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RESUMO

Rhipicephalus microplus impacta negativamente o setor agropecuario, ja que reduz a
produtividade dos bovinos. A principal forma de controle baseia-se no uso de acaricidas
quimicos. No entanto, esses compostos prejudicam o meio ambiente e os organismos nao alvos
e sua eficacia de controle tem sido reduzida devido ao desenvolvimento de resisténcia de R.
microplus. Por outro lado, estudos apontam que os componentes presentes nos 6leos essenciais
podem ser tornar uma alternativa promissora no combate ao carrapato. Os 6leos essenciais das
espécies de planta denominadas de Cananga odorata L (Ylang-Ylang) (OCO), Illicium verum
(Anis Estrelado) (O1V), Foeniculum vulgare (Funcho Doce) (OFV), Murraya paniculata (L.)
Jack (OMP) e Spiranthera odoratissima A. St. Hil (OSO) possuem potencial parasiticida.
Portanto, o objeto desse estudo foi avaliar pela primeira vez o potencial acaricida e os efeitos
no sistema reprodutivo dos Oleos essenciais de Cananga odorata L, Foeniculum vulgare,
Murraya paniculata (L.) Jack e Spiranthera odoratissima A. St. Hil diluidos em DMSO, em
fémeas ingurgitadas de carrapatos R. microplus. Acrescenta-se que essas mesmas atividades do
0leo essencial de //licium verum, diluido em DMSO em R. microplus também foram avaliadas
pela primeira vez. As fémeas ingurgitadas foram expostas as concentracdes dos respectivos
Oleos essenciais (diluidos em DMSO) que variaram entre lpL/mL a 50uL/ml (grupos
tratamento) e ao solvente DMSO (grupo controle C). O teste utilizado foi o de imersdo de
adultos (TIA) e os parasitos foram monitorados quanto a mortalidade por até 14 dias. Apds, foi
determinado a concentracao letal para 50% dos carrapatos (CL50) por meio da analise de Probit.
Os seguintes parametros foram avaliados: peso das fémeas antes da oviposi¢ao, periodo pré-
oviposi¢do, peso da massa de ovos, indice de producao de ovos, periodo de incubacao, taxa de
eclosdo, taxa de fecundidade, porcentagem de reducdo da oviposicao, porcentagem de reducao
da eclosdo e eficacia do produto. Os principais constituintes encontrados em OCO, OIV, OFV
foram germacreno D (32,81%) e (E)- anetol (95,6% e 75,93%), respectivamente e para OMP e
OSO foram os isomeros trans-f-cariofileno (23,8%) e f-cariofileno (23,8%), respectivamente.
As CL50s (com intervalos de confianga de 95%) de OCO, OFV, OMP e OSO obtida para R.
microplus foram de 34,424 pL/mL (28,343 - 40,857), 40,599 pL/mL (32,575 - 58,207), 11,30
uL/mL (08,45 - 24,51) e de 29,24 uL/mL (26,38 - 33,93), respectivamente. No entanto, nao foi
calculado a CL50 de OIV, pois ndao houve mortalidade suficiente nas concentracdes avaliadas.
Foram determinadas eficacias de 86,19%, 91,35%, 97,17%,81,10% e 64,98% para as maiores
concentragdes de OCO, OIV, OFV (40uL/mL), OMP (15uL/mL) e OSO (25uL/mL),
respectivamente. Os resultados da eficacia foram atrelados & maior redugao do peso das massas
de ovos e menores taxas de eclosdo no caso dos OCO, OIV, OFV e a menores taxas de eclosido
no caso dos OMP e OSO. Dessarte, os resultados do presente estudo sugerem que esses 0leos
essencias diluidos no DMSO apresentam potencial carrapaticida e afetam a reprodugdo de
fémeas ingurgitadas de R. microplus.

Palavras - chave: Ruminantes. Artropodes. Agrotoxicos. Plantas aromaticas.



ABSTRACT

Rhipicephalus microplus negatively impacts the agricultural sector, as it reduces cattle
productivity. The main form of control is based on the use of synthetic acaricides. However,
these compounds harm the environment and non-target organisms and their control
effectiveness has been reduced due to the development of resistance in R. microplus. On the
other hand, studies indicate that the components present in essential oils can become a
promising alternative in combating ticks. Essential oils from plant species Cananga odorata L
(Ylang-Ylang) (OCO), Illicium verum (Star Anise) (OIV), Foeniculum vulgare (Sweet Fennel)
(OFV), Murraya paniculata (L.) Jack (OMP) and Spiranthera odoratissima A. St. Hil (OSO)
have parasiticidal potential. Therefore, the objective of this study was to evaluate for the first
time the acaricidal potential and the effects on the reproductive system of diluted essential oils
of Cananga odorata L, Foeniculum vulgare, Murraya paniculata (L.) Jack and Spiranthera
odoratissima A. St. Hil (OSO) in DMSO, in engorged female R. microplus ticks. It is added that
these same activities of Illicium verum essential oil, diluted in DMSO in R. microplus were also
evaluated for the first time. The engorged females were exposed to concentrations each essential
oils (diluted in DMSO) that varied between 1uL/mL to 50uL/ml (treatment groups) and to
DMSO solvent (control group C). The test used was the adult immersion test (AIT) and the
parasites were monitored for mortality for up to 14 days. After, the lethal concentration for 50%
of the ticks (LC50) was determined using Probit analysis. The following parameters were
evaluated: female weight before oviposition, pre-oviposition period, egg mass weight, egg
production index, incubation period, hatching rate, fecundity rate, percentage of oviposition
reduction, percentage of hatch reduction and product effectiveness. The main constituents found
in OCO, OIV, OFV were germacrene D (32.81%) and (E)- anethole (95.6% and 75.93%),
respectively and for OMP and OSO they were the trans-f- isomers caryophyllene (23.8%) and
p-caryophyllene (23.8%), respectively. The LC50s (with 95% confidence intervals) of OCO,
OFV, OMP and OSO obtained for R. microplus were 34.424 nL/mL (28.343 - 40.857), 40.599
pL/mL (32.575 - 58.207), 11.30 uL /mL (08.45 - 24.51) and 29.24 ul/mL (26.38 - 33.93),
respectively. However, the LC50 of OIV was not calculated, as there was not sufficient
mortality at the concentrations evaluated. Efficacies of 86.19%, 91.35%, 97.17%,81.10% and
64.98% were determined for the highest concentrations of OCO, OIV, OFV (40uL/mL), OMP
(15pL/mL) and OSO (25uL/mL), respectively. Efficacy results were linked to greater reduction
in egg mass weight and lower hatching rates in the case of OCO, OIV, OFV and lower hatching
rates in the case of OMP and OSO. Therefore, the results of the present study suggest that these
essential oils diluted in DMSO have acaricidal potential and affect the reproduction of engorged
females of R. microplus.

Keywords: Ruminants. Arthropods. Pesticides. Aromatic plants.
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1 INTRODUCAO

O carrapato-do-boi, Rhipicephalus microplus, é um ectoparasito conhecido pelos
impactos negativos ocasionados no setor agropecuario brasileiro ¢ mundial, gerando danos a
satde dos animais, comprometendo, desse modo, a rentabilidade do produtor (JONGEJAN;
UILENBERG, 2004; TABOR et al., 2017). Os prejuizos econdmicos gerados estdo
relacionados principalmente & menor producdo de carne, leite e a depreciacdo do couro. Além
do mais, ha custos com servi¢os veterinarios utilizados para o tratamento dos animais que
porventura ficaram enfermos devido aos patégenos causadores de doencgas transmitidos pelo
carrapato (RODRIGUES; LEITE, 2013; GRISI et al., 2014; TABOR et al., 2017; ALMAZAN
etal., 2018).

O combate ao carrapato-do-boi tem sido um desafio, posto que a principal forma de
controle é baseada no uso de acaricidas quimicos (TABOR et al., 2017; SAPORITI etal., 2022).
Esses produtos cada vez menos mantém sua alta eficacia de controle em R. microplus, conforme
os diversos relatos de resisténcia espalhados pelo mundo (GEORGE; POUND; DAVEY, 2004;
ABBAS et al., 2014; SOUZA HIGA, 2015; SAPORITI et al., 2022). Além disso, sdo
considerados toxicos para os mamiferos (humanos e animais) e causam danos ao meio ambiente
(KOLACZINSKI; CURTIS, 2004; QUADROS et al., 2020).

Diante das desvantagens de se utilizar os acaricidas quimicos como principal forma de
controle do parasito, a comunidade cientifica busca desenvolver outras estratégias de manejo
que sejam eficazes no controle e que, concomitantemente, ndo prejudiquem o meio ambiente,
a saude humana e animal, ou seja, que estejam alinhadas com o conceito de One Health
(BENELLI; DUGGAN, 2018; ESTRADA-PENA et al., 2022).

Dentre as possiveis alternativas de controle, pode ser citado a utilizacdo de oleos
essenciais (BORGES; SOUSA; BARBOSA, 2011; QUADROS et al., 2020). Esses produtos
naturais apresentam grande potencial pesticida, multiplos mecanismos de acgdo e baixa
toxicidade em hospedeiros nao alvos (BAKKALI et al., 2008; PAVELA; BENELLI, 2016;
GARAY; BRENNAN; BON, 2020; MAES et al., 2021).

Estudos sobre as propriedades acaricidas dos componentes presentes nos oOleos
essenciais em carrapatos da espécie R. microplus tém sido frequentemente desenvolvidos e os
resultados sao promissores (SELLES et al., 2021; VINTURELLE et al., 2021). Acredita-se que
futuramente esses produtos naturais possam ser usados em associagao ou até mesmo serem uma
alternativa aos acaricidas quimicos sintéticos disponiveis no mercado (JONGEJAN;

UILENBERG, 2004; JORDAN et al., 2011; ADENUBI et al., 2016; BENELLI; DUGGAN,
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2018). Salienta-se também que a utilizagdo de d6leos essencias como parte da estratégia de
controle do parasito podera contribuir para o aumento da vida ttil dos acaricidas convencionais,
uma vez que havera uma desaceleragdo do processo de resisténcia dos carrapatos a esses
produtos em consequéncia do uso constante de 6leos essenciais (VIEIRA; CAVALCANTE,
1999; OLIVO et al., 2008).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial acaricida e seu efeito no
desempenho reprodutivos em fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus de O0leos
essenciais, diluidos em DMSO, oriundos de plantas da espécie Cananga odorata (Lam.) Hook,
Foeniculum vulgare var. dulce, Murraya paniculata (L.) Jack, Illicium verum (Hook.f.) e

Spiranthera odoratissima A. St. Hil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887), o carrapato-do-boi

Rhipicephalus microplus é uma espécie originaria da India e da Indonésia (LABRUNA
etal., 2009). Segundo Labruna et al. (2009), as cepas de origem Americana e Africana poderiam
ser redefinidas como Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887) e as de origem Australiana,
como R. australis (Fuller, 1899), pois ha evidéncias de que sdo geneticamente diferentes.

Conhecidos popularmente como carrapato-do-boi, esses parasitos pertencem a familia
Ixodidae e sio denominados como ixodideos, porque em sua anatomia apresentam um escudo
dorsal (conscutum) formado por uma cuticula endurecida e pecas bucais que sdo projetadas
anteriormente (DURDEN; BEATI, 2013) (Figura 1).

Ressalta-se que em larvas, ninfas e fémeas adultas, o escudo cobre parcialmente a regido
dorsal, ja nos machos adultos, cobre grande parte (DURDEN; BEATTI, 2013). As fémeas adultas
possuem formato oval e alongado ¢ medem aproximadamente 12 x 7 mm, sendo que durante a
alimentacdo sanguinea, ocorre um aumento da se¢do posterior do corpo (ingurgitamento),
justamente porque essa area, denominada de aloscuto, ¢ parcialmente expansivel e tenra
(DURDEN; BEATI, 2013). Em contraste, os machos dessa espécie sio menores, visto que
medem aproximadamente 2,6 x1,3 mm (LONDT; ARTHUR, 1975).

O seu clico de vida é monoxémico e consiste em ovo, larva, ninfa e adulto,
(APANASKEVICH; OLIVER, 2013) (Figura 2). Ainda, didaticamente, pode ser dividido em
duas fases — a ndo parasitaria, referente ao periodo de vida fora do hospedeiro (ndo alimentar)
e a parasitaria, relacionada ao periodo de vida que ocorre sob o hospedeiro (SENBILL et al.,
2018). No caso de R. microplus, as ninfas e as larvas permanecem no hospedeiro. Porém, a
fémea adulta, apds atingir o ingurgitamento completo, que sé ocorre apds o acasalamento,
desprendem-se do hospedeiro e busca um microambiente adequado para realizarem a
oviposi¢do, como, por exemplo, em tocas, fendas ou serapilheira (APANASKEVICH;
OLIVER, 2013).

Em condig¢des favoraveis, como em ambientes com altas temperaturas e umidade, a pré-
oviposi¢ao leva em torno de 2 a 4 dias e dura cerca de 13 a 25 dias. Normalmente, a fémea
produz grandes quantidades de ovos, e, logo em seguida, morre. Apos o periodo de incubagio,

as larvas eclodem e procuram por um hospedeiro para se alimentarem. Decorrido alguns dias
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apos a alimentagdo, ocorrem duas ecdises, a primeira para ninfa e a segunda para adultos, nessa
ultima ocorre a diferenciacao sexual em macho e fémea (APANASKEVICH; OLIVER, 2013).

Apbs o acasalamento, a fémea adulta aumenta o consumo sanguineo e atinge o limite
maximo de ingurgitamento. Logo em seguida, destaca-se do hospedeiro, dando inicio
novamente ao ciclo. J& os machos permanecem no hospedeiro por um periodo maior e
continuam se reproduzindo (JONGEJAN; UILENBERG, 1994).

Desse modo, em condigdes climaticas favoraveis, R. microplus pode se desenvolver
initerruptamente e produzir miltiplas geragdes de carrapato por ano, pois apresenta um ciclo de
vida curto (APANASKEVICH; OLIVER, 2013). Além disso, ressalta-se que R. microplus esta
amplamente distribuido no mundo, principalmente em paises de clima tropical e subtropical
visto que s3o bem adaptados ao seu hospedeiro preferencial (bovinos), embora possam ser
encontrados em outras espécies de mamiferos (BRAM et al., 2002; BARRE; UILENBERG,
2010; NYANGIWE; YAWA; MUCHENIJE, 2018; ESTRADA-PENA et al., 2022).

Figura 1 — Carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus: macho (A) e fémea (B)

Fonte: Adaptado de Namgyal et a/ (2021)
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Figura 2 — Ciclo de vida de Rhipicephalus microplus
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Fonte: Adaptado de Apanaskevich e Oliver (2013)
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2.2 Prejuizos econdmicos e os desafios encontrados no combate ao carrapato-do-boi,

Rhipicephalus microplus.

A presenca de ectoparasitos em paises de clima tropical é considerado como um grande
obstaculo para expansdo da agropecuaria (CHAGAS et al., 2016; RODRIGUEZ-VIVAS et al.,
2017). Nesse contexto, destaca-se o carrapato-do-boi que causa as maiores perdas econdmicas
no setor pecudrio brasileiro, sendo o principal ectoparasito que mais afeta o bem-estar do gado
e a sua produtividade no pais (GRISI et al., 2014).

Na auséncia de medidas de controle do parasito, Grisi et al. (2014) identificaram que no
Brasil a perda econdmica total atribuivel apenas para R. microplus pode chegar a US$ 3.236,35
milhdes por ano. Esses dados foram estimados levando em consideracdo somente os danos que
o carrapato pode causar na producao leiteira e no ganho de peso do gado de corte (JONSSON,
2006; RODRIGUES; LEITE, 2013; GRISI et al., 2014).

Por outro lado, por estar amplamente distribuido no mundo, o carrapato tem causado
também grandes prejuizos na producao de carne bovina e leiteira nos paises de clima tropical e
subtropical (CASTRO, 1997; JONGEJAN; UILENBERG, 2004; DZEMO; THEKISOE;
VUDRIKO, 2022). Segundo Castro (1997), levando em consideragdo as perdas econdmicas
globais, os prejuizos podem atingir até US$ 18,7 bilhdes anualmente.

A infestacdo de carrapatos em bovinos possui uma correlagdo negativa com o ganho de
peso do rebanho ( JONSSON, 2006; ARRIOLA et al., 2021). Jonsson et al. (2006) estimaram
que cada carrapato ingurgitado € responsavel pela perda didria de um pouco mais de uma grama
de peso por animal (bovino de corte).

Referentes as perdas financeiras relacionados a produgdo de leite e derivados, uma
pesquisa demonstrou que vacas do grupo controle (ausentes de carrapatos) produziram de 2,86
litros de leite e 0,14kg de manteiga diariamente a mais e ingeriram mais matéria seca em
comparagdo aos outros animais gradualmente infestadas com as larvas de R. microplus
(JONSSON; MAYER; MATSCHOSS, 1998). Além disso, os pesquisadores estimaram que
cada fémea ingurgitada de R. microplus foi responsavel pela perda de 8,9 ml de produgao diaria
de leite e 1,0 grama de peso corporal durante as quinze semanas de avaliagio (JONSSON;
MAYER; MATSCHOSS, 1998).

Semelhantemente, um experimento desenvolvido por Rodrigues e Leite (2013) no
estado de Minas Gerais, estimou que os carrapatos foram responsaveis pela reducdo de 2,7%

da producdo de leite, que seria uma média de 90,24 litros por vaca em lactagao.
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Outro prejuizo que o carrapato gera no setor agropecudrio estd relacionado a
depreciagdo do couro e isso ocorre porque os locais de alimentagdo preferidos dos carrapatos
geralmente sdo regides anatdmicas relevantes para aproveitamento da peca (JONGEJAN;
UILENBERG, 2004). Por isso, um estudo avaliou se haveria associa¢do entre a carga parasitaria
de R. microplus e a ocorréncia de miiase por Cochliomyia hominivorax, uma vez que a maior
carga parasitdria indicaria um maior nimero de lesdes na pele e, consequentemente, maior risco
de desenvolvimento da doenca (RECK et al., 2014a). Como resultado, foi evidenciado que
bovinos altamente parasitados apresentaram cerca de quatro vezes mais risco de miiase do que
aqueles com baixa carga parasitaria (RECK et al., 2014a).

