alteracbes na deposicdo de componentes do vitelo, causando
modificacbes em elementos que necessitariam de polissacarideo e em compostos
glicoproteicos, prejudicando o processo final de sintese do vitelo e desenvolvimento do

embrido.
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SECAO |

Determinacéo da susceptibilidade de larvas ndo ingurgitadas e fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) frente a diferentes métodos de solubilizagéo
do timol

Resumo

Os métodos de solubilizacdo interferem de maneira significativa na acdo acaricida do timol.
Desta forma o presente trabalho avaliou sua eficicia para fémeas ingurgitadas e larvas ndo
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus quando diluido em DMSO 1% mais agua destilada
com o auxilio de uma placa aquecedora (formulacdo 1), diluido em solugdes hidroetandlica a
50% (formulacédo 2), 40% (formulacéo 3) e 30% (formulacéo 4). Para fémeas ingurgitadas foi
utilizada a metodologia de teste por imersao para todos os métodos de dilui¢do; para larvas
ndo ingurgitadas a metodologia utilizada foi de pacote de larvas, sendo testadas as
formulacdes 3 e 4, uma vez que as demais ja haviam sido testadas anteriormente. Foram
estabelecidos dois grupos controle, um tratado com agua e outro com etanol 50% em ambos
0s experimentos. Foram feitas 10 repeticdes para cada tratamento os quais foram mantidas em
camara climatizada (27 £ 1 ° C e RH> 80 + 10). Para fémeas a avaliacao foi diaria até a morte
da dltima, e a mortalidade das larvas foi avaliada apds 24 h. A reducdo mais acentuada
(p<0,05) no peso das massas de ovos foi observada nos tratamentos com as formulagdes 1, 3 e
4, sendo os valores de 0,0; 0,2 e 0,0 mg, respectivamente. Nos grupos tratados com as
formulacGes 1 e 4 ndo houve postura. Na formulacdo 3, o percentual de controle foi de 99,3%,
e nas formulagdes 1 e 4 chegou a 100%. A mortalidade de larvas foi de 100% em todos os

tratamentos; ndo houve mortalidade nos grupos controle.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos, monoterpeno, etanol.
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Abstract

The present study evaluated efficacy of thymol against engorged females and unengorged
larvae of Rhipicephalus microplus when diluted in 1 % dimethyl sulfoxide (DMSO)
(formulation 1) and diluted in hydro-ethanol solutions of 50 % (formulation 2), 40 %
(formulation 3), and 30 % (formulation 4). The immersion test was used on the

engorged females for all dilution methods, while the larval packet method was applied to the
larvae to test formulations 3 and 4 since the other two had already been tested before. Two
control groups were established in both experiments; in one, ticks were treated with 1 %
DMSO, and in the other, with 50 % ethanol, with ten repetitions for each treatment. The
groups were maintained at 27+1 °C and RH>80x10 %. For engorged females, the parameters
weight before oviposition, egg mass weight, hatching percentage of larvae, and percentage of
control were evaluated, while for larvae, percentage of mortality was evaluated. The egg mass
weight of al treatments differed significantly (p<0.05) from the control groups; however, the
reduction in egg mass weight was more accentuated (p<0.05) in the treatments with
formulations 1, 3 and 4. The values of hatching percentage of the group treated with
formulation 2 and control group were statistically similar (p>0.05). The group treated with
formulation 2 attained the lowest percentage of control (66 %). In the other treatments, the
control percentages were greater than 99 %. In larval test, the mortality was 100 % in all the

treatments, and there was no mortality in the control groups.

Keywords: Tick from cattle, monoterpene, ethanol
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INTRODUCAO

Do ponto de vista econémico, Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) é a
principal espécie de ixodideo da regido Neotropical (Martins et al. 2006) e o seu parasitismo
pode causar danos diretos (espoliacdo sanguinea) e indiretos (transmissdo de agentes
patogénicos e gastos com o controle) para a bovinocultura (Furlong et al. 2004; Pereira,
2008). As perdas econémicas causadas por esse carrapato chegam a dois bilhdes de délares
por ano no Brasil (Grisi et al. 2002).

O controle desse artropode € feito principalmente com a utilizacdo de carrapaticidas
sintéticos; entretanto, o uso indiscriminado e a dependéncia de poucas bases quimicas tém
contribuido de forma significativa para a selecdo de carrapatos resistentes. A ma utilizacéo
dos carrapaticidas também pode levar a contaminacdo dos produtos de origem animal e do
meio ambiente (Guimaraes et al., 2001; Furlong et al., 2007; Klafke et al., 2008).

O timol é um monoterpeno volatil presente em 6leos essenciais de plantas das familias
Apiacea, Lamiacea e Verbenaceae e pode ser encontrado comercialmente na forma de cristais
incolores com odor irritante, sendo ligeiramente sollivel em &gua (Farmacopéia Portuguesa
VIII, 2005). De acordo com United State Food e Drug Administration (FDA), o timol e
classificado como substancia segura para utilizacdo como aditivo alimentar e para aplicacdo
em plantacGes de vegetais comestiveis (EPA, 1993; Ji et al. 2005), possuindo baixo risco para
ecossistema devido a rapida dissipacdo e o baixo nivel de residuos deixados no ambiente (Hu
and Coats, 2008).

Esse monoterpeno apresentou atividade carrapaticida para diferentes estagios de R.
microplus (Novelino et al., 2007; Monteiro et al., 2010), Rhipicephalus sanguineus (Latreille,
1806) (Daemon et al., 2009; Monteiro et al., 2009), Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)
(Mendes et al., 2011) e Dermacentor nitens (Neumann, 1897) (Daemon et al., 2012). Sabe-se
que a acdo acaricida dessa substancia estd diretamente relacionada com o método de
solubilizacdo utilizado e estdgio de desenvolvimento do carrapato (Monteiro et al., 2009;
Scoralick et al., 2012). Resultados de pesquisas revelaram que o timol solubilizado em
formulacdo hidroetandlica (50% v/v) teve sua atividade carrapaticida potencializada sobre
larvas de R. microplus (Scoralick et al., 2012) e R. sanguineus (Daemon et al., 2012), quando
comparado a solubilizacdo desse monoterpeno em dimetilsuféxido (DMSO) na concentracdo
de 1%. Entretanto, em testes preliminares utilizando as mesmas solubilizacbes e
concentracdes de timol sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus foi observado o oposto,

uma vez que a solubilizacdo hidroetanolica (50% v/v) foi menos eficaz, apresentado
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resultados inferiores aos obtidos por Monteiro et al (2010) que testaram o timol em DMSO
1% sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade carrapaticida
do timol em diferentes formulagdes sobre larvas ndo ingurgitadas e fémeas ingurgitadas de R.
microplus, comparando a formulagdo de DMSO 1% com formulacBes hidroetanolicas em

diferentes proporcdes de etanol.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Artrépodes Parasitos (LAP) da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Foram utilizadas fémeas
ingurgitadas de R. microplus (cepa Porto Alegre) provenientes da colénia mantida através de
infestacGes artificiais em bezerros na fazenda Experimental José Henrique Bruschi (CEJHB),
da Embrapa Gado de Leite, localizado no municipio de Coronel Pacheco, Minas Gerais,
Brasil (registro CEUA-EGL 11/2013). Os cristais de timol foram obtidos da empresa
Henrifarma Quimicos e Farmacéuticos Ltda, com pureza de 99,9%.

Experimento 1 - teste com fémeas ingurgitadas (Pagina 31, Prancha I- A-H).

Para esse teste, foram preparadas quatro formulacGes de timol na concentracdo de 20
mg/mL (= 2%) devido a elevada eficacia do timol nessa concentragdo, diluido em DMSO 1%,
sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus (Monteiro et al., 2010).

Formulacdo 1 [solubilizacdo com aquecimento em placa aquecedora] (Mendes et al.,
2011): Para o preparo dessa formulacdo, 200 mg de timol foram adicionados em 10 mL de
solucdo aquosa de dimetilsulféxido (DMSQ) a 1%, em um Becker de 50 mL. Na sequéncia,
essa solucdo foi aquecida com utilizacdo de placa aquecedora a 60°C para solubilizacdo dos
cristais de timol.

