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RESUMO
Os pinenos sdo monoterpenos biciclicos que contém dois isomeros constitucionais, a- e -
pineno. Ambos, possuem diversas atividades bioldgicas, como acdo fungicida, inseticida,
antimicrobiana, antibacteriana, e entre outras. Assim, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar o
efeito de concentragdes subletais dos principios ativos a- ¢ 3-pineno, diluidos em Tween 80
a 2%, na morfologia do ovario de fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus
microplus. Para isso, os carrapatos foram imersos em diferentes concentracdes de cada
produto durante cinco minutos. Apos sete dias, os animais foram dissecados para a coleta
dos ovérios. O material foi processado e incluido em historesina, seccionado, corado e
analisado por meio de analise histopatoldgica e semiquantitativa. As alteragcbes morfoldgicas
observadas nos o0citos de individuos tratados com ambos 0os compostos foram: vacuolizagédo
citoplasmatica, formato irregular dos odcitos, nucléolo vacuolizado (nhucléolo em forma de
anel), fusdo de granulos, lamina basal irregular, acimulos basofilicos, desorganizacdo
citoplasmatica, corion irregular, bem como, espesso e fragmentado. A analise
semiquantitativa mostrou diferencas significativas entre o grupo controle agua destilada e os
grupos tratados com as maiores concentra¢des de a-pineno e as menores de B-pineno. Logo,
0s resultados apontam o potencial de a- e B-pineno como possiveis compostos a seres

utilizados nas futuras formulac6es acaricidas.

Palavras-chave: Carrapato dos bovinos. Controle alternativo. Morfologia. Histologia.

Monoterpenos.



ABSTRACT
Pinenes are bicyclic monoterpenes that contain two constitutional isomers, a- and B-pinene.
Both have diverse biological activities, such as fungicidal, insecticidal, antimicrobial and
antibacterial action, among others. Thus, the objective of this research was to evaluate the
effect of sublethal concentrations of the active ingredients a- and B-pinene, diluted in 2%
Tween 80, on the morphology of the ovary of semi-engorged Rhipicephalus microplus
female ticks. To do this, the ticks were immersed in different concentrations of each product
for five minutes. After seven days, the animals were dissected to collect the ovaries. The
material was processed and included in historesin, sectioned, stained and analyzed using
histopathological and semiquantitative analysis. The morphological changes observed in the
oocytes of individuals treated with both compounds were: cytoplasmic vacuolization,
irregular shape of the oocytes, vacuolated nucleolus (ring-shaped nucleolus), fusion of
granules, irregular basal lamina, basophilic accumulations, cytoplasmic disorganization, and
irregular, thick and fragmented chorion. The semi-quantitative analysis showed significant
differences between the distilled water control group and the groups treated with the highest
concentrations of a-pinene and the lowest of B-pinene. Therefore, the results point to the
potential of o- and PB-pinene as possible compounds to be used in future acaricide

formulations.

Keywords: Cattle tick. Alternative control. Morphology. Histology. Monoterpenes.
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INTRODUCAO

Os carrapatos Rhipicephalus microplus, popularmente conhecidos como carrapatos
dos bovinos, possuem ampla distribuicdo no Brasil e sdo de grande importancia médica-
veterinaria, por transmitirem patdégenos aos bovinos. S&o os principais vetores de Anaplasma
sp. e Babesia sp., causadores da Tristeza Parasitaria Bovina, responsavel por indmeros
prejuizos no sistema de producdo bovina (Campos et al., 2012; Biegelmeyer et al., 2012).

Além disso, 0s prejuizos provocados pelos carrapatos R. microplus ao seu
hospedeiro também podem ser diretos, como a perda de sangue devido a hematofagia,
irritabilidade, lesdes que ocasionam a desvalorizag&o do couro, retardo no desenvolvimento
dos bezerros, e predisposicdo a miiases e de forma indireta, relacionada aos elevados custos
com produtos quimicos acaricidas utilizados no controle desse ectoparasito, que podem,
inclusive, ser encontrados nos produtos de origem animal (carne e leite) e no meio ambiente
(Sonenshine et al., 2002; Biegelmeyer et al., 2012; Sousa et al., 2013).

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo, com aproximadamente
224,6 milhdes de cabecas (IBGE, 2022) e o custo resultante das infestagdes provocadas por
este ectoparasito no pais é estimado em aproximadamente US$ 3 bilhdes de ddlares por ano,
0 que representa uma grande perda econémica (Fernandez et al., 2020).

O método de controle de carrapatos mais comumente utilizado é através de produtos
quimicos, conhecidos como acaricidas sintéticos (Chuks et al., 2020). Contudo, 0 uso
inadequado, abusivo e continuo destes compostos pode ser toxico para 0s hospedeiros e seres
humanos, além de estar associado a poluicdo ambiental e influenciar no surgimento de
linhagens resistentes, o que levou a busca por outras alternativas para sua substituicdo. Entre
elas, destaca-se 0 uso de produtos provenientes de compostos presentes nas plantas, os quais
apresentam baixa toxicidade e sdo considerados ecologicamente corretos (Leal et al., 2003;
Clemente et al., 2007; Borges et al., 2012).

Os constituintes bioativos presentes nos 6leos essenciais exibem efeitos acaricidas e
inseticidas, exercendo diferentes mecanismos de acdo (Abbas et al., 2018). Segundo varios
autores, estes compostos sdo capazes de atuar negativamente no sistema nervoso dos
ectoparasitos, inibindo a liberagéo de acetilcolinesterase, enzima essencial na atividade e
transmissao sinaptica (Jukic et al., 2007; Askin et al., 2017; Showler, 2017; Kim et al., 2013;
Zarrad et al.,, 2020). Além disso, podem causar outros efeitos nos carrapatos como
mortalidade, reducao da viabilidade dos ovos e alteragdes morfologicas em diversos 6rgéos,
incluindo o érgdo reprodutor feminino (Monteiro et al., 2010; Oliveira et al., 2016; Pereira-
Junior et al., 2019; Lima-Souza et al., 2019).
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Os pinenos sao monoterpenos biciclicos encontrados nos 6leos essenciais de diversas
espécies vegetais, como Eucalyptus sp. (eucalipto), Rosmarinus officinalis (alecrim), Pinus
sp. (pinheiro) e Lavandula officinalis (lavanda) (Chagas et al., 2002; Costa et al., 2008; Xiao-
Wei et al.,, 2020; Diass et al., 2021; Ankney et al., 2022). Possuem varias atividades
bioldgicas, a citar: acdo fungicida, inseticida, antiviral, antimicrobiana, antibacteriana, entre
outras. Além disso, podem ser utilizados na industria alimenticia e de fragrancias (Silva et
al., 2012; Salehi et al., 2019). Varios estudos tém sido desenvolvidos com principios ativos
isolados e alcancado bons resultados, visto que o uso desses compostos isolados é capaz de
superar os fatores limitantes dos éleos essenciais como por exemplo instabilidade, rapida
degradacéo, entre outras (Palermo et al., 2021).

Os acaricidas atuam ndo so inativando o sistema nervoso, como também sdo capazes
de afetar outros sistemas ligados a sobrevivéncia dos ectoparasitas. O aparelho reprodutor
feminino é de particular interesse no controle de carrapatos, visto que a geracao de novos
individuos depende totalmente do desenvolvimento completo dos odcitos (Camargo-
Mathias et al., 2017).

Diante disso, varias pesquisas tém sido realizadas a fim de abordar a toxicidade dos
compostos naturais na morfologia dos ovérios de carrapatos (Oliveira et al. al., 2009; Roma
etal., 2011; Sampieri et al., 2012; Oliveira et al., 2016; Camargo-Mathias et al., 2017; Lima-
Souzaet al., 2019; Konig et al., 2019, 2020; Reis et al., 2021, 2023). Desse modo, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos morfolégicos provocados por concentracdes
subletais dos principios ativos a-pineno e -pineno nos ovarios de fémeas semi-ingurgitadas

de carrapatos R. microplus.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Carrapatos

Os carrapatos sdo ectoparasitos hematofagos que transmitem uma grande variedade
de patdégenos como virus, protozoarios, e bactérias, mais do que qualquer outro grupo de
artrépodes. Séo considerados vetores agentes causadores de doencas de grande importancia
que afetam ndo apenas o gado e os animais de companhia, mas também os seres humanos.
Além disso, podem causar condi¢cdes graves como paralisia e toxicose, irritacdo e alergia
(Jongejan et al., 2004; Dantas-Torres et al., 2009; Benelli et al., 2016).

Os carrapatos sdo divididos em trés familias: Argasidae, constituida pelos chamados
carrapatos moles (216 espécies); Ixodidae, com membros conhecidos como carrapatos duros
(733 espécies); e Nuttalliellidae, composta por apenas uma espécie, Nuttalliella namaqua
(Benelli et al., 2016; Dantas-Torres et al., 2019). No Brasil existem aproximadamente 70
espécies de carrapatos identificados, sendo 23 argasideos e 47 ixodideos. Os principais
representantes da familia Ixodidae pertencem aos géneros Amblyomma (32 spp.),
Haemaphysalis (3 spp.), Rhipicephalus (2 spp.) e Dermacentor (1 spp.) (Dantas-Torres et
al., 2019).

