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RESUMO

O parasitismo pelo carrapato dos bovinos, Rhipicephalus microplus, causa prejuizos
que ultrapassam trés bilhdes de doélares anuais a pecuaria brasileira em virtude de
danos diretos e indiretos. O controle deste ectoparasito é feito quase que
exclusivamente a base de carrapaticidas quimicos, os quais quando utilizados de
maneira excessiva e inadequada, ocasionam poluicao ambiental, contaminacédo de
mamiferos, incluindo o ser humano e, além disso, acelera a selecdo de cepas
resistentes. Por esses motivos, métodos inovadores para o controle de R. microplus
estdo ganhando destaque, dentre eles 0 uso de Oleos essenciais. Porém, para a
extracdo desses compostos sdo necessarias grandes quantidades de biomassa.
Havendo assim a necessidade de associar métodos de ultra diluicdo almejando a
inovacéo e viabilidade de uso dos 6leos essenciais. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a atividade acaricida in vitro dos 6leos essenciais do Cravo da
india (Syzygium aromaticum) e Cassutinga (Croton argyrophyllus) nas
concentracbes de 20, 40 e 80 mg/mL, e das preparagdes homeopaticas dos
respectivos 6leos essenciais nas dinamizag¢des de 6 CH, 12 CH e 30 CH, sobre o
carrapato R. microplus. Para avaliar a agao acaricida foram realizados os testes de
pacote de larvas e o teste de imersao de teledginas, tanto com os oleos essenciais
quanto com seus produtos homeopatizados. O 6leo essencial de S. aromaticum
ocasionou 100% de mortalidade tanto na concentracdo de 20 mg/mL quanto no seu
preparado homeopatizado na dinamizagéao 6 CH para larvas, e obteve um percentual
de controle de 88,0% para as teledginas tratadas com oleo essencial na
concentracao de 40 mg/mL, as ultradiluicdes homeopatizadas aplicadas em fémeas
obtiveram resultados que variaram de 25,6% a -4,5%, n&o sendo expressivos. Os
resultados obtidos em todos os tratamentos realizados com C. argyrophyllus em
larvas e em fémeas ingurgitadas n&o foram significativos, demonstrando baixa
atividade acaricida. Assim, conclui-se que o 6leo essencial de S. aromaticum
apresenta acao acaricida sobre larvas e adultos e demonstrou eficacia também na
dinamizacdo homeopatica 6CH sobre larvas de R. microplus e além disso, pode ser
utilizado como fonte de moléculas para a sintese de novos acaricidas..

Palavras-Chave: carrapato dos bovinos, homeopatia, inovagao



ABSTRACT

Parasitism by the cattle tick, Rhipicephalus microplus, causes losses that exceed
three billion dollars a year to Brazilian livestock due to direct and indirect damages.
The control of this ectoparasite is done almost exclusively on the basis of chemical
ticks, which when used in an excessive and inadequate manner, cause
environmental pollution, contamination of mammals, including humans and, in
addition, accelerates the selection of resistant strains. For these reasons, innovative
methods for the control of R. microplus are gaining prominence, among them the use
of essential oils. However, the extraction of these compounds requires large amounts
of biomass. Therefore, is the need to associate ultra dilution methods aiming the
innovation and viability of essential oils use. Thus, the objective of the present study
was to evaluate the in vitro acaricidal activity of the essential oils of Clove of India
(Syzygium aromaticum) and Cassutinga (Croton argyrophyllus) in concentrations of
20, 40 and 80 mg/mL, and of the homeopathic preparations of the respective
essential oils in the dynamizations of 6 CH, 12 CH and 30 CH, on the R. microplus
tick. In order to evaluate the acaricidal action, the larvae package tests were carried
out with both essential oils and their homeopathized products, and the adult
immersion test, however, the latter was performed only with essential oils, in
concentrations of 20 and 40 mg / ml. The essential oil of S. aromaticum caused
100% mortality both in the concentration of 20 mg / mL and in its homeopathized
preparation in the dynamization of 6 CH for larvae, and obtained a control
percentage of 88.0% for females treated with essential oil. at a concentration of 40
mg / mL, the homeopathized ultradilutions applied in females obtained results
ranging from 25.6% to -4.5%, not being expressive. The results obtained in all
treatments performed with C. argyrophyllus on larvae and engorged females were
not significant, showing low acaricidal activity. Thus, we conclude that the essential
oil of S. aromaticum was effective in treatments with essential oil on larvae and adults
and showed efficacy in the homeopathic dynamization 6CH on larvae of R. microplus
has the potential to be used to control the tick R. microplus, and furthermore, can be
used as a source of molecules for the synthesis of new acaricides.

Keywords: cattle tick, homeopathy, innovation.
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1 INTRODUGAO

Os carrapatos sao artrépodes hematéfagos obrigatérios, que parasitam
hospedeiros vertebrados de diversas classes (anfibios, aves, mamiferos, répteis),
estando presente em areas tropicais e subtropicais de diversas partes do planeta
Terra. A fauna de carrapatos existentes no Brasil até a presente data € composta por
74 espécies pertencentes as familias Argasidae e Ixodidae (ANDREOTTI; GARCIA;
KOLLER, 2019; MARTINS et al., 2019).

Dentre os géneros de ixodideos encontrados no pais, a espécie
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, popularmente conhecida como carrapato dos
bovinos, € considerada um dos principais parasitos da bovinocultura, em vista de
seu potencial impacto econémico, seja ocasionando perdas diretas ou indiretas para

o setor agropecuario (BRASIL, 2020a).

Por sua relevancia, buscam-se maneiras mais efetivas para o controle do R.
microplus, visto que atualmente a principal estratégia para controle baseia-se no uso
de acaricidas quimicos (organofosforados, piretroides amidinas, fenilpirazoles,
lactonas macrociclicas e benzoilfenilureia). Entretanto, decorrente do uso
indiscriminado houve o favorecimento para acelerar o surgimento de populacdes de
carrapatos resistentes a muitas bases quimicas no Brasil (YESSINOU et al., 2016b;
ANDREOTTI; GARCIA; KOLLER, 2019).

Sob esta perspectiva, métodos de controle inovadores tem ganhado
destaque, como por exemplo, vacinas, controle biolégico utilizando Bacillus
thuringiensis - BT, fungos e nematoides entomopatogénicos, modificadores de
crescimento, animais transgénicos, compostos vegetais, e preparados homeopaticos
(de la FUENTE; ESTRADA-PENA, 2019; FEDER et al. 2019; BRASIL, 2020).

A utilizacdo de extratos vegetais na formulagdo de bioinseticidas € uma
inovagcdo que vem sendo estudada e varias pesquisas tem demonstrado atividade

acaricida presentes em diversas espécies, como por exemplo, a utilizacdo do oleo
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essencial de Syzygium aromaticum, hidrolato e composto majoritario isolado
(Eugenol), cuja atividade acaricida sobre estadios do carrapato R. microplus ja foi
demonstrada (FERREIRA et al., 2018). Bem como o uso do éleo essencial, extratos
e formulagdes de diversas espécies do género Croton (C. sphaerogynus (RIGHI et
al.,2013); C. conduplicatus Kunth, C. pulegiodorus Baill., C. growioides
Baill.(CASTRO et al.,2019)) demonstraram potencial acado carrapaticida sobre
diferentes estadios de R. microplus e agao dos extratos hidroalcodlicos de C.

heliotropiifolius sobre Dermacentor nitens (TENORIO, 2017).

Todavia, para a extracdo dos Oleos essenciais sao necessarias grandes
quantidades de biomassa o que muitas vezes requer o desenvolvimento da cadeia
produtiva da espécie, que pode ser oneroso e inviabilizar o uso dos O.E.. Com
intuito de minimizar isso, e aperfeigoar o aproveitamento de biomassa, ao associar
técnicas de manejo e metodologias afins, tais como, associar a extragdo do 6leo
essencial ao preparo de ultra diluicbes pode ser inovador e viavel. Estudos tém
demonstrado que preparados homeopaticos de extratos vegetais apresentam

resultados satisfatérios no controle de carrapatos (AURNHEIMER et al., 2012).