Formulacéo 2 [solubilizacdo sem aquecimento em etanol e agua] (50% - 50%: v/v)
(Scoralik et al. 2012): Nesta formulagdo, 200 mg de cristais de timol foram triturados com
utilizacdo de gral de porcelana e pistilo e adicionados em Becker de 50 mL contendo 5 mL de
etanol. Apds a dissolugédo do timol em etanol, foi adicionado 5 mL de &dgua destilada.

Formulacdo 3 e 4: Para a preparagdo dessas formulagdes foi utilizado o mesmo
procedimento seguido na preparacdo da formulagdo 2, entretanto o timol foi solubilizado em
etanol 40% e 30% (v/v), respectivamente.

Para a realizacdo do experimento foi seguida a metodologia de imersdo de fémeas

proposta por Drummond et al., (1973). Fémeas ingurgitadas foram divididas em seis grupos
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com pesos homogéneos (p>0,05), tendo cada grupo 10 carrapatos (cada fémea = uma
repeticdo). Na sequéncia, os carrapatos de cada grupo foram imersos por cinco minutos na
formulacdo de timol (20 mg/mL) diluido em DMSO 1% e nas solucfes hidroetanolicas de
30%, 40% e 50% . Apds esse tempo, as fémeas foram retiradas das solugcfes e deixadas por
trés minutos em duas folhas de papel toalha para retirada do excesso do liquido. Apés este
procedimento, as fémeas foram individualmente transferidas para placas de Petri (5,5 x 1,3

cm) devidamente identificadas. Também foram formados dois grupos controle, em que as
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PRANCHA |

Fotografias A-H: Teste de imersdo com fémeas ingurgitadas de R. microplus como proposto
por Drumond et al. (1973).
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fémeas foram imersas em DMSO 1% e em solucdo hidroetandlica 50% (v/v) isentas de timol.
Os grupos experimentais foram mantidos em camara climatizada a 27+1°C e UR 80£10%,
sendo que os grupos controle foram acondicionados em camaras diferentes da utilizada para
0s grupos tratados com timol, para evitar possiveis interferéncias devido a volatilidade desse
monoterpeno.

Foi feito acompanhamento diario até a morte da ultima fémea. As massas de ovos
produzidas por cada fémea foram pesadas em balanca analitica e acondicionadas em seringa
plastica de 10 mL, com extremidade distal cortada, vedada com algoddo hidrofilo e
acondicionada em camara climatizada (27£1°C e UR 80+£10%). Foram avaliados o0s seguintes
parametros bioldgicos: peso da fémea ingurgitada antes da postura, peso da massa de ovos e
percentual de eclosdo (%EC). Estes valores foram utilizados para o calculo do percentual de
controle (Drumonnd et al., 1973), que € obtido através da seguinte férmula: Percentual de
controle (%C):

Percentual de controle (%C) = (RE grupo controle — RE grupo tratado)/RE grupo
controle x 100, sendo RE a reproducdo estimada obtida pela formula: RE = (Peso da
postura/Peso inicial) x %EC x 20.000.

Experimento 2 — teste com larvas ndo ingurgitadas (Pagina 35, Prancha II- A-H).

Nesse experimento, foram testadas as formulacdes 3 e 4 com intuito de verificar a
manutencdo da atividade carrapaticida do timol nessas formulagdes sobre larvas néo
ingurgitadas de R. microplus. Foi utilizado a concentra¢do de 10 mg/mL, devido a alta taxa de
mortalidade de larvas observada para o timol nessa concentracdo quando diluido em DMSO
1% (Novelino et al., 2007) ou em soluc¢do hidroetandlica 50% (v/v) (Scoralik et al., 2012).

Para o teste com larvas ndo ingurgitadas, foi utilizada a metodologia proposta por
Stone e Haydock (1962) adaptada por Monteiro et al. (2012). Neste método,
aproximadamente 100 larvas foram colocadas no centro de uma folha de papel de filtro
medindo 6 x 6 cm. Estas folhas foram entdo dobradas ao meio e as extremidades foram
seladas com clipes binder e em seguida, cada um dos lados do papel foi umedecido com 90
uL das solucbes a serem testadas. Trés grupos foram formados, um controle (solucédo
hidroetandlica 40%) e os tratamentos com as formulagdes de timol a 10,0 mg/mL diluido nas
soluc@es hidroetandlica de 40% e 30% (V/v).

Foram feitas 10 repeticOes para cada tratamento e os pacotes foram mantidos em

camara climatizada (27 £ 1 ° C e RH> 80 + 10), sendo que os grupos tratados com timol
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foram mantidos numa camara diferente da utilizada para os grupos de controle. A mortalidade
das larvas foi avaliada ap0s 24 h.

Mortalidade (%) = (total de larvas mortas/total de larvas) x 100.
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PRANCHA I

Fotografias A-H: Teste de pacotes de larvas como proposto por Stone e Haydock (1962)

adaptada por Monteiro et al. (2012).
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ANALISES ESTATISTICAS

Para realizacdo da andlise estatistica foi utilizado o software Biostat versdo 5.0 (Ayres
et al. 2007). Os dados adquiridos em porcentagem foram transformados em Varco seno x. Os
valores referentes as médias de cada parametro de diferentes grupos foram analisados por
Anova e Teste de Tukey (P<0,05). No caso de distribuicdo ndo paramétrica, os valores foram

comparados pelos testes Kruskal Wallis e Student Newman Keulls (p<0,05).

RESULTADOS

Né&o foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre as médias referentes ao
peso das fémeas antes da oviposi¢do (mg) nos diferentes grupos (p>0,05) (Tabela 1). O peso
médio da massa de ovos do grupo tratado com a formulacdo 2 foi de 69,5 mg, diferindo
significativamente (p<0,05) dos grupos controles tratados com etanol 50% (144,5 mg) e com
DMSO 1% (149,1 mg). (Tabela 1). Entretanto, a reducdo no peso da massa de ovos foi mais
acentuada (p<0,05) nos tratamentos com as formulacgdes 1, 3 e 4, sendo observados valores de
0,0; 0,2 e 0,0 mg, respectivamente. (Tabela 1).

O percentual de eclosdo do grupo tratado com a formulacdo 2 foi de 63,9%,
apresentando valores estatisticamente semelhantes (p>0,05) ao observado para o controle com
etanol 50% (94,2%) e com DMSO a 1% (92,6%). O grupo tratado com a formula¢do 3
apresentou eclosdo de 20% diferindo estatisticamente (p<0,05) dos grupos controle (Tabela
1). Nos demais grupos, essa analise ndo foi realizada devido a auséncia de postura nos grupos
tratados com as formulages 1 e 4.

O grupo tratado com a formulacao 2 apresentou o menor percentual de controle, sendo
observado valor de 66% (Figura 1). No tratamento com a formulacdo 3, o percentual de
controle foi de 99,3%, chegando a 100% nas formulacdes 1 e 4 (Figura 1).

No segundo experimento a mortalidade de larvas foi de 100% em todos os tratamentos

e no grupo controle ndo houve mortalidade.
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Tabela 1: Peso das fémeas antes da postura (mg), peso da massa de ovos (mg), de fémeas
ingurgitadas e percentual de eclosdo de larvas (%) de Rhipicephalus microplus tratadas com
diferentes formulagdes de timol na concentracdo de 20 mg/ml (=2%) em condicGes de
laboratdrio (27+1°C e UR 80+10%).

