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"A vitalidade e demonstrada ndo apenas pela
persisténcia, mas pela capacidade de comecar de novo."

F. Scott Fitzgerald



RESUMO

O surgimento de populacbes multirresistentes de carrapatos a diferentes principios
ativos comercializados aliado aos gastos e prejuizos ao produtor e bovinos suscita
para a necessidade da elaboracdo de novos métodos de controle deste artrépode.
Partindo dessa premissa, 0 0z6nio apresenta-se como uma ferramenta promissora e
com resultados acaricidas jA& comprovados. Dessa maneira, 0 presente trabalho
objetivou avaliar os parametros biol6gicos e o metabolismo de lipidios, Colesterol
Esterificado (CHOE), Triacilglicerol (TG), Colesterol livre (CHO), Acidos Graxos livres
(AG) e Monoacilglicerol (MG) no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de
carrapatos da espécie R. microplus apds a exposicdo aos gases oxigénio e ozénio. O
protocolo experimental adotou a divisdo de grupos de acordo com o fluido e tempo de
exposicao. Para a avaliacdo dos parametros bioldgicos as fémeas ingurgitadas (n=40)
foram acondicionadas em placa de petri para o acompanhamento do ciclo biolégico.
Os corpos gordurosos (n=210) foram coletados, adicionados a placa de silica da
cromatografia em camada delgada, escaneada e submetida a analise densitométrica.
Os resultados demonstraram alterac¢des significativas nos parametros biologicos, com
énfase para o alto percentual de controle obtido apos a exposi¢cado ao gas ozonio. As
analises estatisticas ndo demostraram variacao significativa nos lipidios AG, CHO,
CHOE e MG. Entretanto, detectou-se um acumulo de TG no corpo gorduroso, o qual
pode estar relacionado com o indice de producéao de ovos obtidos nos grupos tratados
com 0zo0nio, isso porque, esse valor em porcentagem se relaciona com a conversao
de energia para o processo de vitelogénese. Pela primeira vez, foi realizado um estudo
abrangendo os efeitos biolégicos e bioquimicos do o0z6nio visando um controle
biologico. Além da comprovacdo acaricida e do grande potencial como controle
biologico, novos estudos envolvendo 0 0zdnio e suas vias metabdlicas em carrapatos
fazem-se necessarios para o desenvolvimento de novas tecnologias.

Palavras-chave: Engenharia Biomédica, Ozb6nio, Controle Bioldgico, Carrapatos.



OZONIZATION TECHNIQUE: EFFECTS ON BIOLOGICAL PARAMETERS AND
LIPID ANALYSIS OF THE FAT BODY OF Rhipicephalus B. microplus

ABSTRACT

The emergence of multi-resistant populations to different commercialized active
ingredients combined with costs and losses to the producer and cattle raises the need
for the development of new methods to control this arthropod. Based on this premise,
ozone presents itself as a promising tool with already proven acaricidal results. Thus,
the present study aimed to evaluate the biological parameters and metabolism of
Esterified Cholesterol (CHOE), Triacylglycerol (TG), Free Cholesterol (CHO), Free
Fatty Acids (AG) and Monoacylglycerol (MG) in the fat body of engorged females of
ticks of the species R. microplus after exposure to oxygen and ozone gas. The
experimental protocol adopted the division of groups according to fluid and exposure
time. For the evaluation of the biological parameters the engorged females (n=40) were
placed in a petri dish. The fat bodies (n=210) were collected, added to thin layer
chromatography silica plate, scanned and submitted to densitometric analysis. The
results showed significant changes in biological parameters, with emphasis on the high
percentage of control obtained after exposure to ozone. Statistical analyzes showed
no significant variation in AG, CHO, CHOE and MG lipids. However, an accumulation
of TG in the fat body was detected, which may be related to the egg production index
obtained in the ozone-treated groups, because this percentage value is related to the
energy conversion for the vitellogenesis process. For the first time, a study covering
the biological and biochemical effects of ozone was conducted. In addition to the acarid
evidence and the great potential as a biological control, new studies involving ozone
and its metabolic pathways in ticks are necessary for the development of new
technologies.

Keywords: Biomedical Engineering, Ozone, Biological Control, Ticks.
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1. INTRODUCAO

O carrapato dos bovinos, conhecido cientificamente como Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (R. microplus), pode ser considerado um dos
ectoparasitos de maior importancia econémica na pecuaria. Sendo predominante em
regides de clima tropical e subtropical, este parasita se destaca pelos danos e
prejuizos causados aos rebanhos bovinos e ao produtor (JONGEJAN & UILENBERG,
2004).

Os carrapatos provocam grandes perdas, como por exemplo, retardo no
crescimento e emagrecimento, diminuicdo na producao de leite e carne, espoliacao
sanguinea, prurido, anemia, reducdo da natalidade, transmissdo de doencas
causadas por protozoarios, como Babesia bovis, Babesia bigemia, Anaplasma
marginale que causam a “tristeza parasitaria bovina”, além do indice de mortalidade
gue atinge os rebanhos (SILVA et al., 2021).

A utilizacdo de produtos quimicos é caracterizada como a principal pratica de
controle dos carrapatos. Os objetivos envolvendo o uso do acaricida esta relacionada
com a diminuicdo da infestacdo no bovino e na pastagem, além de favorecer a
estabilidade de hemoparasitoses. O aparecimento da resisténcia aos pesticidas pode
ser caracterizado como uma resposta evolutiva do agente contra sua eliminacéo. O
tratamento baseado na aplicacdo de pesticidas busca extinguir os individuos
suscetiveis da populacdo, e contribui para a manutencdo dos carrapatos que se
tornaram resistentes. Assim, quanto maior o0 nimero das aplicacdes de drogas, maior
a selecao de carrapatos resistentes, contribuindo para a diminuicdo da eficacia dos
pesticidas. Isto posto, a superdose, o excesso, e a administracdo incorreta dos
carrapaticidas, provocam a resisténcia as drogas disponiveis atualmente no mercado
(JONGEJAN & UILENBERG, 2004; TORRES-SANTOS et al., 2021).

Além dos prejuizos aos pecuaristas causado pelo carrapato-do-boi, ainda
existe o risco de contaminacdo do ambiente em decorréncia do uso inadequado dos
produtos quimicos aplicados pelos produtores no combate deste ectoparasita
(ANDREOTTI, GARCIA, KOLLER, 2019).

Com a utilizacdo de vacinas e rotatividade de acaricidas, o manejo integrado
tem reduzido a selecdo de carrapatos resistentes aos diferentes principios ativos
visando maior eficiéncia na utilizacdo de moléculas presentes no metabolismo do
parasita em diferentes fases do ciclo biol6gico (JONGEJAN & UILENBERG, 2004).



14

A utilizagdo do oz6nio apresenta um futuro promissor como acaricida.
Amplamente aplicado como agente antimicrobiano, estudos tem comprovado que o
seu uso apresenta efeitos sobre as células acarinas (FIGUEIREDO et al., 2018).
Devido ao seu alto teor oxidante, o ozonio pode ser produzido no local por meio de
uma descarga elétrica que produzird a dissociacdo da molécula de oxigénio, que
recombinard com outras moléculas de oxigénio (BOCCI, 2010).

O ozobnio apresenta vantagens em sua utilizacdo se comparado ao manejo
convencional com produtos sintéticos, pois quando aplicado corretamente é incuo ao
homem, ndo fornece residuos ao ambiente e aos animais, além de néo propiciar o
desenvolvimento da resisténcia, visto que rapidamente a molécula de Oz se decompbe
retomando a forma inicial de O2 (BOCCI, 2010).

Acredita-se, portanto, que o ozobnio tenha a capacidade de reagir com o
metabolismo do carrapato em suas diferentes formas de aplicacdo, permitindo
alteracoes fisiologicas e bioquimicas, podendo assim interromper e/ou comprometer
0 seu ciclo biologico (MOREIRA et al., 2018, FIGUEIREDO, et al., 2018).

Uma via de avaliacdo de novos métodos de controle e ja empregado em
estudos, refere-se ao estudo do corpo gorduroso de carrapatos. O corpo gorduroso
apresenta a funcdo de reserva energética, durante longos periodos de néo-
alimentacao possuindo a capacidade de estocar nutrientes. Alteracbes metabdlicas
decorrentes de agentes quimicos e tratamentos acaricidas podem influenciar
diretamente no perfil lipidico bioquimico dos carrapatos (CAMARGO-MATHIAS,
2013).

O presente estudo teve o objetivo de avaliar os perfis metabdlicos de lipidios
através da analise do corpo gorduroso, de fémeas ingurgitadas de carrapatos R.
microplus quando expostos aos fluidos: oxigénio e 0zénio associado aos parametros

biologicos.



15

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Rhipicephalus microplus — Ciclo Biolbégico

Apo6s estudos de filogenia, foi proposto uma reclassificagcdo para o género
Rhipicephalus, e o termo Boophilus foi mantido como subgénero, passando entédo a
ser denominado como Rhipicephalus (Boophilus) microplus (MURRELL; BARKER,
2003).

