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RESUMO
O desenvolvimento de resisténcia de cepas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus a
acaricidas sintéticos é crescente. A infestacdo dos rebanhos por esse carrapato € um problema
no Brasil e em paises de clima temperado. Este artropode causa enormes perdas econdmicas a
pecuaria em virtude de seu habito alimentar que debilita a saude e transmite doencas aos seus
hospedeiros. Os fitoterapicos e, em especial o carvacrol, ttm se revelado uma alternativa no
controle desse carrapato, uma vez que apresentam efeitos acaricidas e repelentes, alem de
configurarem método parcialmente seguro, pela rapida degradacdo e baixa contaminacdo do
ambiente, do consumidor de produtos de origem animal e do hospedeiro. Sendo assim, o
objetivo do presente estudo foi determinar a eficcia do carvacrol sobre fémeas adultas de R.
microplus por meio da avaliacio da mortalidade e de parametros reprodutivos. Foram
realizados bioensaios para determinagdo da CLso e avaliagdo dos parametros reprodutivos das
fémeas, ambos a partir do Teste de Imersdo de Adultos (TIA). Para determinacdo da CLso
onze grupos (n = 360) foram separados em concentragfes que variaram de 0,099 a 1,304% e
dois grupos serviram de controle negativo, um a base de agua destilada (100%) e outro de
alcool etilico 50% (v/v). Para avaliagdo dos parametros reprodutivos, as fémeas foram
submetias ao TIA em tratamentos contendo 20% (n = 10), 40% (n = 10), 60% (n = 13), 80%
(n = 16) e 100% da CLso (n = 20), e em tratamentos controle de agua destilada (100%) (n =
10) e outro de alcool etilico 50% (v/v) (n = 10). Os grupos foram mantidos a 27+1 °C e
umidade>80+10 %. O peso da massa de ovos, o indice de producdo de ovos, o periodo de pré-
oviposicdo e a taxa de fecundidade dos grupos 80% e 100% da CLso apresentaram diferenca
estatistica (p<0,05) comparados aos grupos controle. A CLso encontrada foi de 20,11 mg/mL
e a eficacia de controle desta concentracdo foi de 61,10% quando comparada ao controle de
agua destilada. Sendo assim, os resultados demonstram que o carvacrol possui atividade

acaricida sobre R. microplus.

Palavras-chave: Fitoterapia. CLso. Carrapatos. Oleo essencial. Bovinos.



ABSTRACT

Resistant strains of Rhipicephalus (Boophilus) microplus to synthetic acaricides is increasing.
Herd’s infestation by this tick is a problem in Brazil and in temperate countries. These
arthropods cause huge economic losses to livestock due to their feeding habits that weaken
the health and transmit diseases to their hosts. The phytotherapics, and especially carvacrol,
have been shown to be an alternative in the control of this tick, since they have acaricidal and
repellent effects, besides setting up a partially safe method, due to the rapid degradation and
low contamination of the environment, the consumer of animal products and the host.
Therefore, the objective of the present study was to determine the efficacy of carvacrol on
adult R. microplus females by evaluating mortality and reproductive parameters. Bioassays
were performed to determine the LCso and to evaluate the reproductive parameters of the
females, both from the Adult Immersion Test (AIT). For the determination of the LCso, eleven
groups (n = 360) were separated in concentrations ranging from 0.099 to 1.304% and two
groups served as negative control, one distilled water (100%) and the other 50% (v/iv). To
evaluate the reproductive parameters, the females were submitted to AIT in treatments
containing 20% (n = 10), 40% (n = 10), 60% (n = 13), 80% (N

n = 20) and 100% of LCso (n = 20), and in control treatments of distilled water (100%) (n =
10) and ethyl alcohol 50% (v/v) (n = 10). The groups were maintained at 27 £ 1 ° C and
humidity> 80 + 10%. Egg weight, egg production index, pre-oviposition period and fecundity
rate of the 80% and 100% LCso groups presented a statistical difference (p<0.05) in the
control groups. The LCso found was 20.11 mg / mL and the control efficacy of this
concentration was 64.67% compared to the ethyl alcohol control 50% (v/v). Thus, the results
demonstrate that carvacrol has a significant acaricidal potential, and can contribute as another
alternative in the control of R. microplus.

