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RESUMO

Os carrapatos Rhipicephalus microplus e R. sanguineus sensu latu apresentam grande
importancia na agropecudria, medicina veterindria e sadde publica, seja por motivos
econOmicos, seja pela transmissdo de patdgenos a seus hospedeiros. Devido aos problemas
associados a toxicidade de substincias sintéticas comumente utilizadas no controle de
carrapatos, susbtancias de origem natural vém sendo exploradas para esse fim. Nesse
contexto, os 6leos essenciais, constituidos por metabdlitos secunddrios vegetais pertencentes
majoritariamente as classes dos terpenos e fenilpropanoides, vém se mostrando como uma
alternativa promissora ao uso de produtos sintéticos. No presente estudo, os 6leos essenciais
das espécies vegetais Backhousia citriodora, Callistemon viminalis e Cinnamodendron dinisii
foram extraidos por hidrodestila¢do, caracterizados quimicamente por Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massas e Cromatografia Gasosa com Detector de Ionizacao de
Chama e avaliados biologicamente quanto a acdo acaricida em R. microplus, por meio de
Teste de Imersao em Adultos, e repelente em R. sanguineus s. 1, por meio de teste com chance
de escolha. Adicionalmente, a fim de se inferir um possivel mecanismo de acdo desses 6leos
essenciais, foi avaliada a capacidade desles em reduzir a atividade enzimdtica da
acetilcolinesterase, utilizando-se o método colorimétrico de Ellman. Os rendimentos das
extracoes dos Oleos essenciais das espécies B. citriodora, C. viminalis e C. dinisii foram de
2,20, 0,94 e 1,50%, respectivamente. A caracterizagdo quimica revelou que o 6leo essencial
de B. citriodora é constituido majoritariamente por citral (98,9%), ao passo que o Oleo
essencial de C. viminalis € rico em 1,8-cineol (78,1%), a-pineno (12,5%) e limoneno (3,36%)
e o de C. dinisii apresentou a-pineno (30,8%), B-pineno (12,5%) e sabineno (11,3%) em
maiores propor¢des. Todos os 6leos essenciais avaliados apresentaram efeito acaricida, sendo
o de B. citriodora o que demonstrou melhores resultados, apresentando o menor valor de
concentragio capaz de ocasionar letalidade de 50% dos individuos, que foi de 3,276 uL mL™,
seguido de C. viminalis (8,936 uL mL™) e C. dinisii (8,195 uL mL™), os quais apresentaram
valores proximos. Perante o ensaio de repeléncia, o 6leo essencial de B. citriodora também foi
o mais eficaz, apresentando um indice de repeléncia de 0,33, mesmo apds uma hora de
aplicacdo. Os Oleos essenciais de C. viminalis e C. dinissi apresentaram repelencia
significativa apenas na maior concentracdo € no menor tempo de avaliacdo, com indices de
repeléncias iguais a 0,40 e 0,43, respectivamente. O 6leo essencial de C. viminalis foi o Ginico
capaz de causar reducdo significativa na atividade da acetilcolinesterase, o qual, na
concentracdo de 0,33 ug mL™!, foi capaz de reduzir a atividade enzimética em 50%, indicando
que esse é o unico, dentre os dleos essenciais estudados, que pode apresentar seus efeitos
téxicos para carrapatos usando esse mecanismo de ag@o. Os 6leos essenciais avaliados, em
especial aquele obtido de B. citriodora, podem ser considerados como fontes de compostos
bioativos no controle de carrapatos.

Palavras-chave: Controle de carrapatos. Produtos naturais. Atividade anticolinesterasica.



ABSTRACT

The Rhipicephalus microplus and R. sanguineus sensu latu ticks are of great importance in
livestock, veterinary medicine and public health, whether for economic reasons or for the
transmission of pathogens to their hosts. Due to the problems associated with the toxicity of
synthetic substances commonly used tick control, substances of natural origin have been
explored for this purpose. In this context, essential oils, constituted by plant secondary
metabolites belonging mainly to the classes of terpenes and phenylpropanoids, have been
shown as a promising alternative to the use of synthetic products. In the present study, the
essential oils of the plant species Backhousia citriodora, Callistemon viminalis and
Cinnamodendron dinisii were extracted by hydrodistillation, chemically characterized by Gas
Chromatography Coupled to Mass Spectrometry and Gas Chromatography with Flame
Ionization Detector and evaluated biologically for their acaricidal action in R. microplus,
through Adult Immersion Test, and repellent on R. sanguineus s. 1, through a choice test.
Additionally, in order to infer a possible mechanism of action of these essential oils, their
ability to reduce the enzymatic activity of acetylcholinesterase was evaluated using Ellman's
colorimetric method. The extraction yields of essential oils of the species B. citriodora, C.
viminalis and C. dinisii were 2.20, 0.94 and 1.50%, respectively. The chemical
characterization revealed that the essential oil of B. citriodora is mainly constituted by citral
(98.9%), while the essential oil of C. viminalis is rich in 1.8-cineol (78.1%), a- pinene
(12.5%) and limonene (3.36%) and that of C. dinisii showed a-pinene (30.8%), B-pinene
(12.5%) and sabinene (11.3%) in higher proportions. All the essential oils evaluated showed
an acaricidal effect, with B. citriodora being the one that showed the best results, with the
lowest concentration value capable of causing 50% lethality of individuals, which was 3,276
uL mL™"), followed by C. viminalis (8,936 uL mL™"') and C. dinisii (8.195 uL mL™), which
presented similar values. Towards the repellency test, B. citriodora essential oil was also the
most effective, showing a repellency index of 0.33 even after one hour of application. The C.
viminalis and C. dinissi essential oils showed significant repellency only at the highest
concentration and in the shortest evaluation time, with repellency indexes of 0.40 and 0.43,
respectively. The C. viminalis essential oil was the only one capable of causing a significant
reduction in the activity of acetylcholinesterase, which at a concentration of 0.33 ug mL™! was
able to reduce the enzymatic activity by 50%, indicating that this is the only one, among the
essential oils studied, which can present their toxic effects to ticks through this mechanism of
action. The essential oils evaluated, especially those obtained from B. citriodora, can be
considered as sources of bioactive compounds in tick control.

Keywords: Tick control. Natural products. Anticholinesterase activity.
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos consistem em um grupo de ectoparasitas hematéfagos amplamente
distribuidos mundialmente, onde infestam diversos tipos de hospedeiros, incluindo
mamiferos, aves, répteis e anfibios. Esses artropodes sdo vetores importantes de doencas que
afetam o gado, o homem e animais de estimacdo, uma vez que transmitem uma grande
variedade de agentes patogé€nicos. As espécies Rhipicephalus sanguineus e R. microplus sao
duas das mais importantes e se destacam pela alta incidéncia no Brasil e no mundo.

Conhecido popularmente como carrapato bovino, R. microplus € o um dos parasitas de
maior prejuizo na agropecudria no mundo inteiro. E responsdvel por vérias perdas e
problemas em diversos setores da bovinocultura, prejudicando a qualidade da carne, do leite e
do couro, além de ser vetor de doengas sérias que podem afetar o gado. Por tais motivos, esse
artropode se tornou um grave problema econdmico, principalmente nos paises em
desenvolvimento. R. sanguineus, o carrapato-vermelho-do-cdo, € o principal transmissor de
agentes patogé€nicos para os cdes, além de afetar diretamente o bem-estar animal desse
hospedeiro. Além disso, por apresentar afinidade também por seres humanos e,
consequentemente, ser capaz de transmirtir doengas, essa espécie de carrapato vem ganhando
importancia também na sadde publica. Diante dos problemas associados as infestagdes de R.
microplus e R. sanguineus, o controle destas espécies de carrapatos € motivo de preocupagdo
e objeto de pesquisa na comunidade cientifica.

As infestacdes ocasionadas por carrapatos sdo controladas, convencionalmente, por
meio do tratamento quimico, pelo uso de produtos acaricidas a base de substincias sintéticas.
Entretanto, esses produtos vém se tornando ineficientes e invidveis, uma vez que populacdes
resistentes de carrapatos vém se desenvolvendo, fazendo com que doses mais altas sejam
utilizadas e/ou com que a aplica¢ao ocorra em um menor periodo de tempo. Além disso, esses
produtos sdo bioacumulativos, contaminando o meio ambiente e os alimentos derivados de
carne bovina e leite, além da ocorréncia de casos de intoxicacdo dos hospedeiros e
aplicadores. O uso de repelentes a base de susbstancias sintéticas também ¢é realizado,
principalmente visando ao controle de espécies que podem parasitar seres humanos, como € o
caso de R. sanguineus.

Diante dos problemas associados a utilizacdo das substancias sintéticas, atualmente, ha
uma busca por novas substancias acaricidas que sejam mais eficazes e que apresentem menos
efeitos adversos. Nesse sentido, os produtos naturais derivados de plantas vém ganhando

destaque. Estes sdo provenientes do metabolismo secunddrio vegetal e apresentam vantagem
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de serem ambientalmente sustentaveis, causando baixos efeitos a ecossistemas, além de serem
biodegraddveis e possuirem, geralmente, baixa toxicidade ao homem e outros animais
superiores.

Dentre os diferentes produtos naturais derivados de plantas, os 6leos essenciais se
destacam por apresentarem grande potencial bioldgico. Tratam-se de misturas complexas de
substancias lipofilicas (terpenos e fenilpropanoides) e, consequetemente, apresentam
afinidade com membranas celulares de diferentes microrganismos e pragas. Em adi¢ao, por
apresentarem uma composi¢ao quimica complexa, podem agir por diferentes mecanismos de
acdo e, assim, dificultar e atrasar o surgimento de cepas resistentes. Dentre estes mecanismos,
a inibicdo da enzima acetilcolinesterase pode ser um dos modos de acdo de compostos
presentes em 6leos essenciais.

Em particular, no Brasil, estudos que busquem por novos produtos acaricidas e/ou
repelentes de origem natural com aplicagdo em carrapatos sdo extremamente importantes e de
grande relevancia, visto que a bovinocultura compreende um importante ramo da
agropecudria, contribuindo para a sustentagdo da economia do pais. Além disso, o Brasil
figura entre os paises com as maiores populacdes de animais de estimacdo do mundo, com
destaque aos caes. Atrelado a esses fatores, a biodiversidade vegetal brasileira ¢ ampla e
singular, apresentando uma grande variedade de espécies nativas e exoticas, justificando a
pesquisa na drea de quimica de produtos naturais, com €nfase na busca por novas substancias
biologicamente ativas. As espécies vegetais Backhousia citriodora, Callistemon viminalis e
Cinnamodendron dinisii sao produtoras de 6leos essenciais biologicamente ativos e, até o
momento, existem poucos ou nenhum relato na literatura a respeito dos efeitos destes em
carrapatos.

Diante da importancia econdmica, médico-veterindria e ambiental do problema
apresentado e das vantagens da utilizacdo de 6leos essenciais como fonte de substincias
bioativas, neste trabalho objetivou-se estudar os efeitos dos 6leos essenciais de B. citriodora,
C. viminalis e C. dinisii em carrapatos do género Rhipicephalus, por meio de testes acaricidas
em R. microplus e bioensaios de repeléncia em R. sanguineus. Além disso, a capacidade
desses Oleos essenciais em ocasionar diminuicdo na atividade da acetilcolinesterase foi
avaliada, a fim de inferir um possivel mecanismo de a¢do. As metodologias utilizadas, bem
como os resultados encontrados e a conclusdo, estdo descritos em formato de um artigo

cientifico submissivel a publicacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oleos essenciais

A “International Organization for Standardization” (ISSO 9235: 2013) define “6leos
essenciais” como produtos obtidos de matéria-prima vegetal, ou seja, de uma planta ou de
uma de suas partes, por processos fisicos, sendo eles a destilagdo (hidrodestilacdo, destilagao
por arraste com vapor d’4dgua ou destilacdo seca) ou prensagem a frio, no caso de pericarpos
de frutos citricos (INTERNATIONAL STANDARD ORGANIZATION - ISO, 2013). A
denominacdo “6leo” € dada devido ao aspecto oleoso que eles apresentam a temperatura
ambiente. Geralmente sdo chamados de “Oleos volateis”, “Oleos etéreos” ou ainda
“esséncias”, devido a elevada volatilidade, lipofilicidade, e ao odor caracteristico que
apresentam. Outras particularidades incluem coloracido ligeiramente amarelada ou incolor
(com algumas excecdes), e instabilidade na presenca de luz, altas temperaturas, oxigénio e
metais (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017).

Os dleos essenciais (OEs) sao misturas complexas de diversos compostos, extraidos de
uma grande variedade de plantas aromadticas, e sua ocorréncia se dd em diversos Orgaos
destas, a exemplo, botdes florais e flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, madeira ou
casca e raizes. Tais substincias sdo armazenadas em células secretoras, cavidades, canais
oleiferos, células epidérmicas ou tricomas glandulares (BAKKALI et al., 2008).

Do ponto de vista quimico, os OEs sdo constituidos majoritariamente por duas classes
de compostos organicos: terpenos e fenilpropanoides. Estes sdo provenientes do metabolismo
secunddrio vegetal, oriundos de trés vias biossintéticas distintas: a via do metileritritol fosfato
(MEP), a via do dcido mevaldnico (MEV) e a via do acido chiquimico, que dao origem aos
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides, respectivamente (LENARDAO et al.,
2016). Tais compostos podem conter diversos grupos funcionais em suas estruturas,
apresentando-se na forma de aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, 6xidos, perdxidos, furanos,
acidos, lactonas e até compostos com enxofre (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017).
Uma visdo mais detalhada a respeito da biossintese dos constituintes de 6leos essenciais sera
abordada nos itens 2.1.1 e 2.1.2.

Por serem compostos origindrios do metabolismo vegetal, a identidade e a quantidade
relativa dessas substancias volateis sdo determinadas geneticamente, de modo caracteristico
para cada espécie vegetal. Entretanto, fatores edafoclimaticos, como esta¢do do ano, indice

pluviométrico, radiagdo ultravioleta, altitude, nivel de poluicdo, entre outros, podem



14

influenciar a biossintese desses metabdlitos secunddrios. A composi¢do quimica final do 6leo
essencial também € influenciada por fatores relacionados com a coleta e manuseio do material
vegetal, como o método de cultivo, idade da planta, horario de coleta, secagem, estocagem,
entre outros (BLANK et al., 2010; GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Apesar da varidvel composicao quimica do ponto de vista qualitativo, geralmente os
Oleos esenciais caracterizam-se por dois ou trés principais componentes majoritarios, em
concentracoes bastante elevadas (entre 20-70%), em comparagdo aos demais constituintes que
estdo presentes em menores quantidades (componentes minoritdrios ou tragos). Na literatura,
alguns autores atribuem as propriedades bioldgicas dos OEs a esses constituintes majoritarios,
ao passo que outros dao €nfase ao papel sinergistico que todos os componentes, majoritarios e
minoritarios, desempenham (BAKKALI et al., 2008).