DiluicGes de timol Peso das fémeas antes da  Peso da massa de ovos ~ Percentual de ecloséo
postura (mg) (mg) (%)
Controle - etanol 50% 267,8%+6,5(10) 144,5°+26,8(10) 94,2°+3,4(10)
Controle — DMSO 1% 267,2°+36,7(10) 149,1%+21,4(10) 92,6°+12,4(10)
Formulagdo 1 268,4°+27,9(10) 0,0°+0,0(10)
Formulagdo 2 267,5°+26,9(10) 69.5°+60,0(10) 63,9°+42,1(07)
Formulacéo 3 267,3%£38,6(10) 0,3°+07.0(10) 20,0°+0,0
Formulagdo 4 267,3*+23,7(10) 0.0°+0.0(10)

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5% .
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Gréfico 1: Porcentagem de controle de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
tratadas com diferentes formulacdes de timol na concentracdo de 20 mg/mL (=2 %) em
condicdes de laboratdrio (271 °C e 80+10 % humidade relativa). Formulacdol- timol (20
mg/mL) em1 % DMSO; formulagéo 2 - thimol (20 mg/mL) em etanol 50 %; formulacédo 3 -
timol (20 mg/mL) em etanol 40 %; e formulagéo 4 - timol (20 mg/mL) em etanol 30 %.

DISCUSSAO

Artropodes parasitos sdo controlados com a utilizacdo de diferentes pesticidas que
podem causar efeitos adversos, tais como acdo sobre organismos ndo alvos, poluicéo
ambiental, intoxicacdo de animais e de humanos, além de causar selecdo de parasitos
resistentes. A busca por produtos de origem vegetal (6leos essenciais, extratos vegetais e
substancias puras) tem aumentado consideravelmente nas Ultimas décadas, em tentativa de
descobrir novas substancias que possam ser utilizadas no controle desses organismos
(Martinez-Velazquez et al., 2011;. Ribeiro et al., 2008;. Apel et al., 2009). No que diz respeito
ao controle dos carrapatos dos bovinos, existe um fator agravante, que é o fendmeno de
resisténcia a maioria dos produtos comercializados no Brasil (Furlong et al., 2007),
aumentando a necessidade de encontrar novas substancias com atividade carrapaticida para
serem utilizadas no controle desse artropode. Neste contexto o timol, que ja teve sua atividade
comprovada para outros invertebrados como moluscos (Ferreira et al., 2009), insetos
(Mansour et al., 2000) e &caros (Imdorf et al., 1995), tem sido apontado como um agente
promissor para ser utilizado no controle de carrapatos, incluindo R. microplus (Novelino et
al., 2007; Daemon et al., 2009; Monteiro et al., 2010).

Os resultados obtidos demonstram que as formulagdes 1 e 4 foram as mais eficazes
sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus, sendo observados percentuais de controle de
100% nesses tratamentos. A elevada eficacia obtida com a dilui¢cdo do timol em DMSO 1%
(formulacéo 1) também foi verificada por Monteiro et. al. (2010), que observaram percentual
de controle de 99% com a utilizacdo do timol na concentragcdo de 2% (=20 mg/mL) sobre
fémeas ingurgitadas dessa espécie. O timol diluido em DMSO 1% também apresentou
atividade sobre larvas e ninfas ingurgitadas de R. sanguineus e A. cajennense, causando
mortalidade de 100% dos carrapatos nos tratamentos com a concentragdo de 2% (=20
mg/mL). Tais fatos demonstram que essa formulagdo apresenta elevada atividade sobre

instares ingurgitados desses carrapatos.
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Entretanto, o timol na concentracdo de 2% (=20 mg/mL) diluido em DMSO 1%
apresentou baixa atividade para larvas ndo ingurgitadas de R. sanguineus (Daemon et al.,
2009), sendo observada morte de apenas 20% das larvas. Dessa forma, foram conduzidas
pesquisas com intuito de buscar novas formas de solubilizagéo do timol, que potencializam
sua atividade sobre os instares ndo ingurgitados de carrapatos. Resultados de testes com timol
diluido em solucdo hidroetandlica (etanol 50% v/v) evidenciaram que essa formulagéo
potencializou a atividade do timol sobre larvas ndo ingurgitadas de carrapatos, sendo
observada mortalidade acima de 90% para larvas nédo ingurgitadas de R. microplus (Scoralik
et al. 2012) e R. sanguineus (Daemon et al. 2012) nas concentra¢des de 2.5 e 10.0 mg/mL,
respectivamente. Senra et al. (2013) demonstraram que essa solubilizacdo também apresentou
atividade para ninfas ndo ingurgitadas de A. cajennense e R. sanguineus.

Embora essa solubilizacdo tenha potencializado a atividade do timol sobre os instares
ndo ingurgitados, 0 mesmo ndo foi verificado para os estagios ingurgitados, uma vez que
testes preliminares revelaram que o timol em solubilizacdo hidroetanolica apresentava menor
atividade sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus. Tal fato foi confirmado no presente
estudo, uma vez que a formulagdo 2 apresentou o pior desempenho, sendo observado
percentual de controle 66%, enquanto nos outros tratamentos, foram observados valores
superiores a 99%.

Com intuito de obter uma formulacdo que apresente elevada atividade tanto para
instares ingurgitados quanto para ndo ingurgitados, buscou-se testar o timol em formulacédo
hidroetandlica, com menores proporcdes de etanol (formulagédo 3 - 40% e formulacéo 4 - 30%
v/v). Em relacdo aos resultados obtidos para formulacdo 2, as novas formulacdo (3 e 4)
tiveram sua atividade potencializada, sendo observados percentuais de controle de 99,3% e
100%. A maior atividade nessas formulacdes pode estar relacionada com maior precipitacao
de timol sobre a cuticula das fémeas ingurgitadas. Tal fato pode ser reforcado pelo aspecto
mais oleoso do tegumento das fémeas ingurgitadas tratados com as formulagdes 1, 3 e 4, fato
n&o observado nos carrapatos tratados com a formulagao 2.

Devido a variagdo na eficacia do timol de acordo com a forma de solubilizagéo e
estadgio de desenvolvimento dos carrapatos, foi feito o teste de larvas para verificar se a
elevada atividade obtida para as formulacdes 3 e 4 sobre fémeas ingurgitadas seria mantida
sobre larvas néo ingurgitadas de R. microplus. Os resultados no teste de larvas evidenciaram
que as duas formulacdes (3 e 4) apresentaram alta atividade, sendo observada mortalidade de

100% nos dois tratamentos, resultados similares aos encontrados com a utilizacdo da mesma



41

concentracdo de timol diluidos em DMSO 1% (Novelino et al., 2007) e etanol 50% (v/v)
(Scoralik et al., 2012).

Além de apresentar eficacia de 100% no teste de fémeas e de larvas, a formulacdo 3
ainda tem como vantagem sobre as demais formulagdes hidroetandlicas o fato de utilizar
menor proporcdo de etanol. De acordo com Spinosa et al. (2006), maiores concentragdes de
etanol podem aumentar o pre¢o do produto e também sdo contraindicados para a pele, que
pode desenvolver reagdes alérgicas.

Em comparagdo com a formulagdo 2, a formulacdo 3 se torna vantajosa por nédo
necessitar de calor para a dilui¢cdo, uma vez que o timol é uma molécula altamente volatil e o
calor poderia ocasionar a perda da substancia por volatilizacdo ( Daemon et al., 2012a)

A partir dos resultados pode-se concluir que a reducdo do etanol nas formulacdes
potencializou a atividade carrapaticida sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus, sem que
fosse afetada sua elevada atividade contra larvas ndo ingurgitadas desse carrapato. Além
disso, fica demonstrada a necessidade de avaliacdo de diferentes formulacdes do timol e de
outras substancias de origem vegetal para que se chegue aquela mais eficaz para todas as fases

do ciclo de uma determinada espécie de carrapato.
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SECAO Il

Estudo histopatoldgico de ovarios de carrapatos Rhipicephalus sanguineus (Acari:

Ixodidae) com seis dias de alimentac&o expostos a diferentes concentragdes de timol