2.1.2. Rhipicephalus microplus

Popularmente conhecido como carrapato-do-boi ou carrapato dos bovinos, R.
microplus é a Gnica espécie do subgénero Boophilus originaria do sudeste da Asia e que se
espalhou pelos trépicos, incluindo Australia, leste e sul da Africa e América do Sul e Central
(Jongejan et al., 2004). Pertence a familia Ixodidae da subclasse Acari, com ciclo de vida
dividido em ovo, larva, ninfa e adulto e dimorfismo sexual acentuado. As fémeas, larvas e
ninfas apresentam o escudo dorsal até a regido do propodossoma, que compreende o
primeiro e o segundo par de pernas. Nos machos, o escudo recobre todo o dorso do animal,
facilitando a diferenciagdo entre os machos e fémeas (Campos et al., 2012).

O carrapato dos bovinos apresenta ciclo de vida do tipo monoxeno, ou seja, necessita
de somente um hospedeiro para completar o seu ciclo, que pode ser divido em duas fases:
parasitaria e ndo parasitaria. A fase parasitaria € compreendida do inicio da fixagdo das larvas
no hospedeiro até quando os adultos, principalmente as fémeas ingurgitadas e fecundadas,
se desprendem. A fase ndo parasitaria se inicia quando as fémeas ingurgitadas, também
chamadas de teledgenas, se soltam do hospedeiro e caem no solo, onde védo realizar a

oviposicdo. Essa fase termina quando as larvas eclodem dos ovos e procuram um hospedeiro
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suscetivel para se alimentar (Campos et al., 2012; Senbill et al., 2018). As larvas recém
eclodidas necessitam de 3 a 4 dias para que as pecas bucais se formem e, entdo, tornam-se
aptas a procurar e se fixar em um hospedeiro. Geralmente sdo muito perspicazes, subindo
ligeiramente nas folhas e hastes do pasto a espera de um hospedeiro suscetivel, com o intuito
de se fixarem em locais onde a pele do animal é mais fina, como a regido genital, entre as
pernas, nas axilas e na cauda (Campos et al., 2012).

Apobs a fixacdo no hospedeiro, as pecas bucais dos carrapatos sdo envolvidas por um
material acelular sintetizado pelas glandulas salivares, conhecido como cemento. As
glandulas salivares exercem um grande e significativo papel na alimentacdo dos carrapatos,
porque produzem substancias importantes como agentes anticoagulantes, vasodilatadores,
anti-inflamatorios, antiplaquetarios, imunomoduladores e enzimas hidroliticas e
proteoliticas (Campos et al., 2012; Kazimirova et al., 2013).

Uma Unica fémea é capaz de depositar aproximadamente trés mil ovos no ambiente,
0 que favorece a perpetuacdo da espécie. Em ambiente laboratorial com condigdes
controladas, a fémea ingurgitada apresenta um periodo pré-oviposicdo médio de quatro dias.
O processo de oviposicao tem duracdo média de nove dias, exibindo produ¢do maxima no
terceiro dia, com aproximadamente 589.1+119.2 ovos por fémea. Em boas condigdes
ambientais e com disponibilidade de hospedeiros, um ciclo completo de R. microplus pode
apresentar uma duracdo média de 65+8.0 dias (Senbill et al., 2018).

O ovario de carrapatos do género Rhipicephalus € um érgdo tubular em formato de
U, localizado no terco médio do corpo do animal. Sua parede abriga o6citos em diferentes
estagios de desenvolvimento, com varios tamanhos e formato arredondado. Os o6citos se
fixam a parede ovariana por meio de uma estrutura denominada pedicelo, composta por
células que resultam da proliferacdo das células epiteliais durante seu desenvolvimento
(Figura 1), e se desenvolvem de maneira ndo uniforme, ou seja, apresentam crescimento
assincrono ao longo do ovério (Oliveira et al., 2005; Saito et al., 2005)

Os oocitos em estagio | apresentam forma arredonda e tamanho pequeno, com
citoplasma homogéneo contendo um ndcleo, também conhecido como vesicula germinativa,
com nucléolo evidente. Com avancar do desenvolvimento, observa-se o aparecimento de
uma granulacdo fina, dispersa em todo o citoplasma, o que caracteriza o estagio Il. Do
estagio 111 em diante, o citoplasma passa a apresentar granulos de vitelo maiores e a vesicula
germinativa se desloca para a periferia, proximo ao pedicelo. Ao seu redor, na superficie
externa da membrana plasmaética, inicia-se a deposi¢do do corion a partir do estagio IlI,

proporcionando protecdo a célula (Saito et al., 2005; Oliveira et al., 2005). No estagio 1V,
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os granulos de vitelo sdo maiores e o nucleo é raramente observado, embora ainda esteja
presente na célula. Os odcitos em estdgio V sdo considerados mais desenvolvidos, com
corion bastante espesso além de granulos de vitelo também maiores. E neste estagio que 0s
odcitos alcancam o oviduto e sdo depositados pelas fémeas durante a postura (Oliveira et al.,
2005; Saito et al., 2005).

Figura 1. Estrutura do ovario de Rhipicephalus microplus. I- odcito I; 11- odcito II; 111-
odcito I11; IV- oocito 1V; V- o6cito V; ec- epitélio; lu- limen; ovd- oviduto; gv- vesicula
germinativa.

Fonte: Saito et al. (2005).

Os carrapatos R. microplus tém preferéncia em parasitar bovinos, mas podem
também infestar outros animais domésticos, como ovinos, caprinos, bubalinos e equinos.
(Pereira et al., 2008). No entanto, Pereira et al. (2008) afirmaram que, em outros animais
domeésticos, poucos carrapatos chegam a atingir o estagio de fémea ingurgitada em
consequéncia de um conjunto de fenémenos imunitarios que resultam na morte,

principalmente do estagio larval dos carrapatos.
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2.2. Métodos de controle

O controle de carrapatos pode ser realizado por meio de diferentes métodos, como
vacinacdao (Contreras et al., 2017), rotacdo de pastagens (Abbas et al., 2014), controle
bioldgico por meio de predadores (Wassermann et al., 2016), fitoterapicos (Adenubi et al.,
2016), controle integrado (De La Fuente et al., 2007), entre outros. No entanto, 0 uso de
produtos quimicos, principalmente sintéticos, ainda corresponde ao método mais utilizado
no combate destes ectoparasitos (Chuks et al., 2020).

O surgimento de linhagens resistentes a esses produtos tem levado a busca por
alternativas para sua substituicdo. Entre elas, destaca-se o uso de compostos obtidos a partir
de produtos vegetais (Leal et al., 2003; Clemente et al., 2007; Borges et al., 2012), estratégia
importante na qual se investiga o uso de compostos bioativos de plantas para elaborar novos
produtos acaricidas. As pesquisas direcionadas a esses compostos tem o intuito de identificar
novas moléculas com diferentes modos de acédo e alvos bioldgicos, bem como avaliar seus
efeitos sinérgicos quando comparados com os produtos comerciais disponiveis atualmente
(Luns et al., 2021).

2.2.1 Acaricidas sintéticos

Os produtos acaricidas sintéticos mais utilizados pertencem a classe das
arilfformamidinas (amitraz), benzoiluréias (diflubenzuron, fluazuron), pirazois (fipronil),
avermectinas (ivermectina), organofosforados (clorfenvifés, clorpiurifés, coumafos,
biclorvos, fention, triclorfom) e piretroides (cialotrina, ciuflutrina, cipermetrina,
deltametrina, plumetrina). As duas Ultimas classes normalmente sdo as mais utilizadas, bem
como as mais toxicas (Silva et al., 2012). Eles atuam de forma sistémica, posteriormente a
absorcdo do composto pelos tecidos do hospedeiro, ou pelo contato direto com os parasitas-
alvo logo apds aplicacdo externa (Rodriguez-Vivas et al., 2014a).

O uso inadequado e abusivo desses produtos quimicos no controle de carrapatos
produz grandes quantidades de residuos, visto que sdo utilizados de 3 a 4 litros da solucdo
por animal em cada aplicagdo (Ghosh et al., 2015). Por este motivo, os acaricidas sintéticos
estdo associados a poluicdo ambiental e podem gerar residuos nos produtos de origem
animal, como carne e leite e seus derivados e sdo capazes de provocar a intoxicagdo dos
animais assim como, dos aplicadores por ndo usarem equipamentos de protecdo adequados
durante a aplicagdo do produto (Leal et al., 2003; Campos et al., 2012; Alves et al., 2012).

Ademais, 0 uso periddico desses produtos quimicos pode influenciar na selecéo de

individuos resistentes. Os métodos inadequados, os curtos intervalos de tempo de aplicacao,
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desrespeitando o periodo de caréncia, a dilui¢do incorreta das doses devido a superestimagédo
do peso do animal, muitas vezes realizado por pequenos produtores por meio de avaliagdo
visual, sdo os principais fatores que agilizam o aparecimento de resisténcia aos acaricidas
(Abbas et al., 2014; Rodriguez-Vivas et al., 2018).

H& relatos de populagdes de carrapatos resistentes desde o ano de 1937 para
acaricidas arsénicos, e atualmente a resisténcia concentra-se em todas as classes conhecidas
(Luns et al., 2021). Em varias regides do Brasil, foram identificadas populacdes de
carrapatos R. microplus resistentes aos produtos quimicos utilizados, como por exemplo 0s
piretréides sintéticos e organofosforados (Mendes et al., 2011), amitraz (Lovis et al., 2013),
lactonas macrociclicas (Klafke et al., 2012), fipronil (Castro-Janer et al., 2010) e fluazuron
(Reck et al., 2014).