Os odleos essenciais desempenham varios papéis ecoldgicos na planta, incluindo a
atracdo de insetos polinizadores, como mensageiros internos € como substancias protetoras
contra herbivoros e patégenos (LENARDAO, 2016). Além disso, eles exibem uma ampla
gama de propriedades bioldgicas, como antimicrobiana, analgésica, antisséptica, antioxidante,
anti-inflamatdria, anticancer e antimutagénica, entre outras. Tais propriedades, atreladas as
geralmente agraddveis fragrancias de seus componentes, os tornam uma matéria-prima em
potencial para utilizacdo nas industrias cosmética, farmacé€utica, agricola e alimenticia
(OSORIO et al., 2015). O uso de produtos naturais, tais como os OEs, que apresentam
propriedades bioldgicas, ganhou destaque nos tultimos anos, principalmente por sua esséncia
como produto natural, refletindo em beneficios para a saide humana em oposicdo as
substancias sintéticas, as quais, muitas vezes, sdo relacionadas a efeitos maléficos aos seres
vivos e ao meio ambiente (NORA; BORGES, 2017).

Na literatura, diversos trabalhos demonstram as atividades bioldgicas dos dleos
essenciais e de seus constituintes, indicando possiveis aplicacdes em diversas areas, como
utilizacdo em futuras terapias antineopldsicas (ANDRADE et al., 2018) e tripanocidas
(VILLAMIZAR et al., 2017), como agentes antimicrobianos (CAMARGO et al., 2020;
REZENDE et al., 2017), adjuvantes para o tratamento de picadas de serpentes (SILVA et al.,
2017), inseticidas naturais (SALES et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2014), herbicidas naturais
(SANTIAGO et al., 2017), antioxidantes (FERREIRA et al., 2019; GUIMARAES et al.,
2014;) e acaricidas (PEREIRA JUNIOR et al., 2019; RIBEIRO et al., 2016). Diante disso,
cada vez mais esses compostos vém sendo explorados como possiveis substituitnes ou

adjuvantes aos produtos quimicos sintéticos usualmente empregados atualmente.
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2.1.1 Biossintese de terpenos

Os terpenos, ou terpendides, quando apresentam outros dtomos além de carbono e
hidrogénio, geralmente oxigénio, sdo uma familia de metabdlitos secundarios que se
caracterizam pela presenca de unidades de isopreno em suas estruturas. Apesar de ser
biossintetizado naturalmente por diversas espécies vegetais, o isopreno nao estd diretamente
relacionado com a formacdo desses compostos, mas sim suas unidades bioquimicamente
ativas, denominadas dimetilalil difosfato (DMAPP) e isopentil difosfato (IPP), as quais se
acoplam formando os monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cao), sesterpenos
(Cas), triterpenos (Cao), etc. Os terpenos constituem o maior grupo de produtos naturais
existentes, apresentando grande diversidade estrutural e, nos 6leos essenciais, sdo encontrados
majoritariamente os mono e sesquiterpenos (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017).

Nas células vegetais, os terpenos podem ser biossintetizados por duas rotas distintas: a
rota do mevalonato (MEV) e a rota do metileritrolfosfato (MEP). A rota do MEV ocorre no
citosol, e da origem preferencialmente aos sesquiterpenos, ao passo que a rota do MEP, que
ocorre nos cloroplastos, origina preferencialmente os monoterpenos (DEWICK, 2009).

A rota do mevalonato se inicia com a condensa¢do de duas moléculas de acetil-CoA,
formando o acetoacetil-CoA, por meio de uma reacdo de condensacdo de Claisen.
Posteriormente, uma terceira molécula de acetil-CoA € estereoespecificamente incorporada ao
acetoacetil-CoA, originando o éster de cadeia ramificada 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA). Destaca-se que nos primeiros passos da rota, a enzima responsavel pela catdlise
se liga as moléculas de acetil-CoA através de um grupo tiol, ocasionando as condensacdes
estereoespecificas, sendo essas ligacdes quebradas durante a reacdo de Claisen e hidrolise
para formar o grupo 4cido livre do HMG-CoA, respectivamente. A partir do HMG-CoA, a
reducdo do tioester em aldeido via tio-hemiacetal produz o dcido mevalidico, e
subsequentemente o grupo aldeido desse é reduzido a dlcool, gerando o 4cido mevaldnico,
principal intermedidrio dessa via. Em seguida, o agrupamento alcool primario do 4cido
mevaldnico € fosforilado sequencialmente, formando um difosfato. Esse udltimo é entdo
descarboxilado através de uma reacdo dependente de ATP, o qual se liga ao agrupamento
alcool tercidrio da molécula, fazendo dele um melhor grupo abandonador. Assim, tem se a
formagdo do IPP, o qual é convertido em DMAPP por meio de uma isomerizacio alilica

estereoespecifica (FIGURA 1) (DEWICK, 2009).



Figura 1 — Esquema geral da biossintese de isopentil difosfato e dimetilalil difosfato pela rota do mevalonato.
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As moléculas-chave que ddo inicio a rota do metileritrolfosfato (MEP) sdo o acido
pirtivico e o gliceraldeido-3-fosfato, ambos intermedidrios da via glicolitica. Inicialmente, o
acido pirdvico reage com a tiamina difosfato (TPP) em uma reacdo de adi¢do nucleofilica e,
em seguida, sofre descarboxilagdo, formando um intermedidrio enamina, o qual reage
novamente como um nucleéfilo em uma reacdo de adicio com o gliceraldeido-3-fosfato.
Subsequentemente, a eliminagdo de TPP forma o intermedidrio 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato,
o qual é transformado no metileritrol fosfato por meio de rearranjos envolvendo uma reacao
alddlica reversa, seguida de uma reagdo alddlica e, por fim, redug¢do. Dando sequéncia a via, o
metileritrolfosfato reage com a citidina trifosfato (CTP), produzindo um derivado de citidina
difosfato, o qual € fosforilado via ATP. Esse ultimo reage via ataque nucleofilico da hidroxila
do grupo fosfato no dtomo de fésforo do grupo difosfato, formando um fosfoanidrido ciclico,
com posterior perda de citidina fosfato (CMP). Os passos seguintes convertem o

fosfoanidrido ciclico nos intermediarios IPP e DMAPP (FIGURA 2) (DEWICK, 2009).



Figura 2 — Esquema geral da biossintese de isopentil difosfato e dimetilalil difosfato pela rota do metileritrolfosfato.
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Uma vez formados, os intermediarios IPP e DMAPP se combinam sob catilise de
enzimas especificas para gerar derivados terpé€nicos, como OS mono e sesquiterpenos
presentes nos 6leos essenciais. Inicialmente, a molécula de DMAPP perde o grupo fosfato,
formando um carbocdtion, que € estabilizado por deslocalizacao eletronica. Em seguida, o
carbocétion alilico se adiciona a dupla ligacao do IPP, o qual, apds a perda de um préton,
forma o geranil difosfato (GPP), precursor dos monoterpenos. De maneira andloga, a adi¢do
de mais uma unidade de IPP ao GPP leva ao precursor fundamental dos sesquiterpenos,

farnesil difosfato (FPP) (FIGURA 3) (DEWICK, 2009).

Figura 3 — Condensacdo de unidades de IPP E DMAPP para formacao de GPP e FPP
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

2.1.2 Biossintese de fenilpropanoides

Os fenilpropanoides sdo uma classe de compostos naturais de origem vegetal que se
caracterizam quimicamente pela presenca de um anel aromético ligado a uma cadeia de trés
atomos de carbono. A biossintese de fenilpropanoides ocorre pela rota do dcido chiquimico
(ou rota do chiquimato), a qual € composta por um conjunto de reagdes que sdo responsaveis
pela origem de todos os metabolitos secundarios aromdticos de origem vegetal, os quais sdo
derivados dos aminodcidos fenilalanina ou tirosina (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES,
2017).
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Por meio de uma reagcdo de condensacdo alddlica, a via se inicia com o acoplamento
de uma molécula de fosfoenolpiruvato, advindo da via glicolitica, com uma molécula de D-
eritrose-4-fosfato, advinda da via das pentoses-fosfato, formando o dcido 3-desoxi-D-arabino-
heptulosénico-7-fosfato. A eliminagao de acido fosférico dessa dltima molécula, seguida de
mais outra reagdo de condensagdo alddlica, intramolecular, dd origem ao primeiro
intermedidrio carboxilico, o dcido 3-desidroquinico. A partir da desidratacdo desse dcido
seguida de uma etapa de redugdo, ocorre a formacdo do dcido chiquimico. Apds sofrer
fosforilagdo, o dcido chiquimico sofre uma reacdo de adi¢do-eliminacdo com outra molécula
de fosfoenolpiruvato, formando o 4cido 5-enolpiruvilchiquimico 3-fosfato, que apds perder o
grupo fosfato (na forma de dcido fosférico) via reacdo de eliminagdo 1,4, se converte no acido
corismico. Este € entdo convertido a 4cido prefénico, por meio de um rearranjo de Claisen, no
qual a cadeia lateral derivada do fosfoenolpiruvato passa a se ligar diretamente a carboxila,
formando um anel aromdtico com uma cadeia lateral composta por trés dtomos de carbono,

esqueleto basico dos fenilpropanoides (FIGURA 4) (DEWICK, 2009).
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Rotas distintas convertem o dcido prefénico nos animonodécidos fenilalanina e tirosina
A aromatizacdo descarboxilativa do 4cido prefénico produz acido fenilpirtdvico e, em seguida,
uma transaminacdo dependente de piroxidal fosfato leva a formac¢do do aminodcido
fenilalanina. Paralelamente, na presenca de uma enzima desidrogenase dependente de NAD?,
a aromatizacdo descarboxilativa ocorre com retencdo da funcdo hidroxila e, sem seguida, a
transaminacao do 4cido 4 hidroxifenilpirivico resultante produz subsequentemente a tirosina.
A partir da eliminacdo de amodnia da cadeia lateral da fenilalanina e da tirosina, sdo formados

os dcidos cinamico e p-cumarico (FIGURA 5) (DEWICK, 2009).

Figura 5 — Esquema geral da biossintese dos acidos cinamico e p-cumarico.
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

Uma vez que o termo “fenilpropanoides” pode ser designado para classificar diversos
metabolitos secunddrios provenientes da fenilalanina e da tirosina, como os derivados do
acido cinamico e seus ésteres, as lignanas e ligninas, dcidos benzoicos e as cumarinas, os
fenilpropanoides comumente encontrados em Oleos essenciais sdo também denominados
fenilpropenos. De fato, o fenilpropeno constitui 0 mondmero basico dos fenilpropanoides.
Estes sdo sintetizados a partir da reducdo de um dcido cindmico apropriado ao élcool
cinamilico correspondente e, a partir de reagdes de hidroxilagdao e metilacdo subsequentes no
anel aromaético, sdo produzidos derivados de fenilpropeno variados (DEWICK, 2009). Alguns

exemplos de fenilpropanoides encontrados em 6leos essenciais sdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6 — Esquema geral da reducdo do &cido p-cumdrico e reacdes subsequentes
(hidroxilagdo, metilacao, ciclizacao).
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

2.1.3 Oleo essencial de Backhousia citriodora

Assim como as demais espécies do género vegetal Backousia (Myrtaceae),
Backhousia citriodora (FIGURA 7) € originéria das florestas tropicais do leste da Austrilia e
ocorre como arbustos de porte grande ou arvores de tamanho médio, chegando a atingir 30 m
de altura. No Brasil, € conhecida como murta-limio ou limao-australiano (ALDEREES et al.,

2018; BUCHAILLOT; CAFFIN; BHANDARI, 2009).

Figura 7 — Espécime de Backhousia citriodora (Horto de Plantas Medicinais/DAG/UFLA).

Fonte: Do autor (2020).

Descrita como uma espécie bastante aromatica, as partes aéreas da murta-limdo sao
utilizadas na culindria australiana infundidas em forma de chi. E também empregada em
aromaterapia e perfumaria (GUO et al., 2014).

O principal quimiotipo apresenta folhas ricas em citral (cerca de 95%), monoterpeno

que representa a mistura isomérica de geraniale (E-citral) e neral (Z-citral) (FIGURA 8),
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sendo assim o principal componente do dleo essencial extraido das folhas dessa espécie. Um
segundo quimiotipo, cujo 6leo essencial € rico em citronelal, pode ser encontrado, mas € raro

(SULTANBAWA, 2016).

Figura 8 — Estruturas quimicas dos principais constituintes do 6leo essencial Backhousia
citriodora.

geranial (E-citral) neral (Z-citral)

Fonte: Do autor (2020).

Por apresentar o citral como constituinte majoritario, o 6leo essencial de B. citriodora
€ biologicamente ativo. Em particular, esse € relatado como um agente antimicrobiano
promissor, apresentando eficicia contra diversas espécies de bactérias e fungos (HAYES;
MARKOVIC, 2002; THIELMANN; MURANYI; KAZMANAB, 2019; WILKINSON et al.,
2003). Além disso, o 6leo essencial da mesma espécie foi capaz de inibir a sintese de
ocratoxina A produzida por fungos patogénicos do género Aspergilus (SANTIAGO et al.,
2018). Anterioremnte, estudos de Burke, Baillie e Olson (2004) mostraram que o Oleo
essencial dessa espécie foi eficaz também no tratamento da doenga molusco contagioso.

Com relacdo a citotoxicidade, Hayes e Markovic (2002), estudando o 6leo essencial de
B. citriodora, demonstraram que esse pode apresentar um efeito toxico sobre linhagens de
células humanas. Em estudos com bioensaios vegetais utilizando alface como modelo,
Santiago et al. (2017) observou que o 6leo esencial de B. citriodora também apresentou
efeitos citogenotéxicos. Tais efeitos toxicos devem ser levados em conta em futuras

aplicacdes do 6leo essencial dessa espécie.
2.1.4 Oleo essencial de Callistemon viminalis
A espécie vegetal Callistemon viminalis (FIGURA 9), conhecida popularmente como

escova-de-garrafa, pertencente a familia Myrtaceae, se caracteriza como uma arvore de

pequeno porte, atingindo 4 metros de altura. E nativa da Austrdlia, mas apresenta ampla
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distribuicao geogréfica, desenvolvendo-se bem em diversas dreas, onde € utilizada como uma

planta ornamental (OYEDEIJI et al., 2009; SILVA et al., 2010).