R. microplus é um ectoparasita hematéfago, também conhecido como
carrapato do boi. O seu ciclo biolégico € caracterizado como monéxeno, vivendo em
um unico hospedeiro durante a fase parasitaria do seu ciclo biolégico. O ciclo esta
dividido em duas fases: parasitaria, e nao parasitaria (fase vida livre) como

representado na Figura 1.
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Figura 1. Representac¢é@o esquemética do ciclo biolégico do R. microplus. A= todas as fases do ciclo
biolégico de um carrapato ixodideo; B= desenvolvimento dividido em fase ndo parasitaria e fase
parasitaria no hospedeiro bovino (Fonte: Adaptado de SONENSHINE & ROE, 2013; TAYLOR 2017).

A fase nao parasitaria inicia-se com a queda da fémea ingurgitada, também
chamada de teledgina, que ocorre geralmente no inicio da manha e ou final da tarde
correspondendo aos horarios mais frescos do dia. As teledginas, também chamadas
de fémeas ingurgitadas, procuram um local imido e sem a incidéncia de raios solares
para realizarem a postura. O inicio da postura pode acontecer a partir do 3° a 4° dia
apos a queda, onde passa por mudancas fisiologicas para a producédo dos ovos. Ao

término da postura, a fémea morre (quendgena), completando o seu ciclo biolégico
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(GONZALES, 1974; FURLONG & PRATA 2005; CAMPOS, et. al., 2008; SCHRODER
& REILLY, 2013).

ApoOs o periodo de incubagéo dos ovos, ocorrera a ecloséo das larvas. Essas
apresentardo trés pares de patas (hexapodes) e coloracdo quase translicida. Apés
exposicao ao ar passa adquirir uma tonalidade avermelhada. Passado o periodo de
quiescéncia, as larvas buscam alcancar as pontas das folhas do capim, a espera do
hospedeiro. Elas podem permanecer na pastagem por mais de oitenta dias. O término
da fase nao parasitaria acontece quando as larvas se fixam em um hospedeiro, ou
quando morrem (GONZALES, 1974; GAUSS & FURLON, 2002).

Na fase parasitaria 0 R. microplus apresenta trés estagios morfoldgicos: larva,
ninfa e adultos. Inicia-se com a fixagao da larva no hospedeiro, a qual apds o repasto
sanguineo com intervalo de 4 a 7 dias ocorrera a primeira ecdise, mudando para o
estagio de ninfa ja possuindo quatro pares de patas e espiraculo respiratorio. Apos 0
periodo de 9 a 16 dias a mesma sofrera uma nova ecdise transformando-se em adulto
com o desenvolvimento dos aparelhos reprodutivos e abertura do forame genital. Por
volta do 18° ao 35° dia apdés a fixacdo, e logo apds a copula, as fémeas desprenderdo
do hospedeiro indo ao solo para a fase ndo parasitaria, finalizando o seu ciclo
biologico. Diferentemente das teledginas, os machos permanecerdo no hospedeiro
em busca de novas fémeas para copula. Mesmo com o intervalo de tempo (entre 18
e 35 dias) descritos na literatura, a fase parasitaria do R. microplus dura em média 21
dias (GONZALES, 1974).

Durante a fase parasitaria, cada teleégina ingere em torno de 3 ml de sangue
e transforma 60% de sua massa corporal em ovos. Apoés atingir seu tamanho maximo
no processo de ingurgitamento, uma fémea de R. microplus aumenta em até 100
vezes 0 seu proprio peso inicial (SONENSHINE, 1991). Um grupo que contenha entre
oito a 10 teledginas chega a produzir em torno de 1,8 gramas de ovos. Em média, um
grama de ovos produz em torno de 20.000 larvas (GONZALES, 1974).

2.2. Aspectos morfolégicos dos carrapatos duros

Possuindo o corpo achatado, os carrapatos pertencentes a familia Ixodidae
podem variar de 2 a 20 mm. Seu corpo, diferente dos insetos, é dividido em cefalotérax
(capitulum ou gnatossoma) e abdémen (idiossoma) com placas especificas de acordo

com a localizagao conforme apresentadas na Figura 2.
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Figura 2. Desenho esquematico dos carrapatos ixodideos. A=Vista dorsal de uma fémea ixodideo;
B=Vista ventral de um carrapato macho ixodideo com as placas no abdémen (Fonte: TAYLOR, 2017).

Estudos caracterizando os aspectos morfolégicos internos de carrapatos
ixodideos em fémeas e machos estdo demonstrados na figura 3 (A e B)
(SONENSHINE; ROE, 2013).

Figura 3. Representacdo esquemética morfolégica interna de fémea e macho do carrapato ixodideo
apés a remocao do intestino. A= Representacdo dos 6rgaos internos em fémea de carrapato; B=
representacao dos 6rgaos internos em macho de carrapato. Legenda: LG (sulco longitudinal do ovario);
MD (diverticulum); MS (estomago -ventriculus); Mal. T (tibulo de malpinge); O (ovério); Ov (oviducto);
PnT (nervo periférico); Rec.S (saco retal); SGA (glandula salivar- zona agranular acino tipo 1); SGG
(glandula salivar — zona granular acino tipos Il e lll); SD (ducto salivar); Syn (singanglio); TAG (glandula
acessoria tubular); TrT (traqueiolas); Tr (traqueia); AcG (glandula acessoria) ED (ducto ejaculador); Spc
(espermatdcitos); T (testiculos); V.D. (vaso deferente) (Fonte: SONENSHINE; ROE, 2013).

2.3 Corpo Gorduroso

Nos artrépodes o corpo gorduroso é o 6rgao responsavel pelo armazenamento

de reservas nutricionais, pela metabolizacdo de horménios além de detoxificar
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residuos e compostos nocivos (SONENSHINE, 1991). O corpo gorduroso apresenta
uma significancia equivalente ao figado nos vertebrados, j& que ambos armazenam
0S nutrientes em excesso, realizam a desintoxicagdo e agem como fontes
biossintéticas (KILBY, 1963; PRICE, 1973)

O corpo gorduroso dos artropodes apresenta como principal funcéo a reserva
energética, principalmente lipideos e glicidios, estando em maior abundancia os
triacilglicerideos, em carrapatos e insetos. Ele € um érgdo importante para as vias
metabdlica e reprodutiva (ANGELO et al.,, 2013; ARRESE & SOULAGES, 2010),
estocagem de aminoacidos, sintese de proteinas presentes na hemolinfa, producéo
de peptideos antimicrobianos, vitelogenina e detoxificagdo de metabdlitos de
nitrogénio (COHEN, 2009; LIPOVSEK et al., 2011).

O dnico tipo celular presente neste 6rgao sao os trofocitos, que estao presentes
em formas arredondadas e cubicas. Nos corddes celulares séo possiveis encontrar a
forma cubica, e acima desses cordbes de forma isolada estariam a forma
arredondada. Apesar da variacdo na sua configuracdo ainda ndo existe variacao
funcional entre essas células na literatura (DENARDI et al., 2008; SONESHINE, 2013;
ROE et al., 2013).

Em insetos, a reserva de nutrientes presentes no corpo gorduroso auxilia na
modulacdo de desenvolvimento dos ovos, voos e processos de metamorfose (ROE et
al., 2013). O corpo gorduroso € mais evoluido se comparado ao dos carrapatos. As
funcdes metabdlicas sédo reduzidas e nao totalmente definidas, quando comparado a
estocagem lipidica, tornando-se mais ativo apds o periodo de alimentacdo. Nos
insetos, as porcdes parietal e perivisceral ndo possuem diferencas celulares como
descritas em carrapatos (DENARDI et al., 2008; SONESHINE, 2013; ROE et al.,
2013).

Nos carrapatos o corpo gorduroso se encontra revestindo internamente o
idiossoma, interligado as traqueiolas (estrutura do sistema respiratorio), e préximo ao
sistema digestivo e reprodutor. O corpo gorduroso pode ser classificado em parietal
(disperso junto ao tegumento), ou perivisceral (ao redor dos 6rgéos) (DENARDI et al.,
2008; ROE et al., 2013).

2.4 Metabolismo energético em carrapatos

Para executar suas atividades, o R. microplus ingerem o sangue de seu

hospedeiro e utiliza-o como fonte de nutrientes e substratos energéticos, como por
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exemplo, carboidratos, lipidios e proteinas (NELSON; COX, 2008; GUIZZO et al.,
2012). Na hemolinfa dos carrapatos o carboidrato mais encontrado é a glicose (DEL
PINO et al., 1989; SONESHINE, 1991). O sistema circulatério aberto dos carrapatos
distribui os nutrientes através da hemolinfa, garantindo assim os nutrientes celulares
e 0 desempenho de suas fungbes (SONENSHINE, 1991).