Destaca-se ainda que os carrapatos bovinos sdo vetores de patdogenos causadores da
babesiose bovina (Babesia bovis e B. bigemina) e anaplasmose (Anaplasma marginale). A
associagdo dessas duas doencas formam o complexo conhecido como Tristeza parasitaria
bovina (TPB) (JONGEJAN; UILENBERG, 2004; DANTAS-TORRES;CHOMEL;
OTRANTO, 2012; ALMAZAN et al., 2018; SILVA et al., 2021).

A TPB comumente causa anorexia, anemia, ictericia, hemoglobinuria, letargia, paresia
e convulsdes nos animais acometidos, gerando perdas financeiras relacionadas a menor
producdo de carne e leite (BOCK et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2009; SALINAS-
ESTRELLA et al., 2022; SCARIOT et al., 2023). Também deve ser mencionado que ha
possibilidade de ocasionar abortos e morte dos animais (BOCK et al., 2004; RODRIGUEZ et
al., 2009; SALINAS-ESTRELLA et al., 2022). A TPB ainda gera outros custos ao pecuarista,
tendo em vista que é necessario a contratacdo de um médico veterinario para o diagndstico e
tratamento do rebanho (JONSSON, 2006; TIRLONI et al., 2014; RODRIGUEZ-VIVAS et al.,
2017).

Diante desses desafios e para tentar de minimizar os prejuizos causados pelo carrapato-
do-boi, o produtor rural utiliza carrapaticidas sintéticos comumente a base de organofosforados,
piretroides, amitraz, lactonas macrociclicas, fipronil e fluazuron como a principal estratégia de
controle (SILVA; MOREIRA; PERES, 2012; TURETA et al., 2020). Contudo, o emprego
indiscriminado desses acaricidas tem acelerado o processo de resisténcia da espécie por meio
da selecdo da populacdo, tornando varios desses agentes quimicos ineficazes (RECK et al.,
2014b; OBAID et al., 2022).

A resisténcia da espécie aos principais principios ativos de carrapaticida comumente
utilizados foi relatada em diversos paises (DZEMO; THEKISOE; VUDRIKO, 2022). Podem
ser citados como exemplos, a resisténcia aos organofosforados e piretréides na Africa e na

América do Sul (GEORGE; POUND; DAVEY, 2004), amitraz na Argentina (CUTULLE et al.,
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2013) e no México (ROSADO-AGUILAR et al., 2008), lactonas macrociclicas nos EUA
(BUSCH et al., 2014) e na India (SINGH et al., 2015), fipronil no Uruguai (CASTRO-JANER
et al., 2015) e fluazuron na Argentina (TORRENTS et al., 2022) e no Brasil (RECK et al.,
2014b; VALSONI et al., 2021).

Cabe destacar que outra grande desvantagem dos carrapaticidas ¢ que sdo produtos
formulados a base de principios ativos considerados agrotoxicos (SILVA; MOREIRA; PERES,
2012). Esses agentes quimicos comprovadamente trazem danos ao meio ambiente e sdo toxicos
para humanos e animais (SILVA; MOREIRA; PERES, 2012; TANG et al.,2018; ALVES et al.,
2019).

De acordo com Gromboni et al. (2007), sdo utilizados cerca de 4 a 5 litros de solugdo
de pesticida em cada bovino adulto. Essas solu¢des podem ser encontradas de forma residual
nos solos e nas dguas, uma vez que frequentemente sao descartadas indiscriminadamente pelo
produtor rural. Desse modo, foi concluido que o volume de solugdo residuaria gerado ¢
expressivo em regides brasileiras onde ha intensa atividade pecudria (GROMBONI et al.,
2007).

Os carrapaticidas ainda podem ser encontrados inalterados nas fezes dos animais,
(ALVES et al., 2019) e de forma residual na gordura, na carne (CARVALHO; NISHIKAWA;
FAY, 1980) e no leite bovino (SALEH et al., 2021; ALVARADO et al., 2022), representando
um risco para os organismos edaficos e seres humanos, respectivamente (CARVALHO;
NISHIKAWA; FAY, 1980; ALVES etal., 2019; SALEH etal., 2021; ALVARADO et al., 2022).
Ademais, deve-se salientar que esses produtos quimicos sintéticos s3o nocivos aos
trabalhadores rurais que os manipulam e para a populagdo em geral, causando intoxicacdes e
enfermidades, tais como cancer (HICKS et al., 2017; SILVER et al., 2017; MEDEIROS;
ACAYABA; MONTAGNER, 2021; LOSCH et al., 2022).

2.3 Oleos essenciais

Sao misturas complexas, volateis, naturais, com forte odor e derivados do metabolismo
secundario de plantas, podendo ser encontrados em qualquer uma de suas partes (folhas,
sementes, casca, caule, flores, raiz, entre outras) (BAKKALI et al., 2008; DEHSHEIKH et al.,
2020; GARAY; BRENNAN; BON, 2020). Sao substancias que exercem a fun¢ao de defesa do
vegetal frente as adversidades encontradas no meio externo tais como: bactérias, fungos, virus,
insetos, herbivoros e raios ultravioletas (BAKKALI et al., 2008; ZAYNAB et al., 2018;

BASAID et al., 2021). Também podem tornar a planta menos palatavel para os herbivoros e
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repelir insetos indesejaveis, assim como atrai-los a fim de facilitar a dispersdo de polens e
sementes (BAKKALI et al., 2008; ZAYNAB et al., 2018; GARAY; BRENNAN; BON, 2020;
BASAID et al., 2021).

Os oleos essenciais sdo liquidos em temperatura ambiente, lipossoluveis e apresentam
alta solubilidade em alcool e solventes organicos (GARAY; BRENNAN; BON, 2020). Podem
ser extraidos da planta por meio da destilagdo a vapor, por solventes ou CO», prensagem, entre
outras técnicas (DEHSHEIKH et al., 2020; GARAY; BRENNAN; BON, 2020).

Apesar dos Oleos essenciais serem constituidos por 20 a 60 componentes, sdo
caracterizados por dois ou trés constituintes majoritarios (BAKKALI et al.,, 2008;
DEHSHEIKH et al., 2020). Além disso, sdo classificados em dois grandes grupos de substancia,
a saber: terpenos ou terpenoides e aromdticos derivados de fenilpropanoides. A glicose ¢ a
precursora que estd presente na formagdo de ambos os grupos e quando ¢ metabolizada na rota
do difosfato de isopentenila (IPP) produzira os terpenos, ja na rota do acido chiquimico, os
fenilpropanoides (TISSERAND; YOUNG, 2013a).

Os compostos categorizados em terpenos apresentam diversas estruturas e variadas
funcdes quimicas (hidrocarbonetos, alcoois, éteres, fenois, aldeidos, cetonas, entre outras) e
quando contém oxigénio sdo identificados como terpenoides (BAKKALI et al., 2008; FELIPE;
BICAS, 2017; DEHSHEIKH et al., 2020).

De modo geral, os terpenos ou terpenoides sdo formados a partir de 5 carbonos base
(5C) chamados de isoprenos. Os principais terpenos sao os monoterpenos (C10) que constituem
90% dos o6leos essenciais, seguidos dos sesquiterpenos (C15) (BAKKALI et al., 2008;
DEHSHEIKH et al., 2020). Esses tipos de terpenos sdo produzidas em vias de biossintese
diferentes, pois a via metileritritol fosfato (MEP), que ocorre nos plastideos, gera os
monoterpenos e diterpenos (C10) e a via do mevalonato (MVA), que ocorre no citoplasma, os
sesquiterpenos (PAVELA; BENELLI, 2016). Outras estruturas de carbonos também podem
existir, tais como: hemiterpenos (C5), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40), embora sejam
mais raras (BAKKALI et al., 2008; DEHSHEIKH et al., 2020).

Em relacdo aos compostos aromaticos derivados de fenilpropanoides, destaca-se que
estdo presentes nos 6leos essenciais com menor frequéncia em comparagdo aos terpenos e
terpenoides e apresentam as seguintes funcdes quimicas: aldeido, alcool, fendis, derivados de

metoxi, compostos dioximetileno (BAKKALI et al., 2008).

2.3.1 Oleos essenciais como uma alternativa promissora no combate ao R. microplus
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Diante da necessidade de se obter um controle eficaz de R. microplus, preferencialmente
por meio de produtos com efeitos toxicos minimos aos hospedeiros e ao meio ambiente
(ADENUBI et al., 2016), pode-se afirmar que os carrapaticidas formulados a base de
metabolitos de plantas (6leos essenciais) sdo uma alternativa vidvel para o controle do
carrapato-do-boi (BORGES; SOUSA; BARBOSA, 2011; ADENUBI et al., 2018; QU et al.,
2022).

Os Odleos essenciais apresentam multiplos mecanismos de a¢do devido ao nimero
expressivo de principios ativos, o que dificulta o desenvolvimento de cepas resistentes
(ADENUBI et al., 2016; PAVELA; BENELLI, 2016; HADDI et al., 2020). Possuem baixa
toxicidade em organismos nao-alvos, incluindo os mamiferos, € por isso sua utilizagdo ¢
considerada de baixo risco a satide humana (TISSERAND; YOUNG, 2013b; PAVELA;
BENELLI, 2016; HADDI et al., 2020; QU et al., 2022). Outras vantagens ¢ que sao altamente
degradaveis e apresentam reduzido impacto ambiental (ADENUBI et al., 2016; PAVELA;
BENELLI, 2016). Na literatura cientifica sdo descritas inumeras atividades biologicas
(BAKKALI et al., 2008; DEVRNIJA; MILUTINOVIC; SAVIC, 2022), como, por exemplo,
atividade citotoxica em virus, bactérias e fungos (BAKKALI et al., 2008).

Ressalta-se que em pesquisas cientificas os Oleos essenciais constantemente
demonstram atividade acaricida em carrapatos adultos e larvas da espécie R. microplus ao serem
avaliados (SANTOS et al., 2021; SELLES et al., 2021; VINTURELLE et al., 2021). Além
disso, em alguns estudos sdo relatados que os Oleos essenciais em concentragdes subletais
podem impactar o desempenho reprodutivo das fémeas adultas de R. microplus (LAGE et al.,

2013; PENHA et al., 2021; REIS et al., 2021; YANG; JIA; ZHU, 2021).

2.4 Anis estrelado - Illicium verum (Hook.f.)

Anis estrelado ¢ o nome popular da arvore lenhosa e aromatica, denominada
cientificamente de /llicium verum (Hook. f.). A planta, pertencente a familia Schisandraceae,
cresce quase que exclusivamente no sul da China e no Vietnd (REVEAL; CHASE, 2011;
PATRA et al., 2020; SHARAFAN et al., 2022). Também é conhecida devido ao seu uso na
medicina tradicional chinesa, sendo comumente usada para o tratamento de sintomas
gastrointestinais, como flatuléncias, cdlicas e dor espasmddica (YANG, 2012; PATRA et al.,
2020).

O o6leo essencial oriundo de anis estrelado é majoritariamente composto por (E) - anetol

ou pelo seu isémero (Trans) - anetol, variando entre 86 % e 93 % de sua composicao total
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(DZAMIC et al., 2009; WANG et al., 2011; VORIS et al., 2018; PETER et al., 2022). Esse
constituinte confere o aroma caracteristico da planta, sendo também atribuido como o
responsavel por suas atividades bioldgicas (SINGH et al., 2006; SHARAFAN et al., 2022).

Na literatura cientifica ha descrito que os produtos extraidos de seus frutos apresentam
atividades antioxidante (LI et al., 2022; MAJALLI, 2022), anti-inflamatéria (SUNG et al., 2017;
MAJALLI, 2022), antiviral (LIU et al., 2020; LI et al., 2022), antifungica (LI et al., 2020) e
antimicrobiana (TARDUGNO et al., 2018), bem como os produtos extraidos de suas sementes,
folhas e galhos que também apresentam atividade antimicrobiana (TARDUGNO et al., 2018;
YANG; HSIEH; CHUANG, 2021).

Ainda, ha pesquisas que evidenciaram que 0s extratos hidroalcoolicos dos seus frutos,
diluidos em DMSO, in vitro, possuem atividade anti-helmintica (DAVULURI et al., 2020;
CHENNURU et al., 2021), pois foram capazes de aumentar a porcentagem de inibicao da
eclosdo das larvas e gerar paralisia das larvas infectantes de Haemonchus contortus, além de
ocasionar mortes de adultos dessa mesma espécie (DAVULURI et al., 2020) e de adultos de
Cotylophoran cotylophorum (CHENNURU et al., 2021).

Algumas espécies de insetos, considerados como pragas, também séo passiveis de serem
afetados de forma negativa pela a planta, tendo em vista que diversos trabalhos demonstraram
seus efeitos inseticidas (SINTHUSIRI; SOONWERA, 2014; FREITAS et al.,, 2021;
PASSARA; INSUNG, 2021). Nesse contexto tem-se a pesquisa desenvolvida por Voris et al.
(2018) em que foi observado que o Oleo essencial de seus frutos, diluido em acetona,
demonstrou efeitos adulticida e larvicida, bem como efeito Knowdown e inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase em Aedes aegypti.

Adicionalmente, um estudo evidenciou que o 0leo essencial de anis estrelado, diluido
em alcool etilico, demonstrou alto potencial de controle de Musca domestica L, uma vez que
inibiu a oviposicgao e ocasionou mortalidade de seus ovos de forma semelhante a cipermetrina,
um inseticida sintético da classe dos piretréides (SINTHUSIRI; SOONWERA, 2014).
Semelhantemente, resultados promissores foram observados ao testar o 6leo essencial de anis
estrelado, diluido em acetona, nos estagios imaturos ¢ adultos de Ctenocephalides felis felis,
tendo em vista que o efeito inseticida relatado se manteve por 18 dias (FREITAS et al., 2021).

Outros relatos de impactos negativos em insetos ocasionados pelo 6leo essencial de Anis
estrelado podem ser encontrados na literatura, tais como: agdo inseticida em larvas de
Spodoptera exigua (PASSARA; INSUNG, 2021) e em adultos de Callossobruchus maculatus
(MATOS et al., 2020) e de Liposcelis bostrychophila (ZHAO et al., 2012) ¢ reducdo da
capacidade de locomocéo de fuga de Alphitobius diaperinus (Panzer) (PETER et al., 2022).
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Os possiveis efeitos acaricidas de produtos provenientes de Anis estrelado também
foram alvos de estudos (Quadro 1) (KIM et al., 2007; ZHAO et al., 2012; JIAN et al., 202243,
2022b). Como exemplos, ha os relatos publicados por Kim et al. (2017) e Jian et al. (2022a),
em que foram descritos um efeito acaricida significativo dos extratos da planta em Dermanyssus
gallinae no teste de toxicidade de contato.

Os carrapatos ixodideos também se mostraram sensiveis ao contato com o 6leo essencial
de anis estrelado, visto que em um estudo desenvolvido por EImahalli et al. (2018) foi descrito
que o 6leo essencial extraido dos frutos e das sementes da planta, diluido em acetona, foi capaz
de ocasionar 50% de mortalidade apds 10 horas e 99% ap0s 24 horas em ninfas ndo alimentadas
de Ixodes ricinus no método do papel de filtro aberto.

Posteriormente, outros pesquisadores analisaram o efeito do 6leo essencial dos frutos de
Anis estrelado em concentracdo de 40mg/ml¢Y, diluido em Tween 80, em fémeas ingurgitadas
de Dermacentor nitens (LIMA JUNIOR et al., 2020). Nesse experimento, os resultados foram
promissores, pois foi determinado 89,6% de eficacia e foi observado reducédo significativa da
porcentagem de eclosdo das larvas utilizando-se como base o teste de imersao de adultos (LIMA
JUNIOR et al., 2020).

Recentemente, um grupo de pesquisadores procurou avaliar o efeito acaricida e
repelente dos extratos etandlicos de anis estrelado, diluidos em 0,9 % NaCl, em ovos e larvas
de R. microplus (LI et al., 2023). Como resultado, foi demonstrado que o composto, na maior
concentragdo utilizada (1 g/mL), foi capaz de impedir 100% da eclosdo dos ovos e causar
mortalidade em 98 e 100% das larvas submetidas ao método de fumigacéo e do papel de filtro
impregnado, respectivamente. Também foi observado que os extratos apresentaram uma taxa

de repeléncia de 79,6% mesmo apds decorridas 48 horas (LI et al., 2023).

2.5 Fundo doce - Foeniculum vulgare var. dulce

Foeniculum vulgare var. dulce é uma planta herbacea e aromatica, pertencente a familia
Apiaceae, e conhecida pelo seu nome popular de Funcho doce ou Erva-doce (PICCAGLIA;
MAROTTI, 2001; HE; HUANG, 2011; NOREEN et al., 2023). Usada desde a antiguidade,
devido ao seu sabor, e considerada uma das ervas mais poderosas do mundo, a planta ¢
originaria da regido sul da Europa e do Mediterraneo, sendo que atualmente ¢ amplamente
cultivada nos paises tropicais e temperados (PICCAGLIA; MAROTTI, 2001; HE; HUANG,
2011; NOREEN et al., 2023). A composi¢ao quimica de seu Oleo essencial ¢ composta

principalmente pelo o constituinte anetol e seus isdmeros, representando normalmente uma
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porcentagem acima de 50% de sua composigdo total (KUTUKOGLU; GIRISGIN; AYDIN,
2012; ABOELHADID et al., 2021; BOROTOVA etal., 2021; SABZI-NOJADEH et al., 2021).
Contudo, dependendo da localizacdo de cultivo da planta, outros constituintes podem ser
encontrados de forma majoritaria, como, por exemplo, a-felandreno e metil chavicol
(PICCAGLIA; MAROTTI, 2001).