Figura 9 — Espécime de Callistemon viminalis (Campus da UFLA).

Fonte: Ado autor (2020).

Para essa espécie vegetal, o 6leo essencial pode ser obtido a partir das folhas, galhos e
flores, sendo que, geralmente, apresentam composicdes quimicas idénticas do ponto de vista
qualitativo, variando apenas nas porcentagens relativas dos seus constituintes. O composto
majoritdrio comumente encontrado para os 6leos essenciais obtidos dessa espécie € o 1,8-
cineol, também conhecido como eucaliptol, e geralmente € encontrado em teores superiores a
50% de suas composi¢des. Outros compostos comumente encontrados incluem o a-pineno, o-
terpineol e limoneno (FIGURA 10) (ROH; LEE; PARK, 2013; OLIVEIRA et al., 2015;
SALES et al., 2017).

Figura 10 — Estruturas quimicas dos principais constituintes do 6leo essencial de Callistemon
viminalis.
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Fonte: Do autor (2020).
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Trabalhos na literatura demonstram a bioatividade do 6leo essencial obtido das folhas
de C. viminalis. Oyedeji et al. (2009) e Quijano-Célis (2010) relataram que esse apresentou
notdvel atividade antibacteriana sobre diversas espécies de bactéria, ao passo que Oliveira
(2015) observou que o O6leo essencial obtido da mesma espécie apresentou atividade
antitumoral in vitro sobre linhagens de melanoma humano. Estudos de Sales et al. (2017)
mostraram que os Oleos essenciais de C. viminalis apresentaram atividade inseticida e
antifiingica.

Roh, Lee e Park (2013) relataram os efeitos acaricidas e repelentes do dleo essencial
de C. viminalis sobre o &4caro-rajado (Tetranychus urticae). Os autores observaram que,
embora o 6leo essencial obtido a partir das folhas e galhos (1,8-cineol — 54,4%, limoneno —
14,4%, a-pineno — 9,0%) ndo tenha apresentado efeito repelente significante, os resultados
obtidos para a atividade acaricida mostraram que nas concentragdes de 0,5 e 1%, esse

ocasionou mortalidade de 71,2 e 88,6% em fémeas adultas.

2.1.5 Oleo essencial de Cinnamodendron dinisii

A espécie Cinnamodendron dinisli (FIGURA 11), sindnimo botanico de
Capsicodendron dinisii, € nativa da Mata Atlantica, podendo ser encontrada do sudeste ao sul
do Brasil. Conhecida popularmente como pimenteira e pertencente a familia Canellaceae,
trata-se de uma arvore robusta, atingindo 10-20 metros de altura, com tronco claro e folhagem
reluzente, aromadtica e picante (ANDRADE et al., 2018; VEDOVATTO et al., 2015). As
cascas e as folhas apresentam propriedades medicinais e sdo suavemente narcoticas

(TORRES; WISNIEWSKI JUNIOR; SIMIONATTO, 2010).

Figura 11 — Espécime de Cinnamodendron dinisii (Horto de Plantas Medicinais/DAG/UFLA).

Fonte: Do autor (2020).
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O ¢leo essencial obtido das folhas de C. dinisii pode apresentar composi¢do quimica
bastante variada em termos de seus constituintes majoritdrios, provavelmente em funcio da
localizacdo geogréafica do espécime utilizado para coleta e extracdo dos 6leos. Em suas
pesquisas, Andrade et al. (2013) e Loura et al. (2016) encontraram como constituintes
majoritirios os monoterpenos isoméricos a-pineno e -pineno. Por outro lado, o sesquiterpeno
biciclogermacreno foi o principal constituinte encontrado por Vedovatto (2015) e Mezzomo et
al. (2019), seguido do espatulenol. Este dltimo foi o principal composto encontrado como
constituinte majoritario no trabalho de Amaral et al (2017). As estruturas quimicas de alguns

compostos comumente encontrados no 6leo essencial de C. dinisii estdo ilustradas na Figura

12.

Figura 12 — Estruturas quimicas dos principais constituintes do 6leo essencial das folhas de C
Cinnamodendron dinisii.

f

alfa-pineno beta-pineno biciclogermacreno  espatulenol

Fonte: Do autor (2020).

As biotividades relatadas para o 6leo essencial das folhas de C. dinisii incluem o
potencial antimicrobiano, sendo este mais eficiente no controle de fungos do que de bactérias
(ANDRADE et al., 2015; LOURA et al., 2016; MEZZOMO et al., 2019). Outras atividades
bioldgicas relatadas incluem a leishmanicida (ANDRADE et al., 2016) e um baixo potencial
antioxidante (ANDRADE et al., 2013). Em trabalho de Andrade et al. (2018), o 6leo essencial
de C. dinisii demonstrou ter um potencial cito e genotoxico, sugerindo que deve ser dada
atencao a sua aplicacao.

O dleo essencial de C. dinisii foi testado também em relagdo ao seu efeito repelente e
inseticida no controle de Sitophilus zeamais. Segundo Vedovatto et al. (2015), o mesmo
apresentou atividade inseticida, causando mortalidade linear e crescente, e porcentagem de

repeléncia de até 85,2%, a depender da concentragao.
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2.2 Carrapatos

Os carrapatos sao ectoparasitas hematofagos, ou seja, habitam a superficie do corpo de
um hospedeiro e se alimentam do sangue deste. Sio amplamente difundidos mundialmente e
podem parasitar diversos tipos de hospedeiros, incluindo os mamiferos, aves, répteis e
anfibios. Pertencem ao filo Arthropoda, classe Arachnida, subclasse Acari, superordem
Parasitiformes, ordem Ixodida e superfamilia Ixodoidea, que € dividida em trés familias:
Ixodidae (carrapatos duros), Argasidae (carrapatos moles) e Nuttalliellidae (com uma utnica
espécie, Nuttalliella namaqua). Até o momento, mais de 900 espécies de carrapatos foram
descritas mundialmente (NAVA et al., 2017).

Esses artropodes sao vetores importantes de doengas que afetam o gado, o homem e
animais de estimagdo, uma vez que transmitem uma grande variedade de agentes patogénicos,
como bactérias, protozodrios e virus. Além disso, podem causar paralisia, toxicose, irritacdo e
alergia. Por tais motivos, os carrapatos sdo considerados um problema importante de saide
publica (DANTAS-TORRES; CHOMEL; OTRANTO, 2012; JONGEJAN; UILENBERG,
2004).

No Brasil, o nimero de espécies conhecidas gira em torno de 73, pertencentes as
familias Ixodidae, com 47 espécies, e Argasidae, com 26 espécies. Os ixodideos estdo
divididos em cinco géneros: Amblyomma, Ixodes, Haemaphysalis, Rhipicephalus e
Dermacentor. Dentre os cinco géneros de ixodideos encontrados no pais, aquelas do género
Amblyomma e Rhipicephalus se destacam e despertam um maior interesse na comunidade
cientifica (ANDREOTTI; GARCIA; KOLLER, 2019).

Dentro do género Rhipicephalus, as espécies R. sanguineus e R. microplus sio
importantes e se destacam pela alta incidéncia no Brasil e no mundo, apresentando grande
importancia veterindria na transmissao de patégenos. Além disso, R. microplus é notado

também por seu impacto econdmico (ANDREOTTI et al., 2014).

2.2.1 Rhipicephalus microplus

A espécie Rhipicephalus microplus (anteriormente Boophilus microplus), conhecida
no Brasil como carrapato-do-boi ou carrapato bovino (FIGURA 13), é origindria da Asia e
devido a condi¢des climaticas favordveis, se adaptou muito bem aos paises tropicais,

encontrando-se hoje em dia distribuido nas Américas Central e do Sul, Africa e Oceania. R.
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microplus parasita preferencialmente os bovinos, podendo infestar também bubalinos,

equideos, ovinos, caprinos e cervideos (ROCHA, 2003).

Figura 13 — Fémeas de Rhipicephalus microplus infestando bovino.

Fonte: Andreotti, Garcia e Koller (2016).

R. microplus é considerado um parasita mondxeno, ou seja, completa o seu ciclo de
vida em tnico hospedeiro, o qual compreende duas fases, uma ndo parasitaria, relacionada ao
periodo de vida fora do hospedeiro (ndo alimentar) e outra parasitaria, que consiste na fase de
vida no hospedeiro (alimentar) (SENBILL et al., 2018).

A fase parasitéria inicia-se com a fixacdo da larva em um hospedeiro susceptivel. Nos
bovinos, as regides corporais mais propicias para o desenvolvimento das larvas sdo a barbela,
entre pernas, ubere, regido posterior e perineo. Apds um intervalo de 4 a 7 dias, ocorre a
mudanca do estdgio larval, passando para ninfa. Apés um periodo de 9 a 16 dia, ocorre
novamente a ecdise, transformando as ninfas em adultos. Uma vez adultos, os carrapatos
realizam a cOpula e as fémeas vao se desprender do hospedeiro entre 18 e 35 dias apds a
fixacdo das larvas. Desde a fixag¢do da larva até o desprendimento da fémea ingurgitada, a fase
parasitdria de R. microplus dura em média 21 dias. Os machos permanecem no hospedeiro por
um periodo maior de tempo em busca de novas fémeas para copula. A fase ndo parasitdria
inicia-se no momento em que a fémea se desprende do animal e cai ao solo, onde procura um
local seguro e protegido de inimigos naturais e incidéncia de luz solar. Inicia-se entdo o
periodo de pré-postura, tempo necessario para que ocorra maturagdo dos ovarios, producio e

maturacdo dos ovos, com duragdo 3 a 5 dias ap6s o desprendimento, sendo que esse periodo
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pode variar de acordo com as condicdes climdticas. Em seguida, enceta-se entdo a ovipostura
e, apds a termino desta, a fémea morre, finalizando assim seu ciclo de vida e deixando ali seus
ovos para incubagdo. Estima-se que do peso corporal total de uma fémea ingurgitada, 50%
sao convertidos em massa de ovos, sendo que geralmente cada fémea tem a capacidade de
realizar ovipostura de aproximadamente 3000 ovos. Decorrido o tempo necessdrio de
incubagdo, eclodem as larvas. O fim da fase ndo parasitaria termina quando as larvas infestam
um novo hospedeiro ou morrem sem encontrar nenhum hospedeiro em potencial
(ANDREOTTI; GARCIA; KOLLER, 2019).

As condigdes climdticas, como temperatura e umidade, influenciam diretamente a
duracdo da fase ndo parasitaria. Nos meses mais quentes, o tempo desde o desprendimento da
fémea ingurgitada até o aparecimento de suas larvas na pastagem € menor do que nos meses
mais frios. Em contraste, a fase parasitdria ndo sofre tanto com as condi¢des climéticas, uma
vez que o parasita estd fixo ao hospedeiro, o qual possui uma temperatura corporal constante
(CAMPOS PEREIRA; LABRUNA, 2008). Nesse sentido, considerando as duas fases do ciclo
de vida do carrapato bovino, pode-se dizer que a duragdo total de um ciclo € dependente das
condic¢des climadticas, podendo variar entre regides e estacdes do ano. Sob condig¢des ideais, o
ciclo pode ser completo em dois meses, bem como se estender a varios meses quando em
condig¢des desfavordveis (ANDREOTTI; GARCIA; KOLLER, 2019).

Grande parte dos rebanhos bovinos no mundo estd exposta a carrapatos e,
consequentemente, doengas causadas por esles, ocasionando prejuizos econOmicos.
Considerando taxas de inflacdo, entre 1996 e 2015, estimou-se que as perdas alcancaram US$
22-30 bilhdes por ano (LEW-TABOR; VALLE, 2016). No Brasil, dentre os diversos parasitas
que afetam o lucro das atividades pecuaristas, o carrapato-do-boi € o mais importante, sendo o
maior responsavel pelas perdas econdmicas. Grisi et al. (2014) estimaram que as infestag¢des
ocasionadas por R. microplus sdo responsaveis por uma perda anual de 3,24 bilhdes de
dolares.

Os danos diretos ocasionados por R. microplus estdo relacionados principalmente a
perdas na produgdo de derivados da pecudria bovina. Um animal infestado com R. microplus
pode desenvolver anemia e perda de nutrientes devido a espoliacdo sanguinea, impactando no
ganho de peso e nutricdo animal, ocasionando, consequentemente, danos na produgdo de
carne e leite. Animais mais susceptiveis podem ficar debilitados ou até mesmo chegarem a
obito. Além disso, as lesdes na pele predispdem o desenvolvimento de mifases (JONSSON,
2006; RECK et al., 2014). O setor do couro também € afetado, visto que ele é desvalorizado

devido aos danos a pele dos animais (JONGEJAN; UILENBERG, 2004).
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O carrapato-do-boi também causa problemas indiretos, com destaque na transmissao
dos protozodrios Babesia bovis e B. bigemina e da bactéria Anaplasma marginale, que sdo
patogenos causadores da Tristeza Parasitaria Bovina, doenga que causa elevados indices de
mortalidade e mobidade aos animais infectados (CLERCQ et al., 2012), além de perdas
econOmicas associadas a tratamento e diagndstico médico veterindrio (SACCO, 2001).

As perdas econOmicas associadas ao parasitismo de R. microplus se tornam mais
expressivas quando se pensa na importancia do setor de bovinocultura, principalmente no
Brasil, onde a criacdo de gado de corte ou leiteiro vem crescendo nos ultimos anos. Em 2015,
0 pafs possuia 0 maior rebanho do mundo, com 209 milhdes de cabecas, e era o segundo
maior consumidor (38,6 kg/habitante/ano) e segundo maior exportador (1,9 milhdes
toneladas) de carne bovina do mundo (GOMES et al., 2017). O Brasil também € destaque na
producdo de leite, a qual apresentou aumento 5 vezes nas ultimas décadas. De 1974 a 2014, os
nimeros aumentaram de 7,1 bilhdes para mais de 35,1 bilhdes de litros (ROCHA;
CARVALHO, 2018).

Apenas no terceiro trimestre de 2019, foram abatidas 8,49 milhdes de cabecas de
bovinos sob algum tipo de servico de inspe¢do sanitéria, valor esse que foi 2,1% superior ao
obtida no 3°trimestre de 2018 e 7,0% acima do registrado no trimestre anterior. No mesmo
periodo, a aquisi¢do de leite cru foi de 6,29 bilhdes de litros, equivalente a um aumento de
0,6% em relagdo ao 3° trimestre do ano anteriore, € a um incremento de 7,5% em compara¢ao
com o segundo trimestre de 2019. A aquisi¢do de couro foi de 8,59 milhdes de pecas,
indicando um acréscimo de 2,4% diante do trimestre anterior (INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2019).