Diferentes vias e substratos metabdlicos s&o direcionados durante o
desenvolvimento do carrapato com o objetivo de atender a demandas energéticas
desde a embriogénese até a fase adulta (CAMPOS et al., 2006; SEIXAS et al., 2012).
Por exemplo, na fase da embriogénese € possivel verificar um aumento do conteddo
de glicose e glicogénio presente nos ovos de R. microplus, em decorréncia da
elevacdo na atividade enzimatica relacionada a gliconeogénese e a via glicolitica
(MORAES, 2007).

Para a formacdo do embrido, a reserva materna de glicogénio presente nos
oqcitos € metabolizada pela glicolise, posteriormente, a glicose sera obtida por meio
da gliconeogénese pelo proprio embrido. Durante a segmentacao até a ecloséo das
larvas, o embrido obtém o aporte energético para o seu metabolismo através da
gliconeogénese. Logo, as vias glicolitica e gliconeogénica fornecem glicose para o
desenvolvimento do embrido. Durante o desenvolvimento embrionario, sugere-se que
a via de sinalizacao por insulina regule os niveis de glicose no R. microplus, assim
como acontece em outros organismos, impedindo a gliconeogénese e glicogendlise
pela inibicdo enzimatica e expressao génica (GUIZZO et al., 2012).

Sendo assim, para atender as demandas energéticas desde a embriogénese
até a fase adulta, substratos e vias metabdlicas diferentes sdo mobilizadas. Logo, a
interferéncia na disponibilizacdo de glicose por exemplo, podera ser letal ao

desenvolvimento do R. microplus (GUIZZO et al., 2012).

2.5 Metabolizacdo dos lipidios em R. microplus

Os lipideos podem ser caracterizados por apresentarem alta solubilidade em
solventes organicos e baixa solubilidade em agua. Dispostos como biomoléculas sédo
encontrados em todos os tecidos, principalmente nas membranas celulares e nas
células de gordura. O metabolismo dos lipideos nos invertebrados € menos complexo
gquando comparados aos vertebrados. Entretanto, sabe-se que ambos estdo

presentes em estruturas celulares, atuam no armazenamento de energia, produgao
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de ovos, metamorfose e sdo precursores hormonais (CANAVOSO et al., 2001,
VANCE; VANCE, 2002).

Nos carrapatos, o metabolismo de lipideos ainda é pouco conhecido, bem como
seus outros aspectos fisioldgicos. Os estudos de metabolismo lipidico em carrapatos
séo baseados no conhecimento em insetos (XAVIER, 2019).

Através da técnica de cromatografia em camada delgada (CCD, do Inglés Thin
Liquid Cromatograph, TLC) varios autores caracterizaram as diversas classes de
lipideos neutros em ovos, hemolinfa e corpo gorduroso em fémeas de diversas
espécies de carrapatos (IWUALA et al., 1979; ANGELO et al., 2010; ANGELO et al.,
2013). Caracterizado pelas propriedades hidrofébicas e pela ampla diversidade
molecular, os lipidios atuam como importantes substratos energéticos, e nos
carrapatos sdo os mesmos lipidios presentes em outros animais, como por exemplo,
fosfolipidios (FL), esterais, acilglicerois, colesterol livre (CHO), colesterol esterificado
(CHOE) e acidos graxos livres (AG) (SONENSHINE,1991; MARECHAL et al., 2011;
NELSON; COX, 2011). Atuando no sistema imune (CABRAL, 2005) e na regulacéo
da temperatura corporal (DAVIS, 1974), os lipidios estdo presentes em diversos
processos biolégicos ja descritos em insetos (DAVIS, 1974; CABRAL, 2005).

O metabolismo dos lipideos ja é muito conhecido nos mamiferos, entretanto,
nos invertebrados as informacdes ainda sdo escassas. Sabe-se que nos insetos,
complexos lipidicos provenientes da alimentacdo séo hidrolisados durante a digestao
e transformados em lipideos mais simples que seréao absorvidos no epitélio intestinal.
Nessas células epiteliais ocorre ainda a producdo de substratos lipidicos mais
complexos, dentre eles, FL, DAG e TG. Logo, através da hemolinfa os lipideos seréo
transferidos para todo organismo (TURUNEN; CRAILSHEIM 1996; CANAVOSO et al.,
2001).

Kluck et al., (2018), observaram que, ao utilizar o acido palmitico radiomarcado,
tornou-se possivel detectar a presenca do composto em diferentes 6rgéos, dentre
eles, corpo gorduroso, intestino, ovarios e 6rgao de Gené. Além disso, constatou-se a
conversdo do 4cido palmitico em 352 lipideos mais complexos.

Nos insetos hematéfagos a digestdo dos TG presentes no sangue acontece no
[imen intestinal. Nos enterécitos os AGs sao absorvidos e empregados na sintese de
TAG, DAG e FL. Posteriormente os lipideos sdo exportados para lipoforinas (Lp) e
transportados para o0 corpo gorduroso e ovario. A Lp € a principal lipoproteina

transportadora de lipideos nos insetos. No corpo gorduroso os lipideos sé&o
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armazenados como TG e nos ovérios vitelogénicos, dependendo da espécie do
inseto, sao distribuidos com ou sem a internalizacdo das Lp. O corpo gorduroso pode
transferir os lipideos armazenados para as Lp circulantes, que transportardo para 0s
ovarios ou intestino, a depender da condi¢éo fisiolégica do organismo (Figura 4)
(CHINO et al., 1981; GONDIM, et al., 2018; XAVIER, 2019).

Intestino

f TAG £ — +DAG T.»"\(u
—— FL ~
\
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AG ~ ‘ * FL A // ’/‘/‘l

Ovirio

\ _—— DAG — TAG
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Figura 4. Metabolismo de lipideos obtidos da dieta em insetos hematofagos. TAG: Triacilglicerois; AG:
Acidos graxos; FL: Fosfolipideos; DG: Diacilglicerois; Lp: Lipoforinas (XAVIER, 2019).

Durante a fase de alimentacdo o conteudo lipidico presente nas fémeas
aumenta de 22 para 63 microgramas (SONENSHINE, 1991). De acordo com Cherry
(1976), existe uma relacdo diretamente proporcional entre o peso da fémea
ingurgitada e o teor de colesterol presente em seus ovos, Ou seja, quanto maior o peso
da teledgina no momento da oviposicao, maior sera a quantidade de colesterol em
Seus 0Vos.

Em condicdes controladas de temperatura (28° C) e umidade (80%) a ecloséo
dos ovos ocorrera 21 dias apds a postura. No inicio dessa embriogénese acontece a
mobilizacdo de componentes energéticos e o embrido unicelular torna-se polinuclear,
passando a ser caracterizado como blastoderma sincicial. Até o quarto dia a principal
fonte energética é o glicogénio materno. Entre o quarto e o sexto dia ocorre
proliferacéo celular e a transformacéo para blastoderma celular. Posteriormente, pela
ativacdo da expresséao zigoética da-se o aumento do conteudo de RNA total. A partir
do sétimo dia o embrido encontra-se segmentado e com intensa gliconeogénese

(Figura 5) (CAMPOS et al., 2006; GUIZZO et al., 2012).
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Figura 5. Desenvolvimento embrionario do carrapato R microplus. A- 1 dia, B- 3 dias (blastoderma
sincicial), C- 5 dias (blastoderma celular), D- 7 dias (embrido segmentado), E- 12 dias (CAMPOS et.
al., 2006).

As taxas de ésteres de colesterol, DAG) e TAG séo as que mais decaem com
a evolucao da oviposicdo na fémea (IWUALA et al., 1979). Sob a forma de TAG, e
estocados no corpo gorduroso dos insetos, estes lipidios sdo armazenados para uma
posterior utilizacdo (PONTES et al.,, 2008). Os substratos de lipideos ndo sao
consumidos em sua totalidade durante a embriogénese, sugere-se, portanto, que eles
sejam utilizados para a obtencao de energia durante a vida larval do carrapato até o
encontro do seu hospedeiro, e inicio da alimentagdo (CAMPOS et al., 2006).

Pela sua importante funcdo estrutural nas membranas biolégicas, ao sofrer
modificacdo no niumero ou composicéo, os lipideos tendem a apresentar alteracdes
metabdlicas como resposta a fatores de estresse (STUART et al., 1998).

Isto posto, apOs a utilizacdo de reservas de carboidratos, os lipideos séo
consumidos com maior frequéncia, apresentando assim alteracbes qualitativas e
guantitativas nas mais variaveis classes desse substrato (BANDSTRA et al., 2006;
MULLER et al., 2000).

Além de serem utilizados como fonte de energia e atuarem na biogénese de
membranas, os lipideos participam na sinalizacdo da resposta imune, entretanto, a
origem da sinalizacdo na mobilizacdo dos lipideos bem como seu destino ndo esta
totalmente elucidados (ARRESE; SOULAGES, 2010).