O Funcho doce ¢ empregado nos setores alimenticios e cosméticos, assim como também
¢ frequentemente utilizado na medicina tradicional, especificamente para o tratamento de
disturbios gastrointestinais devido as suas propriedades anti-inflamatodrias, antiespasmadicas,
diuréticas e analgésicas (KOOTI et al., 2015; NOREEN et al., 2023).

Outros efeitos farmacologicos que podem ser benéficos a saude humana foram
associados aos extratos e aos Oleos essenciais extraidos dos frutos e das sementes de Funcho
doce, tais como: efeitos ansiolitico (ALVARADO-GARCIA et al., 2022), antidiabético (HILMI
et al., 2014) e broncodilatador (BOSKABADY; KHATAMI, 2003); além de a¢do antifingica
(BELABDELLI et al., 2020; OKORSKA et al., 2023), antimicrobiana (GHASEMIAN et al.,
2020; BOROTOVA et al., 2021), anticancerigena (KE; ZHAO; LU, 2021), antitumoral
(ROUDBARI et al., 2023) e antioxidante (KALLELI et al., 2019; ABDESSLEM et al., 2021).

Por outro lado, a erva pode representar um perigo para os insetos, acaros e carrapatos
pois ha relatos sobre seu potencial inseticida e acaricida, podendo, desse modo, se tornar uma
alternativa viavel para o controle dessas pragas (EBADOLLAHI et al., 2014; ABDEL-BAKI et
al., 2021; ABOELHADID et al., 2021; BAZ et al., 2022).

Os pesquisadores ABDEL-BAKI et al. (2021), ao avaliarem a toxicidade do 6leo
essencial a 10%, extraidos das sementes, em larvas e pupas de Musca domestica, descreveram
que houve 100% de mortalidade das larvas apds 24 horas da aplicacdo e que alguns dos insetos
apresentaram anormalidades morfoldgicas (corpo encolhido, deformado e com cuticula
enegrecida). Quanto a atividade pupicida foi observado uma taxa de 100% de inibic¢do das pupas
apos 6 dias de aplicacdo do 6leo essencial.

Em um teste de toxicidade a campo, o 6leo essencial de suas folhas demonstrou
toxicidade em populagdes heterogéneas e naturais de Rhopalosiphum maidis (BENDDINE et
al., 2022). Outrossim, foi evidenciado a acdo larvicida e efeito antialimentar consideravel do
oleo essencial em larvas de 2° instar de Spodoptera litura (Fabricius) (PASSARA; PUMNUAN;
THIPMANEE, 2021) e efeito inseticida em ninfas de Brevicoryne brassiceae (LUCCA et al.,
2015) e em adultos de Melophagus ovinus (GEMEDA et al., 2014).

A mortalidade e a repeléncia do dleo essencial de Funcho doce em adultos de 7ribolium

castaneum também foi avaliada. Como resultado, foi demonstrado que seu 6leo essencial foi
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capaz de ocasionar 100% de mortalidade, no teste de toxicidade de fumigagdo, e apresentou
uma taxa de 98% de repeléncia, apds duas horas de aplicacdo do composto na concentragao de
1% (v/v) (TEKE; MUTLU, 2021). Ainda, nesse mesmo experimento, dentre os diferentes 6leos
essenciais avaliados, o de Funcho doce obteve a maior porcentagem de supressdao da progénie
(15,73%) em adultos Sitophilus granarius (TEKE; MUTLU, 2021).

O ¢leo essencial da erva ainda foi considerado, por Baz et al. (2022), como um potente
larvicida em Culex pipiens, pois em seu estudo, decorridas 48 horas apds aplicacdo do oleo
essencial, na concentracao de 1000 ppm, ocasionou 100 % de mortalidade em larvas de 4° instar
de Culex pipiens.

Pesquisas sobre efeito acaricida do 6leo essencial de Foeniculum vulgare e Foeniculum
vulgare var. dulce foram realizadas na ultima década (ABOELHADID et al., 2021;
EBADOLLAHI et al., 2014), conforme descrito no Quadro 2. Um estudo pioneiro identificou
a atividade acaricida do 6leo essencial oriundo das frutas da erva e seus constituintes puros em
acaros de poeira doméstica (adultos de Dermatophagoides farinae ¢ D. pteronyssinus) ao
realizar o teste de contato direto (LEE, 2004). De modo similar, posteriormente, outro trabalho
identificou a mesma atividade em acaros de alimentos armazenados (adultos de Tyrophagus
putrescentia) ao utilizar 6leo essencial oriundo das sementes no teste de contato direto (LEE;
SUNG; LEE, 2006).

O teste de fumigacdo e o de contato direto também foi realizado em fémeas adultas de
Tetranychus urticae expostas ao 6leo essencial da semente da planta (AMIZADEH; HEJAZI;
SARYAZDI, 2013; EBADOLLAHI et al., 2014). Nesse contexto, os pesquisadores, Ebadollahi
et al. (2014), identificaram uma toxicidade significava com efeito dose dependente em ambos
os ensaios (de contato e de fumigagdo). Ja no estudo de Amizadeh et al. (2013), o efeito
acaricida de modo dose dependente foi observado tanto nos ovos quanto em fémeas adultas de
Tetranychus urticae no teste de fumigagao.

O efeito acaricida e acdo de repeléncia do dleo essencial das sementes, diluido em
etanol, em fémeas adultas e larvas de Rhipicephalus annulatus, respectivamente, também foi
alvo de estudo. Os pesquisadores identificaram uma atividade acaricida consideravel na
concentracao do oOleo essencial em 10%, pois foi observado uma mortalidade de 30% nas
fémeas adultas, inibicdo da porcentagem da producdo de ovos em 66,67% e 100% de
mortalidade das larvas. Além disso, nessa mesma concentrac¢ao, foi observado uma repeléncia

de 86% na primeira hora, reduzindo para 29 % na quarta hora (ABOELHADID et al., 2021).

2.6 Ylang-Ylang - Cananga odorata (Lam.) Hook
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A arvore perene, Cananga odorata (Lam.). Hook. F. & Tomson, pertencente a familia
Annonaceae, é nativa da Asia tropical, especificamente de Filipinas, Malésia, Indonésia e de
algumas ilhas do oceano indico, principalmente Comoro e Madagascar (BURDOCK;
CARABIN, 2008; TAN et al., 2015). Posteriormente, foi introduzida na China, India, Africa e
América (TAN et al., 2015) e atualmente possui distribuicdo pantropical (MANNER;
ELEVITCH, 2006).

Conhecida popularmente como “Ylang-ylang”, a planta ¢ famosa por suas flores
aromaticas que sdo frequentemente utilizadas para extracdo de 6leos essenciais, 0s quais sao
empregados como matérias-primas na fabricagdo de produtos na industria quimica (xampus,
perfumes, cremes e logdes) e na industria alimenticia (sorvetes, balas e flavorizantes de assados
e bebidas) (GAYDOU; RANDRIAMIHARISOA; BIANCHINI, 1986; MANNER;
ELEVITCH, 2006; BURDOCK; CARABIN, 2008; ZHAO et al., 2019). Na etnomedicina, a
herbacea ¢é utilizada no tratamento da asma, malaria e das doengas estomacais e na reducao da
hipertensdo, ansiedade ¢ depressio (MANNER; ELEVITCH, 2006; TAN et al., 2015;
HARAHAP et al., 2022).

A composicao quimica do 6leo essencial de Ylang-ylang ¢ afetado pelas diferentes
formas e local de cultivo, do modo de extracdo e dos estagios das flores extraidas
(STASHENKO; PRADA; MARTINEZ, 1996; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; CHAKIRA et
al.,2022; NG et al., 2021). Além disso, o composto ¢ classificado em cinco graus, denominados
de extra, primeira, segunda, terceira qualidade e completo, os quais possuem diferentes
qualidades e formas de aplicagdo (TAN et al., 2015; NG et al., 2021).

Os 6leos essenciais extra e de primeira qualidade sdo constituidos por componentes mais
volateis, como, por exemplo, linalol, éter p-cresil metilico e sdo frequentemente empregados na
industria de fragrancia (TAN et al., 2015; NG et al., 2021). Por outro lado, os demais graus
possuem compostos menos volateis, classificados como sesquiterpenos, tais como cariofileno,
germacreno D e a-farneseno e sdo empregados na fabricacdo de sabonetes e cosméticos (TAN
etal., 2015; NG et al., 2021).

Algumas atividades bioldgicas associadas ao 6leo essencial de Cananga odorata t€ém
sido frequentemente descritas (PUJIARTI et al., 2017; KALAGATUR et al., 2018; KUNOVA,
2019; UPADHYAY et al., 2021; VIMALADEVI et al.,, 2021). Nesse contexto, foram
observados que o 6leo essencial das folhas possui propriedades antioxidante e anticancerigena
(VIMALADEVI et al., 2021) e das flores, efeitos sedativo, relaxante (PUJIARTI et al., 2017)
e atividades antifingica (KALAGATUR et al., 2018; UPADHYAY et al., 2021) e antibacteriana
(KUNOVA, 2019).
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O dleo essencial de Cananga odorata pode servir também como um inseticida e
repelente botanico, uma vez que esse composto tem apresentado atividade inseticida e efeito
repelente em diferentes espécies de insetos (OLIVERO-VERBEL et al., 2013; VERA et al.,
2014; SOONWERA, 2015; CASTILLO; STASHENKO; DUQUE, 2017). Em estudo
desenvolvido por Soonwera et al. (2015) foi constatado que o 6leo essencial das flores de
Cananga odorata foi capaz de dissuadir a oviposicao de fémeas de Aedes aegypti, Anopheles
dirus e Culex quinquefasciatus. Além disso, foram observados efeitos ovicida, larvicida e
adulticida nessas trés espécies de mosquitos.

Recentemente, foi demonstrado que o6leo essencial oriundo das flores frescas
promoveram um efeito repelente em Culex quinquefasciatus e Anopheles minimus
(SUKKANON et al.,, 2022) e um consideravel efeito inseticida em larvas de Culex
quinquefasciatus e adultos de Musca domestica (PAVELA et al., 2021). Anteriormente, em um
estudo foi observado que o o6leo essencial oriundo das folhas aplicado em alimentos — na
concentracao de 5 uplL/g, apresentou melhor atividade repelente que o proprio repelente
comercial testado em Tribolium castaneum (OLIVERO-VERBEL et al., 2013).

Apesar de poucos trabalhos descritos em literatura, as propriedades acaricidas de
Cananga odorata também foram descritas (Quadro 3). O seu 6leo essencial, dentre outros
avaliados, obteve o segundo maior efeito acaricida em d4caros de poeira doméstica
(Dermatophagoides farinae e D. pteronyssinus) no teste de contato direto (RIM; JEE, 2006).
Especificamente, em carrapatos, um estudo demonstrou que o dleo essencial oriundo das flores
possui atividade larvicida em ninfas ndo alimentadas de Ixodes ricinus de modo tempo e dose-

dependentes no método de papel de filtro aberto (ELMHALLI et al., 2018).

2.7 Murraya paniculata (L.) Jack

A planta Murraya paniculata (L.) Jack, pertencente a familia Rutaceae e considerada
como um arbusto ou uma arvore pequena, pode ser encontrada em diferentes paises e regioes
do mundo como India, Malasia, Sri Lanka, Australia, América Central e sudeste do EUA
(DOSOKY et al., 2016; JOSHI; GOHIL, 2023; YOHANES et al., 2023). Mesmo considerada
como uma planta ornamental, também ¢ bastante utilizada na etnomedicina (OLAWORE et al.,
2005) para o tratamento de uma ampla gama de sintomas e doengas, tais como: corrimento
vaginal, diarreia, tosse, epigastralgia, queimaduras, irritacdo na pele, hipolipidemia, disenteria,

orquite e infecgdes do trato urinario (KONG et al., 1986; DOSOKY et al., 2016; JOSHI,
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GOHIL, 2023; REHMAN et al., 2023). Essa pratica ¢ utilizada especificamente nas areas
tropicais e subtropicais da Asia, China e Indonésia (MESQUITA et al., 2008).

A composic¢ao quimica do 6leo essencial das frutas e folhas de Murraya paniculata (L.)
Jack foi descrita em diversos artigos publicados (OLAWORE et al., 2005; LV et al., 2013;
ARYA et al., 2017; NETA et al., 2017; SAIKIA et al., 2022; REHMAN et al., 2023). Esses
trabalhos ressaltam que ha diversidades quimicas na composicao devido a localizagao,
variedade e outros fatores especificos da planta (OLAWORE et al.,2005; LV et al., 2013; ARYA
etal.,2017; NETA et al., 2017; SAIKIA et al., 2022; REHMAN et al., 2023).

Observa-se que a maioria dos compostos identificados no 6leo essencial pertencem a
classe dos sesquiterpenos ( OLAWORE et al., 2005; ARYA et al., 2017; SAIKIA et al., 2022),
sendo que os isdmeros cariofileno e outros constituintes como, por exemplo, germacreno B e
D, B-cubebene, zingibereno e nerolidol sdo frequentemente descritos como majoritarios
(OLAWORE et al., 2005; ROUT et al., 2007, DOSOKY et al., 2016; ARYA et al., 2017;
SAIKIA et al., 2022; REHMAN et al., 2023).

Os metabdlitos secundarios presentes na planta possuem propriedades analgésica
(PODDER et al., 2011), broncodilatadora (SAQIB et al., 2015), vasodilatadora (SAQIB et al.,
2015), bem como atividades anti-inflamatoéria (ZOU et al., 2021), antioxidante (ZHU; LEI,
LUO, 2015), antibacteriana (SONTER et al., 2021) e antifungica (NESA et al., 2021).

As propriedades anti-helminticas da planta também foram investigadas (TRESIA;
EVVYERNIE; TIURIA, 2016; BOONKUSOL et al., 2019). Em um estudo foi observado que
os extratos das folhas de M. paniculata reduziram a LT50 (tempo letal para 50%) de adultos
pertencentes a familia Trichostrongylidae (7richostrongylus sp. Haemonchus sp € Cooperia sp).
Ademais, prejudicaram o desenvolvimento larval de larvas infectantes (L3) (TRESIA;
EVVYERNIE; TIURIA, 2016). Posteriormente, em um outro experimento realizado in vivo foi
observado que as cabras alimentadas com as folhas de M. paniculata apresentaram fezes com
menos ovos de nematoides gastrointestinais (BOONKUSOL et al., 2019).

A atividade leishmanicida do 6leo essencial de Murraya paniculata (L.) Jack foi descrita
por Silva et al. (2020) pela primeira vez. Nesse estudo foram extraidos os 6leos essenciais das
folhas e dos frutos (maduros e verdes) e avaliados quanto ao potencial parasiticida nas formas
promastigotas de Leishmania amazonenses. Os resultados apontaram que o 6leo essencial
oriundo das folhas exibiu alta atividade leishmanicida, pois apresentou IC50 (inibi¢do de
crescimento de 50%) de 7,33 £ 2,07 pg/ml. Por outro lado, mesmo que os 6leos essencias dos

frutos maduros e verdes tenham apresentado maiores valores de IC50 (13,04 = 1,64 ¢ 30,77 +
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2,07 pg/ml, respectivamente), ainda sim, a atividade leishmanicida dos frutos da planta foi
considerada (SILVA et al., 2020).

A toxicidade acaricida de extratos de aquosos oriundos das folhas frescas e maduras de
M. paniculada em ovos e adultos de Oligonychus coffeae foi recentemente descrita (DEKA et
al., 2022). O resultado do trabalho demonstrou que esses compostos na maior concentragao de
10 gm/] atingiram uma taxa de mortalidade em adultos de 67% apds 72 horas de avaliacdo.
Além disso, foi observado que o composto afetou a eclosdo das larvas, uma vez que foi

encontrada 48,51% de porcentagem de mortalidade das larvas (Quadro 4)(DEKA et al., 2022).

2.8 Spiranthera odoratissima A. St. Hil

A planta Spiranthera odoratissima A. St. Hil, pertencente a familia Rutaceae, ¢ uma
espécie arbustiva e neotropical, nativa do cerrado brasileiro (MATOS et al., 2014; CABRAL et
al., 2020a; BRITO; PIRANI, 2022). Contudo, pode ser encontrada também na Bolivia,
Colémbia, Venezuela, Guiana ¢ no Peru (MATOS et al., 2014; CABRAL et al., 2020a; BRITO;
PIRANI, 2022).

A composi¢ao quimica de seu 6leo essencial pode variar dependendo de qual parte da
planta foi extraido. Porém, normalmente grande quantidade de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos sdo encontrados, entre os quais se destacam p-cariofileno, y-muuroleno,
biciclogermacreno e d-cadineno (CHAIBUB et al., 2013; CABRAL et al., 2019;).

Na medicina popular suas folhas e raizes sao usadas no tratamento de reumatismo, artrite
gotosa, infecgdes e inflamagdes renais (TRESVENZOL, 2006; NASCIMENTO et al., 2012;
CABRAL et al., 2020a). No Brasil, especificamente em Goiania/GO e em cidades vizinhas, a
casca da raiz e do caule sdo comercializadas em forma de cha, ou em associacdo com outras
plantas medicinais, ou maceradas em vinho ou aguardente para serem utilizadas no tratamento
de reumatismo (TRESVENZOL, 2006).

Algumas atividades farmacologicas de partes da planta t€ém sido investigadas e
demonstradas em literatura cientifica (MATOS et al., 2004; GALDINO et al., 2012; CABRAL
et al., 2020a, 2020b; SOUZA et al., 2020). Nesse contexto, podem ser citados como exemplos
dois estudos realizados em animais de laboratorio, os quais evidenciaram que os extratos
etandlicos das raizes contém compostos com agdes anti-inflamatdrias e depressoras centrais
(GALDINO et al., 2012) e que o 6leo essencial das folhas ¢ capaz de produzir um efeito
ansiolitico (MATOS et al., 2004).
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Ainda, destaca-se que em outro experimento foi observado que o 6leo essencial obtido
das folhas e flores demonstrou capacidade antiproliferativa em células tumorais humanas e
atividade antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis (CABRAL et al., 2020a).