A resisténcia aos acaricidas pode ser determinada pela diminuicdo de descendentes
suscetiveis a atividade de um composto quimico em uma determinada populacdo de
parasitos, ao longo do tempo. Isso resulta na reducdo da eficacia do produto e, como
consequéncia, no aumento significativo dos custos do tratamento (Ghosh et al., 2015; Klafke
et al., 2017), causando um grande impacto na economia (Jongejan; Uilemberg, 2004). Este
fator, juntamente com resisténcia a maioria de acaricidas em uso atualmente, fortalece a ideia

de que sdo necessarias novas alternativas para o controle desses ectoparasitos.

2.2.2. Controle a base de produtos vegetais

As plantas mais estudadas no controle de carrapatos pertencem as familias
Lamiaceae, Fabaceae, Asteraceae, Piperaceae, Verbenaceae e Poaceae (Rosado-Aguilar et
al., 2017). Algumas pesquisas identificaram metabdlitos secundarios de 6leos essenciais e
extratos vegetais, como terpenos, estilbenos, cumarinas, &cidos, alcoois, compostos
sulfurados e aldeidos, exibindo atividade acaricida contra os géneros Rhipicephalus,
Amblyomma, Dermacentor, Hyalomma, Argas e Ixodes (Pamo et al., 2005, Sarda-Ribeiro et
al., 2008, Cetin et al., 2010).

A maioria das pesquisas relacionadas & agdo acaricida dos produtos oriundos de
plantas é direcionada aos testes de compostos aromaticos presentes nos 6leos essenciais. Os
6leos essenciais (OES) sdo constituidos por produtos derivados do metabolismo secundario
de plantas aromaticas, responsaveis pela protecdo contra pragas e patdgenos. Possuem como
constituintes majoritarios os hidrocarbonetos, que ocasionalmente atuam repelindo os
carrapatos (Campos et al., 2012; Benelli et al., 2016). Os 6leos essenciais sdo liquidos,

volateis, limpidos e eventualmente coloridos, lipossoluveis e soluveis em solventes
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organicos, e apresentam, normalmente, densidade inferior a da &gua. Podem ser sintetizados
por todos os 6rgaos da planta, ou seja, folhas, caules, galhos, sementes, botdes, flores, frutos,
raizes, casca, e sdo armazenados em celulas secretoras, cavidades, canais, células
epidérmicas ou tricomas glandulares (Benelli et al., 2016).

A composicdo quimica dos OEs ndo so resulta da espécie vegetal como também,
pode ser influenciada pela idade, parte da planta coletada, variedade, localidade, clima,
composicao do solo, entre outros fatores (Borges et al., 2019). Isso resulta em variagdes nos
efeitos destes produtos quando aplicados em campo.

A classe dos terpenos é estruturalmente considerada a mais distinta de metabdlitos
secundarios, sendo constituida por moléculas de hidrocarbonetos insoltveis em dgua (Felipe
et al., 2019). Sdo formados por unidades de isopreno (C5H8), e classificados em diferentes
subgrupos de acordo com o numero de unidades presentes: hemi- (uma unidade), mono-
(duas unidades), sesqui- (trés unidades), di- (quatro unidades), ses- (cinco unidades), tri-
(seis unidades), tetra- (oito unidades) e politerpenos (n unidades) (Croteau et al., 2000).

As plantas podem conter uma mistura de substancias ativas capazes de atuar
retardando ou impedindo o desenvolvimento de resisténcia dos produtos. Além disso, 0 uso
de produtos provenientes de plantas no controle de carrapatos R. microplus apresenta vérias
outras vantagens, como a utilizacdo na produgéo organica de bovinos; a baixa toxicidade
para 0s animais e seres humanos; a baixa contaminagdo do meio ambiente e dos alimentos;
sdo ecologicamente corretos; biodegradaveis; a selecdo de linhagens resistentes tende a
ocorrer lentamente, por serem uma mistura de varios agentes ativos com diferentes
mecanismos de acdo e a grande variabilidade e disponibilidade de espécies em determinadas
regides (Martinez-Velazquez et al., 2011; Alves et al., 2012; Ghosh et al., 2015; Oliveira et
al., 2016).

Os efeitos antimicrobianos, inseticidas e acaricidas dos OEs ja foram amplamente
relatados (Andrenotti et al., 2013; Ellse et al., 2014; Martins et al., 2014). Além disso,
inUmeras pesquisas in vitro confirmaram a acdo de produtos fitoterapicos sobre os
carrapatos, como mortalidade larval, reducéo de peso, postura, fecundidade, viabilidade dos
ovos e alteragdes morfoldgicas no 6rgédo reprodutor feminino (Roma et al., 2011; Joonseok
etal., 2012; Wanzala et al., 2014; Oliveira et al., 2016; Rey-Valeirén et al., 2017; Camargo-
Mathias et al., 2017; Rey-Valeiron et al., 2018; Lima-Souza et al., 2019; Konig et al., 2019,
2020).

Arafa et al. (2020) avaliaram as atividades adulticida, larvicida, ovicida e repelente

de timol, dleo de eucalipto e a combinacéo entre eles, contra R. annulatus. O timol exibiu
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93,3% de atividade adulticida na concentracdo de 10%, enquanto a 2,5% atingiu 100% de
atividade larvicida e a 5% interrompeu a eclosdo dos ovos. Ja o 6leo de eucalipto também
apresentou atividade adulticida significativa (96,7%) e interrompeu a eclosdo de ovos na
concentracdo de 10%. O efeito da combinagdo timol-eucalipto demonstrou maiores
atividades como ovicida e repelente.

Fernandez et al. (2020), por sua vez, avaliaram fragdes isoladas do OE obtido a partir
das folhas de Laurus nobilis (louro) e observaram acgdo acaricida sobre as larvas de R.
microplus, com valores de concentracdo letal (CL) de 0,20 pl/mL para 50% dos animais
(CLso) e de 0,56 pl/mL para 99% dos carrapatos (CLgg).

Viturrelle et al. (2017) analisaram a atividade acaricida dos OEs de Citrus limonum
e Piper nigrum contra fémeas ingurgitadas de R. microplus. O OE de C. limonum se mostrou
mais eficiente, provocando 100% de mortalidade na concentracdo de 10% (CLso = 2,2% e
CLgo = 4,9%). No entanto, a mistura dos dois 6leos (na proporcdo de 1:1) inibiu em 94% a
taxa de oviposigdo na concentragdo de 5% e induziu 100% de mortalidade na concentragéo
de 10% (CLoo = 5,1%).

Guzman et al. (2022) testaram os OEs de Ambrosia peruviana e Lepechinia mutica
contra larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus. Como resultados, alcangaram uma
mortalidade larval de 98-99% na concentracdo de 0,5% de ambos os 6leos. O OE de A.
peruviana impediu a oviposi¢do e a eclosdo dos ovos em até 82% e 80%, respectivamente,
e apresentou uma eficécia global de 93,12%.

O uso de compostos isolados pode ser uma alternativa viavel, capaz de superar 0s
fatores limitantes dos OEs a citar: instabilidade, rapida degradacdo, alta volatilidade e
limitada solubilidade em agua (Parlemo et al., 2021). Alguns estudos utilizando compostos
isolados tém alcancado bons resultados, sugerindo os principios ativos puros, como possiveis
componentes das futuras formulacdes estaveis de acaricidas (Monteiro et al., 2010; Matos et
al., 2014; Pereira-Junior et al., 2019; Gongalves et al., 2020; Konig et al., 2020).

2.2.3. Alfa-pineno e Beta-pineno (a-pineno e B-pineno)

Os pinenos sdo monoterpenos biciclicos que possuem dois isdmeros constitucionais,
0 a-pineno e o B-pineno, cada um deles sendo considerados compostos racémicos separaveis
em enantiomeros S (+) ou R (-) (Figura 2). Os isomeros a- € B-pineno sdo distintos em suas
interacdes com a luz polarizada e as suas imagens no espelho n&o se sobrepdem (Silva et al.,
2012; Salehi et al., 2019). Quando a molécula é oticamente ativa, como € o caso dos pinenos,

os dois isdbmeros sdo frequentemente identificados em diferentes plantas: a molécula de (+)
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-a-pineno pode ser encontrada na espécie de Pinus paustris e a molécula de (-) -B-pineno na
espécie de P. caribaea e de P. pinaster, por exemplo (Bakkali et al., 2008: Salehi et al.,
2019).

Figura 2. Férmulas estruturais dos enantidmeros a-pineno e B-pineno.

(+)-B-pinene

(+)-a-pinene

(—)-t-pinene (=)-B-pinene

-
o0

Fonte: Silva et al. (2012).

O a-pineno e B-pineno podem ser encontrados nos 6leos essenciais de diversas
espécies vegetais como, por exemplo: Eucalyptus sp. (eucalipto), Rosmarinus officinalis
(alecrim), Pinus sp. (pinheiro) e Lavandula officinalis (lavanda). Em algumas plantas, sao
considerados constituintes majoritarios dos 6leos essenciais extraidos (Chagas et al., 2002;
Costa et al., 2008; Xiao-Wei et al., 2020; Diass et al., 2021; Ankney et al., 2022).