Resumo

O timol é um monoterpeno que ja teve sua agdo carrapaticida comprovada para Varias
espécies de carrapatos. Essa substancia é capaz de levar estes ectoparasitos a morte, assim
como reduzir a postura de ovos e o indice de eclosao de larvas. No entanto, ainda nao se tém
dados a respeito da acdo dessa substancia na morfofisiologia dos ovérios de carrapatos. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar as alteracdes morfofisioldgicas deste
principio ativo em ovarios de carrapatos R. sanguineus com seis dias de alimentacdo por meio
da aplicacdo de técnicas morfohistoquimicas. Para desenvolver o estudo 50 fémeas com seis
dias de alimentacdo foram divididas em cinco grupos e submetidas ao teste de imersdo em
solugBes de timol nas concentragdes: I11) 1,25 mg/mL, 1V) 2,25 mg/mL e V) 5,0 mg/mL.
Também foram formados dois grupos controle, um tratado com &gua destilada e outro com
etanol 30%. Os grupos experimentais foram mantidos em camara climatizada (27+1°C e UR
80+10%) por cinco dias e apds esse periodo foram aplicadas as técnicas morfoldgica
(hematoxilina/eosina) e histoquimica (von Kossa), os ovarios foram removidos e processados
conforme rotina histolégica. Os resultados morfol6gicos evidenciaram a presenca de extensos
vacuolos nas células germinativas em diferentes estagios, invaginaces que representam
deformacgdes na membrana coridnica. A partir dos resultados obtidos neste estudo concluiu-se
que o timol interferiu no desenvolvimento dos ovocitos 0s quais passaram a apresentar
caracteristicas de degeneracao, sendo que a concentracdo que mais afetou o desenvolvimento
do ponto de vista morfologico foi a de 5,0 mg/mL. Além disso, o timol também alterou o teor
de calcio dos granulos de vitelo, que de maneira geral apresentaram marcagdo mais intensa
para este elemento.

Palavras — chaves: Histologia, Histoquimica, carrapato-vermelho-do c&o, monoterpeno.



46

Abstract

Thymol is a monoterpene with proven acaricidal action against various tick species. However,
there are no data available on the histopathological changes it causes in the ovaries of these
arthropods. Therefore, the objective of this study was to assess the histopathological and
histochemical effects of thymol on the ovaries of partially engorged females of R. sanguineus
with six days of feeding. For this purpose, 50 females were divided into three treated groups
and submitted to the immersion test in thymol solutions at concentrations of 1.25, 2.25 and
5.0 mg/mL. Two control groups were also formed, one treated with distilled water and the
other with 30% ethanol. The ticks were then kept in a climate-controlled chamber at 27+1 °C
and RH 80+10% for five days. After this period, the ovaries were removed and 3um sections
were prepared, stained with hematoxylin/eosin, for histological and histochemical study. The
same procedure was followed for detection of calcium, by the technique of Von Kossa. The
histological results showed that thymol is able to act directly on the reproductive system of R.
sanguineus females, causing vacuoles in the cytoplasm of germinative cells at different
stages, invaginations in the limiting and chorionic membranes and damage to the germinal
vesicle. In the histochemical analysis, the groups treated with thymol reacted more positively
to the presence of calcium in relation to the control groups. It can therefore be concluded that

thymol has deleterious effects on partially engorged R. sanguineus females.

Key - words: Histology, Histochemistry, tick-red-dog, monoterpene
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INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae), é conhecido
popularmente como carrapato vermelho do cdo. Esta espécie apresenta ampla distribuicdo
geografica, tendo grande importancia medico-veterinaria, podendo ser vetor dos agentes
etioldgicos da babesiose e da erliquiose canina. No Brasil, esta espécie é considerada
potencial vetor da bactéria Rickettsia rickettsii, agente etioldgico da febre maculosa, uma vez
que esta ja foi isolada de amostras deste ixodideo, o que somado ao fato de registros de
parasitismo de R. sanguineus em humanos poderia sugerir que este carrapato atuaria como
vetor de transmissdao da mesma (GUGLIELMONE et al. 2006; DANTAS-TORRES et al.
2008, Gazeta et al., 2010).

O controle deste carrapato é realizado por meio do uso de carrapaticidas sintéticos
compostos por diferentes bases quimicas disponiveis no mercado, mas a utilizacdo sem
critérios adequados e de forma indiscriminada tem ocasionado a selecdo de individuos
resistentes (MILLER et al., 2001; MARTINS et al., 2006). Somados aos problemas com
resisténcia, existe uma demanda pela busca de produtos com maior biosseguranca, que
apresentem menor toxicidade para os animais e para o ambiente (CHAGAS, 2004). Neste
contexto, os produtos de origem natural tém-se destacado como promissora alternativa para o
controle de carrapatos e de outros artropodes praga , pois possuem alta seletividade, grande
viabilidade econdmica e baixo impacto ambiental (CHAGAS, 2004).

Dentre as substancias de origem vegetal estudadas para o controle de pragas, destaca-
se o timol (= 5 metil — 2 isopropil — 1- fenol), que é um monoterpeno refringente, volatil,
encontrado em plantas das familias Lamiaceae e Apiaceae, que ja teve sua atividade acaricida,
bactericida, inseticida, fungicida e moluscicida evidenciada por diferentes autores (IMDORF
et al., 1995; PASTEUR et al., 1995; MANSUR et al., 2000; JI et al., 2005; CALVET et al.,
2005; FERREIRA et al., 2005). Com relacdo a carrapatos, a atividade carrapaticida do timol
ja foi demonstrada para larvas ingurgitadas e ndo ingurgitadas e fémeas ingurgitadas de R.
microplus (Canestrini, 1888) (MONTEIRO et al., 2010; DAEMON et al., 2012), larvas e
ninfas ingurgitadas e ndo ingurgitadas de R. sanguineus e Amblyomma cajennense (Fabricius,
1787) (DAEMON et al., 2009; MONTEIRO et al., 2009; MENDES et al., 2011; DAEMON et
al., 2012a; SENRA et al., 2013) e larvas néo ingurgitadas de Dermacentor nitens (Neumann,
1897) (DAEMON et al., 2012a).
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Técnicas histologicas e histoquimicas tem representado importante ferramenta para
auxiliar a busca por novas alternativas de controle de carrapatos, uma vez que permitem
melhor compreensdo da morfofisiologia desses artropodes e, como consequéncia, melhor
conhecimento da sua biologia, possibilitando a avaliagdo dos efeitos de compostos acaricidas
sintéticos e naturais em nivel celular e tecidual (CAMARGO-MATHIAS, 2012).

Estudos sobre o efeito de carrapaticidas sintéticos no sistema reprodutor feminino de
carrapatos (OLIVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; ROMA et al., 2010; ROMA et
al.,, 2011) tém sido realizados, permitindo maior compreensdo sobre as alteracOes
histopatologicas que essas substancias ocasionam nesse sistema. Entretanto, sdo ainda
escassos 0s estudos que abordam o uso de produtos de origem vegetal (DERNARDI et al.,
2010; DERNARDI et al., 2011; ARNOSTI et al., 2011; VENDRAMINI et al., 2012;
SAMPIERI et al., 2013a; SAMPIERI et al., 2013b;), ndo havendo avaliacOes a respeito do
efeito de monoterpenos, como o timol.

O sistema reprodutor apresenta fundamental importancia para o sucesso reprodutivo
das espécies (OLIVEIRA et al., 2008) e as interferéncias de uma determinada substancia
nesse sistema, causadoras de efeitos toxicos nas células germinativas, sdo de grande
relevancia quando se busca o controle de um parasito, pois ocasionam queda na taxa de
reproducdo, reduzindo o nimero de individuos na geracao seguinte. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi o de avaliar os efeitos histopatoldgicos causados pelo timol (em diferentes

concentragcfes) nos ovarios de carrapatos R. sanguineus com seis de alimentacéo.