Ainda sdo escassos estudos sobre enzimas envolvidas na hidrélise e no
transporte dos lipideos nos carrapatos. Logo, a identificacdo da disponibilizacdo desse
substrato nas diferentes etapas de vida do R. microplus auxiliaria na compreenséao do
metabolismo lipidico e na elaboracdo de novos métodos de controle do carrapato
(GUIZZO et al., 2012).

2.6 Resisténcia acaricida dos carrapatos R. microplus

Os carrapatos sdo responsaveis por gerarem perdas econdmicas em

decorréncia da diminui¢do nos indices de ganho de peso, produgéo de leite, danos na
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pele, taxa de natalidade, dentre outros (POLANCO-ECHEVERRY; RIOS-OSORIO,
2016). No Brasil, os gastos envolvendo os problemas causados pelo R. microplus
somam prejuizos anuais em torno de US$ 3,24 bilhdes (GRISI et al., 2014). Além
disso, entre os anos de 2008 e 2013 foi possivel observar que a venda de
medicamentos antiparasitarios aumentou 28,3%, refletindo um aumento do uso
dessas drogas no rebanho nacional (SINDAN, 2014).

O método acaricida € o mais utilizado no controle de carrapatos em bovinos,
favorecendo assim, o surgimento progressivo de populacdes resistentes destes
parasitas a varios principios ativos que estdo sendo comercializados. Além disso,
mesmo se caracterizando a maneira mais eficaz no controle de infestacdes
parasitarias, os carrapaticidas disponiveis no mercado tém se tornado gradativamente
menos eficientes devido ao seu uso excessivo e sem estratégias de controle
(ANDREOTTI, 2010; GOMES et al., 2011; SILVEIRA NETO et al., 2017).

De maneira geral, os artréopodes possuem um intervalo pequeno entre as
geracOes, favorecendo assim o surgimento de diferentes populacbes com perfis
genotipicos diferenciados conforme a pressao seletiva que sdo submetidos. As
mutacdes genéticas associadas aos mecanismos de resisténcia tornam os pesticidas
ineficazes rapidamente, estimulando assim o aumento da sua concentracdo e
mudanca do principio ativo (SUTHERST, et al., 1983).

A resisténcia a acaricidas esta associada a uma queda na susceptibilidade do
parasita perante a acdo de uma droga (DEVANEY, 2013). Fatores bioldgicos,
operacionais e genéticos sdo caracterizados como os principais fatores ligados ao
surgimento da resisténcia parasitaria (ABBAS et al., 2014). A partir do momento em
gue a resisténcia se torna presente em uma determinada populacdo de carrapatos
perante a um principio ativo, tal resisténcia também se tornara instalada para drogas
pertencentes a mesma familia ou grupo quimico, tornando-se assim, inviavel a sua
utilizacdo para as geracoes futuras (FURLONG & PRATA, 2005; FURLONG, PRATA
& MARTINS, 2007).

O principal local de acdo dos compostos quimicos presentes nos acaricidas
atuam em sitios especificos do sistema nervoso dos parasitas, promovendo
alteracbes dos processos fisioldgicos vitais (ETO, 1990). As drogas piretroides
sintéticos, organofosforados (MENDES et al., 2013), lactonas macrociclicas (KLAFKE
et al., 2012), amitraz (LOVIS et al., 2013), fipronil (CASTRO-JANER et al, 2010) e
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fluazoron (RECK et al., 2014), pertencem as classes de carrapaticidas que ja
apresentaram resisténcia nas populagdes de carrapatos.

O surgimento da resisténcia aos pesticidas pode ser caracterizado como uma
resposta evolutiva do agente contra sua eliminacdo. Dessa forma, o tratamento
baseado na aplicacdo de pesticidas busca extinguir os individuos suscetiveis da
populacédo, e contribui para a manutencao dos individuos que se tornaram resistentes
ao produto sintético. Sendo assim, quanto maior o niumero das aplicacées de drogas,
maior a selecdo de carrapatos resistentes, contribuindo assim na diminuicdo da
eficacia dos produtos. Portanto, a superdose, 0 excesso, e a administracao incorreta
dos carrapaticidas provocam a resisténcia as drogas disponiveis no mercado (LE
GALL et al., 2018).

De acordo com Cutullé et al. (2009), em Queensland, Austréalia, foi possivel
observar que 80% dos carrapatos sao resistentes a drogas organofosforados, 50%
aos piretroides sintéticos e amitraz em torno de 12%. Esse acontecimento pode ser
classificado como um tipo de resisténcia mdltipla, e uma grande ameaca para a
bovinocultura, visto que a difusdo das cepas de carrapatos leva informacdes de
mutacdes e o transito destes bovinos infestados contribuem para a resisténcia das
mais variadas bases quimicas presentes nos acaricidas (FURLONG, MARTINS &
PRATA, 2007).

Estudos demonstraram que o0 avanco da nanotecnologia promoveria um
aspecto modernizador e satisfatério na saude animal. A utilizacdo das nanoparticulas
por intermédio de metais sintetizados apresentou amplo espectro de acdo nos
parasitas e vetores, porém, tornaram-se também toxicas para os animais ndo-alvos.
Dessa maneira, visando reduzir o impacto ambiental e econémico dos produtos
sintéticos, o emprego de produtos de origem vegetal contendo compostos acaricidas
tornaram-se ferramentas Uteis para controle dos ectoparasitas, porém, com potencial
duvidoso para controle in vivo (PAVELA et al., BENELLI & LUKEHART, 2017).

Em virtude das desvantagens relacionadas ao emprego dos acaricidas e
visando zelar pela saude animal e consequentemente do homem de forma indireta,
além da preservacdo do meio ambiente e oferecer ao consumidor produtos de boa
qualidade, torna-se necessario a utilizagdo de um método de controle que ndo possua
esses produtos quimicos. A proliferagdo exponencial desses artropodes em

decorréncia da ampla adaptacao aos diferentes ambientes, provoca a necessidade de
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buscar estratégias de controle, que além de eficientes sejam sustentaveis (MENDES
et al., 2019).

Dentre esses possiveis métodos de controle encontra-se o gas Ozénio (O3) ja
utiizado como acaricida em carrapatos R. microplus, R. sanguineus s.. e
Dermanyssus gallinae (MOREIRA et al.,, 2018, FIGUEIREDO et al., 2018;
BANADAKEI et al., 2018; ABREU et al., 2021).

2.7 Gas ozOnio

Em condicbes ambientais, o gas ozonio (Os) apresenta elevado poder de
oxidacao e odor caracteristico, 0 que permite que o mesmo possa ser detectado por
uma pessoa em concentracdes da ordem de 0,1 por partes por milhdo (ppm). O 0zdnio
€ um gas bastante reativo e altamente instavel, ou seja, logo se recompde a oxigénio
(O2) (BOCCI, 1999).

O mecanismo de acao do o0z6nio pode variar de acordo com o ambiente e a
finalidade em que sera aplicado. Temperatura, oxigenacdo e umidade, exercem
importante efeito sobre a sua acdo. Em bactérias, por exemplo, supfe-se que o ataque
primario do 0z6nio aconteca na parede celular e, posterior no interior da célula, onde
oxida aminoacidos e acidos nucléicos, consequentemente ndo induzir a resisténcia
nos microrganismos, ndo deixar residuos no meio ambiente e atua como potente
agente antimicrobiano (PASSOS et al. 2014; FONSECA et al. 2015, NAGAYOSHI, et
al., 2004; BOCCI, 2010).

A utilizacdo do o0z6nio para o controle de artrépodes considerados pragas em
graos e frutas ja tem sido uma pratica bem difundida (ROZADO et al. 2008; BONJOUR
et al. 2011) e a sua aplicacdo em carrapatos vem sendo gradualmente explorada.

Garcia et al. (2004) em seu estudo constatou que o borbulhamento com o gas
ozbnio reduziu as médias das contagens de microrganismos aerobios mesofilos
presentes na microbiota bacteriana do idiossoma de R. microplus. Szabé et al. (2009)
em carrapatos R. sanguineus s.l. ndo identificaram efeitos carrapaticidas nas doses
testadas. Oliveira et al. (2014) em relato de caso utilizando 6leo de girassol ozonizado
para tratamento tépico de céo infestado por carrapatos desta mesma espécie
observaram de um efeito acaricida com a auséncia do parasitismo e recuperacao das
lesBes de pele apos a aplicagédo da solucéo.

Moreira et al. (2018) identificaram o efeito acaricida e a¢do oxidativa do 0zénio

na cuticula e espiraculo respiratério de R. sanguineus s.l. e as altera¢cdes nos aspectos
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morfofuncionais do aparelho reprodutivo de teledginas de R. microplus durante o
periodo de pré-postura foram estudadas por Figueiredo (2015), que identificou
dosagens acaricidas da mistura gasosa, e que apesar dos aspectos morfofuncionais
do sistema reprodutor terem obedecido aos padrées morfolégicos gerais encontrados
na literatura, as variagbes morfoldgicas apresentadas mostraram a necessidade da
realizagéo de novos estudos.