A partir do que foi exposto sentiu-se crescente demanda referente ao
controle de carrapatos com métodos sustentaveis e inovadores, de custo reduzido e
baixo impacto ambiental. Nesta perspectiva, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a atividade acaricida in vitro dos oleos essenciais de Cravo da india
(Syzygium aromaticum) e Cassutinga (Croton argyrophyllus), e de suas ultradiluicbes
com principios homeopaticos em diferentes poténcias para o controle de R.

microplus.
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2 JUSTIFICATIVA

O carrapato Rhipicephalus microplus, caracteriza-se por ser um ectoparasito
de ampla distribuicdo geografica afetando rebanhos bovinos de leite e corte,

ocasionando perdas aos pecuaristas.

Dentre as perdas diretas podem ser citadas aquelas relacionadas ao
hospedeiro, como a espoliagdo sanguinea levando a anemia, perda de nutrientes e
reducao de apetite, reduzindo assim a produtividade do animal. Como danos
indiretos tem-se a transmissdo de patdgenos (protozoarios Babesia spp., € a
rickettsia Anaplasma marginale) do complexo da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB),
que além de ocasionar severas consequéncias no desenvolvimento do animal
podem ocasionar morte em poucos dias (Le GALL; KLAFKE; TORRES, 2018).

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa calcula em R$ 9
bilhbes por ano os prejuizos causados por este ectoparasito, estando incluso neste
valor custos com medicagdes, perda de peso e morte de animais decorrentes da
TPB. Infelizmente ha previsdo de que essas perdas aumentem em decorréncia da
crescente resisténcia aos acaricidas quimicos disponiveis, que sao utilizados como
forma de eleicdo para o controle dos carrapatos (ANDREOTTI; GARCIA; KOLLER,
2019).

O descarte do leite devido a presenca de residuos de produtos quimicos
utilizados no combate ao carrapato € corriqueiro, proporcionando ainda mais
prejuizos ao produtor. Tendo em vista a prospecgao do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento - MAPA que projeta um crescimento na produgao de leite
passando de 35,4 bilhdes de litros em 2020 para valores proximos de 47,7 bilhdes
de litros em 2030, atrelado a decisdo da China pela importagcéo de queijo do Brasil, é
de interesse dos produtores formas alternativas de controle que permitam um menor

periodo de caréncia para comercializagao do leite (BRASIL, 2020Db).

Neste contexto, a utilizagdo de compostos vegetais como os Oleos

essenciais e dinamizagdes e formulagdes desses sdo metodologias inovadoras que
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vém sendo estudadas para elaboragao de biopesticidas. O uso de compostos
obtidos de plantas no controle de parasitos pode servir como ferramenta terapéutica,
tendo em vista que s&o obtidos por meio de recursos renovaveis, sao rapidamente
degradaveis, sem custos elevados e que permitem ampla chance de utilizagéo
(LAPA et al., 2004; FERREIRA et.al., 2018).

O uso de produtos homeopaticos promove diminuicdo no nivel das
infestacdes ao invés de erradicar os parasitos, sendo essa caracteristica importante
para manter o equilibrio imunolégico frente aos patdgenos transmitidos por R.
microplus, evitando surtos nos rebanhos, além de ganhos na producéo de carne e
leite (ANDRADE e CASALLI, 2011; MORAIS, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade acaricida in vitro dos éleos essenciais de Cravo da india
(Syzygium aromaticum) e Cassutinga (Crofon argyrophyllus), e de suas ultras

diluicdes em diferentes dinamizag¢des para o controle de Rhipicephalus microplus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho objetivaram:
e Avaliar a agao acaricida in vitro de diferentes concentra¢gdes dos O6leos
essenciais das plantas S. aromaticum e C. argyrophyllus sobre larvas
e fémeas ingurgitadas de R. microplus.
e Verificar a acédo acaricida in vitro de diferentes dinamizag¢des das ultras
diluicbes dos O6leos essenciais das plantas S. aromaticum e C.

argyrophyllus sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 CARRAPATO Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Popularmente conhecido como “carrapato dos bovinos”, R. microplus
distribui-se mundialmente estando presente em areas tropicais e subtropicais
(MATHISON e PRITT, 2014). E considerado um dos principais ectoparasitos da
bovinocultura, pois em altas cargas parasitarias diminui consideravelmente a
producao de leite e carne, causando elevadas perdas econémicas (GRISI et al.,
2014)

Inicialmente classificado como Boophilus microplus (CANESTRINI, 1888 in
GUGLIELMONE; PETNEY; ROBBINS, 2020), e reclassificado por Murrel e Barker
(2003). De acordo com o National Center for Biotechnology Information (NCBI) este
parasito pertence ao Reino Metazoa, Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse
Acari, Superordem Parasitiformes, Ordem Ixodida, Superfamilia Ixodoidea, Familia
Ixodidae, Subfamilia Rhipicephalinae, Género Rhipicephalus, Subgénero Boophilus,

Espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus (NCBI: txid6941).

4.1.1 Caracteristicas morfologicas

Dentre as caracteristicas morfolégicas de R. microplus destaca-se a
presenca de olhos, auséncia de festdes e sulcos anais, em seu pequeno corpo ha
estigmas arredondados ou ovais e apresenta escudo ndo ornamentado. O aparelho
bucal (gnatossoma ou capitulo) possui formato hexagonal, sendo este aparelho
constituido por base do capitulo com rostro (hipostdbmio + queliceras) e palpos
curtos. O hipostdmio é mais longo do que os palpos e o ultimo segmento dos palpos
faz uma aba na jungdo com o segundo segmento (Figura 1) (AHID, 2010;
MONTEIRO, 2017).
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queliceras

palpos

hipostomio

Figura 1: Representacao do aparelho bucal hexagonal de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus contendo queliceras, palpos e hipostémio.

Fonte: Adaptado de MONTEIRO, 2017

Estruturalmente, as larvas de R. microplus apresentam trés pares de patas
enquanto que ninfas e adultos apresentam quatro pares de patas. Ha dimorfismo
sexual evidente, no qual, o carrapato macho possui escudo dorsal completo, dois
pares de placas adanais, além de uma proeminéncia em ponta aguda, também
denominada prolongamento caudal. As fémeas possuem escudo dorsal incompleto,
sao maiores do que os machos e, quando ingurgitadas, tendem a aumentar sua
dimensao corporal consideravelmente (AHID, 2010; MONTEIRO, 2017).

4.1.2 Ciclo Biolégico
Este ixodideo apresenta predilecdo em parasitar bovinos e é uma espécie de
ciclo de vida classificado como monoxeno, ou seja, para que ocorra O seu
desenvolvimento todos os trés estagios (larva, ninfa e adulto) alimentam-se e
realizam as mudas em apenas um hospedeiro, sendo assim, R. microplus infesta
diretamente seu hospedeiro definitivo (HD) sem necessitar de um hospedeiro

intermediario (HI).
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O ciclo bioldgico pode ser dividido em duas fases, a fase parasitaria que tem
inicio quando as larvas infestantes fixam-se no hospedeiro, se alimentam e mudam
para ninfa que apds a alimentagao sofrem a ecdise para adultos (machos e fémeas),
esses entdo realizam a cépula e apos a fecundagdo as fémeas se ingurgitam
completamente de sangue e se desprendem do corpo do bovino, os machos podem
permanecer nos hospedeiros e copular com outras fémeas. A outra fase, é
denominada ndo parasitaria ou de vida livre que se inicia com a queda das fémeas
ingurgitadas (teledginas) na pastagem, onde metabolizam o sangue e iniciam a
oviposigao, sendo a postura em média de 3000 ovos por fémea. Apds o periodo de
incubagédo, desses ovos eclodem as larvas, que apds o enrijecimento da cuticula se
tornam infestantes e aptas para iniciar um novo ciclo parasitario (Figura 2)
(ANDREOTTI; GARCIA; KOLLER, 2019).
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Figura 2 : Representacdo do Ciclo biolégico de Rhipicephalus microplus,
ilustrando a fase de vida livre e a fase de vida parasitaria.