2.2.2 Rhipicephalus sanguineus sensu lato

Conhecido no Brasil como carrapato-vermelho-do-cdo, R. sanguineus (FIGURA 14) é
o nome cientifico utilizado para representar um complexo de 17 espécies de carrapatos, sendo
esse denominado mais corretamente como R. sanguineus sensu lato (DANTAS-TORRES,
2010). Trata-se de um parasita comum de cdes domésticos, podendo ser encontrado em quase
todo o mundo. Embora esse carrapato tenha como principal hospedeiro os cdes, o mesmo
pode ser encontrado em uma ampla variedade de animais selvagens e domésticos, e até
mesmo em humanos. Sua origem nao € bem estabelecida, entretanto, acredita-se que seja uma

espécie africana que se espalhou pelo mundo por meio dos caes (DANTAS-TORRES, 2008).
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Figura 14 — Fémeas de Rhipicephalus sanguineus s. 1. infestando c3o.

Fonte: Dantas-Torres (2009).

O ciclo de vida R. sanguineus s. 1. é trioxénico. O parasita alcanca o hospedeiro no
estdgio larval, se alimenta e deixa o hospedeiro para sofrer ecdise no ambiente. O mesmo
ocorre no estdgio de ninfa e, posteriormente, o adulto alcanga o hospedeiro pela terceira vez
para finalizar o ciclo. O ciclo de R. sanguineus s. 1. se inicia com a oviposi¢do das fémeas, que
chega a durar semanas, sendo elas capazes de fazer a postura de até 4000 ovos. Apds isso, em
condi¢Oes experimentais controladas, ocorre a eclosdo das larvas em um periodo de até 32
dias apds a postura. Estas se alimentam por um periodo de quatro dias, em média, e a ecdise
da larva para o estdgio ninfa ocorre apds aproximadamente 32 dias apds a alimentacio.
Durante um periodo de quatro a sete dias, as ninfas se alimentam e evoluem para o estagio
adulto apés uma média de 32,8 dias. Uma vez no estdgio adulto, a fémea se alimenta por
cerca de nove dias e, em seguida, inicia o periodo pré-oviposi¢do, que varia de trés dias a
algumas semanas. O ciclo de R. sanguineus se completa em média em 23 a 25 semanas sob
condig¢des laboratoriais (DANTAS-TORRES et al., 2010; TROUGHTON; LEVIN, 2007). No
meio ambiente, o tempo de duracdo do ciclo de vita de R. sanguineous pode variar de acordo
com as condi¢des climadticas (calor, umidade) e regionais.

As infestacdes por R. sanguineus s. 1. afetam diretamente o bem-estar dos hospedeiros,
ocasionando dor, incomodo e prurido. Além disso, a preocupac¢ao maior acerca do parasitismo
ocasionado por R. sanguineus s. 1. se dd pelo motivo de ele ser vetor de diversos agentes
patogénicos de importancia, sendo este o principal responsdvel por transmitir doengas aos

caes. Por poder infestar também seres humanos, esse parasita apresenta grande importancia na
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saude publica, principalmente porque estima-se que o aumento da temperatura do planeta, em
funcdo do aquecimento global, possa aumentar sua infestacio em humanos, e
consequentemente, o numero de casos de parasitoses transmitidas por este parasita
(DANTAS-TORRES et al., 2010).

Para os caes, R. sanguineus é o vetor de Babesia vogeli e Ehrlichia canis, agentes
etiol6gicos da babesiose canina e erliquiose monocitica canina, respectivamente (GRAY et al,
2013). Além disso, suspeita-se que o carrapato-do-c@o esteja envolvido na transmissdo de
outros patdégenos importantes, como Leishmania infantum, o agente etiolégico da
Leishmaniose visceral (DANTAS-TORRES et al., 2010).

Para os humanos, diversos estudos apontam que R. sanguineus s. 1. possa transmitir
uma grande variedade de agentes patogénicos, como Rickettsia rickettsii, agente causador da
Febre Maculosa das Montanhas Rochosas, nos Estados Unidos € no México, € R. conorii,
agente causador da Febre Maculosa do Mediterrdneo na Europa (DANTAS-TORRES;
OTRANTO, 2015). No Brasil, suspeita-se que R. sanguineus possa ser um potencial vetor da
R. rickettsii, agente causador da Febre Maculosa Brasileira, uma vez que estudos
domonstraram a identifica¢do dessa bactéria no parasita (ALMEIDA et al., 2013; PACHECO
et al., 2011; SILVA et al., 2017).

2.2.3 Controle de carrapatos

Com o avango da ciéncia e da tecnologia, diversas sdo as estratégias descritas para o
controle de carrapatos. Cita-se o controle por meio de vacinagdo, de modo a aumentar a
imunidade do hospedeiro (CONTRERAS et al., 2017; DE LA FUENTE et al.,, 2007,
FREEMAN et al., 2010) e o controle biolégico, por meio de predadores e organismos
entomopatogénicos (ABBAS et al., 2014; LEAI; FREITAS; VAZ, 2003; SAMISH, 2006;
WASSERMANN et al., 2016). No caso do controle de R. microplus, outras estratégias, como
medidas associadas a rotacdo de pastagens e selecio de pastagens que dificultam o
desenvolvimento dos carrapatos, bem como a suplementacdo mineral dos bovinos, sdo
descritas (PEREIRA; SOUZA; BAFFI, 2010).

Entretanto, os programas de controle de carrapatos se baseiam principalmente no uso
de produtos acaricidas sintéticos disponiveis comercialmente, sendo as principais substincias
pertencentes as classes dos organofosforados, piretroides, amidinas, lactonas macrociclicas,
benzoilfenilureias e fenilpirazois (ADENUBI et al., 2018; SONENSHINE; ROE, 2013).

Alguns representantes comuns dessas classes estdo ilustrados na Figura 15. O uso de
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repelentes também € considerado eficaz na prevencdo de carrapatos e doencas transmitidas
por eles em animais de companhia e humanos. Atualmente, os repelentes mais usados incluem
N, N-dietil-meta-toluamida (DEET) e 4cido 2-(2-hidroxietil)-1-metilpropiléster 1-
piperidinocarboxilico (Picaridina) (FIGURA 16) (ADENUBI et al., 2018; CISAK et al.,
2012). Produtos repelentes e/ou acaricidas comerciais estdo disponiveis para uso em animais
de companhia, gado e seres humanos, em diferentes formulacdes, incluindo comprimidos,
sprays, sabonetes, xampus, pés, colares impregnados, solu¢des de imersdo, podendo ser
aplicados no corpo todo ou em uma parte especifica. (ADENUBI et al., 2018; GASSEL et al.,
2014).

Figura 15 — Estruturas quimicas de alguns acaricidas sintéticos pertencentes as classes dos
organofosforados (diazinon), piretroides (permetrina), amidinas (amitraz),
lactonas macrociclicas (ivermectina), benzoilfenilureias (diflubenzuron) e
fenilpirazois (fipronil).
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Figura 16 — Repelentes mais utilizados no controle de carrapatos.
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Fonte: Adaptado de Adenubbi et al. (2018).

Apesar de serem eficientes, o uso inadequado e frequente de produtos acaricidas pode
ocasionar a selecdo de carrapatos resistentes geneticamente. Geralmente, a resisténcia €
reconhecida como falha de um medicamento no controle do parasitismo, mas a defini¢ao
formal de resisténcia ¢ uma mudanga na suscetibilidade das espécies-alvo a um medicamento
(ABBAS et al., 2014; CORLEY et al., 2013). Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS), a resisténcia pode ser definida, em termos mais amplos, como a capacidade de uma
cepa do parasita sobreviver e/ou se multiplicar, apesar da administracdo e absor¢cdo de um
medicamento administrado em doses iguais ou superiores as geralmente recomendadas, mas
dentro dos limites de tolerdncia (ABBAS et al., 2014).

Uma vez estabelecida uma populagdo de carrapatos resistentes a um determinado
produto, sdo necessdrias dosagens mais altas e mais frequentes para se obter um controle
satisfatorio (KLAFKE et al., 2017). Em adicdo, existe uma preocupagdo acerca de
determinadas substancias sintéticas, uma vez que essas podem ser téxicas, podendo ocasionar
envenenamento dos hospedeiros e dos seres humanos, e contaminar, por meio de residuos,
alimentos de origem animal (carne e leite) e meio ambiente. (BABAR et al., 2012; SINGH et
al., 2015).

Atualmente, pesquisas vém sendo realizadas de modo e encontrar novas substancias
que sejam eficazes no controle de carrapatos, apresentando alta eficdcia e baixa toxicidade.
Nesse contexto, produtos naturais, tais como os 6leos essenciais, surgem como uma possivel

alternativa (ADENUBBI et al., 2018).
2.3 Oleos essenciais no controle de carrapatos

As plantas também sdo fontes de agentes acaricidas e, neste sentido, elas t€ém se

mostrado um método alternativo para o controle de diferentes espécies de 4caros, em funcdo
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dos diversos metabolitos secundérios que produzem como mecanismo de defesa em condi¢des
de estresse. As piretrinas, por exemplo, sdo derivadas das flores secas de Chrysanthemum
cinerariifolium. Essa classe de compostos organicos tem sido utilizada ha séculos devido a
suas propriedades repelentes, acaricidas e inseticidas, fornecendo um esqueleto estrutural para
a sintese de piretroides sintéticos potentes, que sdo componentes de muitos inseticidas
domésticos e industriais (DHANG; SANJAYAN, 2014; ROSADO-AGUILAR, 2017).

Nos ultimos anos, pesquisas envolvendo extratos vegetais para uso no controle de
carrapatos aumentaram, na tentativa de encontrar compostos com propriedades repelentes e
acaricidas que possam ser usados como substitutos ou em associagdo aos compostos
sintéticos. Adenubi et al. (2016) argumentam que o mercado de produtos acaricidas a base de
plantas € extremamente promissor, especialmente se forem considerados os altos niveis de
consumo sintético de acaricidas. Os produtos naturais de origem vegetal podem ser uteis
visando a producdo animal “organica”, além de fornecerem alternativas para o controle de
linhagens resistentes. O desenvolvimento sustentivel do planeta visa a prevencdo da
contaminacdo do meio ambiente e de alimentos, o que torna essencial a investigacdo da
fitoterapia, a qual pode ser abordada a fim de encontrar solu¢des para os problemas causados
por carrapatos e doengas transmitidas por eles (ADENUBI et al., 2016; 2018).

Diversos estudos mostram que substincias obtidas de diferentes espécies de plantas
podem apresentar diferentes mecanismos de acdo contra artropodes, como inibicdo da
alimentacdo ou da sintese de quitina, diminuicdo do crescimento, desenvolvimento e/ou
reproducgdo, além do fato de que podem afetar o comportamento de um determinado acaro
sem efeitos adversos em espécies ndo alvo (ROSADO-AGUILAR, 2017). Em adi¢do, uma
vantagem do uso desses produtos naturais € que a resisténcia pode se desenvolver lentamente,
pois geralmente hd uma mistura de diferentes agentes ativos com diferentes mecanismos de
acdo (ADENUBI et al., 2016). Outras vantagens de se utilizar derivados de plantas como
agentes acaricidas incluem o fato de que estes apresentam compatibilidade com os predadores
naturais, além de possuirem efeito residual curto e, geralmente, baixa toxicidade ao homem e
outros animais superiores (CAMILO et al., 2017).

A avaliacdo das propriedades repelentes e acaricidas de um determinado produto
vegetal, extratos brutos e/ou Oleos essenciais pode ser feita em todos os estdgios (adulto,
ninfa, larva e ovo) de uma determinada espécie de carrapato. Entretanto, aquelas espécies que
apresentam importancia econdmica ou na sadde publica e médico-veterindria sdo mais
estudadas (ADENUBI et al., 2016). Oleos essenciais de diferentes espécies de plantas ji

foram avaliados sobre diferentes géneros de dcaros. No caso dos carrapatos, o género
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Rhipicephalus é o mais estudado e 6leos essenciais extraidos de espécies vegetais da familia
Lamiaceae se destacam por serem os mais estudados sobre esse género (ROSADO-
AGUILAR, 2017). A eficicia desses compostos contra dcaros, entretanto, pode variar
dependendo da dosagem do produto, superficie de aplica¢do, via e método de aplicacdo
(GARCIA et al., 2012; VIEIRA et al., 2012).

Oleos essenciais contendo altos teores de carvacrol sio considerados os mais efetivos
na atividade acaricida, com diversos estudos demonstrando a toxicidade desse monoterpeno
aromdtico, mesmo quando aplicado em baixas concentragdes, sobre diversas espécies de
acaros (CETIN et al., 2010; CRUZ et al., 2013; KOC et al., 2013, RAMIREZ et al. 2016;
PEREIRA JUNIOR et al., 2019). O 1,8-cineol (eucaliptol), encontrado em espécies do género
Eucalyptus, e o limoneno, encontrado em espécies do género Citrus, também sao
considerados compostos eficientes em ensaios de atividade acaricida (ASSIS et al., 2011;
JEON; KIM; LEE, 2014; LEE; SUNF; LEE, 2006; ROH; LEE; PARK, 2013).

Chagas et al. (2016), por exemplo, observaram que os 6leos essenciais de Curcuma
longa (a-turmerona - 26.8%, ar-turmerona - 19.8%), Lippia alba (carvona - 61.7%, limoneno
- 17.5%), Mentha arvensis (mentol - 86.7%), Lippia sidoides (timol - 64.5%, p-cimeno -
11.7%) e Croton sacaquinha (germacreno - 12.0%), diluidos em solu¢do aquosa contendo 2%
de Tween 80, apresentaram boa eficicia em fémeas engurgitadas de R. microplus, com
valores de CLso (concentragdo estimada capaz de ocasionar letalidade em 50% dos
individuos) iguais a 10,24, 10,78, 22,31, 27,67 ¢ 29,88 mg mL"!, respectivamente. Os autores
relacionaram a eficdcia diretamente aos principais componentes de cada dleo essencial.