Keywords: Phytotherapy. LCso. Ticks. Essential Oil. Cattle.
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PRIMEIRA PARTE

REFERENCIAL TEORICO DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus: DESAFIOS E METODOS DE
CONTROLE



1 INTRODUGAO GERAL

Carrapatos da familia Ixodidae sdo ectoparasitas hematofagos do filo Artrhopoda,
classe Arachnida, ordem Acari, subordem Metastigmata. No Brasil dentre as espécies de
ixodideos de maior importancia destacam-se Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma cajennense e Dermacentor nitens (BARKER,;
MURRELL, 2004). R. microplus, também conhecido como carrapato-do-boi, é o ectoparasito
mais disseminado no mundo parasitando principalmente bovinos (JONSSON, 2006). Esta
espécie de carrapato estd amplamente distribuida pelo mundo, afetando aproximadamente 1,4
bilhdes de cabecas de bovinos em todo o mundo (FAO, 2011).

InfestacBes por R. microplus sdo um problema para a pecuéria de paises de clima
tropical e subtropical, como o Brasil, por conta dos prejuizos econémicos que acarreta como
perda de peso, alta conversdo alimentar, depreciagdo na qualidade do couro, gastos com
compra de carrapaticidas e contratacdo de mdo de obra para aplicacdo (GRISI et al., 2014).
Além destes, traz prejuizos indiretos como, transmissdo de hematozoarios e contaminacdo de
ambiente e produtos de origem animal pelo uso indiscriminado de carrapaticidas
(GUERRERO et al., 2014).

O controle de carrapatos tem se baseado principalmente na utilizacdo de carrapaticidas
sintéticos que levam a selecdo de populagbes resistentes (RECK et al., 2014). Este tipo de
tratamento tem revelado ineficicia e alto custo em virtude da necessidade do aumento da dose
e/ou da frequéncia de aplicagdo além da corriqueira associacdo de duas ou mais bases
(FURLONG et al, 2007). Muitos acaricidas sintéticos apresentam propriedades ndo-
especificas, provocando danos em organismos ndo-alvo, reducdo populacional a longo prazo,
além de bioacumulacdo na cadeia alimentar (FURTADO et al., 2013).

A busca por produtos alternativos aos convencionais tem evoluido. A utilizacdo de
fitoterapicos vem se destacado, e o Brasil, por possuir grande variabilidade de espécies de
plantas, pode ser beneficiado por esta vasta oferta. Os extratos de plantas e/ou seus principios
ativos isolados podem sobressair-se aos compostos sintéticos por apresentar menor custo, alta
disponibilidade, facil manejo, rapida degradacdo, além de baixa contaminacdo do ambiente,
homem e animais (FLAMINI, 2003; BORGES etal.,, 2011).

Através do metabolismo as plantas sintetizam e armazenam substancias que podem ter

acdo acaricida. Os efeitos destas substancias sobre os artropodes podem variar entre



repeléncia, reducdo da alimentacdo e da fertilidade, alteracdo do comportamento e até a morte
(BELL et al., 1990).

O monoterpeno carvacrol ou extratos de plantas dos quais € componente majoritario
tem sido alvo de diversas pesquisas (CONCEPCION et al., 2013; LAGE et al., 2013; SENRA
et al, 2013a; ARAUJO et al, 2016; COSTA-JUNIOR et al, 2016). O carvacrol vem
revelando importantes efeitos sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus, atuando na
diminuicdo da eficiéncia reprodutiva (SENRA, et a., 2013b; LAGE et al., 2013, CRUZ et al.,
2013).