Os extratos das folhas de S. odoratissima foram considerados por Souza et al. (2020)
como uma fonte promissoras de metabolitos secunddrios com atividades antioxidante e
antibacteriana, uma vez que foi identificado que os extratos aquosos, de acetato de etila,
metandlico e hidroetanodlico possuem alta atividade antioxidante e significativa atividade
antibacteriana em Listeria monocytogenes.

Os efeitos parasiticidas do oleo essencial e dos extratos da planta em organismos
causadores de protozooses tém sido investigados e os resultados sao promissores (ALBERNAZ
etal.,2010; CABRAL etal., 2020a; SOUZA et al., 2022). Em um estudo pioneiro realizado por
Cabral et. al (2020) os 6leos essenciais das folhas e flores de S. odoratissima exibiram atividade
leishmanicida significativa contra as formas promastigotas de Leishmania amazonenses,
apresentando IC50 de 14,36 + 2,02 ¢ 19,89 + 2,66 pg/mL, respectivamente. Posteriormente,
outro estudo mais recente demonstrou que os extratos hexanicos das folhas da planta exibiram
atividade leishmanicida significativa contra o mesmo parasito, apresentando IC50 de
38,16+0,27ug/mL (SOUZA et al., 2022).

Possiveis atividades parasiticidas da planta em outras espécies de protozoarios foram
alvos de estudo, pois em uma pesquisa desenvolvida por Albernaz et al. (2010) os extratos de
acetado de etila das folhas de S. odoratissima exibiram IC50 de 9,2 pg/mL e 56,3 pg/mL em
Plasmodium falciparum e em epimastigotas de Trypanosoma cruzi, respectivamente. Além
disso, os extratos hexanicos das raizes exibiram IC50 22,3 pg/mL em promastigotas de

Leishmania chagasi.
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Quadro 1 — Atividades acaricidas identificadas de substancias oriundas de ///icium verum em suas respectivas espécies alvos encontradas na literatura.

Estadio Espécie Substancia Teste utilizado | Concentracées | Solvente CL50 Autores
avaliadas
Adulto Dermanyssus gallinae | Extratos Bioensaio de | 0,35 mg/cm™ Etanol 0,09 mg/cm~ | Kim et al.,
metaldnicos dos | toxicidade  de 2007
frutos contato
Ninfa — ndo | Ixodes ricinus Oleo essencial dos | Método de papel | 0,05, 0,1, 0,2 e | Acetona 0,1 ul/em? Elmhalli et
alimentada frutos e sementes de filtro aberto 0,4 ul 6leo/cm? al., 2018
Adulto — fémea | Dermacentor nitens Oleo essencial dos | Teste de imersdo | 40,0 mg/mL~! Tween 80 * Lima
ingurgitada frutos em adultos Junior et
al., 2020
Adulto Dermanyssus gallinae | Extratos etanolicos | Bioensaio de | * 0,9% NaCl | 0,159 g/m Jian et al.,
toxicidade  de 2022a
contato
Adulto e Ninfa | Ornithonyssus Extratos etanolicos | Método da | 0,5g/mL 0,9% NaCl | * Jian et al.,
sylviarum dos frutos maduros | infiltragdo 2022b
Larva Ornithonyssus Extratos etandlicos | Teste de | 0,5g/mL 0,9% NaCl | * Jian et al.,
sylviarum dos frutos maduros | fumigagao 2022a

*Dado nao informado pelo autor.
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Quadro 1 — Atividades acaricidas identificadas de substancias oriundas de /l/icium verum em suas respectivas espécies alvos encontradas na literatura
em (continuagao).

Estadio | Espécie Substancia Teste utilizado | Concentracdes Solvente CL50 Autores
avaliadas
Ovo Rhipicephalus | Extratos O teste de| 0,1,0,325,0,55,0,775 | 0,9% NaCl * Lietal., 2023
microplus etanolicos imersao para | e 1 g/mL
atividade
ovicida
Larva Rhipicephalus | Extratos Teste de | 0,1, 0,325, 0,55, 0,775 | 0,9% NaCl 0,457g/mL Lietal., 2023
microplus etanolicos fumigacao el g/mL
Larva Rhipicephalus | Extratos Meétodo de papel | 0,1, 0,325, 0,55, 0,775 | 0,9% NaCl 0,367g/mL Lietal., 2023
microplus etanolicos de filtro | e 1 g/mL
impregnado

*Dado nao informado pelo autor.
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Quadro 2 — Atividades acaricidas identificadas de substancias oriundas de Foeniculum vulgare e Foeniculum vulgare var. dulce em suas respectivas

espécies alvos encontradas na literatura.

Estadio Espécie Substiancia Teste Concentragoes Solvente CL50 autores
utilizado avaliadas
Adulto Dermatophagoides | Oleo essencial | Contato 800, 400, 300, 200, | etanol 119 mg/m? Lee, 2004
farinae das frutas direto 100, 50, 25,20, 10, 5
e 2,5 mg/m?
Adulto Dermatophagoides | Oleo essencial | Contato 800, 400, 300, 200, | etanol 103 mg/m? Lee, 2004
pteronyssinus das frutas direto 100, 50, 25, 20, 10, 5
e 2,5 mg/m2
Adulto Rhipicephalus Oleo essencial | Teste de | 0,625, 1,25, 2,5, 5 e | etanol 12,96% Aboclhadi et
annulatus das sementes imersio em | 10% al., 2021
adultos
Larva Rhipicephalus Oleo essencial | Teste do | 0,625, 1,25, 2,5, 5 e | etanol 1,75% Aboclhadid et
annulatus das sementes pacote em | 10% al., 2021
larvas
Adulto Tyrophagus Oleo essencial | Contato 80, 40, 30, 20, 10, 5, | etanol 19,51 pg/cm? Lee et al., 2006
putrescentiae das sementes direto 2,5,2.0,1.0,0.5,0.25
€ 0,125 pg/cm?
Adulto Tetranychus Oleo essencial | Contato 0,11a1.7% Tween 0,02% | 0,557% Ebadollahi et
urticae das sementes direto al., 2014
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Quadro 2 — Atividades acaricidas identificadas de substancias oriundas de Foeniculum vulgare e Foeniculum vulgare var. dulce em suas respectivas
espécies alvos encontradas na literatura (continuacao).

Estadio Espécie Substiancia | Teste Concentracdes | Solvente CL50 Autores
utilizado avaliadas
Adulto Tetranychus Oleo Teste de | 1,33 a 2,4 uL/L | Nao se aplica | 1,876 ul/L Ebadollahi et al., 2014
urticae essencial fumigagao por ar
das
sementes
Adulto Tetranychus Oleo Teste de | 4a9 pul/L Nao se aplica | 5,75 ul/L Amizadeh et al., 2013
urticae essencial fumigacao
das
sementes
Ovo Tetranychus Oleo Teste de | 0,5-2,5 pl/L Nao se aplica | 1,17 pl/L Amizadeh et al., 2013
urticae essencial fumigacao
das
sementes
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Quadro 3 — Atividades acaricidas identificadas de substiancias oriundas de Cananga odorata em suas respectivas espécies alvos encontradas na

literatura.
Estadio Espécie Substancia Teste utilizado | Concentracdes | Solvente CL50 Autores
avaliadas
Adulto Dermatophagoides Oleo essencial | Contato direto | 0,1, 0,05, | etanol * Rim e Jee,
farinae 0,025, 0,0125 ¢ 2006
0,00625
ul/cm?
Ninfa Ixodes ricinus Oleo essencial | Método de | 0,05, 0,1, 0,2 e | acetona 0,185 ul/cm? Elmhalli et al.
das flores papel de filtro | 0,4 ul/cm? 2018

aberto

*Dado nao informado pelo autor



41

Quadro 4 — Atividades acaricidas identificadas de substancias oriundas de Murraya paniculata (L.) Jack em suas respectivas espécies alvos
encontradas na literatura.

Estadio Espécie Substiancia Teste utilizado | Concentracdes | Solvente CL50 Autores
avaliadas
Adulto Oligonychus Extrato aquoso | Método do 2,4,6,8¢10 0.1% Teepol * Deka et al.,
coffeae das folhas disco foliar gm/l AG 2022
Oligonychus Extrato aquoso | * 2,4,6,8¢10 Nao se aplica * Deka et al.,
Ovo coffeae das folhas gm/l 2022

*Dado ndo informado pelo autor
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O setor agropecuario dos paises de clima tropical e subtropical enfrentam dois grandes
desafios, o primeiro esta relacionado ao combate ao carrapato-do-boi e o segundo, relacionado
a principal forma de controle do parasito baseada no uso de acaricidas quimicos sintéticos.

Os prejuizos econdmicos causado por R. microplus impedem uma maior expansio do
setor agropecudrio e o constante uso de acaricidas quimicos sintéticos, principalmente se,
utilizado de forma indiscriminada, tem contribuido para aceleracao do processo de resisténcia
dos carrapatos. Além disso, esses produtos trazem danos a satide humana, animal e a0 meio
ambiente.

Por outro lado, hé diversos estudos cientificos que demonstram que os 6leos essenciais
possuem atividade acaricida e apresentam toxicidade minima aos organismos ndo - alvos e ao
meio ambiente se comparado aos acaricidas quimicos sintéticos.

Os Oleos essenciais de plantas da espécie Cananga odorata (Lam.) Hook, Foeniculum
vulgare var. dulce, Murraya paniculata (L.) Jack, Illicium verum (Hook.f.) e Spiranthera
odoratissima A. St. Hil avaliados no presente estudo demonstraram efeito acaricida e
interferiram de modo negativo no desempenho reprodutivo de fémeas ingurgitadas de R.
microplus.

Os resultados do presente estudo sugerem que esses Oleos essencias possam ser
utilizados no desenvolvimento de novas formula¢des acaricidas, uma vez que irdo afetar a
perpetuagdo da espécie, proporcionando, desse modo, o controle mais efetivo das futuras

geragdes do parasito.
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Abstract
This study aimed to evaluate the acaricidal potential of the essential oils of Cananga odorata L
(ylang-ylang), Illicium verum (star anise) and Foeniculum vulgare (sweet fennel) in
Rhipicephalus microplus engorged females. The essential oils were extracted by steam
distillation, and the females were immersed in each essential oil at concentrations of 10 pL/mL
to 50 uL/mL and diluted in 10% dimethyl sulfoxide in distilled water. The mortality of animals
was evaluated after seven days, and the following parameters were determined: weight of
females before oviposition, preoviposition period, egg mass weight, egg production index,
incubation period, hatching rate, fecundity, percentage of reduction in oviposition, percentage
of reduction in hatching and product efficacy. The lethal concentrations for 50% of the ticks
and their respective 95% confidence intervals were 34.42 pL/mL (28.34-40.86) for C. odorata
and 40.60 pL/mL (32.58-58.21) for F. vulgare. This parameter was not calculated for /. verum,
however, because there was insufficient mortality at the concentrations evaluated. The greatest
efficacy was observed in the group treated with 40 pL/mL F vulgare essential oil (97.17%),
followed by 1. verum (91.35%) and C. odorata (86.19%) at the same concentration. Efficacy
results were associated with a greater reduction in egg mass weight and lower hatching rates.
Although they caused a slight acaricide effect, the tested products showed significant effects on
the reproductive performance of R. microplus engorged females. Thus, the results of the present
study indicate that these essential oils can be used in the development of new acaricide

formulations.

Keywords: Cattle. Pesticides. Mites. Vegetables. Aromatic plants.
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1. Introduction

The cattle tick Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) can be found in tropical and
subtropical countries and is responsible for generating considerable financial losses to the
agricultural sector (NAVA et al., 2022). Its infestations can increase the likelihood of myiasis
due to skin wounds, reduce weight gain and impair meat and milk production (RODRIGUES;
LEITE, 2013; RECK etal., 2014; CASTANEDA ARRIOLA et al., 2021). In addition, the cattle
tick can transmit pathogens that cause diseases such as bovine parasitic sadness.

The control of cattle ticks has been carried out mainly by means of synthetic chemical
acaricides (TABOR et al., 2017). However, these products pollute the environment and are
considered toxic to mammals (ADENUBI et al., 2018; QUADROS et al., 2020). In addition,
cases of R. microplus resistance to the main classes of acaricides currently used in different
countries have been reported (OBAID et al., 2022).

In turn, essential oils, complex compounds derived from the secondary metabolism of
plants (BAKKALI et al., 2008), have been evaluated for their acaricidal potential in R.
microplus ticks, and the results suggest their use as an alternative for the control of this parasite
(LUNGUINHO et al., 2021; REIS et al., 2021; VINTURELLE et al., 2021).

The essential oil of Foeniculum vulgare var. dulce Mill, popularly known as sweet
fennel, demonstrated acaricide activity and repellent action in adult females and larvae of R.
annulatus, respectively (ABOELHADID et al., 2021). The essential oils of Cananga odorata
(Lam.) Hook.f. & Thomson (Annonaceae) and ///icium verum Hook.f. (Illiciaceae), popularly
known as ylang-ylang and star anise, respectively (TAN et al., 2015; SHARAFAN et al., 2022),
also demonstrated acaricidal potential in nymphs of ticks of the species Ixodes ricinus (TAN et
al.,2015; ELMHALLI et al., 2018; LIMA JUNIOR et al., 2020). Notably, to date, there are few
reports in the literature on the acaricide potential of these essential oils in other tick species.

For this reason, this study aimed to evaluate the acaricide potential and the impact of
C. odorata, I. verum and F vulgare essential oils on the reproductive performance of R.

microplus engorged females to determine their efficacy or control percentage.

2. Material and methods
2.1 Chemicals
The essential oils of C. odorata (A), I. verum (B) and F vulgare var. dulce (C) were
acquired from Ferquima Indistria e Comércio LTDA. The oils were obtained by steam

distillation from the flowers of C. odorata, the fruits and seeds of I. verum and the seeds of F.
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vulgare. The organic solvent dimethyl sulfoxide (DMSO), with a purity of 99.9%, was obtained

from the company Bianquimica commercial LTDA.

2.2 Chemical characterization of essential oils

The chemical characterization of the essential oils was performed at the Center for
Chemical Analysis and Prospection - CAPQ of the Department of Chemistry of the Federal
University of Lavras. The chemical constituents were identified by gas chromatography
coupled with mass spectrometry (GC—MS) in a Shimadzu QP 2010 Plus mass spectrometer
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) operated under the following experimental conditions:
fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm, 0.25 pm) with a bound phase composed of DB5
film (5% phenyl, 95% dimethylpolysiloxane); mobile phase, He 5.0 (White Martins, Rio de
Janeiro, Brazil) as the carrier gas; flow rate, 1.0 mL/min; injector and detector temperatures,
220°C and 240°C, respectively; sample injection volume, 0.5 pL diluted in hexane (1%)
(Sigma—Aldrich®, St. Louis, MO, USA); and partition ratio of the injected volume (split),
1:100. The temperature ramp started at 60°C and increased to 240°C at a rate of 3°C/min,
followed by an increase at 10°C/min until reaching 300°C, where the final temperature was
maintained for 7 minutes. The pressure in the column was approximately 71.0 kPa.

The operating parameters of the mass spectrometer were an ionization potential of 70
eV and an ion source temperature of 200°C. Mass analysis was performed in full scan mode,
ranging from 45 to 500 Da and with a scan speed of 1000 Da/s and scan interval of 0.5
fragments/s. The data were processed and obtained using LabSolutions LC/GC Workstation
2.72 software. The retention index of the compounds was calculated relative to a homologous
series of n-alkanes (nCo-nCis).

The identification of the constituents was performed by comparing the calculated
retention rates with those described in the literature (ADAMS, 2007). Comparisons of the mass
spectra obtained with those existing in the FFNSC 1.2, NIST107 and NIST21 libraries were
also performed. The quantitative analysis was performed by gas chromatography with a flame
ionization detector (FID) using a Shimadzu GC-2010 chromatograph (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) under the same experimental conditions used in the qualitative analysis. The area

normalization method was used to obtain the relative percentages of each constituent.

2.3 Ticks
The engorged females of the species R. microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae)

were collected from naturally infested cattle that were not exposed to treatment with acaricides



62

for a minimum period of 30 days from a dairy farm located in the municipality of Vigosa, Minas
Gerais/Brazil. Only intact ticks with locomotion capacity were used.

All females were individually weighed before the beginning of the experiments.
Animals with body weights less than 0.150 g were discarded, and the selected females were

washed with the aid of a sieve and then dried on fine absorbent paper.

2.4 Adult immersion test (AIT)

To evaluate the acaricidal potential of the essential oil of C. odorata (A), engorged
females with homogeneous body masses (n = 68, p>0.05) were divided into a control group
(CA), in which they were exposed to the solvent (10% DMSO in distilled water), and four
treatment groups (TA1-TA4), treated with the essential oil at the following concentrations: 20.0,
30.0,40.0 and 50.0 pL/mL.

To evaluate the acaricidal activity of the essential oil of /. verum (B), females with
homogeneous body weight (n = 75, p>0.05) were divided into five experimental groups: a
control group (CB), in which they were exposed to 10% DMSO aqueous solution alone, and
four treatment groups (TB1-TB4), in which ticks were treated with concentrations 0f20.0, 25.0,
30.0, and 40.0 pL/mL.

In addition, in the evaluation of the effects of the essential oil of F vulgare var. dulce
(C), animals with homogeneous weights (n=170) were divided into seven experimental groups,
namely, a control group (CC), in which the females were exposed only to 10% DMSO aqueous
solution, and six treatment groups (TC1-TC6), in which ticks were treated with the following
concentrations of essential oil: 10.0, 15.0, 20.0, 30.0, 40.0, and 50.0 pL/mL.