O a-pineno é um liquido orgénico incolor, insolGvel em agua, mas com solubilidade
em 0Gleo e etanol. Apresenta um ponto de ebulicdo de 155°C. Inclusive, ja foi identificado
em aproximadamente 40 6leos essenciais diferentes (Vespermann et al., 2017; Salehi et al.,
2019). Por sua vez, o B-pineno é um liquido orgéanico incolor, com solubilidade em oleo,
porém, insolivel em etanol e 4gua. Seu ponto de ebulicdo pode variar de 163-166°C. Ele
pode ser obtido comercialmente por destilagdo ou por conversdo a partir do a-pineno. Além
disso, é considerado um intermediario essencial na producdo de produtos lacteos
refrigerados, mentol, iononas, linalol, geraniol, citronelal, citral, citronelol e doces
(Vespermann et al., 2017; Salehi et al., 2019). Ambos possuem acao fungicida, inseticida,
antiviral, antimicrobiana, antibacteriana, entre outras. Além disso, podem ser utilizados na

industria alimenticia e de fragrancias (Silva et al., 2012; Salehi et al., 2019).
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Pesquisas tém revelado os beneficios de OEs contendo a-pineno ¢ B-pineno em sua
composic¢do, demonstrando a possibilidade de se utilizar estes 6leos e seus componentes em
diversas areas. Kim et al. (2015) apuraram a agdo inibitoria do o-pineno na resposta
inflamatdria em macréofagos peritoneais de camundongos, e constataram que o tratamento
suprimiu as proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKS) e a via do fator nuclear-xB
(NF-xB). Além disso, os autores relataram uma producdo significativamente reduzida de IL-
6, TNF-a, 6xido nitrico ¢ inibigdo das enzimas iNOS e COX-2. Sugerindo, o a-pineno como
um possivel agente anti-inflamatdrio natural eficaz.

Xiao et al (2014) testaram a atividade antiinflamatéria do OE Senecio flammeus em
edema de pata, orelha e granuloma de ratos. O OE (10, 30 ¢ 90 mg/kg), que continha a-
pineno entre 0S Seus principais compostos, resultou em reducdo dose-dependente
significativa no edema de pata (17,4%, 52,9% e 66,4%), na atividade de mieloperoxidase
(MPO), no edema de orelha (20,27%, 33,0% e 53,9%) e no granuloma.

Em seu estudo in vivo, Nam et al. (2014) investigaram o efeito imunomodulador de
a-pineno em ratos com rinite alérgica, e alcancaram reducéo nos niveis de fatores de necrose
tumoral alfa (TNF-a), imunoglobulina-E (IG-E), interleucina-4 (IL-4), molécula de adesédo
intercelular-1 (ICAM-1) e proteina inflamatoria macrofaga-2 (MIP-2), além da inibicdo da
infiltracdo de eosinofilos e mastdcitos presentes na mucosa nasal. Os autores, sugerem que
o a-pineno é um agente antialérgico promissor.

Martins et al. (2003) analisaram a atividade antimicrobiana do OE de Santiria trimera
e seus principais constituintes, a-pineno e [-pineno, nas concentragdes de 66 e 20%
respectivamente. O OE e os pinenos demostraram um resultado significativo na eficacia
contra cepas bacterianas de Escheria coli, Proteus vulgaris, Staphylococus aureus e
Enterococus faecalis.

Além disso, outras pesquisas tém sido direcionadas a avaliacdo da toxicidade dos
OEs ricos em pinenos em insetos e carrapatos, na busca por novas alternativas de controle.
Sharifian et al. (2012) verificaram a toxicidade do OE de Artemisia vulgaris L., que apresenta
0 a-pineno como seu constituinte majoritario, contra o besouro vermelho da farinha
Tribolium castaneum, o caruncho-do-feijao Callosobruchus maculatus e o besourinho dos
cereais Rhizopertha dominica, nos periodos de 24, 48 e 72 h. Os resultados demonstraram
eficacia contra C. maculatus, apos 24hs, com valor de CLso de 53 uL/L de ar. Em um outro
estudo semelhante, Ajayi et al. (2014) analisaram a atividade fumigante contra C. maculatus

utilizando (+) -a-pineno, e encontraram um valor de CLso de 31,4 53 puL/L de ar em 24hs.
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Cao et al. (2019) investigaram a toxicidade fumigante do OE extraido do fruto, caules
+ folhas e folhas de Haplophyllum dauricum contra adultos de T. castaneum e do besouro
do cigarro Lasioderma serricorne. Identificaram a-pineno e B-pineno como constituintes
principais. O OE dos caules + folhas exibiu toxicidade de contato mais altaem T. castaneum,
com LDso= 20,21 ul/adulto, e acdo fumigante e de toxicidade de contato em L. serricorne
com valores da CLsg=17,17mg/L de ar e LDso= 25,46 uL/adulto.

Choi et al. (2006) também avaliaram a toxicidade fumigante do OE de tomilho em
adultos de mosquitos dos fungos Lycoriella mali, ¢ descobriram que a-pineno (8,4%) ¢ B-
pineno (4,3%), mesmo em quantidades reduzidas, apresentaram forte toxicidade fumigante,
sendo o a-pineno considerado 0 componente mais toxico.

Em seu estudo, Langsi et al. (2020) testaram o a-pineno presente no OE de Cupressus
sempervirens, para avaliar os efeitos de contato e fumigacdo contra o gorgulho do milho
Sitophilus zeamaisem. Como resultados, 0 a-pineno, na concentragdo de 12 ppm, diminuiu
a producédo de descendentes em até 98% e 92% na aplicacdo de contato e na toxicidade de
fumigante, quando comparado com o controle, respectivamente.

Pajaro-Castro et al. (2017) investigaram os efeitos de linalol e B-pineno na expresséo
de genes ligados a neurotransmissdo em adultos de T. castaneum, e a atividade repelente
utilizando o método de preferéncia por area. Ambos os compostos exibiram forte atividade
repelente: o linalol apresentou valor de concentragio de repeléncia (RCso) de 0,11 pL/cm? e
0 B-pineno de 0,03 pL/cm?. Por outro lado, o B-pineno apresentou alta capacidade de
provocar modificacBes na expressdo de genes associados a transmissao neural, quando
comparado com o linalol.

Apel et al. (2009), por sua vez, verificaram a toxicidade dos OEs da parte &rea de 5
espécies do género Cunila em larvas de R. microplus e identificaram a-pineno (26,7%) ¢ -
pineno (27,5%) como componentes majoritarios da espécie C. incana, a qual ocasionou taxa
de mortalidade de 100% das larvas.

Além disso, Elmhalli et al. (2019) analisaram repeléncia e a toxicidade dos OEs
extraidos das folhas de R. officinalis L. e Salvadora persica L., contra ninfas de Ixodes
ricinus. Em ambos os dleos, foi identificada a presenca de o-pineno e B-pineno como
constituintes mais abundantes. Como resultados, descobriram que o 6leo de R. officinalis na
concentragdo de 1 pl/cm? possui um efeito toxico significativo contra ninfas no periodo de
24h, com valores de CLso e CLgs estimados em 0,7 e 0,95 pl/cm?. Ja o 6leo de S. persica se

mostrou repelente contra ninfas na concentragdo de 1 pl/cm? por um periodo de 5h. Os
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autores afirmaram que a-pineno e 3-pineno podem ter sido responsaveis pela acéo repelente

dos 6leos testados e por provocar um efeito mais duradouro do dleo de S. persica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais
Avaliar o efeito de concentra¢des subletais dos principios ativos a-pineno e 3-pineno
na morfologia do ovério de fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus

microplus.

3.2. Objetivos especificos
1. Analisar, apds a exposicao a diferentes concentrac@es subletais dos isémeros o-
pineno e B-pineno, a morfologia do ovéario de fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos R.
microplus por meio de técnica histoldgica de rotina e coloracédo para carboidratos e proteinas.
2. Comparar 0s possiveis efeitos toxicos encontrados nos ovarios dos carrapatos
expostos aos principios ativos a-pineno ¢ B-pineno a partir de um protocolo de analise

semiquantitativa, baseado no grau de importancia e na extensao das alteragdes no tecido.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de estudo

O trabalho foi realizado nas dependéncias da sala de apoio do Laboratério de
Microscopia | do Departamento de Medicina da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Lavras/MG, Brasil.

4.1.2. Carrapatos

Foram utilizadas fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus microplus
(Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) coletadas manualmente em bovinos infestados na
cidade de Bom Sucesso/MG, Brasil, sem tratamento recente com acaricidas por no minimo
1 més. Aquelas que estavam sem a presenca dos machos e que apresentaram aparéncia e
locomocdo tipicas da espécie foram selecionadas para o estudo. As fémeas selecionadas
foram, posteriormente, lavadas em &gua corrente com auxilio de uma peneira e secas em

papel absorvente macio.

4.1.3. Substancias quimicas
Os monoterpenos biciclicos (-) -a-pineno e (-) -B-pineno, de férmula molecular
C10H6, foram adquiridos da empresa Simga-Aldrich Co. (St Louis Mo, EUA) com 99% de

pureza.