Assim sendo, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do carvacrol sobre fémeas
ingurgitadas de R. micoplus através da determinacdo da CLso deste monoterpeno e dos
resultados reprodutivos e da determinacdo de sua eficacia em concentracdes subletais a partir

de parametros reprodutivos previamente estabelecidos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bovinocultura Nacional

De acordo com dados de CEPEA (2016), o agronegdcio tem papel relevante no
contexto econdmico nacional sendo um dos setores que sustentam a economia do pais
contribuindo para a balanca comercial favoravel. Em 2013 respondeu por 22,5% do Produto
Interno Bruto (PIB) brasileiro. Dentro do agronegdcio como um todo, no mesmo ano, a
agropecudria representou 29,0% do PIB, enquanto que, dentro deste extrato a pecuaria foi
responsavel por 43,4% do PIB.

O Brasil é detentor do maior rebanho bovino comercial do mundo. Em 2014 atingiu a
quantidade de 212,3 milhdes de cabecas (BRASIL, 2015). Em 2015 exportou
aproximadamente 1.400 mil toneladas de carne bovina, 0 que correspondeu a
aproximadamente 6 bilhdes de dolares (ABIEC, 2016). No mesmo periodo as exportacdes de
produtos lacteos geraram faturamento de aproximadamente 380 milhdes de dolares (MDIC,
2016).

A producdo pecuaria de corte desenvolve-se predominantemente no sistema de
criacdo extensiva (MENDES, 2008). Entretanto, questdes ambientais como desmatamento e

preservacdo de mananciais de agua, econdmicas, como rentabilidade do processo de criacdo, e



de manejo, como controle da sanidade animal, estdo levando a uma mudanga no panorama da
pecuaria de corte (GARCIA; PEIXOTO, 2011).

A producdo pecudria leiteira, que outrora era demasiadamente extensiva, esta
caminhando de sistemas menos produtivos para sistemas de producdo em que 0S animais
sejam mais produtivos (VILELA et al., 2017). Em 2014, a produtividade media das vacas de
leite no Brasil foi de 1,525 litros/vaca, correspondendo a um crescimento de 2,2% em relacéo
a 2013 (MILKPOINT, 2015). A producdo brasileira de leite vem crescendo a cada ano que
passa. Em 2014, ultrapassou 35 bilhdes de litros, o que consolidou o Brasil como quinto
maior produtor mundial, atrds da Unido Europeia, india, Estados Unidos e China (IBGE,
2015; USDA, 2015).

A crescente demanda dos mercados consumidores por alimentos de maior qualidade
nutricional e sanitaria vem servindo de estimulo para prevencdo e imediata intervencdo em
caso de surtos de doencas animais (BRASHEARS; CHAVES, 2017).

2.2 O carrapato Rhipicephalus microplus

Originario da Asia, por meio das expedicdes exploratérias e da movimentagio de
animais e mercadorias, R. microplus difundiu-se pelos continentes, encontrando condices
climéticas propicias para sua perpetuacdo nas regibes tropicais e subtropicais, entre 0s
paralelos 32° N e 32° S. Relatos historicos atribuem a sua introducdo no Brasil & importacdo
de animais do Chile no inicio do século XVII (NUNES et al, 1982). No Brasi, o R.
microplus encontra condicdes climaticas favoraveis ao seu desenvolvimento, podendo
completar até cinco geracdes por ano em locais com temperaturas medias anuais acima de 17
°C (FURLONG; EVANS, 1991).

Possuem o habito de se alimentar por periodos prolongados, variando de alguns dias
a algumas semanas. Possuem pecas bucais relativamente curtas e necessitam de componentes
salivares que auxiliem na sua fixacdo ao hospedeiro no momento do repasto sanguineo
(FRANCISCHETTI et al, 2009). E um carrapato monoxeno que parasita preferencialmente
bovinos. O ciclo biologico € divido em fase de vida livre e fase de vida parasitaria.

A fase de vida livre inicia-se ap6s o descolamento da teledgina ingurgitada do
hospedeiro com destino ao ambiente, e é sucedida dos periodos de pré-postura, oviposicao,

eclosdo das larvas, neolarvas e larvas infestantes. A fase de vida parasitaria tem inicio quando



a larva se hospeda no bovino, transformando-se em metalarva, ninfa e metaninfa, ocorrendo, a
partir de entdo diferenciacdo entre 0s sexos.