The concentrations of essential oils used in the different treatment groups were
established based on pilot experiments. The calculation of the lethal concentrations for 50% of
the animals (LC50) was adapted from the methodology described by Roma et al. (2009).
However, the LC50s were calculated only for the essential oils that resulted in at least 50%
mortality on the 14th day of evaluation.

All bioassays were performed using the adult immersion test (AIT) according to the
methodology described by Drummond et al. (1973). Thus, each group of ticks was immersed
for 5 (five) minutes in the solutions to be analysed. Subsequently, the animals were dried on
thin absorbent paper and transferred to Petri dishes at room temperature to simulate natural
conditions. The daily means of temperature and relative humidity were recorded using a

thermo-hygrometer.
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Mortality monitoring was performed for 14 days, and mortality rates were determined
on both the 7th and 14th days of monitoring. Ticks that did not respond to the CO, stimulus or

when touched by anatomical dissection forceps were considered dead.

2.5 Evaluation of reproductive parameters

To evaluate the effects of C. odorata (A), I. verum (B) and F. vulgare var. dulce (C) on
the reproductive performance of R. microplus, the following parameters were considered: (a)
weight of adult females (FW); (b) total weight of egg mass of each female (EW) collected 14
days after the experiment, as described by Parveen et al. (2014); (c) preoviposition period
(POP), counted in days, starting from the moment they were detached from the host until the
beginning of oviposition; (d) incubation period (IP), measured in days, starting from the time
of oviposition until the beginning of the larval hatching (incubation); and (e) hatching rate (HR),
or hatching percentage, determined visually by estimating the proportion of larvae in relation
to the number of eggs that did not hatch.

After obtaining these data, the egg production index (EPI) was determined for each
female: EPI = (EW/FW) x 100 (BENNET, 1974; GONCALVES et al, 2021). With the values
obtained for EPI and HR, the fecundity rate (FR) of each female was determined: FR = (EPI x
HR)/100 ( PEREIRA JUNIOR et al., 2019; GONCALVES et al., 2021).

Furthermore, the estimated reproductive rate (ER) was determined for each
experimental group (LAGE et al., 2013; MATOS et al., 2014), as well as the percentage of
reduction in oviposition (%Rovip) and percentage of reduction in hatching (%Rhatch) (CRUZ
et al., 2015) using the following formulas: ER = (mean EW/mean FW) x mean HR x 20,000;
%Rovip = [(control EW — treatment EW/control EW] x 100; %Rhatch = [(control HR —
treatment HR)/control HR] x 100.

From the values of the estimated reproduction rates of the control group (ERcontrol)
and of each treatment group (ERtreatment), the efficacy of the product, also known as the
percentage of control (%C), was determined based on the formula adapted from Drummond et
al. (1973): %C = [(ERcontrol — ERtreatment)/ ERcontrol] x 100

2.6 Statistical analysis
The results obtained in the mortality tests were subjected to probit analysis using
PriProbit software (version 1.63) to calculate the LC50s, as well as their respective 95%
confidence intervals. Regarding reproductive performance, the data were statistically analysed

in BioEstat software (version 5.0). To verify the normality of the data, the Shapiro—Wilk test
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was used. Data with a normal distribution were compared using one-way ANOVA, followed
by comparison of the means using Tukey's test (p < 0.05). For data without a normal
distribution, statistical analysis was performed using the Kruskal-Wallis test, followed by

Dunn's post hoc analysis (p < 0.05).

3. Results
3.1 Chemical composition of essential oils
Sixteen compounds were identified and quantified for C. odorata (A), six for I. verum
(B) and six for F vulgare var. dulce (C) (Tables 1). In oil A, mainly sesquiterpenes were
observed, with the constituent germacrene D being found mostly (32.81%), followed by a-
farnecene (30%) and B-caryophyllene (8%). The (E)-anethole component was predominantly
found in essential oils B and C (95.6% and 75.93%, respectively) of the monoterpene limonene
(2.13% and 13.29%, respectively). The compounds anisole (1.01%) and a-pinene (4.78%) were

the third most abundant components in oils B and C, respectively.

3.2 Immersion test in adults

The daily averages of temperature and relative humidity were 26.11 +2.30°C and 59 +
0.12%, 22.74 + 2.60°C and 58.92 + 12.06%, and 24.32 + 2.17°C and 54.86 + 6.83%,
respectively, in the evaluation of the acaricide potential and impact on the reproductive
performance of C. odorata (A), I. verum (B) and F vulgare var. dulce (C) in R. microplus
engorged females.

The mean weights = standard deviations of R. microplus ticks used in the experiment
evaluating the acaricide potential of oils A, B and C were 0.226 = 0.031 g, 0.244 +0.042 g, and
0.256 = 0.016 g, respectively. No significant differences were observed between groups (p >
0.05).

The mortality percentages on the 7th and 14th days are listed in Tables 2, 3 and 4.
Notably, the animals remained alive in all control groups until the 14th day. The highest
concentration of C. odorata (50 pL/mL) was able to cause the death of 73.33% and 80.00% of
the ticks used in the experiment on the 7th and 14th day of monitoring, respectively. There was
a 72.31% difference in mortality in the group exposed to the concentration of 50 pL/mL
compared to animals that were treated with 20 uL/mL on the 14th day of monitoring (Table 2).
The LC50 of'this oil for R. microplus was 34.42 pL/mL (95% confidence interval: 28.34-40.86).

Thus, the effects of C. odorata were dose-dependent only on the 7th day of monitoring.
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In the group exposed to 1. verum essential oil, a mortality rate of 6.66% was observed
at concentrations of 25 and 40 pL/mL on the 7th and 14th days of monitoring. However, at the
intermediate concentration (30 uL/mL), there was no mortality (Table 3). The effects were not
dose dependent, and the LC50 was not calculated because there was no mortality above 50%
up to the 14th day of monitoring at any of the concentrations tested.

The group exposed to the highest concentration of F vulgare oil (50 uL/mL) had the
highest mortality rates (42.50% and 62.50% at the 7th and 14th monitoring, respectively). In
addition, there was a 35.84% and 49.17% increase in mortality in animals exposed to the
concentration of 50 uLL/mL compared to the concentration of 15 pL/mL on the 7th and 14th day
of observation, respectively (Table 4). The LC50 of F vulgare for R. microplus was 40.60
pL/mL (95% confidence interval: 32.57-58.21).

3.3 Evaluation of reproductive performance
In the present study, most concentrations of the tested oils significantly modified the
reproductive performance of engorged females of R. microplus (Tables 5, 6 and 7). As already
mentioned, there was no significant difference (p > 0.05) between groups regarding the mean

weight of females before oviposition (mg).

3.3.1 Reproductive performance of ticks treated with C. odorata

Table 5 lists the mean + standard deviations of EW, EPI, HR and FR, as well as the POP
and IP. The three highest concentrations of C. odorata essential oil (TA2, TA3 and TA4)
significantly reduced EW (p < 0.05) compared to the control group (CA). The TA2, TA3 and
TA4 treatment groups also had a significantly reduced EPI (18.36%, 15.86%, and 11.63%,
respectively) when compared to the CA group (42.02%). Regarding HR, the two highest
concentrations (TA3 and TA4) were significantly lower (11.25% and 10.00%, respectively) than
the control (32.09%). There was no significant difference in any of the groups regarding FR,
POP (p > 0.05). Also, it was not possible to statistically compare the IP means of the TA2, TA3
and TA4 groups since most of the larvae from the surviving females did not hatch.

The %Rovip showed dose-dependent effects, with reductions of 17.04%, 61.12%,
62.59% and 70.58% for groups TA1, TA2, TA3 and TA4, respectively. The %Rhatch in these
groups were 7.93%, 40.27%, 64.90% and 68.83%, respectively, and the %C were 22.67%,
75.56%, 86.19% and 90.54%, respectively (Graph 1).
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3.3.2 Reproductive performance of ticks treated with 1. verum

The mean + standard deviations of the EW, EPI, HR, FR, POP and IP for females
exposed to the essential oil of /. verum are described in Table 6. The females treated with
concentrations of 30 uL/mL (TB3) and 40 pL/mL (TB4) had lower EW values (p < 0.05) than
the control group. The mean values of EPI were significantly lower in the three highest
concentrations tested (29.70%, 22.17% and 20.85%, respectively) (p < 0.05) compared to the
CB group (41.07%). Regarding HR, there was a difference only between the TB3 and TB4
groups (21.90% and 10.92%, respectively) compared to the CB group (64.33%). Regarding FR,
only the groups treated with the highest concentrations were significantly different from the
control group (7.70% and 2.57%, respectively). Regarding IP, the only difference was observed
between the TB4 treatment group and the control group (50.06 and 51.9 days, respectively).

A dose-dependent effect was observed for %Rovip and %Rhatch. There was a reduction
in oviposition (%Rovip) of 16.65%, 22.39%, 43.94% and 44.87% and a reduction in hatching
(%Rhatch) of 37.87%, 48.64%, 65.95% and 83.01% for the groups TB1, TB2, TB3 and TB4,
respectively. The percentages of control or product efficacy (%C) in these groups were 50.91%,

62.56%, 82.40% and 91.35%, respectively (Graph 2).

3.3.3 Reproductive performance of ticks treated with E vulgare var. dulce

Table 7 shows the mean values + standard deviations of EW, EPI, HR, FR, POP and IP
for females exposed to F wvulgare var. dulce essential oil. The values of EW decreased
significantly in animals exposed to the highest concentrations (TC3, TC4, TC5 and TC6)
compared to the control group (CC) (p < 0.05). The animals that were exposed to the highest
concentrations (TC3, TC4, TCS and TC6) also exhibited lower EPI values (17.05%, 10.79%,
10.50%, and 6.92%, respectively) than the control group (39.45%, p < 0.05). Regarding HR
and FR, there were differences between the control group (66.25% and 25.50% for HR and FR,
respectively) and the TC3 (11.55% and 03.23%, respectively), TC4 (11.11% and 02.10%,
respectively) and TCS (07.14% and 0.52%, respectively). However, it was not possible to
statistically compare the values found in the TC6 group because there was not a sufficient
number of females that performed oviposition. Regarding POP, differences were found between
the TC4 group (8.66 days) and the control group (6.16 days). The TC3 group (43.83 days), in
turn, presented a significantly different IP from the control group (39.41 days).

There was a dose-dependent effect in relation to %Rovip and % Rhatch (Graph 3), with
reductions of 13.57%, 38.61%, 58.96%, 73.91%, 74.43% and 82.72% in the oviposition of the
TC1 to TC6 groups and 0.14%, 55.97%, 82.56%, 83.22% and 89.21% in the hatching of the
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TC1 to TCS groups, respectively. The percentages of control or efficacy of the product (%C) in
groups TCI1 to TCS were 12.05%, 72.89%, 92.49%, 95.45% and 97.16%, respectively. It was
not possible to calculate the % Rhatch and %C for the TC6 group due to the insufficient number

of females that performed oviposition.

4. Discussion

The major compounds found in C. odorata essential oil were germacrene D and a-
farnecene. This chemical composition was also reported by Lebanov et al. (2021) and by
Lebanov and Paull (2022). Although Zhao et al. (2019) described S-caryophyllene as the main
constituent found in this species, this compound was the third largest found in the present study.
The chemical composition of the 1. verum and F vulgare essential oils, in turn, consisted mainly
of (E)-anethole, followed by limonene. In other studies, more than 88% of (E)-anethole was
found in 1. verum, followed by limonene in a lower proportion (LIMA JUNIOR et al., 2020;
NAIJA et al., 2020), corroborating the results found in our experiment.

Regarding F vulgare, some studies show that anethole and its isomers are the main
components found (PICCAGLIA; MAROTTI, 2001; ABOELHADID et al., 2021). However,
other minority compounds, such as a-pinene, a-phelandrene, limonene, fenchone, and methyl
chavicol, can be found in varying amounts (PICCAGLIA; MAROTTI, 2001). In the present
study, limonene, in addition to being the second constituent found in the highest proportion in
this essential oil, also presented a considerable percentage (13.29%). This high proportion
(above 10%) differs from what is usually reported in the literature (MAROTTI, 2001; NAJAR
et al., 2020; PICCAGLIA), although Borotova et al. (2021) and Belabdelli et al. (2020) also
described limonene as the second constituent found in higher proportion in F vulgare (5.7%
and 7.8%, respectively).

In our study, no mortality was observed in females of R. microplus exposed to 10%
DMSO and water during the 14 days of monitoring. Likewise, using the same percentage of
DMSO, Lunguinho et al. (2021) also reported no mortality in these animals. These results
demonstrate that 10% DMSO can be considered a suitable solvent for tests with R. microplus
engorged females (SHARMA et al., 2012).

Greater effects of C. odorata and F vulgare were observed on the 14th day of
monitoring. Similarly, Vinturelle et al. (2021) reported higher mortality rates (reaching
approximately 100%) in engorged females of R. microplus exposed to Copaifera officinalis
essential oil (5% and 10%) at the end of the experiment (15th day) than on the 6th day of

monitoring.
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The best results regarding the mortality rates were obtained in the treatment with C.
odorata. This is probably due to the amount of germacrene D (32.81%) and a-farnecene
(30.00%), which together represent more than 60% of the composition of this oil, as some
experiments reported that isolated germacrene D showed considerable acaricide activity and
repellent effects on Ixodes scapularis (PICKETT et al., 2023) and repellent effects on Ixodes
ricinus (ASHITANI et al., 2015). Furthermore, previous studies have shown that a-farnecene
has high larvicidal activity in Aedes albopictus (KIM; SEO; KIM, 2020), Aedes vittatus,
Anopheles subpictus, Spodoptera liturae, and Helicoverpa armigera (AL-GHANIM et al.,
2023).

The essential oils of 1. verum and F. vulgare were composed mainly of (E)-anethole and
limonene. Previous studies showed that anethole alone has an acaricide effect on larvae and
adults of R. annulatus (ABOELHADID et al., 2021), R. microplus and Dermacentor nitens
(SENRA et al., 2013), as well as a repellent effect on R. annulatus larvae (ABOELHADID et
al., 2021). The second constituent found in greater proportion in these essential oils, limonene,
also showed an acaricide effect on R. microplus larvae (FERRARINI et al., 2008; PEIXOTO et
al., 2015). However, Cardoso et al. (2020) reported low toxicity in larvae of R. microplus. The
third compound found mostly in F vulgare in the present study, a-pinene, showed acaricide
potential against adults of Tetranychus urticae and insecticidal potential against Sitophilus
zeamais (LANGSI et al., 2020; LOPES et al., 2023). It is likely that the acaricide effects of 1.
verum and F. vulgare essential oils observed here are attributed mainly to their major
compounds. However, 1. verum oil, consisting of 95,6 % (E)-anethole and 2.13% limonene,
showed a lower acaricide effect than F. vulgare, composed of 75.93% (E)-anethole, 13.29%
limonene and 4.78% a-pinene (Tables 3 and 4). The difference in these results may be related
to the higher amount of limonene and the presence of a-pinene in the latter, as there may have
been a synergistic effect between these major components, resulting in higher tick mortality.

The three essential oils used in our experiment presented a dose-dependent effect
regarding control percentage. At concentrations starting at 40 pL/mL, efficacies above 85%
were observed, and F vulgare was responsible for the best result (97.17%). The efficacy of all
essential oils can be attributed to a significant reduction in egg mass weights and lower hatching
rates compared to the control group. The negative impact on the reproductive performance of
females was observed in all essential oils tested. Similar results were observed by Vinturelle et
al. (2021) when evaluating the effect of Laurus nobilis and Copaifera officinalis essential oils

on the reproductive performance of R. microplus engorged females. In this experiment, the
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authors concluded that the products could have affected the development of eggs or structures

associated with the egg laying process, such as the Gené organ.

5. Conclusion

The essential oils of ylang-ylang (C. odorata), star anise (/. verum) and sweet fennel
(F vulgare), although showing a slight acaricide effec at the doses used in the present
experiment, had significant impacts on the reproductive performance of engorged females of
R. microplus. Notably, an acaricide product that reduces the number of individuals born in the
long term will affect the perpetuation of the species, providing, in a way, a more effective
control of these ticks. Thus, the results of the present study suggest that these essential oils can
be used in the development of new acaricide formulations. Furthermore, further studies
regarding the major constituents, synergistic effects, and morphological damage generated in
the female reproductive system of R. microplus should be encouraged to contribute to the

advancement of research related to tick control strategies.



Table 1. Chemical composition of essential oils derived from the flowers of C. odorata

(A), the fruits and seeds of 1. verum (B) and the seeds of F vulgare var. dulce (C).

Compound RI'Cal RIlit % area

A B C
o-pinene 934 932 0.22 4.78
[-ocimene 1010 1010 - 0.25 -
o-phelandrene 1010 1002 - - 1.03
limonene 1029 1024 - 2.13 13.29
fenchone 1090 1083 - - 4.69
anisole 1148 1148 - 1.01 0.28
(E)- anethole 1288 1282 - 95.6 75.93
o-copaene 1376 1374 2.06 - -
p-caryophyllen 1420 1417 8.00 - -
a- humulene 1456 1452 2.21 - -
a-cadina 1475 1475 1.33 - -
germacrene D 1482 1484 32.81 - -
a-cadina 1493 1493 0.48 - -
germacrene D 1496 1496 0.36 - -
a-muurolene 1499 1500 0.80 - -
a-farnesene 1504 1505 30.00 - -
y-cadinene 1513 1513 0.81 - -
d-cadinene 1519 1522 4.17 - -
epi-a-muurolol 1644 1644 0.67 - -
naphthalenol 1656 1656 1.77 - -
foeniculin 1678 1677 - 0.83 -

' Calculated retention index.
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2 Retention index from the literature.

Table 1. Chemical composition of essential oils derived from the flowers of C. odorata

(A), the fruits and seeds of I verum (B) and the seeds of F vulgare var. dulce (C).

(continuation).

Compound  RI'Cal RIlit % area
A B C

benzoic acid 1767 1759 6.86 - -
farnesyl 1831 1821 5.06 - -
acetate
benzyl 1870 1864 2.61 - -
salicylate
Total 100 100 100

! Calculated retention index.
2 Retention index from the literature.