Em termos da acdo repelente sobre carrapatos, um estudo recente relatou que 6leos
essenciais obtidos de 51 espécies de plantas aromadticas de 16 familias apresentaram eficicia
repelente, contra 8 espécies de carrapatos testadas. Os autores observaram que, no geral, os
OE testados foram eficazes independentemente da espécie em particular e do estigio de
desenvolvimento dos carrapatos. Entretanto, o grau de eficicia dependera do dleo essencial
em particular (BENELLI; PAVELA, 2018)

Ferreira et al. (2017) avaliaram a repeléncia do monoterpeno B-citronelol, um dos
constituintes majoritarios comumente encontrado em Oleos essenciais de espécies como
Dianthus caryophyllum, Cymbopogon winterianus e Perlagonium graveolens, em
comparacdo ao DEET, um repelente padrdao, em adultos em jejum de R. sanguineus. Os
resultados obtidos pelos autores foram promissores, ja que o B-citronelol apresentou maior
repeléncia do que o DEET, sendo observado um efeito dose-dependente. Em outro estudo,

Bessinger et al (2014), estudaram a atividade do repelente TT-4302, o qual continha 5% de
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geraniol, monoterpeno encontrado em O6leos essenciais de espécies como Cymbopogon
martini e C. nardus, em adultos em jejum de R. sanguineus. Segundo os autores, 100% de
repeléncia foi observada mesmo apds 3,5 horas de tratamento com TT-4302, indicando a
eficacia do produto testado.

Metabdlitos secundérios de plantas podem apresentar diferentes mecanismos de acao
contra artrépodes, como inibi¢do da alimentacdo ou da sintese de quitina, polissacarideo que
constitui o exoesqueleto dos artropodes, bem como ocasionar diminui¢do do crescimento,
desenvolvimento e reproducdo (ROSADO-AGUIAR, 2017). A atividade acaricida/repelente
pode ocorrer também por meio de mecanismos neurotoxicos. Pesquisas relatam que Oleos
essenciais que contenham compostos que podem atuar na inibicdo da acetilcolinasterase
(AChE), no antagonismo com receptores do neurotransmissor octopamina € no fechamento
dos canais de cloreto pelo GABA (CAMILO et al., 2017; ISMAN, 2000; REGNAULT-
ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012).

2.4 A enzima acetilcolinesterase

Nas sinapses colinérgicas, amplamente distribuidas no sistema nervoso (ambos central
e periféricos), a acetilcolinesterase (AChE) € a enzima responsdvel por catalisar a hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) (FIGURA 17). A ACh, por sua vez, atua transmitindo a
mensagem de um neurdnio a outro. Desse modo, a acdo da AChE regula a transmissao dos
impulsos nervosos, sendo extremamente importante para a manutengao de inimeras fungdes
fisiolégicas dos animais. De fato, a AChE é uma enzima chave critica para a funcdo do

sistema nervoso dos seres vivos. (ARAUJO; SANTOS; GONCALVES, 2016).

Figura 17 — Esquema reacional da hidrolise da ACh catalisada pela AChE.
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Nas subunidades cataliticas da AChE, os residuos dos aminodacidos histidina e serina
sd0 os mais importantes para a hidrélise da ACh. O mecanismo de hidrélise da ACh no sitio

ativo da AChE indica que, inicialmente, uma adi¢cdo nucleofilica ocorre entre
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neurotransmissor e residuo de serina. Posteriormente, o residuo de histidina atua como uma
base, retirando um préton do ion hidrox6nio formado, o qual, em seguida, é doado para a
por¢ao colina da ACh, que é entdo liberada. Com aliberacdo da colina, a AChE fica acetilada
e, para que a ela volte a ter atividade, necessita sofrer hidrélise. Assim, uma molécula de dgua
atua como nucledfilo e, neste processo, o dcido acético € o residuo de serina € liberado,
tornando a enzima ativa novamente (FIGURA 18) (ARAIjJO; SANTOS; GONCALVES,
2016).
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Figura 18 — Mecanismo simplificado da hidrélise da acetilcolina no sitio ativo da acetilcolinesterase
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Quando a AChE € inibida por uma determinada substincia, elaa se torna incapaz de
hidrolisar a ACh e, assim, o neurotransmissor tende a permanecer ativo por um periodo maior
na fenda sindptica, fato que incrementa a transmissao colinérgica. As substancias que atuam
como inibidoras da AChE sao denominadas anticolinesterdsicos e podem ser terapeuticamente
utilizados em casos que envolvem baixos niveis de acetilcolina. De fato, diversas substancias
constituem principios ativos de farmacos os quais tem como mecanismo de a¢do a a inibi¢do
da acetilcolinesterase, tanto no sistema nervosos central quanto no periférico. Tais farmacos
sdo uteis em casos de constipac@o atOnica, tonia intestinal, retencdo urindria, miastenia grave,
bem como no tratamento da deméncia associada as doencas de Alzheimer e Parkinson
(ARAUJO; SANTOS; GONCALVES, 2016).

No entanto, o acumulo de ACh também leva a patologias, uma vez que a
superestimulacdo dos receptores desse neurotransmissor nas sinapses leva a doengas neurais,
como depressdo, tontura, dor de cabeca, ndusea, dificuldade em respirar e morte subita
(KHAN et al., 2018). Nesse sentido, a inibicdo da AChE consiste também em um mecanismo
de acdo de pesticidas no controle de pragas e parasitas. Os carbamatos e organofosforados sao
duas classes de compostos com capacidade de inibir a AChE e, apesar de apresentarem
elevada toxicidade, ainda sdo largamente utilizados (GIACOPPO et al., 2014). Quando ocorre
a inibi¢do da enzima, ocorre um actimulo da ACh em niveis toxicos para os invertrebados,
como insetos e carrapatos, por exemplo, causando um continuo estimulo neuronal e levando a
morte por paralisia espéstica.

Compostos provenientes do metabolismo secundério vegetal também atuam inibindo a
acetilcolinesterase, € vém ganhado interesse como possiveis principios ativos para o
desenvolvimento de novos farmacos e pesticidas. Como exemplo, pode-se citar os
flavonoides (KHAN et al., 2018), cumarinas (ANAND; SINGH; SINGH, 2012), alcaloides
(NG; OR; IP, 2015) e triterpenos (AWASTHI et al., 2017). Alguns monoterpenoides também
sdo capazes de inibir a AChE, indicando que os Oleos essenciais também podem ser
considerados como uma fonte de moléculas com atividade anticolinesterasica (HOUGHTON;

REN; HOWES, 2006).
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ARTIGO 1 - Efeito acaricida e repelente dos dleos essenciais de Backhousia citriodora,
Callistemon viminalis e Cinnamodendron dinisii em carrapatos Rhipicephalus sp. (Acari:

Ixodidae).

RESUMO

Os carrapatos Rhipicephalus microplus e Rhipicephalus sanguineus sensu lato apresentam
grande importancia na agropecudria, medicina veterindria e saide publica, seja por motivos
econOmicos, seja pela transmissdo de patdégenos. Devido aos problemas associados a
toxicidade causada pelo uso de substancias acaricidas sintéticas, produtos de origem natural
que apresentam efeitos sobre carrapatos vém sendo explorados. No presente estudo, 6leos
essenciais das espécies vegetais Backhousia citriodora, Callistemon viminalis e
Cinnamodendron dinisii foram extraidos por hidrodestilagdo, caracterizados por CG-EM e
CG-DIC e avaliados biologicamente quanto a acdo acaricida em R. microplus e repelente em
R. sanguineus s. 1. Adicionalmente, foi avaliada a capacidade desses Oleos em inibir a
atividade da acetilcolinesterase (AChe). A caracterizacdo quimica revelou que o O6leo
essencial de B. citriodora é constituido majoritariamente por citral (98,9%), ao passo que o
Oleo essencial de C. viminalis é rico em 1,8-cineol (78,1%), a-pineno (12,5%) e limoneno
(3,36%), e o de C. dinisii possui como constituintes majoritarios o a-pineno (30,8%), B-
pineno (12,5%) e sabineno (11,3%). Todos os 6leos essenciais apresentaram efeito acaricida
sobre R. microplus, sendo o de B. citriodora o que demonstrou menor concentragdo letal
média (CLso = 3,276 uL mL™), seguido de C. viminalis (CLso = 8,936 uL mL") e C. dinisii
(CLso = 8,195 uL mL™"). Perante o ensaio de repeléncia sobre R. sanguineus, o 6leo essencial
de B. citriodora apresentou efeito repelente, mesmo apds uma hora de sua aplicacao. Os 6leos
essenciais de C. viminalis e C. dinissi apresentaram repeléncia apenas na maior concetracao e
no menor tempo avalido. O 6leo de C. viminalis foi o tnico capaz de causar reducdo
significativa da atividade da Ache, com concentracio inibitéria média (ICso) de 0,33 pg mL.
Esses 6leos podem ser considerados como fontes de compostos bioativos no controle de
carrapatos.
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos constituem um grupo de ectoparasitos hematéfagos de ampla ocorréncia
no mundo e podem parasitar diversos tipos de hospedeiros, como o gado, cdes, entre outros,
incluindo os seres humanos. Esses artrOpodes apresentam grande importincia médica e
veterindria, uma vez que a infestacdo por algumas espécies estd relacionada a perdas
econdmicas no agronegdcio e com a transmissdo de agentes patogé€nicos para seus
hospedeiros, incluindo seres humanos (SONENSHINE; ROE, 2014; NAVA et al., 2017).
Dentre as espécies do género Rhipicephalus, R. microplus e R. sanguineus sensu lato (s.l) se
destacam. A infestacdo por R. microplus, o carrapato-do-boi, € causa de grandes prejuizos
econdmicos nos rebanhos bovinos, ocasionando diminui¢do da produgdo de carne, leite e
couro (LEW-TABOR; VALLE, 2016; GRISI et al., 2014). Além disso, esse ectoparasito € o
vetor dos agentes patogénicos Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale,
causadores da Tristeza Parasitaria Bovina, doenc¢a que causa elevados indices de mortalidade
e morbidade aos bovinos (CLERCQ et al., 2012; PASCOETI et al., 2016). O carrapato-
vermelho-do-cdo, R. sanguineus s.l., € capaz de transmitir diversos agentes patogé€nicos para
os cdes, como Babesia vogeli e Ehrlichia, causadores de babesiose canina e erliquiose
monocitica canina, respectivamente (GRAY et al, 2013). Em adi¢do, acredita-se que R.
sanguineus seja vetor de uma grande variedade de agentes patogénicos também para seres
humanos, incluindo Rickettsia spp., causadores da Febre Maculosa (DANTAS-TORRES;
OTRANTO, 2015)

As estratégias para controle de carrapatos se baseiam principalmente no tratamento
quimico, por meio de susbstancias acaricidas de origem sintética, como os organofosforados,
piretroides, amidinas, lactonas macrociclicas, benzoilfenilureias e fenilpirazois
(SONENSHINE; ROE, 2014; ADENUBI et al., 2018). Os repelentes mais utilizados contra a
infestac@o por carrapatos sdo a base de substacias sintéticas como N, N-dietil-meta-toluamida
(DEET) e 4cido 2-(2-hidroxietil)-1-metilpropiléster 1-piperidinocarboxilico (Picaridina)
(CISAK et al., 2012; ADENUBI et al., 2018). Apesar de serem eficientes, o uso inadequado e
frequente de substancias acaricidas pode ocasionar a sele¢do de carrapatos resistentes. Nesse
sentido, muitos dos produtos atualmente disponiveis se tornaram ineficazes e invidveis, visto
que doses mais altas, e em menor periodo de tempo, precisam ser aplicadas (KLAFKE et al.,
2017). Em adig¢do, existe uma preocupa¢do acerca das substancias sintéticas, em funcdo da
toxicidade que elas podem apresentar tanto aos hospedeiros, quanto aos seres humanos e ao

meio ambiente (BABAR et al., 2012; SINGH et al., 2015).
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Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido realizados em busca de substincias de
origem natural, como metabdlitos secunddrios vegetais, com agdo acaricida/repelente em
carrapatos (ROSADO-AGUILAR, 2017; ADENUBI et al.,, 2018; BENELLI; PAVELA,
2018). Dentre esses metabdlitos, os dleos essenciais (OEs), os quais podem conter em sua
composi¢do uma grande variedades de terpenos e fenilpropanoides, sdo considerados como
uma fonte de substincias bioativas a serem exploradas para o uso no controle de carrapatos
(CAMILO et al., 2017; BENELLI; PAVELA, 2018). Uma vantagem do uso desses produtos
naturais € que eles podem atrasar o desenvolvimento da resisténcia acaricida, uma vez que,
geralmente, hd uma mistura de diferentes agentes ativos com diferentes mecanismos de agcdo
(ADENUBI et al., 2016). As espécies vegetais Backhousia citriodora, Callistemon viminalis e
Cinnamodendron dinisii, por exemplo, sdo produtoras de 6leos essenciais biologicamente
ativos (ANDRADE et al., 2013; HAYES; MARKOVIC, 2002; OLIVEIRA et al., 2015; ROH;
LEE; PARK, 2013; SALES et al., 2017; SANTIAGO et al.,, 2017). Entretanto, até o
momento, existem poucos ou nenhum relato na literatura acerca dode seus afeitos em
carrapatos.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos dos O6leos essenciais de
Backhousia citriodora, Callistemon viminalis e Cinnamodendron dinisii em carrapatos do
género Rhipicephalus, por meio de testes acaricidas em R. microplus e ensaios de repeléncia
em R. sanguineus s.. Além disso, foram avaliados seus efeitos na atividade da

acetilcolinesterase, a fim de inferir um possivel mecanismo de ac¢ao destes 6leos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

A coleta do material vegetal de cada espécie foi realizada entre os meses de janeiro e
fevereiro de 2019, no periodo da manhd, em dias com temperatura amena e auséncia de
precipitacdo. As espécies B. citriodora e C. dinisii foram coletadas no Horto de Plantas
Medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), enquanto que a espécie C. viminalis
foi coletada no proprio Campus da UFLA. A cidade de Lavras esté localizada no sul do estado
de Minas Gerais, Brasil, latitude 21°14'S, longitude 45°00'W Gr e altitude de 918 m. As
espécies se encontram identificadas no Herbario ESAL da UFLA, com os seguintes nimeros
de registro: 30,300 (B. citriodora), 26,624 (C. viminalis) e 26,285 (C. dinisii). Apds a coleta,

os materiais vegetais referentes a cada espécie foram selecionados quanto ao grau de
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imperfei¢des, sujeira, corpos estranhos, e cortados em partes menores para posterior extragao

do 6leo essencial.