O inicio da queda das teledginas ocorre entre 22° e 23° dia (PEREIRA, 1982). Na
temperatura de 261 °C 0s ovos levam um periodo de quatro semanas para eclodirem, e apds
sete dias as larvas estdo aptas a parasitar 0s bovinos (PEREIRA, 1982). Os ovos sdo
preferencialmente ovipostos em locais com umidade e temperatura medianas pois Sdo muito
sensiveis a desidratacdo. As larvas por sua vez podem ser bastante resistentes, chegando a
sobreviver por mais de 200 dias no ambiente, com umidade de 90% e temperatura proxima a
15°C (KNULLE; RUDOLPH, 1982). A fase de vida livre do carrapato € influenciada pelas
condices de temperatura e umidade. As baixas temperaturas e umidade relativa dos periodos
de abril a setembro, retardam os periodos de incubacdo e de pré-oviposicdo, alongando o ciclo
de vida deste ectoparasita (MORENO, 1984).

Durante o processo de repasto sanguineo as teledginas direcionam praticamente
todos os nutrientes ingeridos para formacdo de ovos, podendo produzir e realizar a postura de
2000 a 4000 ovos no meio ambiente (PEREIRA, 1982). Durante este processo ela pode
ingerir 100 vezes mais que a massa do préprio corpo em sangue. Milhares de fémeas
ingerindo de 0,5 a 3,0 mL de sangue durante o ciclo de vida podem levar o hospedeiro a um
profundo quadro de anemia, promovendo perda de peso e comprometendo a qualidade do
couro pelas lesbes causadas pelas pecas bucais (FURLONG, 1993).

Para se alimentar continuamente de sangue liquido, o R. microplus utiliza diversas
substancias para escapar dos sistemas de defesa do hospedeiro. E necessario que evadam das
respostas homeostaticas do hospedeiro, como a hemostasia e as respostas imunes inata e
adquirida. A saliva destes acaros é composta por um arsenal de substancias, que
imediatamente constréi uma rota de escape as lesGes causadas pelas suas picadas. Este
ectoparasito desenha uma resposta contra o hospedeiro de forma a modificar ou impedir a
acao das células do sistema imune, reduzindo a fungdo dos linfocitos, suprimindo e desviando
a producdo de citocinas, diminuindo as respostas de anticorpos, e, principalmente, polarizando
a resposta de linfocitos T CD4* para o perfil Th2, principalmente por afetar a maturacdo e
funcionalidade das células dendriticas (BROSSARD; WIKEL, 2004; KRAMER et al., 2010).

O parasitismo deste carrapato pode trazer prejuizos indiretos a pecuaria, como por

exemplo a transmissdo dos hematozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina, além da



participagdo na epidemiologia do Anaplasma marginale (PATARROYO, 1994; OLIVEIRA-
SIQUEIRA et al., 2005). Estes patdgenos sdo responsaveis pela tristeza parasitaria bovina,
uma doenca que afeta aproximadamente 80% da populagdo bovina do mundo (FAO, 2011) e
que causa perda de sangue, estresse geral, irritagdo, provocando reducdo na produtividade de
leite e carne (MAPHOLI et al., 2014). Grandes perdas nas indUstrias e criacbes de gado se
devem & morte e as doencas transmitidas por patdgenos vindos de carrapatos, gerando altos
custos em medidas preventivas e também paliativas (MURRELL; BARKER, 2003). Estima-
se que vacas leiteiras, mesticas de Holandés-Zebu infestadas por uma média de 105 carrapatos
tenham reducdo em 23% na producéo de leite por dia (SUDHAKAR et al., 2013).