Table 2. Percentage of mortality (%) of Rhipicephalus microplus engorged female ticks

exposed to different concentrations of C. odorata essential oil (A) (n = 68).

Concentration Mortality 7th day Mortality 14th day
Control (n=12) 0.00 0.00

20 pL/mL (n = 13) 0.00 7.69

30 uL/mL (n= 14) 57.14 85.71

40 pL/mL (n=14) 64.28 71.42

50 uL/mL (n = 15) 73.33 80.00
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Table 3. Percentage of mortality (%) of Rhipicephalus microplus engorged female ticks

exposed to different concentrations of 1. verum essential oil (B) (n=75).

Concentration Mortality 7 th day Mortality 14 th day
Control (n=15) 0.00 0.00
20 uL/mL (n=15) 0.00 0.00
25 uL/mL (n=15) 6.66 6.66
30 uL/mL (n=15) 0.00 0.00
40 pL/mL (n=15) 6.66 6.66

Table 4. Percentage of mortality (%) of Rhipicephalus microplus engorged female ticks

exposed to different concentrations of F. vulgare var. dulce essential oil (C) (n= 170).

Concentration Mortality 7 th day Mortality 14 th day
Control (n=12) 0.00 0.00

10 uL/mL (n=15) 0.00 0.00

15 uL/mL (n=15) 6.66 13.33

20 uL/mL (n=18) 2222 38.88

30 uL/mL (n=30) 13.33 20.00

40 pL/mL (n = 40) 40.00 52.50

50 pL/mL (n = 40) 42.50 62.50
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Table 5. Mean female weight before oviposition (FW), egg mass weight (EW), egg production
index (EPI), hatching rate (HR), fertility rate (FR), pre-oviposition period (POP), incubation
period (IP), percentage of reduction in oviposition and hatching (%Rovip and %Rhatch), and
product efficacy or percentage of control (%C) in R. microplus female ticks exposed to C.

odorata essential oil (A) diluted in 10% DMSO in different concentrations.

Parameters Treatments

Control (CA) TAl TA2 TA3 TA4
(DMSO 10 %) (20 uL/mL) (30 pL/mL) (40puL/mL)  (50puL/mL)

FW (mg) 233.50a 230.61a 221.92a 221.71a 226.40a
+0.03 +0.03 +0.02 +0.03 +0.03
EW (mg) 99.45a 82.50ab 38.66b 37.20b 29.25b
+0.03 +0.03 +0.02 +0.03 +0.02
EPI (%) 42.02a 35.98ab 18.36b 15.86b 11.63b
+10.11 + 14.81 +11.85 +13.40 +11.01
HR (%) 32.09a 29.54ab 19.16ab 11.25b 10.00b
+19.57 + 18.09 +21.07 +22.5 +20.00
FR (%) 13.87a 10.63a 03.48a 03.82a 02.35a
+8.74 +7.15 +4.87 +7.65 +4.70
POP (days) 4.5a 4.5a 5.00a 4.75a 5.5a
+0.67 +1.25 +0.63 +0.99 +1.00
IP (days) 35.81a 35.54a 36** 39** 37**
+2.13 +1.8 +1.7 +0.0 +0.0
%Rovip* 17.04 61.12 62.59 70.58
%Rhatch* 7.93 40.27 64.9 68.83
%C* 22.67 75.56 86.19 90.54

Means followed by equal letters in the same row do not differ statistically, with significance level set at
5%.

* Data not statistically analyzed.

** Data not statistically analyzed as the n was not significant.
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Table 6. Mean female weight before oviposition (FW), egg mass weight (EW), egg production
index (EPI), hatching rate (HR), fertility rate (FR), pre-oviposition period (POP), incubation
period (IP), percentage of reduction in oviposition and hatching (%Rovip and %Rhatch), and
product efficacy or percentage of control (%C) in R. microplus female ticks exposed to 1. verum

essential oil (B) diluted in 10% DMSO in different concentrations.

Parameters Treatments

Control (CB)  TBI TB2 TB3 TB4
(DMSO 10 %) (20 uL/mL) (25 pL/mL) (30uL/mL)  (40uL/mL)

FW (mg) 230.93a 243.80a 245.87a 250.40a 250.13a
+0.04 +0.03 +0.04 +0.05 +0.02
EW (mg) 94.07a 78.40ab 73.00ab 52.73b 51.86b
+0.01 +0.03 +0.01 +0.01 +0.02
EPI (%) 41.07a 34.06ab 29.70b 22.17b 20.85b
+4.84 +9.07 +45 +12.15 +9.57
HR (%) 64.33a 40.00ab 33.03ab 21.90b 10.92b
+27.42 +20.24 +30.73 +28.33 +13.79
FR (%) 26.82a 14.87ab 10.43ab 07.70b 02.57b
+12.30 +10.90 +10.32 +10.5 +3.84
POP (days) 6.53a 7.40a 6.71a 8.93a 8.84a
+0.63 +1.84 +0.61 +3.59 +3.21
IP (days) 50.06a 50.4ab 53.71ab 52.11ab 51.9b
+1.48 +1.34 +3.12 +3.37 +3.57
%Rovip* 16.65 22.39 43.94 44 87
%DRhatch* 37.82 48.64 65.95 83.01
%C* 5091 62.56 82.40 91.35

Means followed by equal letters in the same row do not differ statistically, with significance level set at
5%.
*Data not statistically analyzed.
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Table 7. Mean female weight before oviposition (FW), egg mass weight (EW), egg production index (EPI), hatching rate (HR), fertility rate (FR),

pre-oviposition period (POP), incubation period (IP), percentage of reduction in oviposition and hatching (%Rovip and %Rhatch), and product

efficacy or percentage of control (%C) in R. microplus female ticks exposed to F. vulgare var dulce essential oil (C) diluted in 10% DMSO in

different concentrations.

Parameters Treatments
Control (CC) TCl1 TC2 TC3 TC4 TCS TC6
(DMSO 10 %) (10 pL/mL) (15 uL/mL) (20puL/mL) (30puL/mL) (40uL/mL) (50uL/mL)

FW (mg) 262.66a 257.73a 261.93a 250.50a 255.56a 255.45a 256.60a
+0.02 +0.02 +0.01 +0.01 +0.01 +0.01 +0.01

EW (mg) 103.25a 89.23ab 63.38abc 42 .36bc 26.93¢c 26.40c 17.83¢c
+0.01 +0.02 +0.02 +0.02 +0.03 +0.02 +0.02

EPI (%) 39.45a 30.46ab 24.48abc 17.05bc 10.79¢ 10.50¢ 06.92¢
+6.46 +1595 +11.72 +10.67 +12.10 +10.30 +09.35

HR (%) 66.25a 66.15a 29.16ab 11.55b 11.11b 07.14b 0**
+34.64 +3542 +31.75 +26.22 +1691 +16.79

FR (%) 25.50a 25.12a 08.65ab 03.23b 02.10b 00.52b 0**
+13.75 +17.33 +10.37 + 08.02 +3.34 +1.17

POP (days) 6.16a 6.40a 7.25ab 8.00ab 8.66b 9.66** 8.66%*
+0.71 +0.91 +2.41 +1.78 +1.58 +2.71 +3.05

IP (days) 3941a 39.92a 40.85ab 43 83b 41.00%** 41.5%* 0**
+1.44 +1.70 +2.26 +1.60 +3.26 +3.53

Means followed by equal letters in the same row do not differ statistically, with significance level set at 5%.

**Data not statistically analyzed as the n was not significant.
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Table 7. Mean female weight before oviposition (FW), egg mass weight (EW), egg production index (EPI), hatching rate (HR), fertility rate (FR),

pre-oviposition period (POP), incubation period (IP), percentage of reduction in oviposition and hatching (%Rovip and %Rhatch), and product

efficacy or percentage of control (%C) in R. microplus female ticks exposed to F. vulgare var dulce essential oil (C) diluted in 10% DMSO in different

concentrations (continuation).

Parameters Treatments
Control (CC) TCl1 TC2 TC3 TC4 TCS5 TC6
(DMSO 10%) (10pL/mL) (15puL/mL) (20puL/mL) (30puL/mL) (40uL/mL) (50uL/mL)
%Rovip* 13.57 38.61 58.96 73.91 74.43 82.72
%Rhatch* 0.14 55.97 82.56 83.22 89.21 **
%C* 12.05 72.89 92.49 95.49 97.16 *ok

*Data not statistically analyzed.

**Data not statistically analyzed as the n was not significant.



Graph 1. Percentage of reduction in oviposition (%Rovip), percentage of reduction in
hatching (%Rhatch) and control percentage (%C) in different groups treated with C.
odorata essential oil (A).

Percentage

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

22.67
17.04

7.93

20pL/mL (TAL)

86.19
75.56

64.9
62.59

40pL/mL (TA3)

61.12

40.27

30pL/mL (TA2)
Groups TAL, TA2, TA3 e TA4
m%Rovip ®m%Rhatch = %C

90.54

68.83
70.58

50pL/mL (TA4)

Graph 2. Percentage of reduction in oviposition (%Rovip), percentage of reduction in
hatching (%Rhatch) and control percentage (%C) in different groups treated with 1. verum
essential oil (B).
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Graph 3. Percentage of reduction in oviposition (%Rovip), percentage of reduction in
hatching (%Rhatch) and control percentage (%C) in different groups treated with F
vulgare var dulce essential oil (C).
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SEGUNDA PARTE

ARTIGO 2 - Oleos essenciais de Murraya paniculata (L.) Jack e Spiranthera odoratissima A.
St. Hil apresentam atividade acaricida e afetam o desempenho reprodutivo do carrapato-do-boi

Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae).
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RESUMO
As plantas pertencentes a familia Rutaceae possuem metabolitos secundarios com diversas
atividades bioldgicas, as quais incluem acdo leishmanicida e acaricida, tanto em &caros quanto
em carrapatos de R. microplus. Por isso, 0 objetivo desse estudo foi verificar pela primeira vez
o potencial acaricida de diferentes concentragdes dos 6leos essenciais de Murraya paniculata
(L.) Jack e de Spiranthera odoratissima A. St. Hil em fémeas ingurgitadas de carrapatos
Rhipicephalus microplus, por meio da determinagdo da concentragdo letal para 50% dos
animais (CL50), bem como investigar seus efeitos no desempenho reprodutivo destes parasitos.
Os oleos essenciais foram extraidos das folhas por meio do método de hidrodestilagdo. O
solvente dimetilsulfoxido (DMSO) foi utilizado para dilui¢do dos 6leos, e as concentracdes
testadas variaram entre 1uL/mL até 40uL/mL. Os carrapatos foram imersos nas diferentes
solugdes por 5 minutos para a determinagdo da mortalidade e avaliagdo dos seguintes
parametros: peso das fémeas antes da oviposic¢ao, periodo pré-oviposi¢ao, peso da massa de
ovos, indice de produgdo de ovos, periodo de incubacgao, taxa de eclosdo, taxa de fecundidade,
porcentagem de redugdo da oviposigdo, porcentagem de reducdo da eclosdo e eficacia do
produto. Os principais constituintes encontrados nos 6leos essenciais de M. paniculata e S.
odoratissima foram os isdmeros trans-f-cariofileno e cis-f-cariofileno, respectivamente, e as
CL50s (com intervalos de confianca de 95%) obtida para R. microplus foram de 11,30 uL/mL
(08,45 - 24,51) e de 29,24 uL/mL (26,38 - 33,93), respectivamente. Foram observadas
diferencas significativas referentes aos valores da taxa de eclosdo (TE) e da taxa de fecundidade
(TF) nos dois 6leos essenciais em relagdo aos grupos controle. Os valores de eficacia para as
maiores concentragdes avaliadas de M. paniculata (15uL/mL) e S. odoratissima (25uL/mL)
foram, respectivamente, 81,10% e 64,98%. Tais valores observados foram em consequéncia de
menores taxas de eclosdo observadas em ambos os dleos. Desse modo, sugere-se que esses

6leos ou seus principios ativos possam ser utilizados na composicao de formulagdes acaricidas.

Palavras-chave: Ruminantes. Artropodes. Acaros. Vegetais. Plantas aromaticas.
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ABSTRACT
Plants belonging to the Rutaceae family have secondary metabolites with diverse biological
activities, which include leishmanicidal and acaricidal potential against mites and R. microplus
ticks. Therefore, the objective of this study was to verify for the first time the acaricidal potential
of different concentrations of the essential oils of Murraya paniculata (L.) Jack and Spiranthera
odoratissima A. St. Hil in engorged female ticks Rhipicephalus microplus, by determining the
lethal concentration for 50% of the animals (LC50), as well as investigating their effects on the
reproductive performance of these parasites. Essential oils were extracted from the leaves using
the hydrodistillation method. The solvent dimethylsulfoxide (DMSO) was used to dilute the
oils, and the concentrations tested ranged from 1uL/mL to 40uL/mL. The ticks were immersed
in the different solutions for 5 minutes to determine mortality and evaluate the following
parameters: female weight before oviposition, pre-oviposition period, egg mass weight, egg
production index, incubation period, hatching rate, fecundity rate, percentage of redution in
oviposition, percentage of reduction in hatching and product efficacy. The main constituents
found in essential oil of M. paniculata and S. odoratissima were the isomers trans-f-
caryophyllene and cis-f-caryophyllene, respectively, and the LC50s (with 95% confidence
intervals) obtained for R. microplus were 11.30 uL /mL (08.45 -24.51) and 29.24 puL/mL (26.38
- 33.93), respectively. Significant differences were observed regarding the hatching rate (TE)
and fecundity rate (TF) values in the two essential oils in relation to the control groups. The
efficacy values for the highest concentrations evaluated of M. paniculata (15uL/mL) and S.
odoratissima (25uL/mL) were, respectively, 81.10% and 64.98%. Such observed values were
a consequence of lower hatching rates observed in both oils. Therefore, it is suggested that these

oils or their active principles can be used in the composition of acaricide formulations.

Keywords: Ruminants. Arthropods. Mites. Vegetables. Aromatic plants.
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1. Introducio

A presenca do carrapato-do-boi, Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (Acari:
Ixodidae), ¢ considerada como um obstaculo para expansdo da agropecuaria (CHAGAS et al.,
2016; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2017), pois ocasiona relevantes prejuizos na produgio de
carne bovina e de leite nos paises de clima tropical e subtropical (CASTRO, 1997; JONGEJAN;
UILENBERG, 2004; DZEMO; THEKISOE; VUDRIKO, 2022).

O combate ao carrapato-do-boi tem sido um desafio, posto que a principal forma de
controle é baseada no uso de acaricidas quimicos (TABOR etal., 2017; SAPORITI et al., 2022),
0s quais sao considerados toxicos para 0s mamiferos (humanos e animais) e causam danos ao
meio ambiente (KOLACZINSKI; CURTIS, 2004; QUADROS et al., 2020). Além disso, devido
ao seu uso constante e indiscriminado, sua eficacia no controle em R. microplus tem sido cada
vez menor (ABBAS et al., 2014; SOUZA HIGA, 2015; SAPORITI et al., 2022). Neste sentido,
os Oleos essenciais, derivados do metabolismo secundario de plantas, tem se tornado uma
possivel alternativa para o combate de R. microplus, ja que apresentam grande potencial
pesticida, multiplos mecanismos de acdo e baixa toxicidade em hospedeiros ndo alvos
(BAKKALLI et al., 2008; PAVELA; BENELLI, 2016; GARAY; BRENNAN; BON, 2020;
QUADROS et al., 2020; MAES et al., 2021).

Os Oleos essenciais das plantas Murraya paniculata (L.) Jack e Spiranthera
odoratissima A. St. Hil, pertencentes a familia Rutaceae, demonstraram alta atividade
leishmanicida em promastigotas de Leishmania amazonenses (CABRAL et al., 2020; SILVA
et al., 2020). Ademais, outras plantas pertencentes a essa familia possuem metabdlitos
secundarios com um amplo espectro de atividades bioldgicas (CORTEZ et al., 2006; COSTA
et al., 2010), incluindo o potencial acaricida em acaro Oligonychus coffeae e carrapatos R.
microplus (SINGH et al., 2015; DEKA et al., 2022).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar pela primeira vez o potencial
acaricida dos 6leos essenciais obtidos a partir das folhas de M. paniculata e de S. odoratissima
em fémeas ingurgitadas de carrapatos R. microplus por meio da estimativa da concentragao letal
para 50% dos animais (CL50), bem como avaliar sua acdo no desempenho reprodutivo e

determinar sua eficdcia ou porcentagem de controle em concentracdes subletais.
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2. Material e métodos
2.1 Substancias quimicas
Os 6leos essenciais de M. paniculata (A) e S. odoratissima (B) foram adquiridos do
Instituto Federal do Triangulo Mineiro — Campus Uberlandia/MG, Brasil, tendo sido extraidos
a partir de folhas frescas por meio do método de hidrodestilacdo, em aparelho do tipo
Clevenger, por um periodo de 3 horas a partir da ebuli¢do, conforme a metodologia descrita por
Silva et al. (2018). Para isso, foram utilizados 100 g de matéria vegetal de cada planta.
Decorridas 3 horas de extracao, o hidrolato foi recolhido em um funil de separacdo e, logo em
seguida, foram adicionados 30 mL de diclorometano (CH2Cly) com trés repeticdes.
Posteriormente, foi adicionado sulfato de sddio anidro PA (Na2SO.) para secagem da agua
residual.
O solvente organico dimetilsulféxido (DMSO), com grau de pureza de 99,9%, foi obtido

da empresa Bianquimica comercial LTDA.