MATERIAL E METODOS

Obtencéao das fémeas de Rhipicephalus sanguineus

Foram utilizados carrapatos provenientes de col6nia do Laboratério de Artrépodes
Parasitos da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, obtida através da
coleta de cées naturalmente infestados, no municipio de Juiz de Fora e mantida por meio de
infestacdes artificiais em coelhos. Para obtencéo das fémeas com seis dias de alimentacao, 0s
espécimes foram alimentados por meio de infestacGes artificiais em dois coelhos Nova
Zelandia Brancos segundo metodologia descrita por Bechara et al. (1995) (Pagina 48, A-F
Prancha I11) no Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology (BCSTM), no Instituto de

Biociéncias da UNESP de Rio Claro,, Sdo Paulo, Brasil.
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Nesse processo, 20 machos e 40 fémeas foram colocados no interior de cada camara
de alimentacdo (duas em cada coelho) (Pagina 76, Prancha VII A-O) que foi divida em
quadrantes por meio de marcacdo com caneta de retro projetor para permitir a observacao da
area de fixacdo das fémeas no dorso do animal. Oito horas apds a liberagdo dos carrapatos no
interior da cadmara foi realizada a primeira observacdo da area de fixa¢do das fémeas no dorso
do hospedeiro. As observacdes posteriores foram realizadas a cada trés horas até o 6° dia de
ingurgitamento.

Ao final deste periodo as fémeas foram removidas dos hospedeiros com a utilizagao de
pincas, foram lavadas em &gua destilada e em seguida submetidas ao teste de imersao.
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PRANCHA 111

Fotografias A-F: InfestacGes artificiais em coelhos Nova Zelandia Brancos como descrito
por Bechara et al. (1995).
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Preparacdo das formulacdes de timol e teste de imersdo com fémeas de Rhipicephalus

sanguineus

Cristais de timol foram obtidos da empresa Henrifarma Quimicos e Farmacéuticos
Ltda (S&o Paulo, SP, Brasil), com pureza de 99,9%. As concentracOes utilizadas neste estudo
foram definidas com base em testes previamente realizados por Senra et al. (2013) com ninfas
ndo ingurgitadas de R. sanguineus. O método de solubilizacdo dos cristais de timol foi
baseado em estudos realizados por Matos et al. (2013) em que o timol foi diluido em etanol
30% (etanol e gua Vv/v).

Para a realizacdo do experimento foi seguida a metodologia de imersdo de fémeas,
proposta por Drummond et al. (1973). Fémeas ingurgitadas foram divididas em cinco grupos,
tendo cada grupo 10 individuos. Na sequéncia, as fémeas de cada grupo foram imersas por
cinco minutos nas solugdes de timol nas concentragbes de 1,25; 2,5 e 5,0 mg/mL, sendo
considerada cada concentracdo como um tratamento. Também foram formados dois grupos
controle, em que as fémeas foram imersas em agua destilada e em etanol 30% (v/v). Apés a
imersdo, as fémeas foram retiradas da solucéo e colocadas por trés minutos sobre duas folhas
de papel toalha para eliminacdo do excesso do liquido. Em seguida foram individualmente
transferidas para placas de Petri (5,5 X 1,3 cm) devidamente identificadas e mantidas em
camara climatizada Eletrolab EI 202 BOD (Biological Oxygen Demand) a 27+1°C e UR
80+10% por cinco dias. Os grupos controle foram acondicionados em camaras diferentes da
utilizada para os grupos tratados com timol para evitar possiveis interferéncias devido a

volatilidade desse monoterpeno.

Histologia e Histoquimica

Apdbs os cincos dias, os ovarios de todas os individuos foram retirados pela
técnica descrita por Edwards et al. (2009) e fixados em paraformaldeido a 4%, desidratados
em séries crescentes de etanol (70, 80, 90, 95 e 100%) a intervalos de 15 minutos. A
embebicdo e a inclusdo foram realizadas com historesina Leica. Sec¢bes com 3um de
espessura foram depositadas em laminas de vidro e coradas com hematoxilina-eosina (HE); o
mesmo procedimento foi adotado para a realizagdo da técnica de von Kossa (para deteccdo de
calcio) de acordo com Junqueira e Junqueira (1983). Entdo as laminas foram secas ao ar,

montadas com balsamo do Canada e os resultados fotodocumentados no Laboratério de
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Histologia do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro, SP,

Brasil.

RESULTADOS

Técnica da hematoxilina/eosina

Grupo Controle | (exposicdo apenas a &gua destilada)

Os resultados obtidos dessa exposicdo foram semelhantes ao que se encontra
normalmente descrito na literatura disponivel para ovocitos dessa espécie. Para efeito de
comparacao faz-se a descricdo da morfologia de cada tipo de ovacito observado em condicdes
normais:

Ovacitos I: Pequenos com forma variando de arredondada a eliptica, vesicula germinal bem
evidente, ocupando grande parte do citoplasma e abrigando um nucléolo no seu interior. O
citoplasma tem aspecto homogéneo, isto €, ndo possui granulos (Pagina 55, Prancha I1V-A).
Ovdcitos I1: Maiores que os I, com forma eliptica e ja apresentando no citoplasma pequenos
granulos de vitelo. A vesicula germinal ndo é observada, porém observa-se que ao redor do
ovocito ha uma marcagdo mais positiva indicando o inicio de deposi¢do do cério (Pagina 55,
Prancha IV-B).

Ovdcitos I11: Maiores do que aqueles em estagios anteriores; a vesicula germinal pode ser
parcialmente observada voltada para o polo onde se encontra o pedicelo (Pagina 55, Prancha
IV-C).

Ovdcitos 1V: Sdo maiores do que aqueles em estagio I, podendo-se observar no seu
citoplasma grande quantidade de granulos de vitelo com tamanho maior em comparagdo aos
estagios descritos anteriormente, o que impossibilita a observagédo da vesicula germinal. Neste
estagio de desenvolvimento do ovécito o corion ja estd em estagio avancado de deposicéo
(Pagina 55, Prancha IV-D).

Ovdcito V: Sao as maiores células germinativas, com forma arredonda, vesicula germinal néo
sendo mais observada e citoplasma totalmente preenchido com grandes grénulos de vitelo. O

cérion ja esta totalmente depositado (Pagina 55, Prancha IV-E).
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Grupo Controle 11 (exposto ao etanol 30%o)

Os resultados deste tratamento mostraram modificagdes em relacdo ao Grupo controle
| somente para os ovécitos em estagios | e I1.
Ovacitos I: Perdem a forma arredondada ou eliptica passando a irregulares. O citoplasma ja
apresenta vacuolizagdo principalmente ao redor da vesicula germinal. Ao contrario do que se
observa na exposicdo a &gua, nesses ovocitos € possivel observar pequenos vacuolos
citoplasmaticos (Pagina 55, Prancha IV-F).
Ovdcitos 11: Maiores que os I, com formato eliptico ou irregular e presenca de pequenos
vacuolos no citoplasma, sendo possivel observar a vesicula germinal também com
vacuolizacdo ao seu redor, bem como no restante do citoplasma do ovdcito. O limite celular
apresenta invaginac6es principalmente na regido proxima ao contato com o pedicelo (Pagina
55, Prancha IV-G).
Ovacitos 111, 1V e V: Nestas células ndo foram observadas grandes modificacdes quando

comparadas as do grupo controle 1(Pagina 55, Prancha IV-H-J).

Grupo 111 (exposicdo ao timol na concentracéo de 1,25 mg/mL)

As fémeas de R. sanguineus expostas ao timol na concentragdo de 1,25 mg/mL
apresentam ovdcitos com alteracdes em todos os estagios, quando comparadas as aquelas dos
grupos controle. Em relacdo as exposicfes as maiores concentracdes (2,5 mg/mL e 5,0
mg/mL) os danos observados foram menos intensos (Pagina 59, Prancha V-A-O).

Ovdcitos I: Apresentam aparente reducdo no tamanho e morfologia irregular (Pagina 59,
Prancha V-A).

Ovdcitos I1: Além da alteracdo na forma original ha intensificacdo e aumento de vacuolos
principalmente na regido periférica e naquela que faz contato com as células do pedicelo
(Pagina 59, Prancha V-B).

Ovacitos 111: Observa-se nesse estagio intensificacdo da presenca de vacuolos observados
principalmente no polo onde o ovoécito faz contato com o pedicelo. Os granulos vitelinicos
parecem sofrer reducdo no tamanho (P&gina 59, Prancha V-C).