2.3 Medidas de controle de Rhipicephalus microplus

O controle de R. microplus é realizado predominantemente por ectoparasiticidas a
base de organofosforados, formamidinas, piretrdides e avermectinas (PEREIRA et al., 2010).
O uso indiscriminado de carrapaticidas pode levar a selecdo de populacBes de R. microplus
resistentes, como resultado de mudancas no sitio de acdo destes produtos e de mutacBes que
criam mecanismos adaptativos, tais como, a reducdo da taxa de penetragdo do produto,
alteracdo no tegumento externo, mudangas no metabolismo, no armazenamento e excre¢do do
produto (FURLONG, 2007). A definicdo de resisténcia, segundo Sangster (2001), é a
capacidade de um parasita sobreviver a concentracdes de substancias que normalmente seria
capaz de matar espécies iguais e no mesmo estagio de desenvolvimento. Uma vez que estas
alteracBes sdo transmitidas as geracOGes posteriores, a eficAcia do mesmo produto na mesma
populacdo estd comprometida (FREITAS-RIBEIRO et al., 2005).

Os acaricidas podem ser divididos em dois grupos: 0s primeiros s@o 0s agueles que
trazem danos aos carrapatos pelo contato, aplicados geralmente em formas de banhos de
aspersdao. Sdo compostos principalmente por moléculas de organofosforados, piretrdides e
formamidinas sendo acaricidas com baixo poder residual, exigindo aplicacdes em intervalos
menores e com capacidade elevada de gerar resisténcia nos carrapatos. Os acaricidas do
segundo grupo tem acdo sistémica apds absorcdo e metabolizacdo no hospedeiro. Possuem
apresentacdo em forma de injecdo, banho de aspersdo ou pour-on, tendo as lactonas
macrociclicas como seu principal componente. Possuem periodo residual mais prolongado,

permitindo que os intervalos de aplicagdo sejam maiores (BRITO et al., 2006).



Diversas formas alternativas de controle vém sendo avaliadas como possiveis
ferramentas do combate ao R. micrpolus. Dentre elas, destacam-se o controle bioldgico que
trabalha na selecdo de pastagens que dificultem a oviposicdo e a ecloséo das larvas, o uso
rotacional das pastagens, ou mesmo a busca de predadores ou parasitos do carrapato (LEAL et
al, 2003); o controle imunoldgico, pelo qual estudos de biologia molecular e engenharia
genética desenvolvem vacinas antiparasitarias (DALTON; MULCAHY, 2001); a homeopatia,
visando a reducdo da infestacdo nos rebanhos sem contaminacdo residual de leite e carne
(SOUZA et al. 2002); além da fitoterapia, que consiste na utilizagdo de extratos de plantas e
seus derivados(FLAMINI, 2003; ALVES etal., 2012).

2.4 Fitoterapia no controle de carrapatos

Para reduzir os impactos causados por produtos sintéticos pesquisadores do mundo
todo tém direcionado seus esforcos para estudar substancias encontradas nos vegetais com
potencial acaricida. Evolutivamente as plantas desenvolveram defesas contra insetos,
bactérias, virus, fungos, nematddeos, &caros, mamiferos e outros herbivoros. Estas defesas
normalmente envolvem substancias do metabolismo secundario das plantas (REGNAULT-
ROGER; PHILOGENE, 2008). Entretanto, fatores como a idade das plantas, sua localizago
geogréfica, natureza do solo, condicBes climaticas, métodos de extracdo, entre outros, podem
gerar variagdes nas concentracbes de seus compostos quimicos, o que torna o uso de
principios ativos puros mais vantajosos para a obtencdo de resultados satisfatorios (KOC et
al., 2013).

O monoterpeno carvacrol ou extratos de plantas dos quais € componente majoritario
tem sido alvo de diversas pesquisas nas mais variadas fases do ciclo bioldgico de R. microplus
(Quadro 1). O carvacrol é um monoterpeno aromatico oxigenado encontrado em uma grande
variedade de plantas, como, por exemplo, Gynandropsis gynandra (LWANDE et al., 1999),
Chamaecyparis nootkatensis (ANDERSON; COATS, 2012), Satureja thymbra (CETIN et al.,
2010), Lippia triplinervis (LAGE et al., 2013); L. gracilis (CRUZ et al., 2013), Origanum
onites (COSKUN et al., 2008) e O. bilgeri (KOC et al., 2013). Em geral, os 6leos e esséncias
vegetais que possuem as mais efetivas propriedades pesticidas conttm uma grande
porcentagem de carvacrol (KOC et al., 2013).