Recentemente, estudos utilizando protocolo de exposicdo com dgua ozonizada
(ABREU et al., 2020; ABREU et al., 2021) identificaram efeitos toxicos em carrapatos
da espécie R. sanguineus s.l.. Além de utilizarem técnicas histolégicas e microscopia
de luz para a avaliacdo das alteracbes morfofisiolégicas, o estudo reafirma a

importancia de pesquisas abrangendo o efeito da exposi¢ao do 0zénio em carrapatos.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar possiveis alteracbes no metabolismo de lipideos de fémeas
ingurgitadas de R. microplus através do corpo gorduroso evidenciando alteragées no

parametro biolégico apés a aplicacdo dos gases oxigénio e 0zonio.

Objetivos especificos
e Avaliar possiveis alteracdes no parametro biol6gico das fémeas ingurgitadas
R. microplus em diferentes dosagens dos gases Oz e Oa.
e Analisar o perfil lipidico do corpo gorduroso determinando os valores de CHO,
CHOE, TAG, AG, MG nas fémeas ingurgitadas R. microplus em diferentes
dosagens dos gases Oz e Os.
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4. MATERIAL E METODOS

Local

Esta pesquisa foi realizada entre os meses de julho a outubro de 2017 nas
instalaces do Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes (LCM), localizado
na Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitologicas Wilhemn Otto Neitz
(EPPWON) do Departamento de Parasitologia Animal (DPA), no Instituto de
Veterinaria (IV) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), em
Seropédica - RJ, (latitude: 22° 44' 38" S; longitude: 43° 42' 27" W e altitude: 26m).

Comité de Etica e Uso Animal

Projeto aprovado pelo Comité de Etica e Uso Animal (CEUA) da UFRRJ com o
Processo n° 23083.009241/2011-16/aprovacdo 154/2011 e pelo CEUA da UAM sob
Processo n° 04003 /2019.

Obtencao das fémeas ingurgitadas de R. microplus

Para a obtencao das fémeas ingurgitadas apos 21 dias da infestacao artificial,
as teledginas foram retiradas dos bovinos manualmente que permaneciam alojados

nas baias durante todo o periodo experimental (Figura 6).
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Figura 6. Bezerros infestados artificialmente com R. microplus, nota-se a presenca das teledginas
ingurgitadas fixadas nos hospedeiros.

Apdés a remocgdo das fémeas ingurgitadas, as mesmas foram enviadas ao
laboratério onde foram lavadas em agua corrente e higienizadas com solucdo de
hipoclorito de sédio a 0,05% por 1 minuto para a assepsia externa da cuticula e secas
em papel toalha. Em seguida, foram pesadas e distribuidas de forma homogénea em
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5 grupos contendo dez fémeas cada. Cada teledgina foi individualmente identificada,

pesada e numerada para a realizacdo dos experimentos do parametro bioldgico.

Formacao dos grupos experimentais

As fémeas ingurgitadas de R. microplus (n=250) foram divididas de acordo com
0 tempo de exposi¢cao aos gases oxigénio e 0zonio e subdivididas em grupos para as

analises do corpo gorduroso em fungéo do tempo de apds a exposicdo dos gases:

1. Grupo Controle (GC) (Sem tratamento);
1.1. Grupo Controle momento zero;
1.2. Grupo controle momento 24h apos a retirada do animal;
1.3. Grupo controle momento 72h apds a retirada do animal.

2. Grupo Gas Oxigénio (O2) aplicado por 5 minutos (025’)
2.1. Grupo O2 momento 24h apds a exposicao do gas (02 24h 5’);
2.2. Grupo O2 momento 72h apds a exposicao do gas (O2 72h 5’);

3. Grupo Gas Oxigénio (O) aplicado por 30 minutos (0230)
3.1. Grupo O2 momento 24h apés a exposicao do gas (02 24h 30);
3.2.  Grupo O2 momento 72h apés a exposicao do gas (02 72h 30);

4. Grupo Géas Ozonio (O3) aplicado por 5 minutos (O35’);
4.1. Grupo Oz momento 24h apoés a aplicacéo do gas (Os 24h 5');
4.2. Grupo Oz momento 72h apoés a aplicacéo do gas (Os 72h 5');

5. Grupo Gas Ozbnio (O3) aplicado por 15 minutos (O315’) *;

*Este grupo foi testado apenas para o parametro biolégico.

6. Grupo Gas Ozonio (O3) aplicado por 30 minutos (O330).
6.1. Grupo Oz momento 24h apds a aplicacado do gas (Os 24h 30’)
6.2. Grupo Oz momento 72h apds a aplicacédo do gas (Os 72h 30’);
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Protocolo de aplicacdo dos gases oxigénio medicinal e mistura gasosa

0Xigénio+0z0Onio

O equipamento utilizado para a geracéo da mistura gasosa oxigénio+ozonio foi
da marca Ozone & Life®, modelo O & L 1.5M com regulagem na concentragao em 62
mg/L acoplado a um cilindro de oxigénio medicinal de 1,5 m3utilizando a vazéo de 1/8

L/minuto de oxigénio medicinal (Figura 7).

Valvula de
controle b
0,
4
Tampa vedante I
" Retencgao de
Saida do Gas malha de arame
+
: 0,+0, !
1l N ==
— — H+ L
Carrapatos l
/ l\ 1 !
K
oo o | 2 -
Gerador de Cilindro
Oz6nio de Oxigénio
Caixa de ago inoxidavel

Figura 7. Aparato desenvolvido para a ozonizacdo dos carrapatos. Cilindro de oxigénio medicinal
acoplado ao gerador de ozénio e a caixa de inox (Fonte: FIGUEIREDO, 2015).

As teledginas foram acondicionadas dentro de uma caixa de inox medindo
10x20x5 cm, a qual possuia uma entrada para acoplar a saida do gerador com a
mistura gasosa O»+03, na outra extremidade oposta havia um segundo orificio para a
saida do gas (Figura 8), que foi direcionado para o ambiente externo do laboratoério
seguindo um protocolo de biosseguranca frente ao gas ozoénio.

Conforme a analise volumétrica do recipiente verificou-se que o tempo de
homogeneizacdo da caixa de inox pelos gases foi de cinco minutos, estando esta

tampada e vedada.
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Figura 8. Teledginas de R. microplus acondicionadas no interior da caixa de inox antes do inicio do
tratamento na aplicacdo do gas. Legenda: A=entrada dos gases testados no experimento; B= saida
dos gases testados no experimento.

Avaliacdo dos Parametros biolégicos das fémeas ingurgitadas de R. microplus

Para a avaliacdo dos parametros bioldgicos das fémeas ingurgitadas (n=40)
foram subdivididas, entdo dez fémeas ingurgitadas provenientes de cada grupo
experimental (controle e tratado com os gases (02 e 0Os3) foram pesadas
individualmente e acondicionadas em placas de Petri, fixadas em posi¢céao dorsal com
auxilio de fita adesiva (Figura 9) e mantidas em estufa do tipo BOD, na temperatura
de 27 £ 1° C e umidade relativa do ar de 80 = 5% para acompanhamento diario da

postura (até que fosse observada a auséncia de postura da fémea).

Figura 9. Teledginas de R. microplus acondicionadas nas placas de Petri para 0 acompanhamento dos
parametros biolégicos.

Inicialmente pesou-se as fémeas obtendo-se o0 seu peso inicial e apds 72 horas

realizou-se a primeira pesagem. As pesagens seguintes obedeceram ao intervalo a
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cada 3 dias, até cessar a postura, totalizando quatro pesagens. Trés dias apds o
término da postura das fémeas teledginas obteve-se o peso da fémea quendgena
(denominacao da fémea apos o término da ovoposicao).
Os parametros biolégicos das teledginas de R. microplus avaliados foram

(Anexo A):

1) Indice de producéo de ovos (I.P.0.);

2) Peso Total da Massa de Ovos (P.T.M.O.);

3) Indice de Producéo de Ovos (I.P.0.);

4) Percentual de Ecloséo das Larvas (P.E.L.);

5) Indice Nutricional (I.N.).

Para a determinacdo da eficacia do tratamento in vitro foram calculados
também a Eficiéncia Reprodutiva (E.R.) e o Percentual de Controle (% Controle)
baseados nas férmulas de Drummond et al. (1971), e orientado por escala semelhante
a elaborada por Fernandes (2007) para o percentual de mortalidade de larvas de R.
microplus, a eficacia do tratamento in vitro foi classificada como baixa (0 - 25%),
intermediaria (26-50%) e alta (51 — 100%) em funcdo dos percentuais de controle

observados para os respectivos tratamentos.