2.2 Extracao e rendimento dos 6leos essenciais

A extragdo dos 6leos essenciais das folhas frescas de cada espécie foi realizada no
Laboratério de Quimica Organica — Oleos Essenciais do Departamento de Quimica (DQI) da
UFLA, empregando-se o processo de hidrodestilacio com um aparelho de Clevenger
modificado. Para tal, uma quantidade suficiente de material vegetal fresco (aproximadamente
225 g para C. dinisii, 205 g para B. citriodora e 370 g para C. viminalis) foi colocado em um
baldo de fundo redondo com capacidade de 5 L e adicionando-se, sem seguida, dgua até a
metade do recipiente. Conectou-se o condensador e levou-se a fervura, mantendo ebulicao
branda durante 2 horas. Decorrido esse tempo, deixou-se o sistema em repouso a temperatura
ambiente por 10 minutos, abriu-se a torneira do aparelho e retirou-se o excesso de dgua
lentamente até que a superficie da camada de 6leo se aproximasse da abertura da torneira. O
hidrolato foi coletado e submetido a centrifugacdo a 965 g por 15 minutos. Posteriormente, o
Oleo essencial foi pipetado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e acondicionado em
recipiente adequado com protecdo da luz e sob refrigeracdo (ANVISA, 2010). As extracdes
foram realizadas em triplicata. O rendimento das extragdes foi calculado por diferenca em
Base Livre de Umidade (%p/p BLU). Para tal, o teor de umidade foi determinado utilizando a
metodologia proposta por Pimentel et al. (2006). Em um baldao de fundo redondo com
capacidade de 250 mL, foram adicionados aproximadamente 5 g do material vegetal e 80 mL
de cicloexano. Pelo topo do condesador Dean-Stark, adicionou-se mais cicloexano para
permitir o retorno do solvente ao baldo. O sistema foi submetido a aquecimento e apds 2 horas
realizou-se a leitura da quantidade de dgua extraida na escala volumétrica do sistema Dean

Stark.

2.3 Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais

A caracterizacdo quimica dos OEs foi realizada na Central de Anélises e Prospeccdo
Quimica - CAPQ do DQI/UFLA. A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada por
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), utilizando um
equipamento modelo QP 2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) e sob as seguintes

condi¢des experimentais: coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) com
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fase ligada composta por filme de DB5 (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano); fase mével He
5.0 (White Martins, Rio de Janeiro, Brasil) como gis de arraste; fluxo de 1,0 mL min';
temperatura do injetor: 220 °C; temperatura do detector: 240 °C; volume de injecdo da
amostra de 0,5 pL, diluido em hexano (1%) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA); taxa de
particdo do volume injetado (split) de 1:100; rampa de temperatura iniciada a 60 °C, com um
aumento para 240 °C a uma taxa de 3 °C min !, seguida de aumento de 10 °C min™! até atingir
300 °C, sendo a temperatura final mantida por 7 min. A pressao na coluna foi em torno de
71,0 kPa. Os parametros operacionais do espectrometro de massas foram os seguintes:
potencial de ionizagdo de 70 eV; temperatura de fonte de fons de 200 °C; a anédlise de massas
foi realizada em modo de varredura total, variando de 45 a 500 Da, com velocidade de
varredura de 1000 Da seg‘1 e intervalo de varredura de 0,5 fragmentos s': Os dados foram
processados e obtidos utilizando o software LabSolutions LC/GC Workstation 2.72. O indice
de reten¢do dos compostos foi calculado em relagdo a uma série homéloga de n-alcanos (nC9-
nC18), empregando-se a equagcdo de Van den Dool e Kratz (1963). A identificacdo dos
compostos foi realizada por meio da comparacido dos indices de retencdo calculados com
aqueles descritos na literatura (ADAMS, 2017). Também foram realizadas comparacdes dos
espectros de massa obtidos com aqueles existentes nas bibliotecas FENSC 1.2, NIST107 e
NIST21.

A andlise quantitativa foi realizada por Cromatografia Gasosa com Detector por
Ionizagao em Chama (CG-DIC), utilizando-se um equipamento modelo GC-2010 (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japao), com condicdes experimentais idénticas as utilizadas na andlise
qualitativa, com exce¢do da temperatura do detector, que foi de 300 °C. As porcentagens

relativas de cada constituinte foram obtidas pelo método de normalizag¢do de 4reas.

2.4 Bioensaios de atividade acaricida sobre Rhipicephalus microplus

2.4.1 Obtenciao dos carrapatos R. microplus

Fémeas ingurgitadas de R. microplus foram coletadas de rebanhos naturalmente
infestados do municipio de Lavras, Minas Gerais, e regido, os quais nao tenham recebido
tratamentos acaricidas nos ultimos trés meses. Apds coleta, os animais foram lavados em dgua
corrente e secos em papel absorvente macio para, posteriormente, serem submetidos do Teste

de Imersdao em Adultos (DRUMMOND et al., 1973).
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2.4.2 Teste de Imersao em Adultos (TTA)

O TIA foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Drummond et al. (1973)
no Laboratério de Biologia Parasitaria (BIOPAR) do Departamento de Medicina Veterindria
da UFLA. Inicialmente, para cada 6leo, os animais foram pesados e divididos em grupos com
pesos homogéneos (p > 0,05), contendo 10 carrapatos cada. Dois grupos foram utilizados para
controle: um tratado com 4gua destilada e outro tratado com o solvente dimetilsulféxido
(DMSO 10%). Os demais grupos receberam os tratamentos com os 6leos essenciais diluidos
em DMSO 10%, nas concentracdes 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 uLL mL! para B. citriodora,
6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 12,0; 15,0 uLL mL! para C. viminalis, e 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10.0; 12,0;
15,0 uL mL! para C. dinisii, definidas com base em pré-testes, onde foram escolhidas aquelas
que geraram mortalidades acima de 0% e abaixo de 100%. Os animais foram imersos em
béqueres contendo cada solucdo durante 5 minutos. Posteriormente, foram secos em papel
absorvente, colocados em placas de Petri (6 x 6) sob condi¢cdes ambientes e observados
diariamente, durante 7 dias (OLIVEIRA et al., 2008). Os carrapatos foram considerados
mortos quando houve auséncia de motilidade apds estimulo com diéxido de carbono (CO»)
e/ou apds estimulacdo do ventre por instrumento pontiagudo, bem como coloracio da cuticula
enegrecida. Todos os procedimentos foram realizados em duplicata, totalizando 20 individuos

para cada grupo.
2.4.3 Analise estatistica

Os resultados obtidos do TIA foram submetidos a anélise Probit, por meio do software
Polo Plus (versdo 0.03), a fim de se calcular as concentracdes letais para 50 e 90% dos
individuos (CLso e CL9o), bem como seus respectivos intervalos de confianca de 95%.
2.5 Bioensaios de repeléncia em R. sanguineus s. 1.
2.5.1 Obtencao dos carrapatos R. sanguineus s. 1.

Carrapatos R. sanguineus s.1. foram obtidos a partir de coldonia mantida em incubadora
de Demanda Biolégica de Oxigénio (DBO) sob condi¢des controladas (27 °C, 85% de

umidade e fotoperiodo de 12 horas). Os carrapatos foram alimentados em coelhos brancos da

raca Nova Zelandia sem contato prévio com carrapatos ou acaricidas, conforme descrito por



58

Bechara et al. (1995). Os coelhos foram mantidos em gaiolas e receberam 4gua e comida ad
libitum. Apds atingirem o estdgio adulto em jejum, os carrapatos foram mantidos em BOD até
o momento de realizacdo dos bioensaios de repeléncia. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados conforme as instrucdes e aprovacdo da Comissio de Etica no

Uso de Animais (CEUA, UFLA - Lavras / MG, Brasil), protocolo n°. 043/185 de 24/05/2018.

2.5.2 Teste com chance de escolha

A atividade repelente foi realizada no BIOPAR/DMV/UFLA e determinada por meio
de bioensaios com chance de escolha, segundo metodologias propostas por Bissinger et al.
(2009) e Ferreira et al. (2017). Os O6leos essenciais foram diluidos em solucdo aquosa
contendo 5% de DMSO, sendo testados em quatro grupos, nas concentragdes de 7, 14, 28 e 56
uL mL. Os testes foram realizados com animais adultos em jejum em sala & temperatura
ambiente. Papéis-filtro foram cortados ao meio (drea total = 63,6 cm?). Em uma metade do
papel, aplicaram-se 200 puL das solu¢des de 6leo essencial nas concentragdes previamente
mencionadas, com uma micropipeta, gotejando em diferentes locais, de forma padronizada
em todos os tratamentos. Na outra metade, aplicou-se solu¢do aquosa de DMSO 5%
(solvente). Os filtros de papel embebidos foram secos por trinta minutos em temperatura
ambiente e entdo posicionados no interior de placas de Petri. Seis carrapatos (trés fémeas e
trés machos) foram liberados no inteior de cada placa de Petri, que foram, entdo, levadas a
local escuro durante 5 minutos. Para cada concentracdo, foram utilizadas dez placas,
totalizando 60 carrapatos/grupo. Decorridos os cinco minutos, a posi¢do dos animais foi
avaliada. Dez placas de Petri contendo o solvente (DMSO 5%) e 4dgua deionizada, com seis
carrapatos cada, foram utilizadas como controle.

Além disso, empregando-se a maior concentracdo (56 uL mL™), foi avaliado o efeito
do tempo de secagem sobre a repeléncia. Para isso, placas de Petri contendo os filtros foram
mantidas em temperatura ambiente durante 30, 60, 120 e 180 minutos. Para cada tempo de
secagem, foi avaliada atividade repelente dos diferentes Oleos essenciais. Os grupos de
tratamento consistiram na comparagao entre a concentragdo desejada e o solvente (DMSO
5%). Como grupo-controle também foi utilizada placa contendo o solvente e dgua deionizada.
Foram utilizadas 10 placas contendo seis carrapatos cada para cada tempo de secagem,
totalizando 60 carrapatos por grupo. O indice de repeléncia (IR) foi calculado de acordo com

Girdo Filho et al. (2014) e Xavier et al. (2015), conforme a equagio a seguir:
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. 2G
G+ P)

Onde: G = % de carrapatos atraidos no tratamento e P = % atraidos na testemunha (solvente).
Os valores de IR variam entre O e 2, sendo que IR < 1,0 indica tratamento repelente e IR > 1,0
indica tratamento atraente. IR = 1,0 corresponde a tratamento neutro. Como margem de
seguranca, o erro padrao de cada tratamento foi adicionado/subtraido do valor 1,00 (indicativo
de neutralidade). Dessa forma, foram considerados repelentes ou atraentes os tratamentos fora

do intervalo 1,00 + EP (GIRAO FILHO et al., 2014; XAVIER et al., 2015).

2.5.3 Analise estatistica

Os indices de repeléncia foram comparados por meio de teste ANOVA Fatorial,
utilizando-se o Software Statistica v. 7.0. Consideraram-se duas varidveis independentes (o

tratamento e a concentragdo utilizados), e uma variavel dependente (IR).

2.6 Efeito dos OEs na atividade da acetilcolinesterase

O teste foi realizado baseando-se no método de Ellman et al. (1961), o qual consiste
no monitoramento da taxa de formacao do composto 5-tio-2-nitrobenzoato, formado por meio
da reacdo entre o Reagente de Ellman (dcido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico ou sua forma
ionizada) e a tiocolina. Em um tubo de ensaio, foram adicionados 2970 pL de tampao Tris-
HCI pH 8 (50 mmol L), contendo NaCl (0,1 mol L!) e MgCl,.6H,0 (0,02 mol L) e 254 uL
da solucdo de acetilcolinesterase (0,04 U mL™") (tipo VI-S) de Electrophorus electricus. A
mistura foi incubada a 37 °C por 5 minutos. Apds esse tempo, foram adicionados 25 pL dos
Oleos essenciais diluidos em etanol em diferentes concentracdes, 100 puL. da solucdo de
reagente de Ellman e 80 uL da solu¢do de substrato, sendo a mistura novamente incubada a
37 °C por 15 minutos. Os 6leos essenciais foram diluidos de modo que as concentragdes
finais de OE, considerando o volume final total no tubo apds adi¢do de todos os reagentes,
fossem de 0,25; 0,50; 1,00; 5,00; 10,0; 50,0 e 100 pg mL. Apo6s esse tempo, a absorbancia
foi medida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 412 nm. Para o branco, foram
utilizados 3,2 mL tampdo Tris-HCI. Para fins de comparagdo, o carvacrol foi utilizado como

controle positivo nas mesmas concentragdes utilizadas para os Oleos essenciais. Para
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considerar a hidrdlise espontanea da acetiltiocolina, foram realizados controles ndo
enzimadticos para cada concentracdo de dleo testada, substituindo-se a enzima por tampao
Tris-HCI. O controle negativo conteve todos os reagentes, exceto o 6leo essencial, que foi
substituido pelo solvente etanol. Os testes foram realizados em trés repeticdes e a

porcentagem de atividade enzimadtica foi calculada de acordo com a equacdo a seguir:
Ar — A
A(%) = (u) .100
Ao

Onde: AT = absorbancia do tratamento contendo o 6leo essencial/controle positivo; AC =
absorbancia do controle ndo enzimético; e AO = absorbancia do controle negativo. Os valores
de ICso, concentracdo capaz de ocasionar reducdo da atividade enzimdtica em 50%, foram

calculados pela equagdo da curva de concentracdo versus % atividade enzimatica.
2.6.1 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, usando o programa

estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011).
3 RESULTADOS
3.1 Rendimento e composi¢ao quimica dos dleos essenciais

Os rendimentos dos Oleos essenciais foram de 2,20 + 0,07%, 0,94 + 0,01% e 1,50 +
0,06% em base livre de umidade (BLU) para as espécies B. citriodora, C. viminalis e C.
dinisii, respectivamente. Ao todo, foram identificados e quantificados dois compostos no 6leo
essencial de B. citriodora, nove no de C. viminalis e dezessete no OE de C. dinisii (TABELA
1). O dleo essencial de B. citriodora é constituido majoritariamente por citral (98,9%),
mistura isomérica dos aldeidos neral (42,8%) e geranial (56,0%). Para C. viminalis, os
constituintes majoritirios foram o éter ciclico monoterpénico 1,8-cineol (78,1%) e os
hidrocarbonetos monoterpénicos a-pineno (12,5%) e limoneno (3,36%). O 6leo essencial de
C. dinisii apresentou como constituintes majoritarios os isomeros o-pineno (30,8%) e B-

pineno (12,5%) e monoterpeno biciclico sabineno (11,3%).



61

Tabela 1 — Composicdo quimica e teores (% drea relativa) dos 6leos essenciais das folhas
frescas de B. citriodora, C. dinisii e C. viminalis.