Fonte: Adaptado de ANDREOTTI; GARCIA; KOLLER, 2019 Fotos: Vinicius da
Silva Rodrigues



23

4.1.3 Controle

O controle desse ectoparasito € um desafio consideravel para pecuaristas,
pesquisadores e demais interessados. Estima-se que apenas 5% da populagao de
R. microplus encontra-se parasitando os bovinos (CAMPOS et al., 2008), o que
dificulta o combate visto que a maior parte das agdes mitigatdrias sdo destinadas a
fase parasitaria (ANDREOTTI; GARCIA; KOLLER, 2019), demonstrando a
importancia de estudos para desenvolvimento de formas para controle das formas
nao parasitarias ou metodologias que contribuam para a quebra do ciclo em ambas

as fases.

As ferramentas para controle do carrapato podem englobar as técnicas de
manejo, o uso de tratamentos em periodos especificos (controle estratégico), os
métodos inovadores como o uso de fungos e nematoides entomopatogénicos
(NEPs), vacinas, toxina Bacillus thuringiensis - BT, e metabdlitos de plantas (FEDER
et al. 2019; de la FUENTE; ESTRADA-PENA, 2019) ou ainda a utilizagdo de
férmulas sintéticas como organofosforados, carbamatos, amidinas, piretroides,
fenilpirazoles, lactonas macrociclicas e benzoilfenilureias (MENDES et al., 2013;

YESSINOU et al., 2016b), sendo as formulas sintéticas as ferramentas mais utilizadas.

Dentre os métodos de controle biolégico podem-se citar alguns organismos
que possuem capacidade de ocasionar patogenia sobre um hospedeiro, ditos
entomopatogénicos, os quais tem sido aplicados sobre R. microplus. As espécies de
fungos Metarhizium anisopliae s.|. e Beauveria bassiana (CAMARGO et al., 2016;
PERINOTTO et al., 2017; SANTI et al., 2018), assim como os NEPs do género
Heterorhabditis (MONTEIRO, 2014) tem potencial aplicagdo sobre este ixodideo.

Referente ao uso das vacinas, a TickGard® (retirada do mercado em 2010)
e a Gavac® (cubana), elaboradas a partir da Bm86, uma proteina da membrana
intestinal de R. microplus apresentaram eficiéncia estimada em 50% no Brasil,
visando a otimizagdo de resultados, utilizando a mesma proteina, entretanto uma
técnica que difere da utilizada nas outras vacinas elaboradas a partir da Bm86, a
SBm7462® desenvolvida na Universidade Federal de Vigosa mostrou resultados

positivos em testes preliminares de imunoprotecao tendo eficiéncia >80%. Diversos
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grupos de pesquisa tem identificado potenciais candidatos a antigenos vacinais, com
iSsO, espera-se que em breve outras vacinas estejam disponiveis comercialmente
(SCHETTERS et al., 2016; CUNHA et al., 2019; de la FUENTE; ESTRADA-PENA,
2019; GIACHETTO, 2019)

A bactéria Gram positiva B. thuringiensis é capaz de produzir Cry, Cyt, Vip, e
S- camada, essas proteinas desempenham diversas atividades bioldgicas
(inseticida, acaricida, entre outras) com diferentes modos de acdo. Em estudos
Fernandez — Ruvalcada et al.,, (2010) demonstram atividade acaricida de B.
thuringiensis sobre estirpes de R. microplus resistentes a organofosforados,
piretréides e amidinas, onde o percentual de mortalidade varia de 60,37 — 95,8%.
Lormendez e colaboradores (2019), ao empregar a proteina de camada S da estirpe
GP543 de B. thuringiensis em fémeas de R. microplus obtém uma taxa de

mortalidade de 75% e inibicao da eclosao dos ovos de 80 - 92%.

Os metabodlitos de plantas sdo amplamente utilizados em diversas
apresentacdes, seja como Oleo essencial, hidrolato, extratos hidroetandlicos,
compostos isolados, diversas formulagdes e as ultradiluicbes com principios
homeopaticos. Resultados promissores foram alcancados em estudos que buscam
elucidar seus potenciais usos para controle de R. microplus (ALVAREZ et al., 2008;
AURNHEIMER et al., 2012; FERREIRA et.al., 2018)

Dentre as formulacdes acaricidas a base de plantas no mercado, tem-se o
NeemAzal, que é formulado a partir de Azadirachta indica contendo azadiractina,
salanina e nimbina utilizadas contra carrapatos, acaros, piolhos, pulgas e insetos
(LIMA de SOUZA et al., 2017), Anozom formulado de Annona squamosa e possui
como composto bioativo contra carrapatos, acaros e sarna o squamocin (JAIN;
SATAPATHY; PANDEY, 2020).

4.1.4 Resisténcia aos acaricidas sintéticos
O controle quimico é amplamente utilizado em todo o mundo ainda que haja
ressalvas no que se diz respeito a preocupacao publica em termos de residuos na

carne e no leite e a poluicdo ambiental (SHOWLER, 2017). Como resultado do uso
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frequente e de forma indiscriminada ao longo dos anos, houve a potencializagao do
surgimento de parasitos resistentes aos carrapaticidas quimicos, tendo em vista o

numero restrito de formulagdes eficazes disponiveis comercialmente.

Populagdes de ixodideos resistentes ou com multipla resisténcia a bases
carrapaticidas foram identificadas no Brasil, a Figura 3 ilustra a resisténcia
acumulada para organofosforados (OF), piretroides sintéticos (SP), amidinas (AM),
lactonas macrociclicas (LM), fipronil, fluazuron, associa¢des entre organofosforados
e piretroides (OF+SP) e amidinas e organofosforados (AM+OF).

Distribuicao da resisténcia aos acaricidas em
Rhipicephalus (B.) microplus no Brasil

Cada cor indica o numero de
classes acaricidas onde a
resisténcia foi relatada em
cadaestado:

1 classe { ou P ou AM)

2 cdasses (PeAMou P + OF)
Jddasses (Pe AM e P<OF)
4 classes (P e AM. ou OF ou LM ou SP-0OF)

S classes (OF, P, AM, Fiprond, P+OF)

6 classes (OF, P, AM, LM, Fiprondl, P+OF)

8 classes (OF, P AM. LM Fipronl
Fluazuron e assodagbes P-OF ¢ AM-0F)

Figura 3: Distribuicdo da resisténcia aos acaricidas em Rhipicephalus microplus no
Brasil
Fonte: Adaptado de HIGA et al., 2015.

Klafke et. al (2017) relatam que populagdes na regido sul do pais foram
resistentes a cipermetrina, amitraz, clorpirifés (organofosforado), ivermectina e
fipronil, algumas estirpes utilizadas apresentaram multipla resisténcia a pelo menos
trés classes e Vi das populagdes foi resistente as cinco bases quimicas
supracitadas, sendo estes resultados alarmantes, considerando que nio existem
novas drogas com um novo modo de agao disponivel no mercado para controlar

carrapatos multirresistentes.
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A resisténcia desencadeada ao longo do tempo pode estar atrelada a fatores
genéticos, potencialmente pela transmissado de alelos de resisténcia as geragdes
subsequentes de parasitos, que tornam-se menos susceptiveis aos produtos
quimicos corriqueiramente utilizados (JAIN; SATAPATHY; PANDEY, 2020),
exemplificando este fato, na figura 4, da esquerda para a direita tem-se uma
populacao de individuos susceptiveis (azuis) a um tratamento no inicio do processo
de selecdo quimica da populagao de carrapatos, demonstrando eficacia do produto
sobre estes. Ao decorrer de exposi¢cdes das geragdes futuras ao mesmo tratamento
ocorre a selegao (eliminacdo dos azuis) e o aumento da frequéncia de individuos

resistentes (marrons), até a falha total de eficacia.
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Figura 4: Individuos susceptiveis (azuis) para um produto no inicio (esquerda) do
processo de selecdo quimica da populacao de carrapatos. Posteriormente ocorrendo
a selegdo (eliminacdo dos azuis) e o aumento da frequéncia de individuos

resistentes (marrons), até a falha total de eficacia (direita).