Obtencdo dos corpos gordurosos

Os corpos gordurosos (n=210) das teledginas (controle e tratados O2 e Os)
foram coletados e separados em cada subgrupo testados em trés aliquotas com cinco
amostras em cada grupo, foram acondicionados em solucédo tampao fosfato (10 mM,
pH 7,4) a 4 °C. Para esta etapa, a por¢cao anterior da fémea ingurgitada foi removida
com uma lamina de bisturi e todo o conteudo interno foi removido ap6s uma leve
pressdo em meio contendo tampao fosfato 10 mM, pH 7,4 a 4 °C. Realizou-se a
ablacéo longitudinal lateral na cuticula das fémeas para que se pudesse em seguida,
realizar a coleta do corpo gorduroso parietal.

Os corpos gordurosos foram removidos dos carrapatos com o auxilio de uma
pinca e microscopio esteroscépico (Figura 10), em seguida foram lavados e
armazenados em microtubos a -80° C até a realizacdo das analises.

Para a realizacdo das andlises bioquimicas, os corpos gordurosos foram

homogeneizados em tampéo fosfato (10 mM, pH 7,4 a 4 °C usando um
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homogeneizador Potter-Elvehjem com pistilos de plastico acoplados, de acordo com
Angelo et al. (2013).

Figura 10. Imagem do corpo gorduroso retirado de uma fémea teledgina de R. microplus.

Perfil de Lipideos

Para a realizacéo do perfil de lipideos, os corpos gordurosos de cada grupo
foram homogeneizados com pistilo de plastico estéril e em seguida o volume
completado com &agua destilada estéril para aproximadamente 1mL. Esse
homogenato foi submetido ao vortex e em seguida realizada a dosagem de proteinas

e extracao de lipideos.

Extracdo de Lipideos

A extracdo dos lipideos associados ao corpo gorduroso foi realizada com
cloroférmio: metanol: agua (1: 2: 0,8) (v/v) de acordo com o método descrito por Bligh
e Dyer (1959). Para tal extracdo, o volume de cada amostra correspondente a 1000
Hg de proteina total foi colocado em um tubo de extracéo e adicionado agua destilada
até completar o volume de 800 pL. Em seguida, foi adicionado 2 mL de metanol e 1
mL de cloroférmio. Os tubos foram agitados em vortex, de cinco em cinco minutos,
durante 1 h. Apds esse periodo, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 10 min
(centrifuga clinica). O sobrenadante foi transferido para outro tubo de extragédo, no
gual foi adicionado 1 mL de agua e 1 mL de cloroféormio. Os tubos foram novamente
centrifugados (3000 rpm/10 min) e a fase organica (parte inferior do tubo) retirada com
o auxilio de uma pipeta Pasteur e transferida para outro tubo de extragdo. A fase
organica foi seca por arraste de nitrogénio e armazenada a -20°C para posterior

andlise.
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Anélise dos Lipideos

Os lipideos extraidos das amostras do corpo gorduroso foram analisados por
CDC unidimensional em placas de silica gel (Merck®). Os lipideos foram
reconstituidos em 60 pL de cloroférmio para aplicacdo das amostras nas placas de
silica. Os lipideos neutros foram separados ap0s a corrida das placas de silica gel em
mistura de hexano: éter etilico: &cido acético (60:40:1, v/iv) (KAWOOWA; LAW, 1988).
Apés a evaporacdo dos solventes, as placas de cromatografia foram pulverizadas com
a solucdo de Cherring constituida de sulfato de cobre 10% (p/v) e &cido fosférico 8%
(v/v) e queimadas em forno Pasteur a 170°C por 5-10 min (RUIZ; OCHOA, 1997). As
imagens foram submetidas a densitometria através do programa Image Master Total
Lab versado 1.11 (GE Healthcare® - Brazil Life Sciences, S&o Paulo, SP, Brazil).

Analise estatistica do pardmetro biol6gico

A estatistica dos ensaios biologicos foi realizada a partir do programa BioEstat
5.3 (Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua/Tefé/AM), sendo os dados
paramétricos avaliados pela analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey
(comparacdo entre as médias) e ndo paramétricos pelo teste de Kruskal Wallis
seguido de Student-Newman-Keuls (SNK) (comparacéao entre as ordenacdes médias)

com nivel de significancia de 5% (p>0,05).

Analise estatistica do perfil lipidico

O percentual de bandas dos lipideos neutros foi analisado pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK) para comparacao

entre as médias em um nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros bioldgicos

ApOs os experimentos foram encontrados 0s seguintes resultados para 0s
parametros biolégicos das fémeas de R. microplus no periodo de pré-postura
expostas aos gases Oz e O3, dados apresentados na Tabela 1.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos quanto ao peso inicial das
fémeas ingurgitadas (p>0,05). Fazendo uma relagéo entre o peso inicial da fémea
(P.1.F.) e 0 peso total das massas dos ovos (P.T.M.0.) com o tempo de exposi¢cao aos
grupos tratados com O3z, houve uma relacéo de trés vezes menos massa de ovos no
grupo tratado com Oz por com 15’ em relagéo ao grupo tratado com Oz por 5, assim
como, indice nutricional (IN) ficou quase trés vezes menor no grupo tratado com Os
por 15" em relagao ao grupo tratado com O3 por 5’.

Aos grupos que receberam tratamento somente do gas oxigénio medicinal, o
percentual de eclosdo (P.E.) manteve-se alto (86 e 93%) semelhante ao grupo
controle (99,44%). Entretanto, ao utilizar o gas 0zonio detectou-se uma diminuicédo do
P.E., ao aplica-lo por 30 minutos ndo houve a eclosédo dos ovos e a medida que se
diminuiu o tempo de exposi¢ao do gas Os, aumentou-se o P.E., assim, em 15 minutos
de aplicacéo do tratamento o resultado foi de 16% e por 5 minutos obteve-se 61%.

O indice de producao dos ovos (I.P.0O.), baseia-se na metodologia de Bennett
(1974) utilizando-se os valores de P.I.LF. e P.T.M.O. Esse valor (em porcentagem) esta
relacionado ao fato da fémea ingurgitada converter a energia metabodlica necessaria
para o processo de vitelogénese. Os resultados demonstraram que 0 gas oxigénio
nao interferiu significativamente no 1.P.O., enquanto nos grupos expostos ao gas O3
obteve-se 24,0% (O3 - 5’) e 7,90% (O3 - 5’) no indice quando comparado com 0 grupo
controle (59,60%).

O Peso final da quenégena (P.F.Q.) foi utilizado para a obtencdo do indice
nutricional (1.N.). O calculo do indice nutricional baseia-se na divisdo do P.T.M.O. pelo
resultado entre a subtracdo do P.1.F. pelo P.F.Q. multiplicando-se o resultado por 100.

A eficiéncia reprodutiva (E.R) é obtida através da divisdo entre o P.T.M.O. pelo
P.I.F., multiplicando o resultado pelo P.E. O resultado demonstrou que o o0zdnio
reduziu significativamente os niveis da E.R. em relagdo aos outros grupos.

O percentual de controle (P.C.) apresentou-se baixo nos grupos tratados com

0 gas oxigénio e no grupo controle, pois tais grupos nao se verificaram uma eficacia
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no controle deste parasita. Nos grupos submetidos ao tratamento de ozonio o P.C. foi
classificado como alto em todos os intervalos de tempo (5, 15 e 30 minutos) com
66,09%, 97,59% e 100% de eficacia.
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Tabela 1. Resultados das médias e desvio padrdo dos parametros biologicos das fémeas de R. microplus nos grupos controle e
tratados durante diferentes periodos de exposi¢cao ao gas oxigénio e ozoénio.

0,
Grupo P.LF. (g) P.T.M.O. (g) P.E. (%) P.F.Q 1.P.O. I.N. E.R F(’(;/?)'
GC 0,2600 * 0,06 0,1549 * 0,04 89,44 885  0,0675+0,02 59,6028 + 2,98 72,2125 + 53,3763 * 6,43 —
24,75
0,5’ 0,2467 +0.0436  0,1415 + 0,0253 86.8+21,21  0,0718 +0,0122 57,4131 + 81,0824 + 49,6268 + 7,02
1,6306 2,2229 11,9959

0,30’ 0,2607 + 0,1405 + 0,0445 93,9+12,04  0,0799 +0,0372 53,5557 + 75,7106 49,8671 + 6,57
0,0578 13,0434 +14,0091 13,0787

035’ 0,3044 + 0,0707 £ 00,0571  61,1+32,0397 0,0675 +0,0218 24,0059 + 30,6142 + 18,0995 + 66,09
0,0322 19,6081 26,1367 16,3323

0:15’ 0,1724 + 0,0118 +0,0135 16,0 £26,7187 0,0646+0,0246  7,9098+ 8,7273 11,0782+  2,0078 +2,8461 97,59
0,0332 11,5222