Quadro 1 - Resumo dos dados de mortalidade e concentracOes letais e subletais de
diferentes solucbes contendo carvacrol, seus analogos ou O6leos essenciais dos quais €

constituinte.

Produto Autores Estagio Solvente Concentragédo e | Principais
Mortalidade constituintes
Oleo essencial | Velazquez et | Larvas Tricloroetile | 2,5% (mortalidade | timol (24,59%);
de: al. (2011) no e Azeite | de 100%) carvacrol  (24,54%);
o de Oliva p-cimemo (13,6%)
Lippia (2:1)
graveolens
Carvacrol Senra et al. | Larvas Etanol 2,5 wl/ml
(2013) 50°GL (mortalidade de
100%)
Oleo essencial | Lage et al. | Larvas e | Tween 80| Larvas: 5 mg/mL | carvacrol (31,9%);
de Lippia | (2013) fémeas (20mg/mL) (mortalidade de | timol  (30,6%); p-
triplinervis ingurgitadas 100%) cimemo (12,3%)
Fémeas
ingurgitadas: *
Carvacrol; Concepcion | Larvas Tricloroetile | 1% (35,85%);
Acetato  de | et al. (2013) no e Azeite | 1% (67,83%),
carvacrol; de Oliva | 1% (71,69%)
Eter-metil- @1)
carvacrol
Carvacrol Cruz et al. [ Larvas e | DMSO (3%) | Larvas: 0,22
(2013) fémeas mg/mL  (CL50) e
ingurgitadas 0,86 mg/mL (CLgo)
Fémeas
ingurgitadas: 4,46
mg/mL  (CL50) e

5,71 mg/mL (ClLgo)

Oleo essencial
dos gendtipos

106 e 201 de
Lippia
gracilis, e
carvacrol

Costa-Jinior
et al. (2016)

Larvas
resistentes e
suscetiveis a
Organofosfo
rados

Etanol (1%)
e Triton X-
100 (0,02%)

ClLso de Suscetiveis
(mg/mL):

Lgra 106 — 1,02
Lgra 201 — 1,03
Carvacrol — 2,56
Clso de resistentes:

Lgra 106 — 0,84

Lgra  106:  Timol
(59,26%); metil-timol
(8,32%) p-cimemo
(6,7%); carvacrol
(0,88%)

Lgra 201: carvacrol
(35,28%); y-terpineno
(21,11%); p-cimemo
(13,74%);




Lgra 201 - 0,65

Carvacrol — 0,80

Oleos Soares et al. | Larvas e | DMSO (3%) | Clso (mg/mL) de | LSID102: timol
essenciais de | (2016) fémeas larvas: (38,68%%); p-
diferentes ingurgitadas cimemo (34,11%);
genétipos de LSID102 — 3,36 carvacrol (0,60%)
Lippia

sidoides LSID104 2,99 LSID104:  carvacrol

(43,69%); p-cimemo
(17,83%); y-terpineno

Clso (mg/mL) de (16,56%)
fémeas
ingurgitadas:
LSID102 281
LSID104 - 1,48
Carvacrol Araijo et al. | Larvas Etanol 1,76 mg/mL (CLso)
(2016) 70°GL
Oleos Chagas et al. | Larvas Tween 80 | L. gracilis: 321 | L. gracilis: carvacrol
essenciais de | (2016) (2%) mg/mL (CLso) (40,40%);  p-cimemo
Lippia gracilis (11,40%)
e Lippia L. origanoides: 3,08
origanoides mg/mL (CLso) L. origanoides:

carvacrol  (49,70%);
p-cimemo (13,30%)

* Autorndo apresentou resultado

Segundo Senra et al. (2013b), o carvacrol pode ser utilizado diretamente nos
hospedeiros bem como em pastagens, ou até mesmo ser utilizado conjuntamente com outras
estratégias de controle. Isso porque tém a capacidade de gerar mortalidade de carrapatos, além
de manter um nivel alto e consistente de atividade por muitas semanas. Em doses subletais
pode, inclusive, apresentar efeitos anti-alimentagdo, impedir a oviposicdo ou mesmo induzir
esterilidade (PANELLA et al., 2005).