Fonte: BRASIL (MAPA), 2020.
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5 PLANTAS MEDICINAIS

O emprego de plantas medicinais € descrito como um recurso terapéutico
popular desde a antiguidade para o tratamento de enfermidades humanas e
veterinarias (BATISTA et al., 2017). As substancias bioativas com intuito de defesa
contra micro-organismos, insetos e herbivoros que muitas dessas plantas
apresentam sao resultantes da metabolizagdo de compostos organicos
(CASANOVA; COSTA, 2017).

5.1 METABOLISMO VEGETAL

Para que haja o crescimento e desenvolvimento da planta ocorrem os mais
diversos e complexos processos bioquimicos em seu interior, os quais juntos
compdem o metabolismo vegetal, o qual pode ser dividido em geral ou primario e
metabolismo secundario, sendo o primario responsavel pelas macromoléculas
essenciais ao crescimento, desenvolvimento, reproducdo e sao utilizadas como

percursoras dos metabdlitos secundarios (ALMEIDA, 2017).

O metabolismo secundario € o responsavel pela producao de substancias
bioativas para interagcdo da planta com o meio ambiente, podendo ocasionar a
atracao de polinizadores, mecanismos de defesa contra predadores, entre outras
reacoes. Este metabolismo por sua vez possui importancia comercial em diversas
areas, com énfase a fitoterapia, nutracéutica e aplicagdes industriais na area da
saude publica (CASANOVA; COSTA, 2017).

5.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os odleos essenciais (O.E.) podem ser definidos como produtos volateis de
origem vegetal, os quais se apresentam de maneira isolada ou misturados. Podendo
ser obtidos por processos fisicos através de diversos protocolos de extracdo, por
exemplo, a destilagdo por arraste com vapor de agua, as técnicas de
hidrodestilagdo, a agitacdo solido-liquido, a extragcdo de fluido pressurizado, a
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extragao ultrassOnica ou outro método adequado (ANVISA, 2007a; COSTA et al.,
2015).

Estes produtos volateis de origem vegetal podem ser submetidos a
tratamento fisico desde que esses tratamentos nao resultem em quaisquer
alteragdes significativas na sua composigao. Tendo isso em vista, os mesmos podem
sofrer modificagdes através dos processos de filtracdo, decantacéo e centrifugagéo,
por exemplo (ISO, 2013).

A composigdo desses Oleos essenciais pode ser diversificada, podendo
possuir em média de 20 a 60 constituintes em concentragdes variaveis, sendo que,
apenas dois ou trés componentes (apresentando um percentual de 20 - 70%),
chamados de compostos majoritarios (BAKKALI et al., 2008). Algumas substancias
bioativas presentes em diversos espécimes possuem potencial agao carrapaticida.
Em estudos conduzidos por Castro et al. (2018), com os O.E.s de Mesosphaerum
suaveolens, Ocimum gratissimum e Alpinia zerumbet demonstrou-se que os trés

obtiveram alta eficacia sobre teledginas de R. microplus.

Dentre algumas classes a que pertencem os compostos presentes nos
Oleos, destacam-se os terpenoides e os fenilpropandides (SALMAN et al., 2020).
Ainda de acordo com os mesmos autores, a quantidade, a presenca e/ou auséncia
de algum constituinte nos 6leos essenciais pode estar relacionada a fatores como,
por exemplo, local de ocorréncia do espécime, estacdo do ano, horario de colheita,

estagio de desenvolvimento da planta e método utilizado para extragao.

5.3 ULTRADILUIGOES COM PRINCIPIOS HOMEOPATICOS

. No Brasil, a partir do ano de 2000, a Homeopatia foi reconhecida como
especialidade pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria (BRASIL, 2006), e ao
longo do tempo tem contribuido em diversos trabalhos elaborados com vistas ao
tratamento das patologias animais. A terapéutica homeopatica baseia-se em quatro
principios fundamentais, sendo estes a Lei da semelhanca, a Experimentagcdo no

individuo sadio, o Remédio unico, o Simillimum e a Dose minima (TEIXEIRA, 2010)..
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As ultradiluicdes também denominadas como diluicdo ultra molecular ou
ultra high dilution (UHD) s&o obtidas a partir de um ativo, por exemplo, o dleo
essencial o qual € diluido sucessivamente em um insumo inerte em proporg¢ao
definida e constante, sendo submetido a alguma forma de agitagdo ritmada com
finalidade preventiva ou curativa a serem administradas conforme a terapéutica
homeopatica (ANVISA, 2007b; BRASIL, 2019).

De acordo com estudos prévios, tratamentos com produtos formulados com
os principios da homeopatia, ndo ocasionam a erradicagdo da populagcdo de
parasitos, porém, diminuem as infestagdes em numero significante, ndo prejudiciais
a saude do hospedeiro além de promover ganhos na produgao, visto que ndo deixa
residuos toxicos na carne e leite (ANDRADE e CASALI, 2011; MORAIS, 2014).

Por exemplo, em dinamizacdo homeopatica, na sexta centesimal
hahnnemaniana (6 CH), extratos de principios ativos da planta medicinal arruda
(Ruta graveolens) foram utilizados com sucesso no controle do numero de
telebgenas de R. microplus, atingindo 81,81% de controle de eclodibilidade dos
ovos, 0 que torna o produto aceito para comercializagdo, de acordo com as normas
dos Orgéos Governamentais (AURNHEIMER et al., 2012).

5.4  Syzygium aromaticum (CRAVO DA iNDIA)

Syzygium aromaticum (L.) Merr & LM Perry, popularmente denominado
craveiro- da- india € uma arvore que pode alcancar 12 metros de altura, tem folhas
grandes e ovais e possui um ciclo de vida longo, ou seja, perene pertencente a
familia Myrtaceae, sendo uma das espécies do género Syzygium cultivadas para
finalidades comerciais e as regides Sul e Baixo Sul da Bahia destacam-se na
produgao dessa especiaria, tornando a Bahia um dos estados com a maior produgao
no Brasil (FROHLICH et al., 2018). Na figura 3 pode ser visualizada a arvore (a),
folhas (b), frutos (c) e botdes florais secos (d) de S. aromaticum (AFFONSO et al.,
2012; SOH;PARNELL, 2015; GOMES et al., 2018; SANTOLIN, 2019).
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Figura 5: Representacdo de Syzygium aromaticum (L.) Merr & LM Perry, fotos da
arvore (a), folhas (b), frutos (c) e botdes florais secos (d)
Fonte: Adaptado de AFFONSO, 2012 Fotos: Raphael da Silva Affonso

O dleo essencial extraido de S. aromaticum pode ser obtido de suas folhas,
talos, botdes aromaticos e raizes, onde o sabor, aroma e a caracterizagdo quimica
de cada d6leo podem ser afetados de acordo com a parte da planta empregada,
todavia, em todos ha quantidades significativas de eugenol. Foram descritos como
outros constituintes majoritarios de seus 6leos essenciais, acetato de eugenol, B-
cariofileno, a-humuleno. Dentre as atividades farmacolégicas que o O.E. possui,
destacam se os efeitos antibacteriano, nematicida, acaricida, herbicida, inseticida,
carrapaticida, entre outras (KASAI; SHIRAO; IKEGAMI-KAWAI, 2015; KAUR;
KAUSHAL, 2019).

A potencial atividade carrapaticida foi demonstrada por diversos
pesquisadores em diferentes bioensaios com concentragdes e formulagdes variadas
(ALVAREZ et al., 2008; MONTEIRO et al, 2012; SANTOS et al., 2012; FERREIRA et
al., 2018) podendo citar, por exemplo os resultados de Coélho et al. (2019) que em

estudos com formulagbes a 2% de S. aromaticum aplicadas sobre teledginas de R.
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microplus alcangcaram percentual de mortalidade de 100% e 97,09% de atividade
ovariostatica. Yessinou e colaboradores (2016a) aplicando o O.E. na concentragéao
de 10mg/ml obtiveram 90,3% de mortalidade de teledginas e 100% de reducéo da

eclodibilidade.