0330’ 0,2557 + _ B B B B B 100
0,0562

Legenda: GC: Grupo controle; O25’: Grupo Gés Oxigénio aplicado por 5 minutos; 0230’; Grupo Gas Oxigénio aplicado por 30 minutos; O35’: Grupo Géas Ozbénio

ke,

aplicado por 5 minutos; 0315’ Grupo Gas Oz6nio aplicado por 15 minutos; O330’: Grupo Géas Ozdnio aplicado por 30 minutos; “-“: N&o se aplica; P.I.F.: Peso
Inicial da Fémea; P.T.M.O.: Peso Total da Massa de Ovos; P.E.: Percentual de Ecloséo; P.F.Q.: Peso final da Quendgena; I.P.O.: indice de Producéo de Ovos;
I.N.: Indice Nutricional; E.R.: Eficiéncia reprodutiva; P.C. (%): Percentual de Controle.
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5.2 Perfil de Lipidios
O percentual de cada classe de lipideo neutro (CHOE, TG, AG, CHO e MG) foi
calculado a partir dos dados de volume obtidos pela densitometria usando o Software

Image Total Lab®, e ndo foram observadas diferengcas significativas quando o
percentual de CHOE (p=0.6310), AG (p=0.1841), CHO (p=0.4151) e MG (p=0.1269)
foram comparados entre si. No entanto, foi observada a reducgéao significativa no TG
guando o grupo Controle no tempo 0 foi comparado com o Controle 72h (p=0.0006) e
guando o grupo Controle 0 foi comparado com o O2 tempo 72h com 5’ de exposicéo
(p=0.0438), conforme apresentado na Tabela 2. Ademais, nas amostras que

receberam o oxigénio, foi possivel conferir uma manutenc¢éo dos valores bioquimicos.

Tabela 2. Valores de média +desvio padrdo do percentual de lipideos neutros Colesterol Esterificado
(CHOE), Triacilglicerol (TG), Colesterol livre (CHO), Acidos Graxos livres (AG) e Monoacilglicerol (MG)
no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de R. microplus submetidas ao tratamento com Oxigénio e
Ozbnio em diferentes tempos.

GRUPOS CHOE CHO TG AG MG
Ctr Oh 21.45+10.4a 35.25+8.22a 18.79+4.68 20.73+5.00a 5.55+4.99a
Ctr 24h 20.83 £6.37a 46.91+4.74a  9.99+1.05 17.16+#5.21a 5.11+1.5la
Ctr 72h 24.87+4.85a 43.87+8.11a 6.29+1.47 18.77+x4.77a 6.20+1.07a
0224h 5 22.09+5.74a 45.90+10.08a 7.76x1.74 13.71+3.47a 10.53%8.23a
0224h30° 21.37+7.87a  49.38+7.10a 10.50+4.26 12.68+3.34a 6.08+2.75a
0272h 5 25.4843.90a 42.41+15.04a 12.09+8.53 15.83+4.83a 4.18+1.44a
0,72h30" 31.14+10.51a 35.80+#5.71a 7.28+1.76 22.32+11.32a 3.43xl.11a
03 24h 5' 19.34+6.62a 43.87+9.95a 10.54+2.85 20.56+2.54a  5.69+0.59a
0324h30° 21.50+7.46a  43.75+6.43a 14.47+4.33 16.09+3.18a 4.19+0.75a
03 72h 5 27.64+6.65a 32.51+0.12a 9.81+3.05 16.42+4.95a 6.31+4.49a
O372h 30"  34.73+3.06a 31.27+0.71a 12.84+0.19 18.30+2.17a 2.85+0.0la

Legenda: Letras minlsculas iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste
de Kruskal Wallis seguido pelo Student-Newman-Keuls (p=0.05).

A representacao da analise bioquimica do corpo gorduroso pode ser observada
nos graficos 1,2,3 e 4. Percebe-se que os valores médios de CHOE, CHO, AG e MG
nao diferiram significativamente pelo teste de Kruskal Wallis seguido pelo Student-

Newman-Keuls (p=0.05).
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Gréfico 1: Percentual de colesterol esterificado (CHOE) (B) e percentual de colesteral livre (CHO) (A)
no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de R. microplus de acordo com o grupo pertencente.
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Gréfico 2: Percentual de triacilglicerol (TG) no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de R. microplus
de acordo com o grupo pertencente.

30 o

20 o

AG (%)

10 o

Ctr Oh

Ctr 24h
Ctr 72h
02 24h 5
02 24h 30'
0272h5'
02 72h 30'

0

Gréfico 3: Percentual de &cidos graxos (AG) no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de R.
microplus de acordo com o grupo pertencente.
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Gréfico 4: Percentual de monoacilglicerol (MG) no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de R.
microplus de acordo com o grupo pertencente.

6. DISCUSSAO

A presenca de populacdes de carrapatos multirresistentes a principios ativos
despertam para a necessidade de novos métodos de controle. Dessa maneira, 0 gas
oz6nio que possui um potencial acaricida sobre a espécie de carrapato bovino
(Figueiredo et al., 2018), torna-se uma importante linha de pesquisa para o controle
deste parasita a resisténcia aos acaricidas disponiveis.

No presente estudo, foi possivel identificar alteragcdes no ciclo biolégico das
teledginas, em funcao do decréscimo do I.N., I.P.O. e E.R. e um elevado percentual
de controle em todos os intervalos de tempos. O decréscimo do I.N. pode ser
decorrente ao fato de que a exposicdo ao 0zonio possivelmente proporcionou um
estresse metabdlico na fémea ingurgitada, mobilizando suas reservas energéticas
para processos fisioldgicos que ndo envolvam a postura, assim 0s menores indices
foram observados nos grupos que receberam a exposi¢ao do gas Os. Por conseguinte,
essas variagOes atribuidas a acdo do Oz, sugerem a sua utilizagdo para controle
biolégico e ambiental para carrapatos. Szabd et al. (2009) observaram que o
tratamento dos carrapatos com a mistura de oxigénio/ozénio na concentracédo 0,00023
g/minuto, nos periodos de 15, 30 e 45 minutos, ndo interferiu nos parametros
biolégicos da espécie R. sanguineus s.l. Entretanto, Figueiredo et al. (2018)
detectaram que em doses superiores de ozénio (1550 e 3410 mg/L-min) o efeito
acaricida ocorreu antes mesmo do periodo de pré-postura.

Ao realizar estudos com o0s acaros da espécie Dermanyssus gallinae,

Banadakei et al. (2018) observaram que a utilizacdo de &gua ozonizada na
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concentragéo de Oz de 10 ppm proporcionou uma taxa de mortalidade de 63,99%,
apresentando um potencial acaricida dose-dependente.

Abreu et al. (2020) observaram gue a agua ozonizada nas concentracdes entre
0,75 mg/L e 3,0 mg/L promoveram alteragcbes morfofisiolégicas das glandulas
salivares em fémeas de R. sanguineus s.. Além das mudangcas nos acinos
glandulares, o ozbénio promoveu alteragdes no citoplasma e nucleos das células,
culminando na perda da funcdo secretora e morte celular, possivelmente em
decorréncia da sobrecarga de ions gerados pelos radicais de hidroxila.

Em insetos, o mecanismo de acao do gas oz6nio também néo esta totalmente
elucidado. Para isso, uma das hipoteses atribui que a alteracdo na troca gasosa e
consequentemente uma diminuicdo no metabolismo, favorece a morte dos insetos.
Portanto, o espiraculo e o sistema respiratério € um dos sitios de acdo do O3
(BOOPATHY, RAJAN & RADHAKRISHNAN, 2022). Essa hipotese de acéo acaricida
corrobora com o estudo de Moreira et al. (2018) que apds a exposicao do gas Oz na
concentracdo de 62 mg/L, e posterior analise das imagens de Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) do espiraculo respiratorio de fémeas de R. sanguineus s.l.,
detectaram o desaparecimento dos sulcos alinhados, formacé&o de crateras e oxidacao
da cuticula, indicando assim os danos criados pelo 0z6nio ao sistema respiratorio em
carrapatos.

Outra hipotese levantada acerca dos efeitos acaricidas do ozénio, baseia-se
em suas propriedades oxidativas. Além dos danos a componentes essenciais, como
por exemplo, a membrana celular, 0 0zoénio pode ainda promover quebras em fitas de
DNA (BALLINGER et al., 2004; HOLMSTRUP, et al., 2011).

Wolf et al. (2018) demonstraram que o0 0zdnio empregado em aguas residuais
promoveu a inativacdo genémica de diversas espécies de enterovirus. Além disso,
estudos identificaram que o0 0z6nio apresenta potencial genotoxicidade em espécies
de fungos, propiciando além das alterac6es na regulacdo da expressao génica, a
transferéncia de informacéo genética (GEWEELY, 2006; ZARGARAN et al., 2017,
GRYZIMSKAA et al., 2019). A exposicao de peixes ao ozbénio também gerou efeitos
genotodxicos a nivel cromossomal através da oxidacdo de bases pirimidicas do DNA
nas células (GUILHERME et al., 2019).

Dong et al. (2022) sugerem que a expressao génica e os danos ao DNA néao
ocorream imediatamente ap0s a exposicédo de Oz, e sim no periodo pos-exposicao.