4.1.4. Teste de Imerséo em Adultos

Foram estabelecidos 8 grupos experimentais: 2 Grupos Controle (C1 e C2), nos quais
as fémeas foram expostas, respectivamente, a agua destilada e ao solvente Tween 80 diluido
a 2% em &gua destilada, e 6 Grupos de Tratamento, 3 para cada produto (TA1-TAS3 para a-
pineno e TB1-TB3 para B-pineno), nos quais os carrapatos foram submetidos as
concentragdes subletais de 5,0; 10,0 e 20,0 uL/mL dos principios ativos a-pineno e B-pineno,
estabelecidas por meio de um teste piloto. O protocolo experimental foi realizado por meio
do Teste de Imersédo em Adultos, descrito por Drummond et al. (1973). Para isso, 0s animais
(n=80) foram pesados, divididos em grupos com pesos homogéneos (p>0,05) (10 carrapatos
por grupo) e imersos em béqueres contendo as solugdes a serem testadas durante 5 minutos.
Posteriormente, os animais foram secos em papel absorvente e observados durante um
periodo de sete dias. Apos este periodo, cinco exemplares sobreviventes de cada grupo foram

selecionados aleatoriamente para analise histologica. Foram considerados vivos 0s
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carrapatos que demonstraram locomogéo apds estimulo com diéxido de carbono (CO2) ou
com uma pinga. Carrapatos imdveis ou com cuticula enegrecida e enrijecida foram
considerados mortos.

As fémeas selecionadas foram dissecadas sob estereomicroscopio em placas de Petri
contendo solucdo de tampéo fosfato salino (NaCl 0,13M, Na2HPO4 0,017M, KH2PO4
0,02M, pH 7,2) para a coleta das amostras de ovario. O material foi fixado em solugéo d
paraformaldeido a 4% durante aproximadamente 72 horas e, em seguida, transferido para
solugdo aquosa de etanol a 70%. As amostras foram, entdo, desidratadas em série crescente
de alcool etilico (70, 80, 85, 90 e 95%), por 20 minutos em cada etapa e, logo depois,
embebidas em historesina Leica por 24 horas e transferidas para histomoldes para a obtengéo
dos blocos de resina.

Os blocos de historesina foram seccionados em micrétomo Lupetec MRP09 na
espessura de 3-4um e as sec¢des foram submetidas as técnicas de hematoxilina-eosina (H-
E) (Junqueira; Junqueira, 1983) (duas laminas com 6 cortes cada grupo), a qual permitiu a
observacdo da morfologia geral do tecido, acido periédico-Schiff (PAS) (Junqueira;
Junqueira, 1983) (uma lamina com 6 cortes) para a observacdo de carboidratos, e azul de
bromofenol (Pearse, 1985) (uma lamina com 6 cortes), para a deteccdo de proteinas. As
laminas foram montadas em Entellan® e o material foi analisado e fotografado em
fotomicroscopio Leica DM500 equipado com camera ICC50W.

4.1.5 Andlise semiquantitativa

A anélise semiquantitativa dos ovarios foi realizada em todas as sec¢des histoldgicas
das laminas determinadas para a técnica de H-E, com base nos trabalhos publicados por
Konig et al. (2019, 2020), em que as provaveis alteracbes morfoldgicas observadas em
ovarios de carrapatos expostos a substancias toxicas foram listadas em tabela e receberam
um fator de importancia (w), variando de 1 a 3, de acordo com sua relevancia para o
desenvolvimento e sobrevivéncia do tecido: (1) importancia minima, quando afeta
minimamente a fisiologia celular e as caracteristicas do tecido; (2) importancia moderada,
gerando perda parcial de funcéo; e (3) importancia elevada, quando geralmente irreversivel
e ocasionando comprometimento funcional completo na célula ou tecido. Apds analise
histologica dos ovérios, as alteracbes morfologicas encontradas no presente trabalho
(acumulos basofilicos, cérion espesso, corion fragmentado, corion irregular, desorganizacao
citoplasmatica, formato irregular, fusdo de granulos, lamina basal irregular, nucléolo em

forma de anel e vacuolizagéo citoplasmatica) foram classificadas em escores (o)), variando
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de 0 a 5, com base na extensdo da alteragdo no tecido: O (zero) indica a presenca de
caracteristicas semelhantes aos grupos controle e 5 corresponde a presenca da alteragdo em
mais de 80% do tecido analisado. A multiplicacao do fator de importancia de uma alteracao
pelo seu escore no tecido possibilitou a obtencdo do indice de cada alteracdo (INDEXalt):
INDEXalt = (w x ). A soma dos INDEXalt de um mesmo individuo resultou no seu indice
individual (INDEXind), calculado pela formula: INDEXind = X (INDEXalt). Os INDEXalt
e INDEXind foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e,
em seguida, comparados estatisticamente entre si por meio do teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste post-hoc de comparagdes multiplas de Dunn (o < 0,05), utilizando o
software BioEstat (versdo 5.0).
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5. RESULTADOS
5.1 Avaliagdo da mortalidade
Os pesos dos carrapatos submetidos ao Teste de Imersdo de Adultos (TIA) ndo
diferiram estatisticamente. Ndo houve mortalidade nos grupos controle dgua (C1) e TB2
(10uL/mL de B-pineno). Ja os demais grupos de tratamento, uma relagdo dose-dependente foi
observada para a mortalidade, conforme listado na Tabela 1.

5.2 Analise histopatoldgica
5.2.1 Grupo C1 (agua destilada) e C2 (Tween 80 a 2%)

Os ovarios dos carrapatos expostos a dgua destilada e ao solvente, apresentaram
morfologia consistente com a descri¢do do sistema reprodutor de R. microplus (Saito et al.,
2005) (Figura 3). Os odcitos | apresentaram formato alternando entre oval e eliptico,
citoplasma homogeneamente basofilico e sem granulacdes, bem como vesicula germinativa
(nucleo) localizada centralmente com um nucléolo evidente.

Os odcitos I eram maiores e exibiram caracteristicas morfoldgicas semelhantes ao
estagio anterior. No entanto, foi possivel notar finas granulac6es no citoplasma. A vesicula
germinativa dos odcitos 11 foi observada com localizacéo excéntrica, na base da célula, com
nucléolo pouco evidente. Ambos os odcitos Il e Il apresentaram padrdo de coloracao
semelhante. Pequenas granulagdes grosseiras ndo uniformes foram observadas no
citoplasma dos odcitos I11, além de, uma fina camada acidofila externamente a membrana
basal, evidenciando o inicio da deposicéo do corion.

Os odcitos IV exibiram cérion mais evidente em relacdo aos odcitos 11, e a vesicula
germinativa e o nucléolo raramente foram observados, em virtude do tamanho dos granulos
de vitelo. Estes apresentaram formato arredondado ou irregular e distribuicdo nao
homogénea, com granulos menores localizados na regido central. Os o6citos V foram as
maiores células da linhagem germinativa observadas e apresentaram cérion totalmente
depositado. Seus granulos de vitelo eram maiores, homogéneos e fortemente corados pela
eosina.

Em dois individuos de cada grupo, algumas células exibiram nucléolo vacuolizado
em uma minima extensdo na lamina. Em dois individuos do grupo CI foram visualizadas,
em pequena extensdo, celulas com cérion irregular, vacuolizacdo citoplasmatica, fusdo de
granulos e, ainda, em um desses individuos foram encontradas pequenas regifes basofilicas
no interior do citoplasma, em propor¢des pouco significativas. Além disso, em trés

individuos do grupo CIlI demonstraram a ocorréncia minima de desorganizagao
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citoplasmatica, vacuolizacdo citoplasmatica e acimulos basofilicos. Inclusive, dois desses
individuos também apresentaram cdérion irregular e fusdo de gréanulos em extensdes muito
reduzidas.

Na coloracdo de azul de bromofenol, que evidencia o conteudo de proteinas, as
celulas do pedicelo e do ducto do ovério, bem como os odcitos | e Il foram levemente
coradas. Em contrapartida, odcitos I, 1V e V exibiram coloragdo mais intensa e semelhante
em todas as células. Quanto ao contetdo de carboidratos, na coloracdo com PAS, as células
dos odcitos I, bem como as do pedicelo e do ducto do ovario foram dificilmente visualizadas,
apontando a existéncia de uma concentracdo minima de carboidratos. Os odcitos Il, exibiram
granulacGes levemente coradas em rosa. J& os odcitos Ill, 1V e V apresentaram coloracdo

mais intensa, também de forma semelhante entre eles (Figura6 Ae B e 7 A e B).

5.2.2 a-pineno
5.2.2.1 Grupo TA1 (5 pL/mL de a-pineno)

Neste grupo todas as alteracdes observadas ocorreram em menor proporcao (Figura
4). Os oo6citos | exibiram desorganizacdo e vacuolizagdo citoplasmatica, nucléolo
vacuolizado e acimulos basofilicos (Figura 4 A). Estas alteracdes também foram observadas
nos odcitos 1l. Odcitos 111 exibiram o cérion irregular, nucléolo vacuolizado e acimulos
basofilicos (Figura 4 B). Nos estagios IV foi possivel observar a presenca de cérion irregular,
fusdo de granulos de vitelo e acimulos basofilicos. Os odcitos V exibiram granulos fundidos
e corion irregular. Nao foram observadas alteracdes no contetdo de carboidratos e proteinas
em nenhum dos individuos (Figura6 C e 7 C).