5.5  Croton argyrophyllus (CASSUTINGA)

Croton argyrophyllus Kunth, popularmente denominada como cassutinga,
cassetinga, casatinga-branca, velame, marmeleiro branco, dentre outras sinonimias
pertencente a familia Euphorbiaceae e ao género Crofon, € uma espécie arbustiva
podendo chegar a cinco metros de altura, facilmente identificada a campo em
decorréncia da coloragdo prateada na face inferior (abaxial) de suas folhas, sendo
endémica do Nordeste do Brasil (CRUZ, 2016; BRITO et al., 2018).

Em estudo realizado por Brito et al. (2018) que tinha por objetivo auxiliar na
caracterizagao fitoquimica de duas espécies do género Croton, foram identificados
na composicao volatii do O.E. de C. argyrophyllus 51 componentes, sendo os
sesquiterpenos biciclogermacreno, espathulenol, cariofileno e o monoterpeno -
pineno identificados como constituintes majoritarios. C. argyrophyllus possui
propriedades inseticidas, antimicrobianas, antioxidantes, bem como atividade
leishmanicida e atividade larvicida sobre Aedes aegypti (CRUZ, 2016; CRUZ et al.,
2017; SOUTO et al.,2020).

Nao foi verificada na literatura corrente trabalhos com C. argyrophyllus sobre
carrapatos, no entanto, outras espécies do género Croton sdo conhecidas por
conterem alguns compostos inseticidas e acaricidas, dentre eles destacam-se as
catequinas, galocatequinas, diterpenos e o0s sesquiterpenos. Dentre suas
aplicacoes, diversas espécies demonstraram potencial agdo carrapaticida sobre
diferentes estadios de R. microplus (C. sphaerogynus (RIGHI et al.,2013); C.
conduplicatus Kunth, C. pulegiodorus Baill.,C. growioides Baill.(CASTRO et
al.,2019)).Tendrio et al. (2017) demonstram efeito de C. heliotropiifolius
sobre Dermacentor nitens, Essa espécie de Croton possui dentre seus

componentes majoritarios limoneno, a-pineno e cariofileno.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 CONSIDERAGCOES ETICAS

Para realizagao da coleta das teledginas e dos bioensaios utilizando larvas e
fémeas ingurgitadas de R. microplus este projeto foi submetido & Comissao de Etica
na Utilizacdo de Animais — CEUA da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia
(UFRB), e aprovado sob numero de protocolo 23007.009601/2018-51.

6.2 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais utilizados foram extraidos no Bloco de Laboratérios “L”,
no laboratorio de Fitoquimica da UFRB, seguindo a metodologia utilizada por
Simdes et al. (2003), através do processo de hidrodestilagcdo, por meio de
arraste pelo vapor d’agua, utilizando o aparelho Clevenger até obtencdo dos o6leos
essenciais, os quais foram recolhidos e acondicionados em frascos de vidro em

geladeira.

As matérias primas utilizadas para obtencao dos 6leos essenciais utilizados
neste trabalho foram as inflorescéncias secas de S. aromaticum e as partes aéreas

(folhas e flores) para extracdo do O.E. de C. argyrophyllus.

6.3 ELABORACAO DOS PREPARADOS A PARTIR DE TECNICAS
HOMEOPATICAS

Os preparados diluidos dos 6leos essenciais utilizados no presente trabalho
foram elaborados no laboratério M1 de Olericultura do Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Biologicas (CCAAB) da UFRB a partir de técnicas que utilizam
principios homeopaticos. O procedimento do preparo utilizou o método Centesimal
Hahnemanniano (CH), de acordo a recomendagdes da Farmacopeia Homeopatica
Brasileira (2011) e as poténcias dos preparados obtidos foram 6CH, 12CH e 30CH.
O processo de sucussao foi realizado no dinamizador tipo bragco mecanico modelo
DENISE 10-50 (AUTIC).



33

6.4 OBTENGAO DOS CARRAPATOS E LOCAL DE REALIZAGAO DOS
EXPERIMENTOS

Para realizagdo dos bioensaios as fémeas ingurgitadas ou teledginas de R.
microplus foram obtidas através de infestacdo natural em bovinos mantidos na
Fazenda Experimental da UFRB, sem contato prévio com carrapaticidas quimicos
por no minimo 40 dias. As fémeas ingurgitadas foram coletadas e levadas ao
Laboratorio de Parasitologia e Doengas Parasitarias (LPDP) do Hospital
Universitario de Medicina Veterinaria (HUMV) da UFRB, lavadas em agua corrente,
imersas em solugao de hipoclorito de sodio a 1% para assepsia da cuticula e secas

em papel toalha.

Algumas destas fémeas permaneceram acondicionadas em placas de Petri
e mantidas em camara climatizada com temperatura de 27 + 1 °C e umidade
relativa = 80% para a obtencao de ovos e larvas que foram utilizadas para o teste
de pacote de larvas (LPT — Larval Packet Test); enquanto outras foram divididas em
grupos com peso homogéneo e submetidas aos tratamentos pertinentes (Teste de

imersao de fémeas (AIT - Adult Immersion Test)).

O experimento foi realizado no LPDP onde as larvas e teledginas foram
expostas aos tratamentos. Para a manutencéo da ovipostura das teledginas, ecloséo
dos ovos e crescimento das larvas foi utilizada uma estufa incubadora BOD
(Biochemical Oxygen Demand — Demanda Bioquimica de Oxigénio), originalmente
concebida para incubar testes de longa duragéo, existente no Laboratério “M1” de
Olericultura do CCAAB da UFRB.

6.5 TESTE DE PACOTE DE LARVAS (LPT)

Para a realizagcao do LPT utilizou-se a metodologia adaptada por Monteiro et
al. (2012), onde aproximadamente 100 larvas de R. microplus foram colocadas em
cada envelope de papel filtro medindo 6 x 6 cm, fechados com pregadores (binder
clips), e impregnados com os tratamentos, os quais consistiram em éleos essenciais
na concentracdo de 20mg/mL emulsificados com Tween 20 a 20mg/mL tendo como

veiculo agua destilada, os preparados desses Oleos essenciais diluidos nas
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poténcias 6 CH, 12 CH e 30 CH, além dos dois grupos controles sendo um agua

destilada e Tween 20 a 20mg/mL e o outro alcool 70°, totalizando dez grupos.

Ap0Os a aplicagao os pacotes de larvas foram mantidos em estufa incubadora
BOD climatizada a 27+ 1°C com umidade relativa superior a 80%. A leitura sucedeu-
se 24 horas apds a impregnagao e teve como objetivo contabilizar as larvas vivas e
mortas, a contagem foi realizada manualmente. Cada grupo avaliado continha seis

envelopes, ou seja, seis unidades experimentais para cada tratamento determinado.

6.6 TESTE DE IMERSAO DE FEMEAS (AIT)

Para a realizagédo do AIT utilizou-se uma adaptagdo da metodologia descrita
por Drummund et al. (1973), onde apds a separagdo em grupos contendo 8 fémeas
realizou-se a pesagem dessas teledginas, as quais foram imersas por cinco minutos
nos tratamentos, posteriormente retiradas, colocadas sob um papel absorvente para
retirar o excesso de liquido (a) e entdo acondicionadas em placas de Petri, onde
foram numeradas em sentido horario e permaneceram fixadas dorsalmente com
esparadrapo (b) (Figura 6). Apoés a fixacdo elas foram mantidas em estufa
climatizada a 27+ 1°C com umidade relativa superior a 80%, durante o periodo da

OVOpOSic¢ao.

Figura 6: Representagcédo da imerséao de teledginas de R. microplus nos tratamentos
(a) e retirada de excesso de liquido, acondicionamento, numeragéo e fixagdo das
teledginas em placas de Petri (b).

Fonte: Acervo pessoal, 2019.
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Os tratamentos consistiram em 6leos essenciais nas concentracbes de 80
mg/mL e 40 mg/mL emulsificados com Tween 20 a 20 mg/mL tendo como veiculo
agua destilada, os preparados desses 6leos diluidos nas poténcias 6 CH, 12 CH e
30 CH, além de trés grupos controles, um composto por agua destilada e Tween 20
a 20 mg/mL, um contendo agua destilada a outro contendo apenas alcool 70°,
sendo os dois ultimos grupos citados utilizados como controle para os preparados

ultra diluidos dos dleos, totalizando treze grupos.