Logo, ao analisar o presente estudo foi possivel verificar que a diminuicdo do
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percentual de eclosdo nos grupos que receberam a mistura gasosa oxigénio+0zonio
estejam também relacionadas a toxicidade retardada do Os, haja visto que o estresse
provocado pelo gas pode ter alterado o processo da embriogénese. Além de sugerir
novos caminhos para estudos envolvendo os efeitos genotoxicos também em
carrapatos.

Elenca-se, portanto, que a vitelogénese e o0 processo de maturacao dos oocitos
podem servir também como alvo para novas aplicacdes biotecnologicas envolvendo
o controle e manejo integrado dos carrapatos (MITCHELL, SONENSHINE & PEREZ
DE LEON, 2019).

Dentre os carrapaticidas empregados no mercado veterinario, encontram-se as
benzoilfeniluréias que apresentam como mecanismo de acéo a inibicdo da sintese de
quitina nos artropodes. Em vista disso, durante o ciclo de vida do carrapato, a sintese
de quitina possui grande importancia, principalmente para a eclosdo das larvas
(VASUKI & RAJAVEL, 1992). Tendo o fluazuron como o principal representante da
classe de benzoilfeniluréias, espera-se a ocorréncia de alteracdes nos parametros
biologicos e ciclo de vida dos carrapatos apds a exposi¢cao ao composto (WHO, 1998).

Gaudéncio et al. (2016) observaram que a exposi¢cao ao fluazuron promoveu
alteracdes no metabolismo de carboidratos em teledginas de R. microplus. Logo, 0
aumento na concentracdo de glicose na hemolinfa detectada caracterizou-se como
um efeito ndo-alvo da substancia quimica empregada.

De acordo com Da Glodria et al. (1993) acontece uma lipdlise precedente a
postura, liberando acidos graxos e glicerol como resultado, e consequentemente uma
diminuicdo na concentracdo de TGs, também observados nos resultados do grupo
controle desta pesquisa que seguiram o ciclo biolégico normal.

Esse processo de lipdlise faz parte do periodo de postura favorecendo a
mobilizacdo energética (ANGELO et al.,, 2013). Além disso, uma inadequada
mobilizac&o de lipidios para a producédo de odcitos, pode prejudicar a formacao de
ovos viaveis (ZIEGLER, VAN ANTWERPEN, 2006), revalidando os resultados dos
parametros biol6gicos obtidos em nosso estudo, haja visto que o 0zénio promoveu
alteracdes no percentual de eclosdo em todos os grupos tratados com a mistura
gasosa oxigénio+ozobnio. Para tanto, supde-se que o carrapato tenha armazenado
grande quantidade de TG como combustivel energético em decorréncia ao estresse

oxidativo propiciado pelo ozdnio.
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Além de ndo ocorrer a eclosdo dos ovos no grupo tratado por 30 minutos, a
utilizacdo da mistura gasosa oxigénio+ozOnio promoveu uma diminuicdo do
percentual de eclosédo nos grupos com aplicacdo durante 5 (61%) e 15 minutos (16%).
Cherry (1976) destacou que modificagdes na protecéo lipidica que recobrem 0s ovos,
poderdo promover o ressecamento e a desidratacao, inviabilizando assim a ecloséao
em alguns casos, bem como observado em nosso trabalho, j& que houve uma
diminuicdo de 73,4% na eclodibilidade ao compararmos o grupo controle com o grupo
gue recebeu O3 por 15 minutos.

Em relagdo ao metabolismo lipidico ao analisarmos o0s resultados obtidos,
revelou-se que a concentragdo CHOE, CHO, AG e MG no corpo gorduroso das
teledginas ndo apresentaram diferencas significativas que denotem tendéncias ao
efeito resultante nos tratamentos dos grupos. Anteriormente, além do corpo
gorduroso, Gaudéncio (2016) ndo encontrou alteracao no perfil dos lipidios neutros na
cuticula e ovos expostos ao fluazuron. Diferente do observado por Marchesini et al.,
(2021) que ao empregarem Oleos essenciais botanicos detectaram que além do
potencial acaricida, os compostos alteraram o metabolismo lipidico de R. microplus.

Entretanto, no presente estudo foi possivel observar um aumento nos niveis de
TG se comparado aos grupos controles de mesmo intervalo de tempo, e tratamento
apenas com oxigénio. Espera-se que os niveis de TG apresentem decréscimos a
medida que progride a oviposicdo (IWUALA et al., 1979). O resultado do presente
estudo demonstrou que o o0z6nio reduziu significativamente os niveis da eficiéncia
reprodutiva em relacdo aos outros grupos. Desse modo, a nédo utilizacdo de TG como
fonte de energia para o processo de postura promoveu 0 seu acumulo no corpo
gorduroso. Esses resultados assemelham-se com os obtidos por Angelo et al. (2013)
ao observamos que a infeccéo fungica nos carrapatos também promoveu um acimulo
de TG neste tecido.

O oxigénio possui propriedade de formar espécies altamente reativas (ROS),
iSso porque, apresenta alta eletronegatividade. Um aumento na producdo, ou uma
diminuicdo na capacidade de eliminar ROS pode instabilizar o sistema, e ocasionar
danos as biomoléculas, gerando assim, estresse oxidativo (SEN, 2001; ARUOMA et
al., 2006). Os lipidios estdo mais susceptiveis a oxidacdo. Além das alteracbes na
membrana plasmatica, as alteragbes funcionais das proteinas e do DNA podem
justificar os danos oxidativos e a morte celular (TRACHOOTHAM et al., 2008). Sendo

assim, tais caracteristicas conferem ao Oz além de alteragdes morfofuncionais
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descritas por FIGUEIREDO et al. (2019) e ABREU et al. (2020), o seu estudo oxidativo
pode revelar informacgfes na atividade metabdlica em carrapatos.

A utilizacdo e metabolizacdo dos lipidios em espécies de insetos tém sido
estudadas por diversos autores, poréem ainda s&o raras essas informagdes para a
Classe Aracnidea, onde se encontram os carrapatos. Portanto, novos estudos fazem-
se necesséarios para maiores esclarecimentos acerca do metabolismo lipidico em

carrapatos, podendo assim, determinar novos alvos para o controle deste parasito.
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7. CONCLUSAO

Ap6s a aplicacdo da mistura gasosa oxigénio+oz6nio tornou-se possivel
verificar mudancas nos parametros biolégicos que sugerem multiplos mecanismos de
acdo e que resultam desde a inviabilidade dos ovos, até o alto percentual de controle
e morte do carrapato.

Dentre os lipidios neutros analisados, apenas o triacilglicerol apresentou
alteracoes significativas nos grupos tratados com oxigénio+ozoénio. Dessa forma, o
seu aumento no corpo gorduroso justifica-se pela nédo realizacdo da postura
observada pelos pardmetros biol6gicos. Sendo assim, o0s resultados aqui
apresentados validam a importancia desse lipidio no processo de vitelogénese pelas
fémeas ingurgitadas. Ademais, a analise dos carboidratos em carrapatos que
receberam a mistura gasosa oxigénio+ozonio podera favorecer o descobrimento de
novos efeitos secundarios ainda ndo explorados, e consequentemente explicitar o
efeito acaricida do ozénio.

Apesar da relevancia no desenvolvimento e reproducdo, poucos estudos
abrangem o metabolismo de lipidios em carrapatos, extrapolando muitas vezes o
conhecimento para os insetos. Isto posto, por ser um estudo pioneiro de grande
importancia e complexidade, percebemos que ainda € necessario maior
esclarecimento acerca da fisiologia do carrapato R. microplus. Dessa forma, a
compreensdo das vias metabolicas e estudos direcionados ao metabolismo

energético podem auxiliar no controle desses artropodes.
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ANEXOS

Anexo A. Formulas dos parametros biolégicos indice de producdo de ovos
(BENNETT, 1974), indice de eficiéncia reprodutiva (MELENDEZ et al., 1998), indice
nutricional (BENNETT, 1974) e eficiéncia reprodutiva e eficiéncia do acaricida
(Drummond et al., 1971).

1) Indice de producéo de ovos (IPO) (segundo BENNETT, 1974)

IPO = PESO DA POSTURA x 100
PESO DA TELEOGIA

2) Indice de eficiéncia reprodutiva (IER) (segundo MELENDEZ et al., 1998)

|IER = PESO DA POSTURA X % DE ECLOSAO
PESO DA TELEOGIA

3) indice nutricional (IN) (segundo BENNETT, 1974)

IN = PESO DA POSTURA X 100
(PESO DA TELEOGINA-PESO DA QUENOGENA)

4) Eficiéncia reprodutiva e eficiéncia do acaricida (Drummond et al., 1971).
ER = Peso da massa dos ovos X % Eclosdo X 20.000*
Peso das Fémeas

ER = Eficiéncia Reprodutiva
* = Namero de larvas por | grama de ovos.

EP = ER Controle - ER Produto X 100%
ER Controle

EP = Eficiéncia do Produto