5.2.2.2 Grupo TA2 (10 pL/mL de a-pineno)

Neste grupo (Figura 4), os o6citos | apresentaram acimulos basofilicos dispersos por
grande parte do citoplasma, vacuolizacdo citoplasmatica, nucléolo vacuolizado e
desorganizacao citoplasmatica (Figura 4 C). Nos odcitos Il foram visualizado acimulos
basofilicos na maioria dos individuos, nucléolo vacuolizado, vacuolizagdo citoplasmatica e
lamina basal irregular (Figura 4 C). Nos odcitos 11 foi identificada a presenga de acimulos
basofilicos, nucléolo vacuolizado, corion irregular, vacuolizacéo citoplasmatica e formato
irregular (Figura 4 D). Nos estagios IV e V foram encontrados granulos fundidos e cérion
irregular em 50% do material analisado. Em relag&o ao contetido de carboidratos e proteinas,

ndo foram visualizadas altera¢6es nos individuos deste grupo (Figura6 D e 7 D).
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5.2.2.3 Grupo TA3 (20 pL/mL de a-pineno)

Nos oocitos 1 dos individuos tratados com a maior concentracdo de a-pineno,
observou-se a presenca de acumulos basofilicos em maior propor¢do em comparacdo ao
grupo TA2 (Figura 4 E), além de nucléolo vacuolizado, vacuolizacdo e desorganizacao
citoplasmatica. Nos estagios Il e 111, os o6citos também apresentaram acimulos basofilicos,
vacuolizacdo citoplasmaética e nucléolo vacuolizado (Figura 4 E e F). Nos odcitos 1V, foram
encontrados granulos fundidos, formato irregular, granulacées basofilicas, e corion irregular
na maioria dos individuos (Figura 4 F). Os od6citos V exibiram fusdo de granulos, corion
irregular em 80% dos individuos e corion fragmentado. Quanto ao conteudo de carboidratos
e proteinas, ndo foram encontradas diferencas em nenhum dos individuos (Figura6 E e 7 E).

5.2.3 p-pineno
5.2.3.1 Grupo TB1 (5 pLL/mL de B-pineno)

No grupo tratado com a menor concentragdo de B-pineno (Figura 5), os odcitos I
exibiram acumulos basofilicos em maior quantidade que os visualizados no grupo TA3, além
de nucléolo vacuolizado, desorganizacdo e vacuolizacdo citoplasmatica (Figura 5 A e B).
No estagio 1, foi encontrado nucléolo vacuolizado, lamina basal irregular, formato irregular,
acumulos basofilicos e vacuolizacao citoplasmatica (Figura 5 A e B). Nos odcitos |11 foram
observadas granulacGes basofilicas, vacuolizacao citoplasmatica, corion irregular e nucléolo
vacuolizado. No estagio IV, os individuos apresentaram cdrion irregular, acumulos
basofilicos e fusdo de granulos de vitelo. Os o6citos V, por sua vez, exibiram as mesmas
alteracBes encontradas no grupo TA3. N&o foram visualizadas alteragdes nos individuos
quanto ao conteddo de carboidratos e proteinas (Figura6 F e 7 F).

5.2.3.2 Grupo TB2 (10 pL/mL de B-pineno)

Neste grupo foram observadas alteragdes em menor relevancia, em relagcdo ao TB1
(Figura 5). Os oocitos | apresentaram acumulos basofilicos, vacuolizacdo e desorganizagao
citoplasmatica, além de nucléolo vacuolizado (Figura 5 D). No estégio I, também foram
observadas as granulacGes basofilicas, além de vacuolizagdo citoplasmatica, l1damina basal
irregular e formato irregular (Figura 5 C e D). Nos odcitos 111 foi identificada a presenga de
corion irregular, acimulos basofilicos e nucléolo vacuolizado. No estagio IV e V foi
verificada a ocorréncia de corion irregular e fusdo de granulos. N&o foi possivel observar

diferencas no contetido de carboidratos e proteinas nos individuos deste grupo (Figura 6 G).
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5.2.3.3 Grupo TB3 (20 uL/mL de B-pineno)

Neste grupo, os carrapatos tratados com a maior concentragdo de B-pineno exibiram
alteracdes em menor proporc¢éo (Figura 5), quando comparados aos grupos TB1 e TB2. Nos
odcitos | foram visualizadas granulacfes basofilicas, vacuolizacao citoplasmatica, nucléolo
vacuolizado e desorganizagdo citoplasmatica (Figura 5 E e F). Odcitos 11 exibiram acimulos
basofilicos, nucléolo vacuolizado, Iamina basal irregular e vacuolizacdo citoplasmatica
(Figura 5 E e F). Odcitos 111, apresentaram as mesmas alteracdes identificadas no tratamento
anterior. Nos estagios IV e V foram encontrados granulos de vitelo fundidos e corion
irregular. Além disso, foi possivel observar acumulos basofilicos nos o6citos 1V. E, ainda,
0s odcitos V exibiram formato irregular e cérion fragmentado. Quanto ao contetdo de
carboidratos e proteinas ndo foram visualizadas alteracdes neste grupo (Figura6 He 7 G e
H).

5.3 Andlise semiquantitativa

Os indices de cada alteragdo morfoldgica (Indexart) observados nos ovarios de fémeas
semi-ingurgitadas de R. microplus expostas ao a-pineno estdo listados na Tabela 1. A
vacuolizagdo citoplasmatica bem como, o cdrion irregular encontrados no grupo TA2 (4.40
+0.89e2.00 +£0.00, respectivamente) e os acimulos basofilicos no grupo TA3 (3.60 + 1.34),
foram significativamente maiores que no grupo C1 (p < 0,05).

Os indices individuais (Indexind), calculados pela soma dos Indexat de cada animal,
estdo listados na Tabela 2. Os grupos C1 e C2 ndo diferiram estatisticamente entre si. O
Indexind dos grupos TA2 e TA3 (20.80 = 5.89 e 20.20 + 5.45, respectivamente) foram
estatisticamente maiores que o grupo C1 (p < 0,05). Nao houve diferenca no Indexing entre

os tratamentos TAL, TA2 e TA3, assim como entre estes e 0 grupo C2.
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Tabela 1. Média = desvio padrdo do peso corporal das fémeas semi-ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus e a mortalidade (%) sete dias ap6s o Teste de Imersdo em Adultos.

Grupos Carrapatos
Total (n) Peso (mg)* Mortalidade (%)
(o} 10 0,162 +£0,037 0
Cc2 10 0,161 +£0,044 20
TA1 10 0,162 +£0,040 10
TA2 10 0,160 £ 0,037 10
TA3 10 0,157 £0,035 30
TB1 10 0,162 +£0,030 10
TB2 10 0,155 +0,039 0
TB3 10 0,163 +£0,037 60

*Medias de peso corporal ndo diferiram estatisticamente entre si (ANOVA one way;
p>0,05).

Tabela 2. Média + desvio padrao dos indices de cada alteracdo (INDEXalt) observados nos
odcitos de fémeas semi-ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas ao composto o-
pineno em diferentes concentragdes.

INDEXalt (w x a)

Alteragdao morfoldgica Fator de importancia (w)* C1 Cc2 TAl TA2 TA3

Acumulos basofilicos 1 0.25 £+ 0.50a 0.80 + 0.84ab 1.20 + 1.10ab 2.80 £ 0.84ab 3.60 + 1.34b
0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.20 £ 0.45
0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 120 = 1.64 0.60 £ 1.34
0.25 + 0.50a 0.40 + 0.55ab 1.20 + 0.45ab 2.00 £+ 0.00b 1.20 + 0.84 ab
0.00 £ 0.00 1.60 £+ 0.89 3.20 £ 1.10 120 +1.79 3.20 £ 1.79
0.00 £ 0.00 0.40 + 0.89 0.00 £ 0.00 0.80 £ 1.10 0.40 £ 0.89
0.50 £ 1.00 0.80 £ 1.10 160 * 1.67 240 + 0.89 2.80 + 1.79
0.00 = 0.00 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00 120 £ 1.79 0.40 + 0.89
Nucléolo vacuolizado 1.50 + 1.73 1.80 + 1.64 3.00 + 0.00 480 * 1.64 3.60 + 1.84
Vacuolizagdo citoplasmatica 2 050 £1.00a 1.20 + 1.10ab 2.00 £ 141ab 440 £0.89b 4.40 £ 1.67ab

Corion espesso
Corion fragmentado
Corion irregular

Desorganizagdo citoplasmatica

I+

Formato irregular dos oécitos
Fus3o de granulos

I+

Lamina basal irregular

W N N NN R WR

I+

Médias seguidas por letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si
(Kruskal-Wallis; p>0,05).
*Segundo Konig et al. (2019, 2020).
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Tabela 3. Média + desvio padrdo dos Indices individuais (INDEXind) calculados para
fémeas semi-ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas ao composto a-pineno em
diferentes concentracdes.

INDEXind Z (w x a)

Individuo C1 Cc2 TAl TA2 TA3
| 8 10 12 26 15
] 4 3 10 25 22
1] o 8 10 24 15
v o 3 10 16 28
V 0 11 19 13 21

Média + desvio padrao 3.00 + 3.83a 7.00 + 3.8lab 12.20 + 3.90ab 20.80 + 5.89b 20.20 + 5.45b

Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem estatisticamente entre si (Kruskal-
Wallis; p>0,05).