Composto TR caic IRt B. citriodora C. viminalis C. dinisii
a-tujona 925 924 - - 0,9689
0-pineno 933 932 - 12,4811 30,7739
canfeno 950 946 - - 0,5538
sabineno 972 969 - - 11,2755
B-pineno 979 974 - 0,7886 17,2260
mirceno 988 988 - 0,2327 1,6578
o-felandreno 1007 1002 - 0,2676 -
a-terpineno 1017 1014 - - 0,9090
p-cimeno 1024 1020 - 0,8439 0,4598
limoneno 1029 1024 - 3,3619 1,5997
1,8-cineol 1033 1026 - 78,1007 3,0976
B-ocimeno 1044 1044 - - 2,6336
y-terpineno 1057 1054 - - 1,9105
linalol 1099 1095 - - 1,3361
terpinen-4-ol 1181 1174 - 0,6351 4,5006
o-terpineol 1196 1186 - 2,9895 -
neral 1239 1235 42,8413 - -
geranial 1269 1264 56,0329 - -
B-cariofileno 1420 1417 - - 2,2008
biciclogermacreno 1496 1500 - - 10,8313
espatulenol 1577 1577 - - 1,5887
TOTAL 98,8742 99,7011 93,5236

3.2 Atividade acaricida em R. microplus

Os pesos médios = desvio padrdo (DP) das fémeas ingurgitadas de R. microplus
utilizadas nos grupos tratados com os 6leos essenciais de B. citriodora, C. vimialis e C. dinissi
foram de 0,185 £ 0,046 g, 0,215 £ 0,049 g e 0,211 £ 0,032 g, respectivamente. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos utilizados para cada 6leo essencial neste
parametro (p > 0,05). Os gréaficos de mortalidade em funcdo da concentracio aplicada estdo
dispostos na Figura 1. Os resultados da analise de Probit baseados na mortalidade de fémeas

ingurgitadas de R. microplus expostas aos 6leos essenciais sdo mostrados na Tabela 2.
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Figura 1 — Gréficos de mortalidade de fémeas ingurgitadas de R. microplus em funcdao da
concentracdo dos 6leos essenciais de B. citriodora, C. viminalis e C. dinisii, obtidos por meio
de analise Probit.
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Tabela 2 — Resultados da andlise Probit com base na mortalidade de fémeas ingurgitadas de R.
microplus expostas aos 6leos essenciais de B. citriodora, C. viminalis e C. dinisii.

B. citriodora C. viminalis C. dinisii
CLs0 (95% IC)* 3,276 (2,210-5,332) 8,936 (8,335-9,658) 8,195 (5,950-13,152)
CLoyo (95% IC)* 10,616 (6,160-56,843) 12’61556,;19’)3 13- 17’617002,(21212;?87_
Inclinacdo 2.510 £0.430 8.479 + 1.433 3,841 £0,716
Qui-quadrado 7,9173 1,513 6,5142
Graus de liberdade 5 5 4
Heterogeneidade 1,5835 0.303 1.6285

*ul mL!

O ¢leo essencial de B. citriodora apresentou o melhor efeito acaricida, com o menor
valor de CLso (3,3 uL mL™), concentracdo estimada capaz de ocasionar 50% de mortalidade,

seguido de C. dinisii (CLso = 8,2 uL mL™) e C. viminalis (CLso = 8,9 uL mL™).

3.3 Atividade repelente em R. sanguineus s. .

Os indices de repeléncia encontrados para os OEs testados em quatro diferentes
concentracdes e suas respectivas classificagdes (repelente, atrativo ou neutro) estdo descritos
na Tabela 3. Na Tabela 4, estdo dispostos os indices de repeléncia dos dleos essenciais

testados na maior concentragcdo, em diferentes tempos de secagem.
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Tabela 3 — Indices de repeléncia (+ erro padrdao) dos 6leos essenciais de B. citriodora, C. viminalis e C. dinisii em diferentes concentragdes, secos

por 30 min, testados em carrapatos R. sanguineus em jejum.

B. citriodora C. viminalis C. dinisii
C(()Siegﬁ%ao IR+EP* Classificagao** IR+EP* Classificagao™** IR+EP* Classificagdo**
Controle 1,10+0,17 Aa Neutro 1,10+0,17 Aa Neutro 1,10+0,17 Aa Neutro
7 0,70+0,17 Aa Repelente 1,03+0,16 Aa Neutro 0,93+0,17 Aa Neutro
14 0,63+0,10 Aa Repelente 0,97+0,19 Aa Neutro 0,87+0,05 Aa Repelente
28 0,30+0,08 Bb Repelente 0,67+0,07 Aa Repelente 0,77+0,09 Aa Repelente
56 0,17+0,06 Bb Repelente 0,40+0,08 Ab Repelente 0,43+0,09 Ab Repelente

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e mesma letra maidscula nas linhas ndo diferem significativamente (p > 0,05).

*IR+EP = indice de repeléncia + Erro padrdo
** Baseado em 1,0 + erro padrdo para cada tratamento de acordo com Girdo Filho et al. (2014) e Xavier et al. (2015).

Tabela 4 — Indices de repeléncia (+ erro padrio) dos 6leos essenciais de B. citriodora, C. viminalis ¢ C. dinisii a 56 pL mL™ apés diferentes
tempos de secagem, testados em carrapatos R. sanguineus em jejum.

B. citriodora C. viminalis C. dinisii
]Eirnr.lg)o IR+EP* Classificagao** IR+EP* Classificagdo** IR+EP* Classificagao**
Controle 1,10+0,17 Aa Neutro 1,10+0,17 Aa Neutro 1,10+0,17 Aa Neutro
30 0,17+0,06 Bb Repelente 0,40+0,08 Ab Repelente 0,43+0,09 Ab Repelente
60 0,33+0,09 Bb Repelente 0,83+0,11 Aa Repelente 0,93+0,15 Aa Neutro
120 0,50+0,10 Aa Repelente 0,93+0,15 Aa Neutro 1,00+0,16 Aa Neutro
180 0,67+0,12 Aa Repelente 1,03+0,17 Aa Neutro 1,03+0,16 Aa Neutro

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e mesma letra maitiscula nas linhas ndo diferem significativamente (p > 0,05).

*IR+EP = indice de repeléncia + Erro padrdo
** Baseado em 1,0 + erro padrdo para cada tratamento de acordo com Girdo Filho et al. (2014) e Xavier et al. (2015).
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Dentre os 6leos essenciais testados, apenas o de B. citriodora se mostrou repelente a
partir da menor concentragio, de 7 uL mL"'. Com rela¢io ao tempo, esse OE também
demonstrou eficiéncia em longo prazo, sendo classificado como repelente mesmo apds 3
horas de aplicacdo. Os 6leos essenciais de C. viminalis e C. dinisii ocasionaram repeléncia
apenas a partir das concentracdes de 28 e 14 pyL mL’, respectivamente. Também ndo
apresentaram eficiéncia a longo prazo, sendo classificados como repelentes apenas nos
menores tempos de secagem.

Entretanto, a andlise estatistica demonsntrou que os indices de repeléncia dos trés
Oleos essenciais apenas diferiram significativamente de seus respectivos controles nas maiores
concentracdes utilizadas. Nesse sentido, o 6leo essencial de B. citriodora apresentou efeito
repelente significativo nas duas concentragdes mais elevadas, cujos valores de IR ndo
diferiram significativamente entre si. Para os 6leos de C. viminalis e C dinisii, um efeito
repelente significativo somente foi observado na maior concentragio, 56 uL mL!.

Com relacdo ao tempo, os trés Oleos testados ndo apresentam efeito repelente
estatisticamente significativo a longo prazo. O 6leo essencial de B. citriodora apresentou os
melhores resultados, sendo repelente até uma hora ap6s a aplicagcdo, enquanto os 6leos de C.
vimialis e C. dinisii s6 apresentaram efeito repelente até trinta minutos de secagem do 6leo, na
concentracdo de 56 uL mL™".

Nas duas menores concentracdes (7 e 14 uL mL™), os 6leos essenciais testados nio
diferiram estatisticamente entre si. Entretanto, a partir da concentracio de 28 uL mL™!, o 6leo
essencial de B. citriodora apresentou maior repeléncia do que os demais, uma vez que o IR
estatisticamente foi menor (p < 0,05) em relacdo a C. viminallis e C. dinisii (Tabela 3). Apds
30 e 60 minutos de secagem, foi observado IR estatisticamente menor para B. citriodora,
quando, comparado aos outros 6leos (p < 0,05). Nos dois maiores tempos, nenhuma diferenca
estatistica foi observada nos indices de repeléncia para os trés 6leos essenciais avaliados

(Tabela 4).

3.4 Efeitos dos 6leos essenciais sobre a atividade da acetilcolinesterase (AChE)

Os valores de ICso, concentragdo capaz de diminuir a atividade da enzima em 50%,

para o carvacrol e 6leos essenciais estudados, estdo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5 — Valores de 1Csp para o carvacrol e 6leos essenciais testados sobre a atividade da

acetilcolinesterase
Amostra ICso (ug ml™)
Carvacrol 12,23 + 3,168 a
B. citriodora > 100
C. viminalis 7,391 +2,133 a
C. dinisii -

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente.

O o6leo essencial de C. viminalis foi o mais eficiente em ocasionar diminuicdo na
atividade dessa enzima (ICso = 7,391 pg mL™). O éleo essencial de B. citriodora, entretanto,
causou efeito reduzido (ICso > 100 ug mL™). O 6leo essencial de C. dinisii, por sua vez, nio
se mostrou eficiente em causar diminui¢do da atividade da AChE, apresentando resultados

inconsistentes e impassiveis de se calcular um valor de ICso.

4 DISCUSSAO

Em geral, a composi¢cdo quimica aqui reportada para os 6leos essenciais de B.
citriodora, C. viminalis e C. dinisii corrobora com outras previamente descritas na literatura
para essas mesmas espécies (ANDRADE et al.,, 2013; HAYES; MARKOVIC, 2002;
OLIVEIRA et al., 2015; ROH; LEE; PARK, 2013; SALES et al., 2017; SANTIAGO et al.,
2017). No presente estudo, nao foi observada mortalidade nos grupos controle tratados com
dgua deionizada e DMSO 10%. Similarmente, Sharma et al. (2012) relataram que DMSO
10% ¢ considerado seguro contra adultos de R. microplus. Nesse sentido, a atividade acaricida
observada no presente estudo deve ser atribuida aos compostos presentes nos 6leos essenciais
das espécies vegetais estudadas.

Dentre os o6leos essenciais avaliados no presente trabalho, o de B. citriodora
demonstrou os melhores resultados, tanto na atividade acaricida em R. microplus, quanto no
ensaio de repeléncia contra R. sanguineus s. 1. Tais resultados estdo relacionados,
provavelmente, ao alto teor de citral encontrado neste 6leo essencial (98,9 %), uma vez esse
composto apresentou potente atividade acaricida contra R. microplus (PEIXOTO et al., 2015).
Previamente, foi relatado que dleo essencial de Cymbopogon citratus, também rico em citral,
apresentou toxicidade para larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus, em bioensaios in
vitro e in vivo (CHUNGSAMARNYART; JIWAJINDA, 1992). Em outro estudo, o 6leo de C.
citratus foi eficiente, inclusive, em populagdes de R. microplus resistentes a amidinicos e

piretroides sintéticos (SANTOS; VOGEL, 2012). Também foi capaz de afetar a reproducdo,
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inibindo a oviposicdo e eclodibilidade nesses carrapatos (PAZINATO, 2016). Esses
resultados podem ser comparados aos encontrados para o 6leo essencial de B. citriodora no
presente estudo, em razdo da similaridade quimica com os 6leos essenciais de C. citratus.

O dleo essencial de C. viminalis apresentou como constituinte majoritario o 1,8-cineol
(78,1%), que também esteve presente no 6leo essencial de C. dinisii (3,1%). Esse composto
também compde os Oleos essenciais de Mesosphaerum suaveolens (35,77%), Ocimum
gratissimum (24,68%) e Alpinia zerumbet (24,05%) (CASTRO et al.,, 2018) e Croton
conduplicatusos (24.09%) (CASTRO et al., 2019), os quais demostraram alta eficdcia contra
larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus. O a-pineno e o B-pineno, por sua vez, foram os
constituintes majoritdrios encontrados no 6leo essencial de C. dinisii (30,77% e 17,23%,
respectivamente). Esse par de isomeros foi caracterizado também no 6leo essencial de C.
viminalis (a-pineno - 12,5%, B-pineno - 0,79%). Previamente, alguns 6leos essenciais que
apresentaram altos teores de a-pineno e B-pineno também mostraram-se toxicos para larvas de
R. microplus, como o de Cunila incana (a-pineno - 26.7%, B-pineno - 27.5%) (APEL et al.,
2009) e Rosmarinus officinalis (o-pineno - 31.07%, 1,8-cineol - 14.2%, B-pineno - 1.63%)
(MARTINEZ-VELAZQUEZ et al, 2011), o que pode indicar que esses compostos podem ter
sido responsdveis pela atividade acaricida observada no presente estudo.

Pesquisas de Pazinato et al. (2014) mostraram que o Oleo essencial de Melaleuca
alternifolia, rico em terpinen-4-ol, apresentou efeito acaricida e afetou a reproducio de
fémeas de R. microplus. Esse dlcool monoterpénico também foi caracterizado nos 6leos de C.
viminalis (0,64%) e C. dinisii (4,5%), no presente trabalho. O p-cimeno, por sua vez, Unico
composto aromético encontrado na composi¢do quimica desses 6leos essenciais (0,84% em C.
viminalis € 0,46% em C. dinisii), aparece como um dos principais constituintes dos 6leos
essenciais de Croton pulegiodorus (23,1%) (CASTRO et al., 2018) e Alpinia zerumbet
(32,7%) (CASTRO et al., 2019), os quais demonstraram eficicia contra larvas e adultos de R.
microplus. Além disso, o y-terpineno, segundo constituinte mais abundante no 6leo essencial
de Cuminum cyminum (15,69%), foi responsavel por 100% de mortalidade a uma
concentracao de 2,5% em larvas de R. microplus (MARTINEZ-VELAZQUEZ et al., 2011).
No presente estudo, esse composto esteve presente em baixa concentracdo no 6leo de C.
dinisii (1,9%). Apel et al. (2009), por sua vez, demonstraram que o 6leo essencial de Cunila
angustifolia, caracterizado em sua maioria por sabineno (32,1%) e espatulenol (10,0%), foi
capaz de matar quase que a totalidade das larvas de R. microplus. Isso pode indicar que esses
compostos, presentes também no 6leo essencial de C. dinissi (sabineno - 11,2%, espatulenol -

1,59%), podem ter colaborado com seus efeitos toxicos em R. microplus.
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Entre os 6leos essenciais avaliados, o obtido de B. citriodora também apresentou o
melhor efeito repelente contra R. sanguineus s. 1. A presencga de citral nesse 6leo, novamente,
justifica seu efeito repelente. Esse aldeido monoterpénico apresenta um forte aroma de limao.
Segundo Svoboda e Greenaway (2003), plantas aromadticas cujos 6leos essenciais apresentam
odor caracteristico de limdo sdao demandadas para produtos repelentes, sendo bastante
investigadas em termos de sua atividade bioldgica, a fim de se obter modelos para a
preparacao de novos pesticidas. De fato, 6leos essenciais de espécies ricas em citral costumam
apresentar boa repeléncia contra artropodes. Oyedele et al. (2002) encontraram bons
resultados ao testarem pomada e creme a base de 6leo de Cymbopogon citratus contra
mosquitos Aedes aegypti. Tais efeitos foram atribuidos a presencga de citral. O citral, bem
como o Oleo essencial de C. citratus, também foram eficazes em estudos de repeléncia contra
pulgdes da espécie Rhopalosiphum padi (PASCUAL-VILLALOBOS et al., 2017).