Sugere-se que o carvacrol seja capaz de inibir a atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE) em carrapatos da espécie Dermacentor variabilis, embora em um nivel relativamente
baixo. Por este motivo, este ndo pode ser considerado como o modo primério de acdo do
carvacrol, sendo seu potencial comparado a outros compostos monoterpendides
(ANDERSON; COATS, 2012). O carvacrol apresentou acdo toxica contra larvas e ninfas de
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Amblyomma cajennense e R. sanguineus (SENRA et al., 2013a) e adultos de R. turanicus
(KOC et al, 2013), em concentragOes relativamente baixas, confirmando o potencial acaricida
deste composto quimico de origem natural. Cetin et al. (2010) constataram que o carvacrol foi
também responsavel pela morte e “knockdown” (estado em que o individuo ndo se move,
porém responde a estimulos) de carrapatos Hyalomma marginatum.

Cruz et al. (2013) determinaram a concentragdo letal média (CLso) do carvacrol
diluido em DMSO a 3% para fémeas ingurgitadas de R. microplus (0,22 mg/mL), revelando
maior eficiéncia, mesmo em baixas concentracbes, quando comparado ao timol, outro
importante principio ativo extraido de plantas. Entretanto, em testes para a determinacdo da
acdo de solventes sobre carrapatos R. microplus, Chagas et al. (2003) observaram que 0
DMSO gerou mortalidade elevada de larvas e fémeas adultas, se mostrando mais toxico do
que outros compostos, como o etanol, o qual ndo interferiu na mortalidade media desse
ixodideo em concentragfes inferiores a 76%. Em solucdo etandlica, o carvacrol foi
responsavel pela mortalidade total de larvas de R. microplus e D. nitens na concentracdo de
2,5uL/mL (SENRA etal., 2013b).

O mercado para produtos acaricidas oriundos de plantas é extremamente promissor,
especialmente quando sdo considerados os altos niveis de consumo de acaricidas sintéticos
(BORGES et al, 2011). Em geral, os produtos de origem vegetal apresentam um potencial
praticamente ilimitado de novas descobertas e, por este motivo, pesquisas adicionais com
compostos derivados de plantas podem fornecer ao publico alternativas naturais, seguras e
ambientalmente aceitas em relacdo aos produtos sintéticos (PANELLA et al, 2005;
DIETRICH et al., 2006).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Frente aos problemas causados pelo R. microplus e aos desafios encontrados para
controla-lo, compreende-se que seja necessario estudar os efeitos de substancias
potencialmente acaricidas. O carvacrol tem apresentado resultados satisfatdrios no que diz
respeito a viabilidade econdmica e eficiéncia acaricida contra larvas e fémeas adultas de
carrapatos. A determinacdo da atividade deste fitoterapico diluido em solu¢do hidroetanolica

sobre parametros reprodutivos de fémeas adultas de R. microplus podera contribuir na
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formulagdo de estratégias para o controle deste carrapato, um dos grandes entraves no

desenvolvimento da pecuéaria nacional.
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Atividade acaricida do monoterpeno carvacrol sobre fémeas adultas de Rhipicephalus

(Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae)