2.2 Caracterizacdo quimica dos dleos essenciais

Os Oleos essenciais A ¢ B foram dissolvidos em éter etilico e analisados por
cromatografia gasosa com detector por ionizagdo de chama (GC-FID) e cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometro de massa (GC-MS) com o uso dos equipamentos Shimadzu
QP5000 Plus e GCMS2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). A temperatura da
coluna em GC-FID foi programada para elevar de 60 a 240°C a 3°C/min, e foi mantida a 240°C
durante 5 min; o gas de arraste foi H» na vazao de 1,0 mL/min. O equipamento foi configurado
para operar no modo inje¢do, sendo que o volume de inje¢do foi de 0,1 pL, na propor¢ao de
divisdo de 1:10, ao mesmo tempo que as temperaturas do injetor e do detector foram de 240 e
280 °C, respectivamente.

As concentracdes relativas dos componentes foram obtidas por meio da normalizagao
das areas dos picos (%). As areas relativas consistiram na média das analises GC-FID obtidas
em triplicata. As condi¢des de GC-MS e a identificacdo foram relatadas anteriormente (SOUZA
et al., 2022). A identificagdo de componentes volateis de 6leos essenciais foi baseada em seus
indices de retencdo em uma coluna capilar Rtx-5MS (30 m X 0,25 mm; 0,250 pm) sob as
mesmas condi¢des operacionais usadas para GC em relacdo a uma série homodloga de n- alcanos
(C8-C20). As estruturas foram comparadas por computador com Wiley 7, NIST 08 e FFNSC
1.2 e seus padrdes de fragmentacdo foram comparados com dados da literatura (ADAMS,

2007).
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2.3 Carrapatos

As fémeas ingurgitadas de carrapatos da espécie R. microplus (Canestrini, 1887) (Acari:
Ixodidae) foram coletadas de bovinos naturalmente infestados e sem contato com acaricidas
por um periodo minimo de 30 dias. Os parasitos utilizados no experimento com 6leo essencial
de M. paniculata (A) foram provenientes de distintas propriedades leiteiras localizadas no
municipio de Nova Canaa do Norte, Mato Grosso. Em contrapartida, os parasitos utilizados no
experimento com oOleo essencial de S. odoratissima (B) foram oriundos de uma unica
propriedade leiteira no municipio de Vigosa, Minas Gerais.

Foram selecionados os carrapatos que demonstraram capacidade de locomocgao,
estrutura integra € com massa maior 0,150 g. Os parasitos selecionados foram lavados com

auxilio de uma peneira e, posteriormente, secos em papel absorvente fino.

2.4 Avaliacdo da mortalidade

Na avaliacao do potencial acaricida do 6leo essencial de M. paniculata (A), fémeas
ingurgitadas com massas corporais homogéneas (n = 202) foram divididas em um grupo
controle (CA), em que foram expostas apenas ao solvente (DMSO a 5% em agua destilada), e
nove grupos de tratamento, em que foram tratadas com as seguintes concentragdes: 1,0, 2,0,
3,0,4,0,5,0,6,0,8,0,10,0 e 15,0uL/mL, respectivamente.

Foram realizados testes pilotos com os dois 6leos essenciais a fim de se determinar as
concentracdes testadas supramencionadas, bem como a quantidade de solvente necessaria para
a correta diluicdo dos produtos vegetais. Para avaliar o potencial acaricida do 6leo essencial de
S. odoratissima (B), fémeas com massas corporais homogéneas (n = 126) foram divididas em
sete grupos experimentais: um grupo controle (CB), nos quais as fémeas foram expostas apenas
a solucdo de DMSO a 10% em 4gua destilada, e seis grupos de tratamento, nos quais 0s
carrapatos foram expostos as seguintes concentragdes: 5,0, 15,0, 20,0, 25,0, 30,0 ¢ 40,0uL/mL,
respectivamente. Os animais foram submetidos ao teste de imersio de adultos (TIA)
(DRUMMOND et al., 1973), em que cada grupo de fémeas ingurgitadas foram imersas durante
cinco (5) minutos nas respectivas solu¢des a serem avaliadas. Logo em seguida, os carrapatos
foram secos em papel absorvente fino e realocados em Placas de Petri identificadas.

Os parasitos foram mantidos em temperatura e umidade do proprio ambiente, com o
objetivo de simular condigdes naturais, e as médias didrias de temperatura e umidade relativa
do ar foram registradas por meio de um termo-higrometro. O monitoramento da mortalidade

foi realizado durante 7 dias e apenas no ultimo dia foram registradas as taxas de mortalidade.
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Os animais que nao apresentaram sinais de vitalidade apos o estimulo com CO; ou ao toque por
uma pinga de disseccao anatomica foram considerados mortos.

Nos casos em houve mortalidade no grupo controle (CA ou CB), foi utilizado a férmula
de Abbott para a correcdo da mortalidade: M = (Mt - Mc)/(100 - Mc) x 100, em que M
representa a mortalidade corrigida em relacdo ao grupo controle; Mt = mortalidade observada
no grupo tratamento e Mc = mortalidade observada no grupo controle (ABBOTT, 1925). O
calculo das concentragdes letais para 50% dos animais (CL50) foi adaptado da metodologia

descrita por Roma et al. (2009).

2.5 Avaliacdo dos pardametros reprodutivos

Para avaliagdo dos parametros reprodutivos, as fémeas ingurgitadas foram submetidas
ao TIA (DRUMMOND et al., 1973), nas mesmas condi¢des que os testes para avaliacdo da
mortalidade. Logo em seguida, os carrapatos foram secos em papel absorvente fino e realocados
de forma individualizada em Placas de Petri identificadas. Na avaliagdo dos parametros
reprodutivos do 6leo essencial de M. paniculata (A), fémeas ingurgitadas com massas corporais
homogéneas (n = 93) foram divididas em um grupo controle (CA), em que foram expostas
apenas ao solvente (DMSO a 5% em 4gua destilada), e quatro grupos de tratamento (TA1, TA2,
TA3, TA4), em que foram tratadas com as seguintes concentragdes: 4,0, 8,0, 10,0 ¢ 15,0 pL/mL,
respectivamente. J4 para avaliagdo dos parametros reprodutivos do oOleo essencial de S.
odoratissima (B), fémeas ingurgitadas com massas corporais homogéneas (n = 86) foram
divididas em um grupo controle (CB), em que foram expostas apenas ao solvente (DMSO a
10% em agua destilada), e quatro grupos de tratamento (TB1, TB2, TB3, TB4), em que foram
tratadas com as seguintes concentragdes: 5,0 15,0 20,0 e 25,0uL/mL, respectivamente.

Os seguintes parametros foram utilizados para avaliar o desempenho reprodutivo de R.
microplus: peso das fémeas adultas antes da oviposicao (PF); peso total da massa de ovos de
cada fémea (PM), coletada no 14° dia apds o experimento, conforme descrito por Parveen et
al. (2014); periodo de pré-oviposi¢ao (PPO), correspondente ao nimero de dias contabilizado
entre o destacamento da fémea do hospedeiro e o inicio da oviposi¢ao; periodo de incubagdo
(PI), referente ao periodo em dias contabilizado desde o inicio da oviposi¢ao até o inicio da
eclosdo das larvas; e a taxa de eclosao (TE), ou porcentagem de eclosdo, determinada
visualmente, correspondendo a estimativa da proporcao de larvas em relacdo a proporg¢ao de
ovos nao eclodidos.

A partir destes valores foi determinado, para cada carrapato, o indice de producdo de
ovos (IPO) (BENNET, 1974): IPO = (PM/PF) x 100. Também foram determinados os seguintes
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pardmetros: a taxa de fecundidade (TF) de cada fémea: TF = (IPO x TE)/100 ( PEREIRA
JUNIOR et al., 2019; GONCALVES et al., 2021); a taxa de reprodugdo estimada (RE) para
cada grupo experimental: RE = (PM médio/PF médio) x TE média x 20000 (LAGE etal., 2013;
MATOS et al., 2014); a porcentagem de reducdo da oviposi¢do (Rovip % = [(PM controle —
PM tratamento)/PM controle] x 100 ); e a porcentagem de reducéo da eclosdo (Reclo % = [(TE
controle — TE tratamento)/TE controle] x 100) (CRUZ et al., 2015).

Apos a obtencdo dos valores das taxas de reproducdo estimada do grupo controle
(REconTroLE) € de cada grupo de tratamento (RETraTamenTo), fOi determinada a eficacia do
produto (EP) ou porcentagem de controle (C%o), por meio da equagao adaptada de Drummond
et al. (1973): %C = [(RE controle - RE tratamento)/RE controle] x 100 (DRUMMOND et al.,
1973).

2.6 Analise estatistica

Para o calculo da CL50 com seus respectivos intervalos de confianga de 95%, os
resultados obtidos nos testes de mortalidade foram submetidos a analise de Probit, por meio do
software PriProbit (versdo 1.63). Para os parametros reprodutivos, as analises foram realizadas
utilizando o software BioEstat (versdo 5.0). Os resultados obtidos foram avaliados quanto a
normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk. Os dados com distribui¢do normal foram
comparados estatisticamente por meio do teste ANOVA one-way, seguido da analise post-hoc
de Tukey (p < 0,05). Para os dados sem distribuicdo normal, a comparacdo estatistica foi

realizada por meio do teste de Kruskal-Wallis, seguida da andlise post-hoc de Dunn.

3. Resultados
3.1 Composicao quimica dos dleos essenciais
Os resultados da caracterizagdo quimica dos 0leos essenciais estdo listados nas Tabelas
1 e 2. Foram identificados e quantificados dezesseis componentes no 6leo essencial de M.
paniculata (A) e vinte e oito no dleo essencial de S. odoratissima (B), com predominancia de
sesquiterpenos (Tabelas 1 ¢ 2). No dleo A, pode-se considerar trés constituintes majoritarios:
trans-f-cariofileno (23,8%), a-zingibereno (21%) e f-cubebeno (10,2%). Semelhantemente, o
isomero p-cariofileno foi o componente predominante no 6leo B (23,8%), seguido de

biciclogermacreno (10,8%) e d-cadineno (7,1%), respectivamente.
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3.2 Avaliacdo da mortalidade

Durante a avaliagdo do potencial acaricida e desempenho reprodutivo de carrapatos
tratados com o 6leo A, foram registradas as médias + desvio padrao de temperatura ¢ umidade
relativa do ar de 27,95+ 2,18°C e 77,74 + 5,89%, respectivamente; para o 6leo B, as médias +
desvio padrao de temperatura e umidade relativa do ar foram de 23,50 + 2,51°C e 57,04 +
10,07%, respectivamente.

As porcentagens de mortalidade dos animais no 7° dia de experimento estdo listadas nas
Tabelas 3 e 4. Houve necessidade de corre¢do das taxas de mortalidade apenas no grupo de
carrapatos expostos ao oleo essencial de M. paniculata (A), tendo em vista que nao houve
mortes no grupo CB, relativo ao TIA de S. odoratissima (B).

A mortalidade dos carrapatos expostos ao 6leo de M. paniculata (A) foi observada a
partir da concentragdo de 6 pL/mL, atingindo a maior taxa de mortalidade (54%) na
concentracao de 8 uL/mL, embora nas maiores concentracao testadas de 10 e 15 pL/mL tenha
sido observacdo uma queda de 16 e 2%, respectivamente. A concentracdo letal média (CL50)
do 6leo A, obtida para R. microplus, foi de 11,30 uL/mL (intervalo de confianga de 95%: 08,45
-24,51). Nao foram observados efeitos dose-dependentes.

Para o grupo de fémeas expostas ao 6leo essencial de S. odoratissima (B), foi observada
mortalidade de 22% a partir da concentra¢ao de 20 pL/mL. A maior taxa de mortalidade (86%)
foi encontrada no grupo exposto a maior concentracao (25uL/mL). No grupo de parasitos que
foram expostos a concentracao de 25uL./mL houve uma queda de 12% na taxa de mortalidade
em relagdo ao grupo de menor concentracdo (20 uL/mL). A concentragdo letal média (CL50)
de S. odoratissima (B) obtida para R. microplus foi de 29,24 pL/mL (intervalo de confianca de
95%: 26,38 - 33,93).

3.3 Avaliagdo do desempenho reprodutivo
No presente estudo, foi demonstrado que as maiores concentracdes dos dleos essenciais
de M. paniculata (A) e S. odoratissima (B) alteraram significativamente alguns parametros do
desempenho reprodutivo de fémeas ingurgitadas de R. microplus (Tabelas 5 e 6). Nao houve
diferenca estatistica (p > 0,05) entre os grupos avaliados com relacdo a média do peso das

fémeas antes da oviposi¢ao (PF).
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3.3.1 Avaliacdo do desempenho reprodutivo de fémeas expostas a diferentes
concentragoes de M. paniculata (A)

Na avaliagdo do desempenho reprodutivo dos animais que foram expostos a M.
paniculata (A), ndo foram observadas diferencas significativas em relagdo peso da massa de
ovos (PM) (p > 0,05), em comparagao ao grupo controle (CA). Contudo, houve diferenca no
grupo exposto a menor concentragdo (TAl - 4 pL/mL) em comparacao aos demais grupos
tratamento (TA2-TA4).

A Tabela 5 elenca os valores de média + desvio padrao do IPO, TE, TF, PPO e PI. Os
valores de IPO nao apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) entre o grupo controle (CA)
e os grupos tratamento TA1, TA2, TA3 e TA4. No entanto, houve diferenca entre os grupos
tratamento TAl e TA4. Em rela¢do a TE, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
tratamento, e entre o grupo CA em comparagao aos grupos tratamento TA1 e TA2. No entanto,
os grupos de animais expostos as duas maiores concentragdes avaliadas (10uL/mL e 15uL/mL)
apresentaram taxas de eclosdo (43,95% e 29,09%) significativamente diferentes em relagdo ao
grupo controle (84,73%). A TF dos grupos tratamento TA2, TA3 e TA4 (16,62%, 18,23%,
09,37%, respectivamente) foram diferentes significativamente em comparacdao ao grupo CA
(37%).

As médias de PPO ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) entre o grupo
controle (CA) e os grupos tratamento. Apesar disso, foi observada diferenca entre os grupos
tratamento TA1 e TA4, embora nao tenha sido observado diferenca entre os demais grupos
tratamento. Em relagdo ao PI, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos
avaliados.

As porcentagens de redugdo de oviposi¢ao (Rovip %) nos grupos tratamento TA2, TA3
e TA4 foram de 19,14%, 13,99% e 44,51%, respectivamente (Gréafico 1). Contudo, foi
observado um efeito adverso em relagdo ao grupo tratamento TA1, uma vez que a porcentagem
de reducao de oviposicao foi de -43,18%. Ja em relacdo a eclosdo (Reclo %), houve reducao de
32,13%, 40,20%, 48,13% e 65,66% nos grupos TA2, TA3 e TA4, respectivamente, em
comparac¢do ao grupo controle. O 6leo essencial de M. paniculata resultou em eficacia de

24,80%, 55,00%, 60,01% e 81,10% para os grupos TA1-TA4, respectivamente (Grafico 1).

3.4 Avaliacdo do desempenho reprodutivo de fémeas expostas a diferentes concentragcoes
de S. odoratissima (B)
Nao houve reducao significativa no PM das fémeas expostas ao 6leo essencial de S.

odoratissima em comparagao ao grupo CB (p > 0,05). Por outro lado, os animais que foram
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expostos as maiores concentracdes (TB3 e TB4) apresentaram valores de IPO (30,95% e
31,06%, respectivamente) significativamente menores em comparagao ao grupo CB (39,33%)
(p <0,05). Contudo, ndo houve diferencas significativas entre os grupos TB1 e TB2, bem como
entre esses e o grupo CB (Tabela 6).

A Tabela 6 discrimina também os valores médios + desvio padrdo da TE e TF. A
comparacgao estatistica dos resultados de TE e TF foi semelhante entre os grupos, pois houve
diferencas apenas entre o grupo CB (44,58% e 17,62%, respectivamente) em comparagao ao
grupo TB4 (18,61% e 6,69%, respectivamente). Em relagdo ao PPO, ndo foram encontradas
diferencas estatisticas entre os grupos avaliados. Quanto ao PI, foram observadas diferencas
significativas entre o grupo TB4 (43,63 dias) em comparagdo ao grupo CB (41,33 dias) e ndo
houve diferencas significativas entre os grupos tratamento, € entre esses € o grupo controle.

A Rovip % dos grupos TB1, TB2, TB3 e TB4 foi de 3,03%, 17,77%, 19,59% e 19,59%,
respectivamente (Grafico 2). Ja a Reclo % foi de 10,28%, 32,26%, 32,56% e 58,24% nos grupos
TB1, TB2, TB3 ¢ TB4, respectivamente. As porcentagens de controle ou eficacia do produto
(C%) nos grupos TBI1, TB2, TB3 e TB4 em comparacao ao grupo CB foram de 12,88%,
43,66%, 45,23% e 64,98%, respectivamente (Grafico 2).

4. Discussao

Os compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial de M. paniculata foram trans-
[-cariofileno (23,8%), seguido de a-zingibereno (21%) e de f-cubebeno (10,2%). No trabalho
realizado por Neta et al. (2017), a caracterizacdo quimica do 6leo essencial M. paniculata
evidenciou um resultado semelhante, tendo em vista que o isdmero f-cariofileno (57,7%) foi o
principal constituinte encontrado, seguido de a-zingibereno (31,72%). Contudo, em um
trabalho recente, Saika et al. (2022) relataram a presenga de cariofileno (20,93%) e f-cubebene
(9%) como o primeiro e segundo constituintes encontrados em maior quantidade no 6leo
essencial de M. paniculata. Normalmente, os estudos que descrevem a composi¢ao quimica do
6leo essencial das frutas e folhas de M. paniculata (L.) Jack ressaltam que ha diversidades
quimicas em sua composi¢do devido a localizagao, variedade e outros fatores especificos da
planta (OLAWORE et al., 2005; LV etal.,2013; ARYA etal., 2017; NETA et al., 2017; SAIKIA
etal., 2022; REHMAN et al., 2023).