Ovdcitos 1V: Perdem a sua forma original e apresentam granulos de vitelo muito maiores do
que aqueles observados nos outros tratamentos. Pequenas invaginagdes podem ser vistas no

limite celular (Pagina 59, Prancha V-D).



55

Ovdcitos V: Nestes ovocitos ndo foram observadas alteracfes com relagdo aos outros

tratamentos (Pagina 59, Prancha V-E).
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PRANCHA IV

Fotografias A-J: Cortes histologicos de ovocitos de Rhipicephalus sanguineus ovécitos
corados com hematoxilina e eosina (HE). (A-E) Detales de ovocitos I-V do grupo controle |
expostos a agua destilada. (F-J) Detales de ovocitos I-V do grupo controle expostos a etanol
30%. | = ovocitos em estagio I, Il = ovdcitos em estagio Il, 111 = ovocitos em estagio I, 1V =
ovocitos em estagio 1V, V = ovacitos em estagio V. Ic- limite celular, co-corion, vg- vesicula
germinal, nu-nucleolos, p. pedicelo, v-vacuoles. ---- = large vacuoles — = vacuolos ao redor

da vesicula germinal. Barras: A-J = 50um.
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Grupo 1V: (exposicéo ao timol na concentracao de 2,5 mg/mL)

As fémeas expostas a concentracao de 2,5 mg/mL apresentam alteracdes morfologicas
mais intensas do aquelas observadas no grupo anterior.
Ovacitos I: Total perda da forma original arredondada, assumindo a forma alongada. O
citoplasma apresenta vacuolizacdo e a vesicula germinal mostra cromatina condensada na
regido periférica interna do seu envoltério, sendo possivel observar vactolos no citoplasma
(Pagina 59, Prancha V-F).
Ovdcitos 11: H& presenca de vacuolos na regido periférica e na regido proxima a vesicula
germinal; a granulacdo do vitelo estd diminuida e o limite celular apresenta dobras que
alteram a morfologia da célula (Pagina 59, Prancha V-G).
Ovacitos 111: Observa-se invaginagdes no limite celular e a forma do ovdcito parece ndo
sofrer grandes alteragdes (Pagina 59, Prancha V-H).
Ovacitos 1V: A célula perde sua forma original e apresenta limite celular com grandes
dobras. O citoplasma apresenta vacuolos e ha marcacdo heterogénea dos granulos de vitelo,
resultado da aplicacdo dos corantes histoldgicos sugerindo que esses granulos tenham sofrido
alteracdo do seu contetdo (Pagina 59, Prancha V-I).
Ovdcitos V: A célula apresenta grande quantidade de dobras no seu envoltério, bem como
existe maior positividade do corante na regido de contato membrana/citoplasma do ovdcito,
sugerindo que tenha havido mudanca na estrutura periférica da célula. Os granulos de vitelo
parecem estar sofrendo processo de fusdo, deixando entre eles alguns espacos que sugerem a

formacédo de vacuolos (Péagina 59, Prancha V-J).

Grupo V (exposicao ao timol na concentracao de 5,0 mg/mL)

Os ovacitos das fémeas expostas a esta concentragdo, quando comparadas com aquelas
dos grupos controles e grupos expostos as menores concentragdes de timol, apresentam
mudancas morfologicas mais acentuadas.

Ovacitos |I: Perda da forma original, citoplasma com granulacdo mais grosseira, vacuolos na
regido em que o ovocito se conecta com o pedicelo e também na area periférica a vesicula
germinal (Pagina 59, Prancha V-K).

Ovdcitos 11: Forma totalmente irregular e extensa vacuolizagdo citoplasmatica (Pagina 59,
Prancha V-L).
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Ovdcitos 111: Inicio de vacuolizacdo na periferia do ovécito e leves invaginagcoes na
membrana corionica (Pagina 59, Prancha V-M).

Ovacitos 1V: As alteracdes observadas nesse estagio sdo semelhantes aquelas observadas para
essas células no tratamento anterior (Pagina 59, Prancha V-N).

Ovdcitos V: Perda do limite dos granulos de vitelo, resultado do rompimento destes, alteracdo
esta que torna o vitelo uma massa amorfa, apenas interrompida em alguns locais por pequenos
e raros espacos basofilicos. A membrana coribnica continua apresentando irregularidades em

toda extensdo (Pagina 59, Prancha V-O).
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PRANCHA V

Fotografias: (A-E) Detales de ovocitos |-V expostos a timol 1,25 mg/mL. (F-J) Detales de
ovacitos I-V expostos a timol 2,5 mg/mL, (K-O) Detales de ovdcitos I-V expostos a timol 5.0
mg/mL. | = ovOcitos em estagio I, Il = ovdcitos em estagio 11, 111 = ovécitos em estagio 111, 1V
= ovocitos em estagio 1V, V = ovocitos em estagio V. lc- limite celular, co-cérion, vg-
vesicula germinal, nu-nucleolos, p. pedicelo, v-vacuoles. ---- = large vacuoles — = vacuolos

ao redor da vesicula germinal. Barras: A-J = 50um.
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Técnica de von Kossa (para a deteccao de célcio)

Deteccdo de Calcio

Para os resultados histoquimicos da detecgdo de célcio nos ovdcitos, foram destacadas
apenas as caracteristicas que ficaram mais evidentes em cada estagio:

Ovacitos |I: Estas células parecem sofrer aumento na quantidade de cuja marcacdo que varia
de fraca quando expostas a &gua e a etanol 30% (Pagina 63, Prancha VI-AF) até
medianamente positiva nas exposi¢des ao timol 1,25 mg/mL; 2,5 mg/mL 5,0 ml/mL (Péagina
64, Prancha VII- A, F, K).

Ovdcitos 11: Nos grupos em que o0s ovocitos foram expostos a agua e ao etanol (Pagina 63,
Prancha VI-B,G), os granulos citoplasmaticos estdo fracamente positivos, diferindo do que se
observa nos grupos expostos ao timol nas areas onde ndo existem vacutolos, onde a marcagao
é medianamente positiva (Pagina 65, Prancha VII-B,G,L).

Ovacitos 111: Assim como nos estagios anteriores 0s grupos controles agua e etanol estdo
fracamente positivos (Pagina 63, Prancha VI-C, H). O citoplasma dos ovocitos submetidos ao
tratamento com o timol na concentracdo 1,25 mg/mL apresenta fina granulacédo
medianamente positiva nas regifes onde ndo ha vacuolizacdo (Pagina 65, Prancha VII-C),
semelhante ao tratamento com a concentracdo de 2,5 mg/mL, onde os granulos estdo
moderadamente positivos e maiores (Pagina 65, Prancha VII-H) do que os observados na
concentracdo de 1,25 mg/mL (Pagina 65, Prancha VII-C).

No tratamento com a concentracdo de 5,0 mg/mL, nas areas onde ndo sdo observados
vacuolos os granulos sdo fracamente positivos e parecem ter seu tamanho reduzido (Pagina
64, Prancha VII-M).

Ovdcitos 1V: Estas células nos grupos controle submetidos a agua e etanol (Pagina 63,
Prancha VI-D, 1) estdo fracamente positivas para a presenca de calcio. Na exposic¢éo ao timol
na concentracdo de 1,25 mg/mL pode-se observar média positividade (Pagina 65, Prancha
VII-D) néo diferindo dos tratamentos com as concentracfes de 2,5 mg/mL e 5,0 mg/mL que
apresentaram granulos medianamente positivos para a presenca deste elemento (Pagina 65,
Prancha VII-1, N).

Ovdcitos V: Na fase final de desenvolvimento o citoplasma dos ovécitos do grupo controle
agua apresentam granulos fortemente positivos para a presenca de calcio, diferindo do
citoplasma das células do grupo controle etanol que possui granulos medianamente positivos

assim como os grupos tymol 1,25 mg/mL e 5,0 mg/mL. Os grénulos de vitelo das celulas do
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grupo 2,5 mg/mL apresentaram forte marcacdo para a presenca de calcio neste estagio.
(Pagina 65, Prancha VII-E,J,0).