A partir do inicio da postura foi feito acompanhamento periédico das
teledginas dos treze tratamentos avaliados, sendo verificado o peso da massa de
ovos de cada fémea até findar a ovoposicdo. Os ovos de cada fémea foram
alocados em frascos de vidro vedados com algodéao hidrofilico (sendo estes frascos
identificados com o numero da fémea e a qual tratamento pertencia) e
posteriormente foi avaliado percentual de eclosdo das larvas por meio da

visualizacdo em microscopio estereoscopio.

Todos os dados obtidos (média e desvio padrao do peso inicial das fémeas
ingurgitadas (g), peso da massa de ovos (g), indice de producao de ovos (IPO%) e
percentual de eclosdo de larvas (%) foram aplicados nas férmulas descritas por

Drummund et al. (1973), para obteng¢ao do Percentual de Controle.

O indice de produgéao de ovos (%IPO) foi obtido de acordo com a equagéo:

peso da massa de ovos (g)

9 =
%IPO peso inicial das fémeas ingurgitadas (g)

x 100

O percentual de controle dos tratamentos foi calculado através das equacoes:

Reproducao Estimada (RE)

_ peso da massa de ovos (g)
" peso inicial das fémeas ingurgitadas (g)

X percentual de eclosdo x 20.000

Percentual de Controle (%C)

%C _ (RE grupo controle — RE grupo tratado) X

RE grupo controle 100
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6.7 ANALISES ESTATISTICAS

Com o software Instat 3.0 analisou-se os dados e as médias dos
tratamentos foram comparadas segundo a analise de variancia (ANOVA) que levou
em consideragdo 5% de significancia (p = 0,05), seguida pelo teste de Tukey, com
excegao dos casos de dados ndo paramétricos que foram analisados pelo teste de

Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na realizag&do dos bioensaios referentes ao LPT, o percentual de mortalidade
das larvas tratadas com oleos essenciais de S. aromaticum e C. argyrophyllus na
concentracédo de 20 mg/mL foram de 100 e 6,66%, respectivamente. O grupo

controle H20 + Tween 20 obteve percentual de mortalidade de 1,45% (Tabela 1).

Nos grupos tratados com as ultradiluicbes com principios homeopaticos,
apenas S. aromaticum na dinamizagcdo 6CH apresentou atividade acaricida
alcangando 100% de mortalidade, os demais grupos acarretaram baixos niveis de
mortalidade, bem como as ultradiluigcbes de C. argyrophyllus nas dinamizagdes 6CH,
12CH e 30CH (Tabela 1).

Tabela 1 - Média + Desvio padrdo do percentual de mortalidade de larvas (%) de Rhipicephalus
microplus tratadas com diferentes concentragfes dos 6leos essenciais e ultradiluigbes com principios
homeopéticos de Syzygium aromaticum e Croton argyrophyllus em Teste do Pacote de Larvas

Mortalidade de larvas (%)

Controle H20 + Tween 1,45+ 0,01a
Controle Alcool 70% 2,72 +0,03a
Syzygium aromaticum 20 mg/mL 100 £ Oc
Croton argyrophyllus 20 mg/mL 6,66 = 0,04ab
Syzygium aromaticum 6CH 100 £ Oc
Syzygium aromaticum 12CH 9,40 £ 0,05b
Syzygium aromaticum 30CH 3,21 £ 0,03a
Croton argyrophyllus 6CH 2,48 + 0,04a
Croton argyrophyllus 12CH 9,97 £ 0,04b
Croton argyrophyllus 30CH 0,49 £ 0,01a

(*) Letra igual minascula na mesma coluna indica que ndo houve diferenca significativa a 5% de
significancia (p = 0,05).

O LTP é um teste extremamente relevante para averiguar a agao acaricida
sobre carrapatos, sendo indicado como teste preliminar ou de triagem (MONTEIRO
et al, 2012). Os resultados obtidos para as larvas tratadas com o 6leo essencial de
S. aromaticum na concentragao de 20 mg/mL (100%) obteve o mesmo resultado que
Ferreira et al. (2018) encontrou em larvas tratadas com O.E. diluido em solugdes
hidroetandlicas nas concentragdes de 5,10 e 20 mg/mL e em formula¢des contendo

O.E. nas concentracdes de 5,10 e 20 mg/mL.
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Referente aos resultados obtidos nas ultradiluicbes com principios
homeopaticos do O.E. de S. aromaticum em diferentes dinamiza¢des nas avaliacdes
efetuadas 24 horas apo6s a aplicagao dos tratamentos, foi verificada agao acaricida
significativa na diluicdo 6CH, podendo estar atrelada a capacidade dessa diluicao
conseguir preservar suas propriedades filoterapicas quando em contato com as
larvas do parasito. O O. E. ultradiluido na dinamizagdo 6CH, provavelmente,
proporcionou poténcia na substancia medicinal adequada, portanto, resultou em um
efeito biolégico demonstrando eficiéncia da potencia com o ser vivo em estudo,
validando-se por meio da inibigcdo e/ou quebra do ciclo de vida, visto que as larvas
estdo presentes em ambas as fases do ciclo de vida o mesmo teria acdo sobre um

grande percentual da populagéo de parasitos.

.Com relagcédo aos tratamentos tanto com o O. E. de C. argyrophyllus na
concentracdo de 20 mg/mL quanto com as ultradiluicbes, ndo foram observados
resultados satisfatdrios sobre larvas de R. microplus, demonstrando baixa agao

acaricida dessa planta.

Entender a biologia da fase n&o parasitaria de R. microplus contribui
significativamente para o desenvolvimento de métodos mais eficientes para
controla-lo ainda em fase larvar. Cruz e colaboradores, (2020) relatam cinco
geragoes anuais de R. microplus, uma a mais do que é usualmente observado em
estudos em condigdes laboratoriais e em campo. Isto sugere adaptagao gradual as
mudancas ambientais e climaticas na fase ndo parasitaria, que pode ainda acelerar
o desenvolvimento da resisténcia ao controle quimico. A eficacia de metabdlitos de
plantas sobre esta fase torna-os potenciais candidatos para desenvolvimento de

formulacdes larvicidas com enfoque sobre a fase nao parasitaria.

O potencial do éleo de S. aromaticum para ser utilizado como método
inovador no controle do carrapato dos bovinos, pode ser explicado pela presenga do
eugenol em 70 a 95% da sua composi¢do (FERRAO, 1993; MAZZAFERA, 2003)
um composto volatil, que possui, dentre outras ag¢des, uma comprovada acao
inseticida, antibacteriana e também carrapaticida (SANTOS et al., 2012). Bioensaios

realizados por Ferreira et al. (2018), demonstraram efetividade do Eugenol como
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composto isolado ou presente em formulagdes utilizando O.E. de S. aromaticum em

diferentes concentracdes reafirmando seu potencial acaricida.

O mecanismo de agao do eugenol sobre os artropodes provavelmente pode
ser atribuido a sua interagdo com o tegumento do ixodideo agindo em suas enzimas
(digestivas e neuroldgicas) ocasionando a inibicdo da enzima Acetilcolinesterase —
AchE que é responsavel pela hidrolise da acetilcolina nas sinapses colinérgicas, o
que culmina com a paralisia, entre outros sintomas podendo ocasionar a morte do
artropode. Em teledginas ele poderia impactar a sobrevida e vitalidade, podendo
influenciar no processo da ovipostura (FERREIRA, 2016; COELHO et al., 2019).

A acédo sobre a AchE também é descrita em organofosforados e carbamatos
(SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006; SPINOSA; GORNIAK; PALERMO NETO,
2008). Associado a este mecanismo, os O.E. poderiam levar o parasito a morte pelo
estresse hidrico ou asfixia, através de efeitos mecanicos simultdneos devido a
natureza hidrofobica dos O.E.s (ELLSE; WALL, 2014).