Em relagdo a composi¢ao quimica do oleo essencial de S. odoratissima, os componentes
majoritarios identificados no presente estudo foram S-cariofileno (23,8%), biciclogermacreno
(10,8%) e d6-cadineno (7,1%). Destaca-se que Chaibub et al. (2013) relataram a presenca de /-

cariofileno (20,64%) como o principal constituinte encontrado no dleo essencial desta espécie.
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Ainda, descreveram biciclogermacreno (14,73%) e d-cadineno (13,40%) entre os constituintes
majoritarios, respectivamente. A composi¢do quimica do oleo essencial de S. odoratissima
descrita nesses trabalhos foi semelhante a do presente estudo, pois é comum que oS
hidrocarbonetos sesquiterpénicos f-cariofileno, biciclogermacreno e 9J-cadineno sejam
encontrados nesta espécie (CABRAL et al., 2019; CHAIBUB et al., 2013).

No presente estudo, foi observada mortalidade de 25% no grupo de fémeas ingurgitadas
de R. microplus expostas ao solvente DMSO a 5% e 4agua destilada (Tabela 3), porém no grupo
exposto ao solvente na maior concentragdo (10%) ndo houve mortalidade (Tabela 4). Entende-
se que a mortalidade encontrada pode ter ocorrido ao acaso, visto que estudos anteriores
demonstraram que este solvente, na concentracao de até 10%, ndo apresenta efeitos toxicos em
fémeas ingurgitadas de R. microplus (SHARMA et al., 2012; LUNGUINHO et al., 2021).
Assim, pode ser considerado adequado para realizacdo de testes com produtos acaricidas
(SHARMA et al., 2012; LUNGUINHO et al., 2021).

O sesquiterpeno p-cariofileno demonstrou efeito acaricida Superior, no acaro
Tetranychus urticae, em comparagdo aos Oleos essenciais de Ocotea duckei e Ocotea
glomerata, os quais possuiam 18,6% e 17,3% desta substincia em sua composicao,
respectivamente (MORAES; CAMARA; SILVA, 2017). Além disso, um estudo conduzido por
Aratjo et al. (2012) concluiu que a toxicidade por fumigacao e por contato do 6leo essencial de
Piper aduncum em T. urticae pode ser atribuida ao seu constituinte f-cariofileno. Da mesma
forma, o estudo desenvolvido por Vinturelle et al. (2017) também sugeriu que o componente -
cariofileno, presente em 26,2% no Odleo essencial de Piper nigrum (L.), foi o principal
responsavel pelo efeito acaricida em fémeas ingurgitadas de R. microplus. No presente estudo,
os principais constituintes dos oleos essenciais foram os isémeros trans-f-cariofileno (M.
paniculata) e p-cariofileno (S. odoratissima), o que pode explicar os resultados aqui obtidos.

Vale ressaltar que o composto germacreno D, presente tanto no 6leo essencial de M.
paniculata (9,8%) quanto no de S. odoratissima (5,9%), demonstrou atividade inseticida contra
Anopheles anthropophagus (ZHU; TIAN, 2013). Por esse motivo, Souza et al. (2020)
concluiram que a atividade acaricida do 6leo essencial de Lantana camara L. e L. montevidensis
em fémeas ingurgitadas de R. microplus ndo pode ter sido apenas atribuida a presenga dos
isomeros de cariofileno, mas também pela presenca de germacreno D. Consequentemente,
entende-se que o efeito acaricida observado no presente estudo pode ter sido ocasionado tanto
pela presenga de S-cariofileno e germacreno D em ambos os 6leos e que um possivel efeito

sinérgico entre esses compostos também pode ter contribuido para a atividade observada.
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Contudo, a avaliacdo desses componentes de forma isolada se faz necessaria para que este efeito
possa ser comprovado.

No presente estudo, o 6leo essencial de M. paniculata resultou em maiores taxas de
mortalidade, constatadas a partir das concentragdes de 6 uL/mL. Por outro lado, a mortalidade
dos parasitos expostos ao oleo essencial de S. odoratissima iniciou na concentragao de 20
pL/mL. As diferengas nas taxas de mortalidade entre os dois 6leos essenciais podem ser
atribuidas pela maior concentragdo de germacreno D presente no 6leo essencial de M.
paniculata em relagdo ao do 6leo essencial de S. odoratissima (9,8% e 5,9%, respectivamente).

Nas maiores concentracgdes (10 e 15ulL/mL) do 6leo essencial de M. paniculata, foram
observadas menores taxas de eclosdo e de fecundidade dos parasitos em relacdo ao grupo
controle. O impacto negativo deste 6leo no desempenho reprodutivo das fémeas do grupo TA2
(8 uL/ml) também deve ser considerado, ja que também foi observada significativa redugdo da
taxa de fecundidade. Em concentragdes maiores, o o0leo essencial de S. odoratissima também
interferiu na formacao de novos individuos de forma semelhante. Contudo, no grupo de fémeas
expostas a maior concentragdo (25ul/mL), além das menores taxas de eclosdo e fecundidade,
também foi observada maior reducdo do IPO e maior PI em relagdo ao grupo controle.

Comparativamente, o oleo essencial de M. paniculata obteve melhores resultados no
controle de R. microplus pois, levando em consideracdo a concentragdo de 15uL/mL,
apresentou maior eficacia em relacdo ao dleo essencial de S. odoratissima (81,10% e 43,66 %,
respectivamente). Os 6leos essenciais de Lantana camara L. e L. montevidensis também foram
capazes de reduzir o IPO e alcangar eficicias acima de 95% na concentragdo de 25 mg/mL em
fémeas ingurgitadas de R. microplus. Esses resultados foram atribuidos pela a presenca dos
isomeros de cariofileno e germacreno D, os quais estavam presentes nos 6leos em quantidades
acima de 15% e 12%, respectivamente (SOUSA et al., 2020). Ademais, em um outro
experimento, foi constatado que o 6leo essencial de Piper nigrum, constituido de f-cariofileno
(26,2%), reduziu a oviposicao de fémeas ingurgitadas de R. microplus em 96%, 83% e 50% nas
concentracdes 10%, 5% e 2,5%, respectivamente (VINTURELLE et al., 2017). Dessa forma,
observa-se que ambos os estudos corroboraram com os resultados aqui obtidos.

A eficacia de 81,10% observada no grupo de fémeas expostas a concentragdo de
15ul/mL de M. paniculata pode ser considerada alta, levando em conta que os 6leos essenciais
de Senecio cannabifolius e de Lepechinia mutica nas maiores concentracdes avaliadas
apresentaram eficacias de 68,9% e 72,84%, respectivamente (YANG; JIA; ZHU, 2021;
GUZMAN et al., 2022). Os valores de eficacia das concentracdes mais elevadas dos 6leos

essenciais de M. paniculata e S. odoratissima foram maiores do que aqueles encontrados no
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estudo de Gonzaga et al. (2022), que avaliaram o efeito de acaricidas quimicos sintéticos (em
concentracdes comerciais) a base de deltametrina (10,8% de eficacia), diclorvos + cipermetrina
(40,2%) e clorpirifos + cipermetrina (31,2%). Semelhantemente, no estudo de Guzman et al.
(2022), também foi encontrada eficacia menor (38,20%) do acaricida a base de cipermetrina (a
15%) em comparacdo a eficicia das maiores concentracdes dos Oleos essenciais de M.
paniculata e S. odoratissima.

A hipotese de que substincias presentes nos oOleos essenciais podem prejudicar o
desenvolvimento dos ovos ou dos 6rgdos associados a oviposigao foi levantada por Vinturelle
et al. (2021) ao avaliar o efeito no desempenho reprodutivo dos oOleos essenciais de Laurus
nobilis e de Copaifera officinalis em fémeas ingurgitadas de R. microplus. A vista disso, sugere-
se que os compostos presentes nos 6leos essenciais de M. paniculata e S. odoratssima podem
ter o mesmo efeito relatado por esses autores, ja que menos individuos eclodiram em
comparagio aos respectivos grupos controle nas fémeas expostas as maiores concentragdes das
substancias. Além disso, diversos estudos apontam que 6leos essenciais ou seus compostos
puros danificam os 6rgaos do sistema reprodutor feminino de carrapatos (NWANADE; YU;
LIU, 2020), gerando significativas alteragcbes nas células do tecido ovariano de fémeas
ingurgitadas de R. microplus, tais como: vacuolizacdo citoplasmatica, nucléolo em forma de
anel, vesicula germinativa fragmentada, corion deformado e menores o4citos, entre outras
alteracdes (KONIG et al., 2019; QUEIROZ et al., 2020; PENHA et al., 2021; REIS etal., 2021).

5. Conclusao

Os 6leos essenciais das folhas de M. paniculata e S. odoratissima apresentaram efeito
acaricida em fémeas ingurgitadas de R. microplus. Além disso, interferiram no nimero de
individuos nascidos, visto que menores taxas de eclosdo foram observadas nos grupos
tratamento de maiores concentracdes, possibilitando, desse modo, eficicias acima de 50%.

Os resultados do presente estudo sugerem que uma ou mais substancias presentes nesses
compostos foram responsaveis por essas atividades. Dessa forma, oleos essenciais das folhas
de M. paniculata e S. odoratissima, assim como seus constituintes, podem ser alvos de estudos

com a finalidade de serem utilizados na composi¢do de formulagdes acaricidas.
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Tabela 1. Composicao quimica do 6leo essencial derivado das folhas de Murraya paniculata (A).

Composto IR'Cal IR?lit % area
a-ylangene 1371 1372 5,6
0-copaeno 1375 1376 1,6
[5- bourboneno 1382 1384 0,6
f-cubebeno 1389 1390 10,2
trans-f-cariofileno 1418 1418 23,8
S-humuleno 1439 1440 6,4
aromadendreno 1462 1464 1,8
germacreno D 1478 1480 9,8
a-zingibereno 1493 1495 21,0
[-bisaboleno 1509 1509 1,2
trans-nerolidol 1565 1565 1,4
espatulenol 1576 1576 2,5
oxido de cariofileno 1581 1581 1,5
trans-cadinol 1638 1640 0,4
10-epi-a-muurolol 1640 1641 2,6
a-cadinol 1652 1653 1,0
Total 91,4

!'Indice de retencdo calculado
2 Indice de reten¢do da literatura
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Tabela 2. Composigdo quimica do 6leo essencial derivado das folhas de Spiranthera odoratissima

(B).

Composto IR'Cal IR?lit % area
limoneno 1030 1031 0,5
bicicloelemeno 1327 1331 1,3
a-bubebeno 1358 1352 2,3
a-copaeno 1365 1372 5,5
[-elemene 1389 1392 5,3
P-cariofileno 1416 1418 23,8
o-bergamoteno 1430 1436 0,6
a-humuleno 1447 1455 4.8
alloaromadendreno 1455 1461 2,6
y-huuroleno 1472 1477 1,1
germacreno D 1478 1480 5,9
Fselineno 1482 1485 1,5
biciclogermacreno 1490 1496 10,8
germacreno A 1501 1503 0,4
y-cadineno 1510 1513 3,0
Jo-cadineno 1521 1524 7,1
a-cadineno 1533 1538 0,3
germacreno B 1554 1561 0,5
espatulenol 1581 1578 2,9
oxido de cariofileno 1585 1583 1,6
viridiflorol 1591 1595 1,2
carotol 1613 1597 0,3
humulane-1,6-dien-3-ol 1618 1619 0,3
epoxido de isoaromadendreno 1623 1622 0,5
7-muurolol 1643 1640 4,3
o-cadinol 1647 1645 0,5
o~cadinol 1658 1653 4,7

nootkatone 1810 1807 0,2
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Tabela 2. Composi¢do quimica do 6leo essencial oriundo das folhas de Spiranthera odoratissima
(B) (continuacao).

Composto IR'Cal IR?lit % area

Total 93,8

Tabela 3. Porcentagem de mortalidade (%) de f€émeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
expostas a diferentes concentragdes do 6leo essencial de Murraya paniculata (A), diluido em
DMSO a 5% (n =202).

Concentracao (uL/ml) Mortalidade no 7° dia Mortalidade no 7° dia
(%) (% corrigida)

Controle (n=32) 25,00 -

1 pL/mL (n=11) 09,00 0,00

2 uL/mL (n=12) 16,66 0,00

3uLl/mL (n=12) 0,00 0,00

4 uL/mL (n=22) 22,72 0,00

5 pL/mL (n=23) 34,78 0,00

6 pL/mL (n=22) 68,18 35,00

8 uL/mL (n=22) 86,36 54,00

10 pL/mL (n = 23) 69,56 38,00

15 uL/mL (n=23) 82,60 52,00

Tabela 4. Porcentagem de mortalidade (%) de f€meas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
expostas a diferentes concentragdes do oleo essencial de Spiranthera odoratissima (B), diluido
em DMSO a 10% (n= 126).

Concentracgio (nL/ml) Mortalidade no 7° dia (%)
Controle (n=24) 0,00

5 uL/mL (n=12) 0,00

15 uL/mL (n=15) 0,00

20 uL/mL (n=27) 22,00

25 uL/mL (n=20) 10,00

30 uL/mL (n=13) 61,00

40 pL/mL (n = 15) 86,00
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Tabela 5. Peso médio das fémeas antes da oviposicao (PF), peso da massa de ovos (PM), indice

de producao de ovos (IPO), taxa de eclosdao (TE), taxa de fecundidade (TF), periodo de pré-

oviposi¢do (PPO), periodo de incubacdo (PI), porcentagem de reducdo da oviposi¢do e da

eclosdo (Rovip % e Reclo %), e eficacia ou porcentagem de controle (C%) ap6s exposicao de

fémeas ingurgitadas de R. microplus a diferentes concentracdes do 6leo essencial de Murraya

paniculata (A) diluido em DSMO a 5 %.

Parametros Tratamentos
Controle (CA) TAIl TA2 TA3 TA4
(DMSO 5 %) (4 pL/mL) (8 uL/mL) (10pL/mL)  (15pL/mL)
PF (mg) 152,00a 196,00a 152,00a 170,00a 154,00a
+0,02 +0,04 +0,03 +0,04 +0,03
PM (mg) 66,00ab 95,00b 53,00a 57,00a 37,00a
+0,02 +0,03 +0,02 +0,02 +0,03
IPO (%) 42,32ab 49,53b 34,71ab 36,31ab 23,06a
+10,26 +17,81 +11,29 +16,24 + 18,90
TE (%) 84,73a 57,50ab 47,27ab 43,95b 29,09b
+ 27,04 + 39,03 +31,95 + 39,92 + 38,13
TF (%) 37,00a 27,86ab 16,62b 18.23b 09,37b
+ 14,21 +22.,40 +12,61 +12,61 + 14,20
PPO (dias) 3,00ab 2,40a 3,00ab 3,20ab 3,46b
+0,00 +0,69 +0,00 + 0,60 +0,96
PI (dias) 19,60a 20,50a 20,20a 21,6a 21,6a
+ 1,00 + 1,00 +1,3 +3,0 +0,9
Rovip %* 43,18 19,14 13,99 44,51
Reclo %* 32,13 40,20 48,13 65,66
C%* 24,80 55,00 60,01 81,10

Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente (p >0,05).

*Dados que ndo foram estatisticamente analisados.
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Tabela 6. Peso médio das fémeas antes da oviposicao (PF), peso da massa de ovos (PM), indice

de producao de ovos (IPO), taxa de eclosdao (TE), taxa de fecundidade (TF), periodo de pré-

oviposi¢do (PPO), periodo de incubacdo (PI), porcentagem de reducdo da oviposi¢do e da

eclosdo (Rovip % e Reclo %), e eficacia ou porcentagem de controle (C%) ap6s exposicao de

fémeas ingurgitadas de R. microplus a diferentes concentragdes do Oleo essencial de

Spiranthera odoratissima (B) diluido em DSMO a 10%.

Parametros Tratamentos
Controle (CB) TBI TB2 TB3 TB4
(DMSO 10 %) (5 pL/mL) (15 uL/mL) (20puL/mL)  (25uL/mL)
PF (mg) 249.91a 249,58a 247,10a 245,45a 239,63a
+0,02 +0,02 +0,02 +0,02 +0,02
PM (mg) 9891a 9591a 81,33a 79,53a 79,53a
+0,02 +0,00 +0,02 +0,02 +0,01
IPO (%) 39,33a 38,66ab 31,73ab 30,95b 31,06b
+08,53 + 04,55 +07,31 + 08,04 +0547
TE (%) 44,58a 40,00ab 30,20ab 30,06ab 18,61b
+26,49 +29,92 + 25,67 +20,33 +29,10
TF (%) 17,62a 15,59ab 10,07ab 09,82ab 06,690
+10,67 +12,71 +38,72 +7,19 +10,81
PPO (dias) 6,08a 5,66a 5,80a 5,86a 5,94a
+1,78 +0,49 +0,67 +2,35 +0,41
PI (dias) 41,33a 42,00ab 42.93ab 43,13ab 43,63b
+1,75 +0,85 + 1,66 +2,79 +1,36
Rovip %* 03,03 17,77 19,59 19,59
Reclo %* 10,28 32,26 32,56 58,24
C%* 12,88 43,66 45,23 64,98

Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente (p >0,05).

*Dados que ndo foram estatisticamente analisados.
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Grafico 1. Porcentagens de reducdo da oviposicao e eclosao (Rovip % e Reclo %) e porcentagem
de controle (C%) nos grupos tratados com diferentes concentragdes do 6leo essencial de Murraya
paniculata (A).

100

80

60

Porcentagem
N B
o o

o

-20

-40

-60

55
40,20
32,13
24,8
19,14
/mL(TA1) 8 uL/mL (TA2)
-43,18

60,01

48,13

13,99

10 pL/mL (TA3)

Grupos TAL, TA2, TA3, TA4

HRovi% M Reclo%

C%

81,1

65,66

44,51

15 pL/mL (TA4)

Grafico 2. Porcentagens de reducdo da oviposicao e eclosao (Rovip % e Reclo %) e porcentagem
de controle (C%) nos grupos tratados com diferentes concentragdes do Oleo essencial de
Spiranthera odoratissima (B).
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