Gréafico 1. Média + desvio padrdo dos Indices individuais (INDEXind) calculados para
fémeas semi-ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas ao composto a-pineno em
diferentes concentragdes.

INDEXind - Alfa-pineno
25+ * *
20
154
T

F

*Diferente do grupo C1 (p < 0,05).

Os Indexar calculados para os ovarios de carrapatos expostos ao P-pineno Séo
mostrados na Tabela 3. Apenas os valores obtidos para as vacuolizag¢fes citoplasméticas no
grupo TB3 (4.00 £ 0.00) foram estatisticamente maiores que grupo no Controle I (p <0,05).
Os Indexind referentes ao tratamento com B-pineno estdo listados na Tabela 4. Néo foi

observada diferenca estatistica entre os grupos C1 e C2. Os IndexXind do grupo TB1 (21.20 +
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5.54) foi estatisticamente maior que o grupo C1 (p < 0,05). N&o houve diferenga no IndeXing

entre os grupos TB1, TB2 e TB3, bem como entre estes e o grupo C2.

Tabela 4. Média * desvio padrdo dos indices de cada alteracdo (INDEXalt) observados nos
odcitos de fémeas semi-ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas ao composto -
pineno em diferentes concentragdes.

INDEXalt (w x a)

Alteracdo morfoldgica Fator de importancia (w)* C1 2 TB1 TB2 TB3
Acumulos basofilicos 1 025 +050 0.80 £+0.84 320+130 340167 3.25 +1.50
Corion espesso 1 0.00 £+ 000 0.00 +0.00 0.00z0.00 0.00z0.00 0.00 £ 0.00
Corion fragmentado 3 0.00 £+ 000 0.00 +0.00 060134 0.00*0.00 1.50 + 3.00
Corion irregular 1 0.25 £+ 050 040 +055 1.60 £ 0.55 1.60 + 0.55 150 + 0.58
Desorganizacdo citoplasmatica 2 000 +0.00 160 +0.89 1.60 £1.67 2.00 £ 0.00 2.50 £ 2.52
Formato irregular dos odcitos 2 0.00 +0.00 040 +089 0.80+1.10 0.80 £1.10 0.50 = 1.00
Fusao de granulos 2 050 + 1.00 0.80 % 1.10 320 £ 110 240 £ 0.89 2.50 £ 191
Lamina basal irregular 2 0.00 £+ 0.00 0.00 £0.00 1.60 +167 1.60 £ 1.67 1.50 £ 1.00
Nucléolo vacuolizado 3 150+173 180164 5401134 4.80 t 1.64 3.75 + 1.50
Vacuolizagdo citoplasmatica 2 050 £1.00a 120 + 1.10a 3.20 + 1.10ab 3.20 + 1.10ab  4.00 £ 0.00 b

Médias seguidas por letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si

(Kruskal-Wallis; p>0,05).

*Segundo Konig et al. (2019, 2020).

Tabela 5. Média + desvio padrdo dos Indices individuais (INDEXind) calculados para
fémeas semi-ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas ao composto [3-pineno em

diferentes concentragdes.

INDEXind 2(w x a)

Individuo Cl C2 TB1 TB2 TB3
| 8 10 28 25 21
1 4 3 24 20 35
i 0 8 13 21 14
v 0 3 20 11 14
\" 0 11 21 22 0
Média + desviopadrao 3.00 + 3.83a 7.00 + 3.81ab 21.20 + 5.54b 19.80 + 5.26ab 21.00 + 9.90ab

Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem estatisticamente entre si (Kruskal-
Wallis; p>0,05).
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Gréafico 2. Média + desvio padrdo dos Indices individuais (INDEXind) calculados para
fémeas semi-ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas ao composto B-pineno em
diferentes concentracdes.

INDEXind - Beta-pineno
30-

20-

*Diferente do grupo C1 (p < 0,05).
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Figura 3. SessBes histologicas de ovarios de fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos
Rhipicephalus microplus expostas aos grupos controle, coradas com hematoxilina-eosina.
(A — C) Grupo Controle 1 (agua destilada), (D — F) Grupo Controle 2 (Tween 80 a 2%).
Legendas: (I-V) estagios de desenvolvimento dos odcitos, (p) pedicelo, (cv) vacuolizacdo
citoplasmatica, (rsn) nucléolo em forma de anel, (yg) granulo de vitelo, (ich) corion irregular.
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Figura 4. Sessbes histologicas de ovarios de fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos
Rhipicephalus microplus expostas a diferentes concentragdes de o-pineno, coradas com
hematoxilina-eosina. (A - B) Grupo TAL (5 pL/mL), (C - D) Grupo TA2 (10 pL/mL) e (E -
F) Grupo TA3 (20 pL/mL). Legendas: (I-V) estagios de desenvolvimento dos odcitos, (ov)
ducto do ovério, (cv) vacuolizagdo citoplasmatica, (ich) cdrion irregular, (cd)
desorganizacao citoplasmatica, (bg) acimulos basofilicos, (gv) vesicula germinativa.
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Figura 5. SessGes histologicas de ovarios de fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos
Rhipicephalus microplus expostas a diferentes concentragdes de B-pineno, coradas com
hematoxilina-eosina. (A - B) Grupo TB1 (5 pL/mL), (C - D) Grupo TB2 (10 pL/mL) e (E -
F) Grupo TB3 (20 pL/mL). Legendas: (I-V) estagios de desenvolvimento dos odcitos, (cv)
vacuolizagdo citoplasmaética, (rsn) nucléolo em forma de anel, (yg) granulo de vitelo, (cd)
desorganizacao citoplasmatica, (bg) acimulos basofilicos.
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Figura 6. Sessbes histologicas de ovarios de fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos
Rhipicephalus microplus expostas a diferentes concentragdes de a-pineno e B-pineno,
coradas com azul de bromofenol. (A) Grupo C1 (&gua destilada), (B) Grupo C2 (Tween 80
a2%), (C) Grupo TA1 (5 puL/mL), (D) Grupo TA2 (10 puL/mL), (E) Grupo TA3 (20 puL/mL),
(F) Grupo TB1 (5 pL/mL), (G) Grupo TB2 (10 pL/mL) e (H) Grupo TB3 (20 pL/mL).
Legendas: (I-V) estagios de desenvolvimento dos odcitos, (yg) granulo de vitelo, (cd)
desorganizacao citoplasmaética, (ch) corion e (gv) vesicula germinativa.
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Figura 7. SessBes histologicas de ovarios de fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos
Rhipicephalus microplus expostas a diferentes concentragdes de a-pineno e B-pineno,
coradas pela técnica de acido periodico-Schiff (PAS). (A) Grupo C1 (&gua destilada), (B)
Grupo C2 (Tween 80 a 2%), (C) Grupo TAL (5 pL/mL), (D) Grupo TA2 (10 pL/mL), (E)
Grupo TA3 (20 pL/mL), (F) Grupo TB1 (5 pL/mL) e (G-H) Grupo TB3 (20 pL/mL).
Legendas: (I-V) estagios de desenvolvimento, (ch) corion, (dc) desorganizacao
citoplasmatica, e (gv) vesicula germinativa.
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5. DISCUSSAO

A presente pesquisa traz dados relevantes sobre a agdo dos compostos a-pineno e f3-
pineno em fémeas semi-ingurgitadas de carrapatos R. microplus. Até onde se sabe, este € o
primeiro estudo relatando os impactos destes principios ativos na morfologia do 6rgao
reprodutor feminino do carrapato dos bovinos.

Os individuos dos grupos controle apresentaram morfologia consistente com a
descricdo do sistema reprodutor de R. microplus (Saito et al., 2005), embora tenham sido
visualizadas minimas alteracbes morfoldgicas em determinados individuos, o que pode ser
considerado algo normal, conforme mencionado por outros autores anteriormente (Konig et
al., 2019; Reis et al., 2023).

Os resultados obtidos pela analise semiquantitativa mostraram que 0s grupos TA2 e
TA3, tratados com as maiores concentracdes de a-pineno, apresentaram indices individuais
(INDEXind) estatisticamente diferentes em comparacdo ao grupo C1. Além disso, 0s
resultados aumentaram progressivamente em relacdo a dosagem, indicando um possivel
efeito dose-dependente. Por outro lado, os resultados obtidos apds tratamento com B-pineno
foram expressivamente maiores na menor concentracdo, indicando que esses isémeros
possuem diferentes modos de acdo, apesar de apresentarem a mesma estrutura quimica.

Em todos os grupos, as principais alteracdes morfoldgicas identificadas foram:
vacuolizagdo citoplasmatica, formato irregular dos odcitos, nucléolo vacuolizado (nucléolo
em forma de anel), fusdo de granulos, lamina basal irregular, acimulos basofilicos,
desorganizacao citoplasmatica, corion irregular, bem como, espesso e fragmentado.