O efeito acaricida apresentado pelo O.E. de S. aromaticum também pode
estar relacionado a toxicidade dos componentes eugenol (fenilpropeno) e acetato
de eugenila (fenilpropandide). Em estudo realizado por Cansian e colaboradores
(2017) em Artemia salina visando testar a toxicidade do O.E. de cravo da india e um
de seus derivados o acetato de eugenila demonstraram que ambos possuem
toxicidade frente ao microcrustaceo e o acetato de eugenila apresentou uma

toxicidade cinco vezes superior quando comparado ao O.E..

Campos et al. (2012) relataram que, apesar de algumas vezes o efeito
carrapaticida ser atribuido aos constituintes isolados em maior quantidade no éleo
essencial que sdo os componentes majoritarios, a atividade do componente principal
pode ser modulada por outros compostos que estdo presentes em menor

quantidade, havendo assim relagdes sinérgicas entre os constituintes.

No teste de imersdo de fémeas apds as avaliacbes das médias do peso
inicial das fémeas ingurgitadas, verificou-se que as fémeas foram divididas em

grupos homogéneos, pois ndo houve diferenca significativa entre os grupos (P >
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0,05). Portanto, todos os resultados sobre este estagio de vida do carrapato aqui

apresentados podem ser atribuidos aos respectivos tratamentos.

A partir dos dados do peso da massa de ovos (g), indice de produgéo de
ovos (IPO%) e percentual de ecloséo de larvas (%), foram calculados os percentuais
de controle das teledginas. Similarmente aos resultados encontrados com larvas, os
melhores resultados sobre fémeas adultas foram obtidos com os tratamentos

utilizando o 6leo essencial de S. aromaticum (Tabela 2).

O percentual de controle obtido com o tratamento S. aromaticum 40 mg/mL
demonstrou relevéancia (88%), o qual aproxima-se do limite minimo indicativo de
eficiéncia (95%), percentual exigido segundo legislagdo brasileira - MAPA para
atividade acaricida (BRASIL,1997). Yessinou e colaboradores (2016a) aplicando o
O.E. na concentragdo de 10mg/ml obteram 90,3% de mortalidade de teledginas e
100% de reducao da eclodibilidade.

Santos et al. (2012), encontraram resultados acima de 97,1% e 99,4% de
eficiéncia para o controle de teledginas de R. microplus. utilizando O. E. de S.
aromaticum nas concentracbes de 2,5% e 5%, o resultado dos mesmos
assemelhou-se aos reportados por Alvarez et al. (2008), onde verificou-se que as
partes apolares dos extratos hidroalcodlicos de S. aromaticum ocasionaram maiores
taxas de mortalidade de teleéginas (100%), eficacia no percentual de ovoposicao de
19% eficacia na reducdo do percentual de eclosdo (75,93%) e néo foi avaliada a

eficacia no percentual de controle.

As diferengcas de percentual de controle supbe-se estar atreladas as
diferencas metodoldgicas (época do ano, regido de realizacdo do estudo,
populagdes de R. microplus utilizadas, numero de unidades experimentais) e
formulacdes utilizadas (concentragdes, veiculo para dissolucdo do O.E., tipo de
extragdo do O.E.), tendo em vista que os resultados de Yessinou et al. (2016a)
(90,3%) na concentragao de 10mg/ml e utilizando a mesma solugao ( agua destilada
+ Tween 20) veiculo na formulagdo foram mais proximos do percentual (88%)

encontrado no presente estudo.
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Enquanto que nas formulagdes utilizadas por Santos et al. (2012), a solugéo
veiculo para o O. E. continha 40% de acetona e 60% de agua destilada, obtendo
resultados de 97,1-99,4% para o controle de teledginas. Alvarez et al. (2008)
utilizaram as partes apolares do extrato hidroalcodlico bruto de S. aromaticum
obtendo como resultado 100% de mortalidade de teleéginas e redugdo do
percentual de eclosdo (75,93%). Estes resultados corroboram com as suposi¢coes

apresentadas.

Essa diferenga observada nos diferentes estudos pode ser devida a
composi¢ao quimica dos 6leos essenciais que pode sofrer influéncias levando-se em
consideragao fatores como local de ocorréncia do espécime, estacao do ano, horario
de colheita, em que estagio de crescimento a planta se encontra, qual método foi

utilizado para extragédo do 6leo essencial (SALMAN et al., 2020).

O grupo da concentragcdo 40 mg/mL obteve um peso de massa de ovos
elevado, o que se justifica por ser uma resposta do organismo a agressao, € um
fendbmeno de perpetuacdo da espécie, tendo em vista que muitas teledginas morrem
antes mesmo de encontrar seus hospedeiros, estando sujeitas a predacdo e a
condicBes climaticas adversas. Visando compensar a restricdo e vulnerabilidade
imposta a fase de vida livre do seu ciclo biolégico, as fémeas ingurgitadas depositam
no ambiente milhares de ovos, dos quais, em geral, eclodem a maior parte das
larvas (CRUZ et al., 2020).

O 6leo de S. aromaticum nesta concentracdo ainda promoveu reducdo
significativa no indice de producdo de ovos e no percentual de eclosédo de larvas
(Tabela 2). O tratamento realizado com S. aromaticum 80 mg/mL como percentual
de controle obteve 51,2%, valor abaixo do recomendado, no entanto, demonstra
atividade acaricida e alguma inferéncia sobre o indice de producdo de ovos e

percentual de ecloséo das larvas.

No que se refere aos resultados obtidos com o tratamento C. argyrophyllus
na concentragdao de 40 mg/mL o mesmo nao obteve um bom percentual de controle
(0,5%), enquanto a concentragcdo 80 mg/mL obteve um percentual de controle

negativo, visto que este tratamento possuiu um peso de massa de ovos (0,1586),
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indice de producdao de ovos (58,27) e percentual de eclosdao de larvas (97,8)
superior ao do grupo controle Tween 20. Assim sendo, nao foi eficaz sobre a
vida reprodutiva das teledginas ndo sendo capaz de inibir a postura de ovos nem

a eclosao das larvas (Tabela 2).

Os grupos nos quais foram aplicadas as ultradiluicdes com principios
homeopaticos de S. aromaticum nas dinamizagées 6CH, 12CH e 30CH obtiveram
valores variando de -4,5% a 25,6% como percentual de controle: Para C.
argyrophyllus nas dinamizagées 6CH, 12CH e 30CH os resultados variaram de -
14,5% a 18,3%. Assim sendo, as ultradiluicbes de ambos os O.E. ndo possuiram

atividade acaricida significativa sobre as fémeas ingurgitadas (Tabela 3).

Considerando-se que a ultra diluigao de S. aromaticum na dinamizacdo 6CH
ocasionou mortalidade de 100% para larvas e provavelmente conseguiu preservar
suas propriedades bioativas, considerando-se ainda que os tratamentos com os
oleos nas concentracdes 40 e 80 mg/mL demonstram atividade acaricida e alguma
inferéncia sobre o indice de producdo de ovos e percentual de eclosédo das larvas.
Infere-se que o percentual de controle das teledginas (25,6%) pode ter sido
influenciado por caracteristicas como por exemplo a constituicdo da cuticula

(carapacga) das fémeas.

O carrapato possui duas camadas cuticulares, a epicuticula que seria a parte
mais externa, fina, flexivel e lipossoluvel, e a procuticula que seria mais interna e
espessa. A epicuticula é observada em R. microplus somente a partir da ecdise da
ninfa, portanto, nas fémeas ingurgitadas expostas aos tratamentos € necessario que
primeiro ocorra a dissolucdo da epicuticula para que o tratamento penetre nas
camadas mais polares da cuticula, constituidas de proteinas hidrossoluveis. Quanto
mais lipossoluvel se apresente o produto a ser aplicado sobre o carrapato (O.E., por
exemplo), maior sera a facilidade inicial que encontrara para penetrar a cuticula das
teledginas (GIGLIOTI, 2010; AGUIAR, 2020).
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Tabela 2 - Média + Desvio padrédo do peso inicial das fémeas ingurgitadas (g), peso da massa de ovos (g), indice de producéo de ovos (IPO%) e
percentual de eclosdo de larvas (%) de Rhipicephalus (B.) microplus tratadas com diferentes concentracfes dos Oleos essenciais de
Croton argyrophyllus e Syzygium aromaticum em condi¢des laboratoriais (27 £ 1 °C e U.R. = 80%).