As propriedades quimicas, estruturais e fisicas de um determinado composto estdo
associadas a sua acdo repelente, principalmente aquelas relacionadas com medidas de
volatilidade, como pressdao de vapor e temperatura de ebuli¢do, bem como o peso molecular,
coeficiente de particdo, momento de dipolo e presenga de grupos funcionais influenciam o
efeito repelente (GARSON; WINNIKE, 1968; NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO,
2010; PALUCH et al., 2009; WANG et al., 2008). Os 6leos essenciais de B. citriodora e C.
viminalis apresentaram em sua composicdo apenas monoterpenos. O citral, encontrado no
6leo essencial de B. citriodora, por apresentar o grupo funcional aldeido em sua molécula, é
menos volatil do que os demais monoterpenos formados apenas por carbono e hidrogénio. O
fato de essa substancia compor quase a totalidade do 6leo essencial desta espécie justifica seu
melhor efeito repelente, uma vez que, caso esse composto se encontrasse em um Oleo
essencial mais complexo, poderia se volatilizar mais rdpido devido a interacdes mais fracas
com os demais monoterpenos.

Klocke, Darlington e Balandrin (1987) relataram que o éter monoterpénico 1,8-cineol,
principal componente do dleo essencial de C. viminalis, e presente também no 6leo de C.
dinisii, apresentou efeito repelente em mosquitos Aedes aegypti adultos, dificultando a
alimentacdo e a ovoposicdo. Entretanto, 6leos essenciais de Ocimum basilicum e Mentha
piperita, ambos contendo 1,8-cineol em sua composi¢do, apresentaram baixo efeito repelente
em carrapatos adultos da espécie Dermacentor reticulatus (STEFANIDESOVA et al., 2017).
Anteriormente, El-Seedi et al. (2012) sugeriram que, apesar de forte, o efeito repelente do
6leo essencial de Rosmarinus officinalis (1,8-cineol - 51,8%) contra ninfas do carrapato

Ixodes ricinus diminui a longo prazo, provavelmente devido a alta volatilidade do 1,8-cineol.
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Palsson et al., 2008, ao estudar o efeito repelente em ninfas de I ricinius, também
argumentam que a elevada volatilidade desse composto também afeta suas propriedades
repelentes a longo prazo. Esses resultados corroboram com os obtidos no presente estudo,
uma vez que o efeito repelente do dleo essencial de C. viminalis ocorreu somente nas maiores
concentracdes € nos menores tempos de secagem avaliados.

Os 6leos essenciais de Haplophyllum dauricum, ricos em pinenos, exibiram atividade
repelente eficaz (> 80%) sobre o besouro Tribolium castaneum (CAO et al., 2019). Em outro
estudo, Yusufoglu et al. (2018) mostraram que o 6leo essencial de Anthemis melampdina (o—
pineno - 17.1%) apresentou efeito repelente moderado em Amblyomma americanum. Em
estudos de repeléncia contra Aedes aegypt, pinenos nao aparentaram contribuir para a
atividade repelente (TABANCA et al., 2015). Assim como o 1,8-cineol, esses monoterpenos
isoméricos sdo altamente volateis, o que pode justificar o baixo efeito repelente causado pelo
Oleo essencial de C. dinisii. O efeito repelente desse 6leo pode estar relacionado com a
presenca dos sesquiterpenos biciclogermacreno (10,8%), B-cariofileno (2,2%) e espatulenol
(1,56%), uma vez que, por serem menos voldteis, podem permanecer mais tempo
impregnados no papel de filtro utilizado no bioensaios de repeléncia. Em estudos anteriores, o
efeito repelente de Oleos essenciais de plantas foi atribuido a alta porcentagem de
sesquiterpenos, especialmente sesquiterpenos oxigenados (PALUCH et al., 2009; NERIO;
OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010). Inclusive, o B-cariofileno é descrito como um
forte repelente contra A. aegypti (GILLIJ; GLEISER; ZYGADLO, 2008).

Segundo Nerio, Olivero-Verbel e Stashenko (2010), a maioria dos compostos
presentes em Oleos essenciais que apresetam efeitos repelentes a artropodes € oxigenada,
tendo, geralmente, o grupo hidroxila em suas estruturas. Anteriormente, estudos de Garcia et
al. (2005) indicaram que o grupo hidroxila afeta positivamente a atividade repelente de
monoterpenos e sesquiterpenos sobre Tribolium castaneum. Nesse sentindo, o efeito repelente
dos 6leos essenciais de C. viminalis e C dinisii, pode estar também relacionado a presenca dos
dlcoois monoterpénicos o-terpineol e terpinen-4-ol. Esses compostos apresentam um
momento de dipolo, por apresentarem um grupo hidroxila em suas estruturas. A presenca
desse grupo, além de aumentar a massa molecular destes compostos, faz com que suas
moléculas sejam capazes de realizar ligacdes de hidrogénio, que sdo interagdes mais fortes do
que as do tipo dipolo induzido, que é comumente realizada por hidrocarbonetos apolares. Em
consequéncia, sdo menos voldteis que os hidrocarbonetos monoterpénicos nao oxigenados,
como o e } pinenos, mirceno, limoneno, canfeno, a-felandreno, a-terpineno, f-ocimeno e -

terpineno. Em ninfas de carrapatos Ixodes ricinus, o terpinen-4-ol, a-terpineol e a mistura de
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a e B-tujona provocaram forte efeito repelente (PALSSON et al., 2008). O a-terpineol
também apresentou significante atividade repelente contra R. appendiculatus (LWANDE et
al.,, 1999). Além disso, o o6leo essencial de Origanum majorana também demonstrou
repeléncia em carrapatos de I. ricinus, atribuida a presenga de terpinen-4-ol (55,6%) e a-
terpineol (9,5%).

Embora as atividades bioldgicas de dleos essenciais, como acaricida e repelente, seja
atribuidas a alguns compostos especificos, geralmente aqueles encontrados em maior
propor¢ao em sua composicdo quimica, um fendmeno sinérgico entre mono e sesquiterpenos
pode resultar em maior bioatividade em comparacdo com os componentes isolados. (NERIO;
OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010; TAVARES, 2018; CAO et al., 2019). Estudos de
atividade acaricida e repeléncia com O6leos essenciais de Citrus spp, por exemplo,
demonstraram a importancia do efeito sinérgico, uma vez que esses Oleos geralmente
apresentam maiores efeitos que o limoneno, composto majoritario encontrado em elevadas
concentracoes (CHUNGSAMARNYART; JANSAWAN, 1996; DA CAMARA et al., 2015).

Alguns monoterpenos encontrados nos 6leos essenciais das espécies em estudo
também demonstraram capacidade de inibir individualmente a acetilcolinesterase (AChE).
Nesse contexto, o a-pineno e o 1,8-cineol sdo descritos como fortes inibidores da AChE,
enquanto compostos como terpinen-4-ol e a-terpineol e linalol sdo considerados inibidores
fracos. B-pineno, citral, linalol, P-cariofileno, limoneno, v-terpineno, contudo, foram
considerados inibidores muito fracos, incapazes de gerar 50% de inibi¢do nas maiores
concentracoes testadas (ABDELGALEIL et al., 2019; DOHIET; TERASAKI; MAKINO,
2009; KIM; KANG; PARK, 2013).

Segundo Mukherjee et al. (2007), o sitio ativo hidrofébico da AChE € suscetivel a
interacdes hidrofébicas, o que justifica que alguns monoterpenos apresentem atividade
anticolinesterdsica. Estudos de ancoragem molecular revelaram que monoterpenos oxigenados
apresentam maior afinidade com a AChE que os hidrocarbonetos monoterpénicos, por
realizarem ligacdes de hidrogénio com aminoécidos nos sitios ativos da enzima (TAKTAK;
BADAWY, 2019). Outros estudos indicam que a inibicdo da AChe por monoterpendides é
reversivel e competitiva, com ligacio ao mesmo local ativo que o substrato enzimdtico
comum (KEANE; RYAN, 1999; LOPEZ; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010; MIYAZAWA
et al., 1997; SIMA et al., 1993).

O efeito observado para o 6leo essencial de C. viminalis ocorre provavelmente pelo
seu alto teor de 1,8-cineol, uma vez que esse € relatado como um forte inibidor da AChE

(ABDELGALEIL et al., 2019; DOHIET; TERASAKI; MAKINO, 2009; XIE; RIZVI; ZENG,
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2019). A presenca de a-pineno também pode ter contribuido para os resultados encontrados,
visto que existem indicios de que esses compostos possam agir em sinergismo na inibi¢dao
dessa enzima (SAVELEV et al., 2003). Similarmente, o dleo essencial de Rosmarinus
officinalis (1,8-cineol - 44.42%. a-pineno - 12.57%) foi responsavel por 63,7% de inibi¢ao da
AChE (ORHAN et al., 2008). A baixa atividade observada para o dleo essencial de B.
citriodora, entretanto, pode estar relacionada a presenca de citral, componente majoritario
desse Oleo, que ndao apresenta efeito inibitério significativo frente a acetilcolinesterase
(DOHIET; TERASAKI; MAKINO, 2009). Estudos de Adserset et al (2006), Chaiyana et al.
(2010) e Ryan e Byrne (1998) relataram também que o citral € um inibidor fraco da AChE.
Em contraste, Alves et al. (2019) relataram que o 6leo essencial de Cymbopogon citratus, rico
em citral, ocasionou reducdo da atividade total de AChE de Callosobruchus maculatus.
Entretanto, os resultados encontrados por esses autores podem estar relacionados a presenca
de outros componentes no 6leo de C. citratus, € ndo necessariamente ao citral.

O dleo de C. dinissi ndo se mostrou eficiente em diminuir a atividade da AChE.
Dentre os 6leos estudados, o de C. dinissi € o mais complexo em termos de sua composicao
quimica. Especula-se que, apesar de apresentar compostos que sdo relatados como inibidores
da AChE, como o oa-pineno e terpinen-4-ol (ABDELGALEIL et al., 2019; DOHIET;
TERASAKI; MAKINO, 2009; KIM; KANG; PARK, 2013), é possivel que compostos
minoritarios possam atuar em um sitio ndo alostérico da AChE promovendo, dessa maneira,
uma acdo antagonistica, o que torna esse 6leo inativo frente a inibicao enzimatica. Savelev et
al. (2003) revelaram que a atividade inibitéria do 6leo essencial de Salvia lavandulaefolia
resulta de uma interagdo complexa entre seus constituintes, os quais produzem tanto respostas
sinérgicas, quanto antagonicas.

Fatores experimentais, como concentracoes finais de reagentes e volume total da
mistura de reacdo, provavelmente influenciam os ensaios e produzem uma variagdo na
atividade inibitéria da AChE em investigacdes independentes (SAVELEV et al., 2003), o que
também justificaria as divergéncias encontradas nesse estudo. Em adi¢do, observa-se também
que a capacidade de um composto em inibir a AChE pode variar de acordo com o organismo
da qual a enzima foi extraida. O monoterpeno fendlico carvacrol, por exemplo, causou
inibicdo da enzima acetilcolinesterase em Musca domestica, Dermacentor variabilis e
Periplaneta americana, mas nao inibiu a enzima acetilcolinesterase de Aedes aegypti
(ANDERSON; COATS, 2012).

A partir dos resultados obtidos, sugere-se que o 6leo essencial de C. viminalis possa

ter demonstrado atividade acaricida por meio da inibi¢do da atividade da AChE. Os valores de
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CLso obtidos na atividade acaricida (CLso = 8,936 ug mL) e de ICso, para a diminuicio da
atividade enzimdtica da AChE (ICso = 7,391 ug mL!) sdo coerentes, o que sustenta essa
hipétese. Entretanto, o 6leo essencial de B. citridora, que apresentou os melhores efeitos
acaricidas e repelentes, provavelmente atua por mecanismos de acao distintos. O mesmo pode

ser dito para o 6leo de C. dinisii.

5 CONCLUSAO

O ¢leo essencial de B. citridora apresentou potente efeito acaricida e repelente sobre
carrapatos R. microplus e R. sanguineus, respectivamente, podendo ser considerado um bom
candidato para futuras formula¢des no controle dessas espécies de carrapatos. Os dleos
essenciais de C. dinissi e C. viminalis também apresentaram efeitos acaricidas significativos,
podendo também ser explorados como fontes de compostos téxicos para carrapatos. Em
adicao, os resultados sugerem que a toxicidade do Oleo essencial de C. viminalis nessas
espécies de carrapatos pode ocorrer via inibicdo da acetilcolinesterase. Esses 6leos ndo
apresentaram repeléncia a longo prazo. Entretanto, seus constituintes minoritarios,
principalmente os sesquiterpenos e alcoois monoterpénicos, podem ser explorados como
potenciais repelentes. Ademais, estudos in vivo e investigacdes futuras devem ser feitas acerca
da toxicidade desses compostos, a fim de identificar possiveis efeitos aos hospedeiros,

visando suas aplicagdes como acaricidas e repelentes.
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APENDICE A - Estruturas quimicas dos compostos encontrados nos oleos essenciais
das folhas frescas de Backhousia citriodora, Callistemon viminalis e Cinnamodendron

dinisii, no presente estudo.

Y b

alfa-tujona alfa-pineno canfeno sabineno beta-pineno mirceno alfa-felandreno
OH
g |
o) | |
alfa-terpineno p-cimeno limoneno 1,8-cineol beta-ocimeno gama-terpineno linalol

X AN 0
\O 7
OH OH H

terpinen-4-ol alfa-terpineol neral geranial beta-cariofileno  biciclogermacreno espatulenol