A vacuolizacdo citoplasméatica foi uma das alteragdes morfolégicas mais
frequentemente encontrada nos individuos tratados com ambos os pinenos, embora
diferencas estatisticas significativas tenham ocorrido apenas entre os grupos TA2 e TA3 em
relacdo ao C1. Esta alteracdo foi observada em maior propor¢do principalmente nos o6citos
I e II dos individuos tratados com a-pineno. Resultados semelhantes foram relatados por
Reis et al. (2021) em fémeas ingurgitadas de R. microplus expostas ao 6leo essencial de
Satureja montana L. Os o0citos nos estagios iniciais de desenvolvimento sdo mais
suscetiveis a absorcdo de certas substancias toxicas devido a auséncia do corion (Remedio
et al., 2014b), o que pode explicar os resultados aqui obtidos. Certamente, essa alteracao
interfere na capacidade reprodutiva das fémeas (Arantes et al., 2024) e, consequentemente,
poderd afetar a geragdo de novos descendentes.

Segundo alguns estudos, a formagdo de vactolos no interior do citoplasma pode

indicar um mecanismo de defesa da célula, que recicla ou degrada estruturas danificadas
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para manter a integridade celular e garantir a sua viabilidade (Roma et al., 2011; Matos et
al., 2014; Camargo-Mathias et al., 2017; Konig et al., 2019; Penha et al., 2021; Reis et al.,
2023). A ocorréncia de vacuolizacdo citoplasmatica também pode indicar que o produto
afetou a permeabilidade dos od6citos alterando, assim, o fluxo de substéncias e eletrolitos
entre a célula e o meio externo (Lima-Souza et al., 2019). De acordo com Secchis et al.
(2022) as células submetidas ao estresse quimico podem aumentar a permeabilidade da
membrana, modificando a sua capacidade de estabelecer o equilibrio osmético. Isso pode
resultar em alteragcdes no formato dos odcitos.

Irregularidades na deposicdo do cérion nos estagios avangados (I11, 1V e V) foram
comumente observadas em ambos os tratamentos, apesar de terem sido encontradas em
maior propor¢do nos grupos tratados com a-pineno. Matos et al. (2014) também observaram
irregularidades no corion apos a exposicdo de fémeas de R. sanguineus ao timol. Denardi et
al. (2011) apos tratarem fémeas de R. sanguineus com extrato aquoso de Azadirachta indica
(neem), relataram a presenca de coérion irregular com dobras e deformagdes. O corion é
responsavel pela protecdo e preservacdo do odcito contra choques mecanicos, modificaces
de umidade e temperatura, dessecacdo, predacdo, além de promover as trocas gasosas. Sua
deposicao se inicia no estagio Il de desenvolvimento e termina no estagio V (Sampieri et
al., 2012; Sonenshine, Roe, 2014). A ocorréncia de modificagdes na membrana corionica
pode interferir na realizacdo de funcdes vitais do odcito, uma vez que sua integridade fisica
foi prejudicada. Uma camada mais espessa afetaria a entrada de oxigénio no interior do
odcito, o que prejudicaria a sobrevivéncia do mesmo (Konig et al., 2019).

No presente estudo, pequenas regides arredondadas coradas pela hematoxilina foram
observadas em grandes quantidades em todos os grupos de tratamento com ambos 0s
compostos, principalmente nos odcitos | e 11. Nesses estagios, 0s odcitos possuem grandes
quantidades de ribossomos livres e polirribossomos distribuidos pelo citoplasma
(Sonenshine; Roe, 2014). Segundo Saito et al. (2005) a producdo de proteinas estruturais
(endogena) se inicia no oocito | e somente no estagio seguinte é possivel observar o inicio
do processo vitelogénico (Saito et al., 2005). Assim, é possivel sugerir que 0 aumento na
quantidade de acimulos basofilicos observados nos o6citos jovens indiquem o aumento na
quantidade destas organelas como resposta a acao toxica dos produtos utilizados. 1sso pode
ter relacdo com as alteragdes observadas no cérion e nos granulos de vitelo das células
afetadas pelos produtos.

Embora os demais pardmetros descritos ndo tenham apresentado diferencgas

estatisticas significativas entre os tratamentos e 0s grupos controle, é importante relatar que
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houve uma tendéncia de aumento da frequéncia e extensdo dessas alteragdes conforme o
aumento da concentragdo de a-pineno. Em contrapartida, as concentra¢cdes menores de f3-
pineno foram responsaveis por efeitos tdxicos mais pronunciados, quando comparadas aos
grupos tratados com maior quantidade de produto. Assim, o somatorio das alteracdes foi de
fato responsavel pelos efeitos encontrados no presente estudo. Ademais, varios outros
autores também observaram alteracdes semelhantes em carrapatos tratados com diferentes
acaricidas, a citar: nucléolo vacuolizado, fusdo de granulos, formato irregular dos odcitos,
corion espesso, fragmentado e irregular (Camargo-Mathias et al., 2017; Konig et al., 2019;
Kanapadinchareveetil et al., 2019; Queiroz et al., 2020; Penha et al., 2021; Reis et al., 2023),
desorganizacao citoplasmética (Camargo-Mathias et al., 2017; Lima-Souza et al., 2019;
Oliveira et al., 2021), e lamina basal irregular (Oliveira et al., 2009; Kanapadinchareveetil
et al., 2019; Secchis et al., 2022).

No entanto, vale ressaltar que 0s pinenos ndo s6 podem atuar no sistema nervoso de
ectoparasitos (Zarrad et al., 2017), como também no sistema reprodutivo das fémeas
(Arantes et al., 2024) e na morfologia dos ovarios, como visto no presente trabalho.

Segundo Choi et al. (2006) os monoterpenos biciclicos, como o a- ¢ B-pineno exibem
uma acao toxica elevada contra os insetos. Essa toxicidade pode estar associada ao sistema
nervoso octopaminérgico dos animais (ENAN et al., 2001, 2005). De acordo com Pajaro-
Castro et al. (2017) os monoterpenos, por serem lipofilicos, sdo capazes de adentrar
facilmente nas células e, assim, influenciar nas funcées fisioldgicas basicas dos animais.
Além disso, podem se ligar aos receptores GABA localizados na membrana neuronal pos-
sinptica dos insetos.

Zarrad et al. (2017) relataram que o a-pineno em diferentes concentracfes apresentou
melhor atividade de inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), em relacdo a cinco
monoterpenos isolados (linalol, -mirceno, terpineol, geraniol e nerol), contra o gorgulho do
arroz, Sitophilus oryzae. Esses achados corroboram os resultados de Kim et al. (2013), que
constataram que o a-pineno também exibiu a maior taxa de inibigdo da AChE, seguido do
B-pineno, contra S. oryzae.

O sistema reprodutor dos carrapatos é regido por interacbes complexas, que
compreendem o sistema nervoso central e os orgaos reprodutivos (Oliveira et al., 2009).
Kanapadinchareveetil et al. (2019) investigaram a acdo do amitraz nos ovarios de fémeas
ingurgitadas de carrapatos R. annulatus e encontraram algumas das alteracGes aqui
mencionadas. Além disso, relataram que o amitraz é capaz de promover efeitos deletérios

diretos no ovario mediados pelos receptores  da octopamina. Uma elevagdo no nivel de
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octopamina pode ocasionar na interrup¢do do processo de vitelogénese, modificando o
equilibrio entre o horménio juvenil e a 20 hidroxiecdisterona (Gruntenko et al., 2010;
Kanapadinchareveetil et al., 2019). Segundo Enan et al. (2001, 2005) os monoterpenos
também sdo capazes de atuar sobre 0s receptores de octopamina em insetos.

Os individuos do grupo TBI1 (5ul/mL) apresentaram indices individuais
estatisticamente maiores quando comparados ao C1 (Indexina = 21,20 + 5,54). Ademais, 0s
individuos do grupo TA3 (20ul/mL) também apresentaram indices individuais
estatisticamente maiores quando comparados ao C1 (Indexind = 20,20 + 5,45). Reis et al.
(2021) também observaram diferenca significativa nos indices individuais de fémeas
ingurgitadas de R. microplus expostas a (5ul/mL) do dleo essencial de Satureja montana L
(Indexing = 23,00 £ 4,95). Konig et al. (2020), por sua vez, encontraram valores semelhantes
na media dos indices individuais de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus expostas a
(20pl/mL) de acetilcarvacrol (Indexing = 23,40 £ 4,10). Embora, o presente estudo tenha
encontrado alteragcbes morfoldgicas que ndo foram relatadas pelos autores, as médias
observadas nos INDEXind foram semelhantes. Assim, é possivel sugerir que os isdbmeros a-
¢ B-pineno séo capazes de afetar a morfologia dos ovarios de carrapatos R. microplus quando

comparado a um 6leo essencial e um produto semissintético.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados aqui apresentados apontam que os isomeros o- ¢ (-pineno, apesar de
possuirem modo de acdo distinto, foram responsaveis por pronunciadas alteragdes no
sistema reprodutor de fémeas de R. microplus semi-ingurgitadas. A concentracdo de
10ul/mL de a-pineno é suficiente para provocar efeitos reprodutivos, resultando em uma
menor quantidade de produto utilizado. Assim, estes principios ativos podem ser
considerados compostos de grande potencialidade, sendo capazes interferir no processo de
reproducdo e, consequentemente, reduzir o numero de individuos viaveis na geracao
seguinte. Todavia, novas pesquisas Sao necessarias para investigar os efeitos toxicos desses
compostos em ectoparasitos, bem como seus mecanismos de acdo e suas estabilidades

quimicas nas aplicagdes em campo.
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