Tratamentos Peso das fémeas Peso da indice de Percentual de Percentual de
ingurgitadas antes da massa de producao de Eclosao de larvas Controle
postura (g) ovos (g) ovos (%) (%)
Controle Tween 20 0,1898 + 0,06a 0,0756 + 0,05ab 45,60 + 5,60ab 95,5 + 7,8ab -
Syzygium 0,1887 + 0.05a 0,2901 + 0,05ab 17,09 + 21,86a 29,0 + 41,4c 88
aromaticum 40
mg/mL
Syzygium 0,1889 + 0,05a 0,1094 + 0,05b 38,21 +9,03ab 46,4 + 44,6b 51,2
aromaticum 80
mg/mL
Croton 0,1878 + 0,05a 0,0971 + 0,04a 43,65 + 18,08b 86,4 + 34,9ab 0,5
argyrophyllus 40
mg/mL
Croton 0,1882 + 0,05a 0,1586 + 0,03ab 58,27 + 17,90ab 97,8 + 3,6a -47,2
argyrophyllus 80
mg/mL
(*) Letras mindsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenga significativa a 5% de significancia (p = 0,05)
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Tabela 3 - Média + Desvio padrdo do peso inicial das fémeas ingurgitadas (mg), peso da massa de ovos (mg), indice de producédo de ovos (IPO%)
e percentual de eclosdo de larvas (%) de Rhipicephalus microplus tratadas com diferentes poténcias das ultradiluigbes com principios
homeopéticos dos 6leos essenciais das plantas Syzygium aromaticum e Croton argyrophyllus em condigdes laboratoriais (27 + 1 °C e U.R. = 80%).

Peso das fémeas ingurgitadas Peso da massa

indice de producéo

Percentual de Eclosao

Percentual de

Tratamentos antes da postura (g) de ovos (Q9) de ovos (%) de larvas (%) Controle
Controle alcool 70% 0,2246 + 0,05a 0,1178 £ 0,03a 52 +2,37a 97,63 £5,29a -
Controle H,0O 0,2210 + 0,06a 0,1191 + 0,04a 54 + 4,06a 98,75 + 1,75a -
Syzygium 0,2296 + 0.06a 0,0999 + 0,05a 45 + 17,83a 87,50 + 27,73a 25,6
aromaticum 6CH
Syzygium 0,2238 + 0,03a 0,1162 + 0,02a 52 + 3,62a 94,13 + 6,83a 45
aromaticum 12CH
Syzygium 0,2221 + 0,07a 0,1212 + 0,05a 54 + 4,57a 98,00 + 5,26a -4,5
aromaticum 30CH
Croton

0,2197 + 0,04a 0,1068 + 0,02a 49 + 8,53a 97,50 + 7,07a 10,9
argyrophyllus 6CH
Croton

0,2235 + 0,06a 0,1054 +0,03a 47 +5,24a 95,25 + 8,01a -14,5
argyrophyllus 12CH
Croton 0,2242 + 0,05a 0,0954 + 0,04a 45 + 18,82a 95,57 + 9,25a 18,3

argyrophyllus 30CH

(*) Letras minudsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenca significativa a 5% de significancia (p = 0,05)
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Ainda que C. argyrophyllus possua propriedades inseticidas,
antimicrobianas, antioxidantes, atividade leishmanicida e atividade larvicida sobre
Ae. aegypti (CRUZ, 2016; CRUZ et al., 2017; SOUTO et al.,2020), quando aplicados
sobre larvas e teledginas de R. microplus ndo proporcionaram atividade acaricida
significativa no presente trabalho. No entanto, algumas espécies do género Croton ja
demonstraram atividade acaricida em pesquisas de diversos autores (RIGHI et
al.,2013; TENORIO et al., 2017; CASTRO et al.,2019) essas diferencas podem ser

atribuidas as diferencas na composicao dos constituintes presentes em seus O.E.s.

Brito et al. (2018), identificaram na composi¢cdo volatii dos O.E.s de C.
argyrophyllus e C. heliotropiifolius 60 constituintes. Os sesquiterpenos
biciclogermacreno, espathulenol, cariofileno e o monoterpeno B-pineno foram
identificados como constituintes majoritarios de C. argyrophyllus  enquanto
limoneno, a-pineno, cariofileno, biciclogermacreno e y-terpineno apresentaram-se
como constituintes majoritarios do C. heliotropiifolius. Ao serem comparados 0s
constituintes, nota-se que C. heliotropiifolius também apresenta os compostos
majoritarios de C. argyrophyllus em propor¢oes menores e C. argyrophyllus nao

possui limoneno além de apresentar percentual inferior de a-pineno e y-terpineno.

Croton heliotropiifolius apresentou eficacia no controle (68,12 - 100%) e sobre
a vida reprodutiva das teledginas do ixodideo Dermacentor nitens (TENORIO et al.,
2017). C. pulegiodorus quando aplicado sobre larvas e teledginas de R. microplus
obtiveram eficacia maxima de controle (100%), que foi atribuido a presenca de p-
cimeno, ao qual ja havia sido atribuido possivel efeito sobre diferentes estagios do
carrapato em estudos com outras espécies (CASTRO et al.,2019). C. argyrophyllus

possui p-cimeno, entretanto em uma proporgao consideravelmente inferior.

Tendo em vista os dados expostos, supde-se que C. argyrophyllus quando
aplicado sobre as larvas e fémeas ingurgitadas nao obteve um bom percentual de
controle por possuir os constituintes ativos em quantidades irrisorias para promog¢ao
de atividade acaricida, além de poder sofrer inferéncias das relagdes de sinergia e

inibicdo que alguns constituintes podem infligir sobre outros (CAMPOS et al., 2012).
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8 CONCLUSAO

A utilizacao de 6leo essencial de S. aromaticum apresentou agao acaricida para
larvas e teledginas de R. microplus. Sendo assim, um potencial candidato ao

desenvolvimento de formulagdes no controle desse ixodideo.

A ultra diluicdo com principios homeopaticos formulada a partir do éleo essencial
de S. aromaticum na dinamizacdo 6CH €& capaz de proporcionar indices de

controle sobre as larvas do carrapato, demonstrando atividade larvicida in vitro.

A ultra diluigdo com principios homeopaticos formulada a partir do 6leo essencial
de S. aromaticum na dinamizacdo 6CH estima-se ser economicamente viavel e

mais acessivel.

A utilizacdo do O.E. de C. argyrophyllus e suas ultra diluicbes em diferentes
concentragbes e poténcias sobre as larvas e teledginas de R. microplus nao

proporcionaram atividade acaricida significativa in vitro.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

Resultados promissores com 06leo essencial de Syzygium aromaticum em
diferentes concentragdes e suas ultras diluigdes com principios homeopaticos foram
observados no presente trabalho tornando-os candidatos ao desenvolvimento de
formulagcdes, com seus Oleos essenciais ou fornecendo biomoléculas com
propriedades acaricidas, voltadas especialmente para a fase de vida nao parasitaria
do carrapato, enquadrando-o como potencial método inovador ao uso de
formulacdes sintéticas. Diversas espécies do género Croton demonstraram potencial
acao carrapaticida sobre diferentes estadios de R. microplus, entretanto, Croton
argyrophyllus ndo demonstrou atividade acaricida satisfatéria. Sendo assim sugere-
se que seriam validos mais estudos in vitro e in vivo para avaliagdo de potencial
agao de S. aromaticum em outras formulagoes, inclusive formulagbes associadas a
outras espécies do género Croton, além da realizagdo de estudos com os hidrolatos
e extratos hidroalcodlicos. Propde-se ainda que deva ser considerado realizagdo de
novos estudos com modificagées nos veiculos das formulagdes e acréscimo do teste
de imersao de larvas, para averiguar se havera um percentual de controle superior

aos encontrados no presente trabalho.
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