Para melhor analise dos resultados histoquimicos 0os mesmos estdo resumidos na
Tabela 2.
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PRANCHA VI

Fotografias: (A-E) Os cortes histologicos dos odcitos Rhipicephalus sanguineus corados
com técnicas de coloracdo de von kossa. (AE) Detalhe dos ovdcitos |-V do grupo de controle
| tratados com éagua destilada. (F-J) Detalhe da ovocitos I-V do grupo de controle 2 tratados

com etanol 30%. . | = ovocites em estagio I, 11 = ovécites em estagio Il, 111 = ovocites em
estagio 11, IV = ovdcites em estagio IV, V = ovdcites em estagio V. Ic-limite celular, co-
corion, vg- vesicula germinal, nu-nucleolos, p. pedicelo, v-vacuoles. ---- = grandes vacuolos.

Barras: A-O = 50um.
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PRANCHA VII

Fotografias: (A-E) Detales de ovdcitos I-V tratados com timol 1.25 mg/ml. (F-J) Detales de
ovacitos I-V tratados com timol 2.5 mg/ml, (K-P) Detales de ovdcitos |-V tratados com timol
5.0 mg/ml. | = ovécitos em estagio I, 11 = ovdcitos em estagio 11, 111 = ovdcitos em estagio I,
IV = ovdcitos em estagio 1V, V = ovdcitos em estagio V. cl-limite celular, ch-cérion, gv-

vesicula germinal, nu-nucleolus, p. pedicelo. Barrra: A-O = 50um.
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Tabela 2 - Resultados a partir da aplicacdo de testes histoquimicos para detecgdo de célcio em
ovocitos de Rhipicephalus sanguineus no grupo de controle (GC) e nos grupos de tratados (I,
I, 111, IV e V), com o timol.

Teste histoquimico

von kossa (calcio) Grupo!l = Grupoll  Grupolll = Grupo IV Grupo V
Ovacito | + + ++ + +
Ovacito 11 + + ++ + +
Ovacito 11 + + ++ ++ +
Ovacito IV + + ++ it ++
Ovdcito V +++ ++ ++ + +

(—) negative; (+) weakly positive; (++) medium positive; (+++) strongly positive.

DISCUSSAO

Atualmente diferentes estudos tem descrito a acdo de produtos acaricidas no sistema
reprodutivo de carrapatos mostrando que, diferentemente do que se sabia anteriormente, estas
substancias podem agir nesse sistema, interferindo de forma negativa no sucesso reprodutivo
da espécie (OLIVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA, et al., 2009; DERNARDI et al., 2010;
ROMA et al., 2010; DERNARDI et al., 2011; ARNOSTI et al., 2011; ROMA et al., 2011;
VENDRAMINI, et al., 2012; SAMPIERI et al., 2013a). Neste sentido este trabalho é o
primeiro a apresentar os efeitos de diferentes concentracfes de timol sobre os ovarios de R.
sanguineus.

No presente estudo todos os grupos do experimento foram mantidos em camara
climatizada regulada a 27+1°C e UR 80£10% por cinco dias, devido ao fato de ndo se saber o
tempo necessario para o timol comecar a ter acdo sobre os carrapatos, principalmente na
morfofisiologia dos seus sistemas. Segundo Vendramini et al. (2012), frequentemente o efeito
acaricida das substancias ndo é imediato mas sim age lentamente sobre a morfofisiologia da
espécie alvo. Em estudos realizados com substancias sintéticas como o fipronil (OLIVEIRA
et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009) e a permetrina (ROMA et al., 2010; ROMA et al., 2011)
e com substancias naturais como 6leo de andiroba (VENDRAMINI et al., 2012), o prazo para
a acdo do produto foi de sete dias, o que poderia sugerir que o tempo de exposicdo influéncia

diretamente nas alteracGes histopatologicas observadas nos ovarios.
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Os ovérios dos individuos aqui analisados expostos ao timol nas concentra¢des 1,25;
2,5 e 5.0 mg/mL apresentaram alteracbes nos ovocitos em todos o0s estdgios de
desenvolvimento, mostrando que mesmo em baixas concentragdes o timol foi capaz de afetar
0 processo reprodutivo de fémeas desta espécie. Os danos observados foram mais intensos e
ocorreram em maior nimero com aumento da concentragdo do timol, assim como observado
para o extrato de neem (DERNARDI et al., 2010), fipronil (OLIVEIRA, et al., 2008) e
permetrina (ROMA et al., 2010; ROMA et al., 2011). O aumento do efeito do timol de acordo
com a elevacdo da concentracdo também foi observado sobre a taxa de mortalidade de larvas
ndo ingurgitadas de R. microplus, R. sanguineus, Dermacentor nitens e Amblyomma
cajennense (NOVELINO et al., 2007; MENDES et al., 2011; DAEMON et al., 2012a).

As alteracdes provocadas pelo timol ficam evidentes neste estudo pela presenca de
extensos vacuolos citoplasmaticos nos ovécitos, sugerindo que essas células, na tentativa de
preservar sua integridade, reciclam porcGes citoplasmaticas ou mesmo as estruturas celulares
danificadas, permitindo assim que as células continuem desempenhando Seus processos
metabolicos na tentativa de manter-se funcionais e desempenharem sua funcéo reprodutiva.
Esses dados vem corroborar os resultados encontrados por outros autores que avaliaram a
acdo toxica de compostos naturais, como o extrato aquoso de neem (DERNARDI et al.,
2010), e o efeito de ésteres de acidos de 6leo de mamona (Ricinus communis) (ARNOSTI et
al., 2011); do mesmo modo, sdo similares ao observado para substancias de origem sintética
como o fipronil (OLIVEIRA, et al., 2008) e a permetrina (ROMA et al., 2011).

A intensificacdo da presenca dos vacuolos citoplasmaticos, principalmente no polo do
ovocito que faz contato com o pedicelo confirmaria que, além do timol poder ser absorvido
pela membrana do proprio ovocito, ele também poderia atingir o citoplasma via células do
pedicelo, as quais tem o papel de auxiliar na deposicao de elementos do vitelo de naturezas
lipidica, polissacaridica e proteica (retirados da hemolinfa) no ovocito (DIEHL 1970;
BRINTON & OLIVER, 1971; OLIVEIRA et al., 2007).

No grupo controle tratado com etanol 30% (v/v) foi possivel observar a presenca de
vacuolos no citoplasma nos ovacitos em estagios | e 11 de desenvolvimento. Este fato poderia
ocorrer devido a inibicdo da deposicdo da camada de corion nesta fase dos ovocitos, o que
facilitaria a entrada de compostos nas células, neste caso o etanol, pela membrana.

Quimicamente o timol é uma substancia que possui em sua estrutura um grupo
hidroxila que aumenta sua capacidade hidrofilica e acarreta danos nas células e nos tecidos,
interferindo na permeabilidade da membrana celular. A estrutura do corio dos ovdcitos

promove a formacao de uma barreira que protege a célula contra agressdes do ambiente, tais
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como dessecacdo, predacdo e mudancas de umidade e temperatura (HINTON, 1982;
OLIVEIRA et al., 2005). Dessa forma, os dados observados no presente estudo sugerem que a
ruptura do corio permitiria o contato direto da hemolinfa contendo moléculas de timol com a
membrana dos ovacitos, o que facilitaria a entrada dos compostos tdxicos para o citoplasma
da célula, causando assim os danos estruturais observados. Resultados similares foram
obtidos por Denardi et al., apud Arnosti et al. (2011) em trabalho onde ovarios de R.
sanguinues foram expostos a ésteres de acidos de 6leo de mamona, e por Ahmad et al. (2011)
em estudos com Candida albicans exposta ao timol e ao carvacrol.

Além da vacuolizacdo citoplasmatica foram observados outros danos celulares. Nos
ovocitos | dos individuos expostos a concentracdo 1,25 mg/mL de timol foi observada a
fragmentacdo da vesicula germinal sugerindo alteracdo no material genético o que
inviabilizaria o desenvolvimento destas células germinativas. Os nucleos celulares sdo
responsaveis por armazenar RNA ribossomal necessario para a sintese de proteinas,
importantes na fase inicial do processo de desenvolvimento do embrido. Sua alteracao poderia
sinalizar a ocorréncia de danos que impedirdo que essa célula continue se desenvolvendo, o
que consequentemente desencadeard um processo de morte celular (CRUZ-LANDIM,
HOLFLING, 1979).

Os resultados histoguimicos aqui obtidos demonstraram que, tendo como referéncia 0s
ovocitos até o estagio IV de desenvolvimento do grupo controle exposto a 4gua e ao etanol a
30% que demonstraram fraca marcacao, 0s grupos expostos a concentragdes de 1,25; 2,5e 5,0
mg/mL de timol exibiram marcacGes moderadamente positivas para a presenca de calcio,
assim como 0s ovocitos em estagio V do grupo controle tratado com etanol, diferindo dos
ovocitos em estagio V do grupo controle agua, que apresentou forte marcacdo. Nos ovocitos
em estagio V do grupo tratado com a concentragédo de 2,5 mg/mL de timol observou-se forte
positividade para este mineral, diferindo dos ovoécitos em estagio Il do grupo V que
apresentou granulos fracamente positivos.

Os grupos controle agua e etanol apresentaram granulos citoplasmaticos marcados
fracamente até o estagio 1V, diferindo da marcacdo observada nos ovocitos em estagio V do
grupo | onde a marcacdo foi fortemente positiva e do grupo Il onde a marcacdo foi
moderadamente positiva, sugerindo que estes apresentaram no seu contetdo o elemento calcio
principalmente nos estagios mais adiantados de desenvolvimento, ou ainda poderia-se sugerir
que o calcio estaria formando complexos com outros elementos. Essa marcacgdo, no entanto,
foi mais fraca quando comparada a marcacdo (moderada) observada na maior parte dos

ovocitos dos grupos IlI, IV e V (tratados com timol nas concentracbes de 1,25; 2,5 e 5,0
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mg/mL respectivamente), diferindo apenas da forte marcagdo observada nos ovécitos em
estdgio V do grupo IV e da fraca marcacdo observada nos ovocitos em estagio Ill de
desenvolvimento do grupo V, sugerindo dessa forma que a presenca do timol poderia
provocar alteracdes nos processos celulares nos ovadcitos

A presenca de calcio em ovocitos de carrapatos ja foi registrada para outras espécies
como em A. cajennense (DERNADI et al., 2004) e R. microplus (SAITO et al., 2005).
Estudos com outros animais também avaliaram a presenca de célcio nos ovdcitos, tais como
aqueles desenvolvidos por Pettit (1970) que sugeriu que poderia tratar-se de uma reserva
especial, necessaria na calcificacdo do exoesqueleto de embrides de Diplopoda; Camargo-
Mathias et al. (1998) que sugeriram que o acumulo deste mineral em forma de cristais
esféricos em Diplopoda poderia estar ligado ao mecanismo de homeostase e de quitinizacdo
do exoesqueleto do animal. Nesse sentido, uma possivel hipdtese que explicaria 0 aumento de
calcio nos individuos tratados com timol estaria relacionada ao modo de acéo toxico do timol,
uma vez que Blenau et al. (2012) encontraram elevacdo dos niveis de calcio em células de
outros artrépodes tratados com timol, seria devido a toxicidade sugerindo que tal aumento
estaria relacionado as alteracGes por ele provocadas nos receptores de membrana das células
alvo.

Especificamente no caso dos carrapatos a presenca do célcio poderia também estar
ligada a dindmica da vitelogénese, o que poderia explicar, ao menos em parte, os resultados
que foram encontrados por Monteiro et al. (2010), que observaram o decréscimo na
viabilidade de ovos de R. microplus a medida que houve um aumento da dosagem do timol.
Para R. sanguineus ndo foi observado o mesmo, indicando diferencas na susceptibilidade
entre essas espécies. Outro aspecto que pode ter relevancia seria a escolha do método de
solubilizacdo do produto, uma vez que em experimentos realizados anteriormente a diluicdo
se deu em DMSO 1%. Daemon et al. (2012b) observaram que o timol teve a acdo
potencializada em larvas de R. microplus quando solubilizado em solucdo hidroetanolica 50%
(v/v) e Matos et al. (2013) observaram que o timol diluido em solucdo hidroetandlica 30%
teve sua acdo potencializada em fémeas ingurgitadas . O mesmo poderia estar ocorrendo no
presente estudo, uma vez que o timol foi diluido em solucédo hidroetandlica a 30% (v/v), o que
poderia explicar a acdo do produto sobre 0s ovocitos, mesmo em doses nao letais.

Desta forma, os dados aqui apresentados mostram as alteracdes morfofisioldgicas que
ocorrem nos ovécitos em todos os estagios de desenvolvimento de fémas semi ingurgitadas de
R. sanguineus tratadas com o timol, mesmo quando nas menores concentracdes. Porém, sera

importante o desenvolvimento de estudos sobre os efeitos morfisioldgicos deste principio
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ativo em outros 6rgdos dos carrapatos o que trara subsidios para o melhor entendimento do

seu modo de acéo.
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CONCLUSAO

Diante dos dados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que o método de
solubilizacéo interfere diretamente na acgdo carrapaticida do timol e que a reducdo do etanol
nas formulacdes potencializou a atividade carrapaticida sobre fémeas ingurgitadas de R.
microplus, sem que fosse alterada a sua elevada atividade contra larvas ndo ingurgitadas desse
carrapato. As alteracfes morfofisioldgicas que ocorreram nos ovocitos em todos os estagios
de desenvolvimento de fémas semi ingurgitadas de R. sanguineus tratadas com o timol,
mesmo quando nas menores concentracdes, demosntram como sua acdo interfere diretamente
na vitelogénse de R. sanguinues cauasando vacuolos, fragmentacdo de ndcleolos e
deformidades na menbrana corionica, além de alteracdo nos teores de calcio das células
germinativas.

Desta forma torna-se evidente a necessidade de avaliar diferentes formulaces do
timol e de outras substancias de origem vegetal para que se obtenha aquela mais eficaz para
todas as fases do ciclo de uma determinada espécie de carrapato, assim como sera de grande
relevancia a continuidade dos estudos sobre os efeitos morfisiolégicos do timol em outros

Orgdos dos carrapatos, pois ira contribuir para o melhor entendimento do seu modo de acéo.



ANEXOS

78



79

PRANCHA VIII

Fotografias: (A-O) Construcdo da camara de plastico para fixacdo nos hospedeiros para a

infestacdo como descrito por Bechara et al. (1995).
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Construcédo da Camara Alimentadora (BECHARA et al., 1995)

Foi construido um circulo de borracha fina de 9 cm de diametro que posteriormente
teve seu centro recortado construindo um orificio de 3,5 cm de didmetro. Na borda interna do
circulo foi fixado com cola plastica a superficie de um tubo de polipropileno transparente de 2
cm de altura e 4 cm de largura com suas extremidades abertas. A parte externa e inferior
(verso da camara) do circulo de borracha de 9 cm de didmetro foi revestida com tecido de
algoddo para que no momento da fixagdo no hospedeiro fosse possivel evitar o contato do
plastico com sua pele pois isso poderia causar desconforto (Fig.1) .

A parte externa do tubo em contato com circulo de borracha foi vedada também com
esparadrapo para evitar que desmontasse. Esse tubo plastico recebeu uma tampa com furos
feitos com agulhas 7mm de didmetros para que os carrapatos fossem supridos com ar e ndo
escapassem pelos orificios (Fig. 1).
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Desenho 1: Mapa da camara de infestagdo utilizado para a conferéncia da area de fixacdo dos

carrapatos.



PRANCHA IX

Fotografias (A-B): Marcacdo das areas de fixacdo dos carrapatos no mapa.
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