Resumo

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus se destaca pelo grande impacto que causa a
producdo animal e salde pdblica. A dificuldade de controle deste ectoparasito em rebanhos
tem estimulado a busca por métodos alternativos e seguros. O objetivo deste estudo foi avaliar
0 potencial acaricida do carvacrol, diluido em solu¢do hidroetandlica 50% (v/v), em fémeas
adultas de R. microplus, por meio da estimativa da concentracdo letal média (CLso) e da
determinacdo da eficAcia acaricida deste monoterpeno. Os individuos (n= 360) foram
submetidos ao Teste de Imersdo de Adultos (TIA), a partir do qual calculou-se a ClLso. A
partir deste valor o TIA foi realizado novamente (n=86) nas concentracfes de 20%, 40%,
60%, 80% e 100% da CLso, avaliando-se 0s seguintes parametros: peso das fémeas antes da
oviposicdo, peso da massa de ovos, periodo pré-oviposicdo, periodo de incubacdo,
porcentagem de eclosdo, indice de producdo de ovos, taxa de fecundidade, reproducédo
estimada, porcentagens de reducdo da oviposicdo e eclosdo, e eficAcia do produto. Dois
grupos controle foram estabelecidos: um grupo tratado com etanol 50% (v/v) e 0 outro com
agua destilada. Os grupos foram mantidos a 27+1°C e umidade>80+10 %. O peso da massa
de ovos, o indice de producdo de ovos, o periodo de pré-oviposicdo e a taxa de fecundidade
dos grupos 80% e 100% da CLso apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) se comparados
aos grupos controle. A CLso encontrada foi de 20,11 mg/mL e a eficacia de controle desta
concentracdo foi de 61,10% comparada ao controle tratado com &gua destilada. Os resultados
sugerem que, devido sua acdo acaricida, o carvacrol pode ser uma alternativa promissora no

controle de R. microplus.

Palavras-chave: Fitoterapia; CL50; Carrapatos; Oleo Essencial, Bovinos; Controle.
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Abstract

The tick Rhipicephalus microplus has been highlighted by the great impacts that it causes to
animal production and public health. The difficulty of controlling this ectoparasite in herds
has stimulated the search for alternative and safe methods. The aim of this study was to
evaluate the acaricidal potential of carvacrol diluted in 50% (v / v) hydroethanolic solution in
the control of engorged females of R. microplus ticks by estimating the mean lethal
concentration (LC50) and determining the efficacy of this product. The individuals (n = 360)
underwent the Adult Immersion Test (AIT), from which the LC50 was calculated. From this
value, AIT was performed again (n = 86) at the concentrations of 20%, 40%, 60%, 80% and
100% of LCso, and the following parameters were evaluated: females weight before egg
oviposition, egg mass weight, preoviposition period, incubation period. Percentage of
hatching, egg production index (IPO), fecundity rate, estimated reproduction, oviposition and
hatching reduction percentages, and product efficacy. Two control groups were established:
one group treated with 50% ethanol (v / v) and the other with distilled water. The groups were
maintained at 27 £ 1 ° C and humidity> 80 + 10%. Egg weight, egg production index, pre-
oviposition period and fecundity rate of groups treated with 80% and 100% of LCso presented
statistical difference (p <0.05) when compared to control groups. The LCso found was 20.11
mg / mL and the control efficacy of this concentration was 61.10% compared to the control
treated with distilled water. Thus, the results demonstrate that carvacrol has a significant

acaricidal potential, and may contribute as another alternative in the control of R. microplus.

Key-words: Phytotherapy. LC50. Ticks. Essential Oil. Cattle.
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INTRODUCAO

Entre os carrapatos mais importantes para a pecuaria bovina destaca-se a espécie R.
microplus, responsavel por importantes perdas econbmicas diretas e indiretas, em virtude de
seu habito hematofago, que provoca anemia, perda de peso e aumento na conversdo alimentar,
além de danos a qualidade do couro, transmissdo de hematozoarios e, altos custos com
controle e tratamentos (Jonsson 2006).

Por vérias décadas, diversas classes de acaricidas sintéticos tém sido desenvolvidas e
utilizadas no controle de carrapatos e, apesar de possuirem diferentes mecanismos de acéo,
tém sofrido reducdo na eficacia de tratamento pelo desenvolvimento de populagdes resistentes
(Higa et al. 2016). Os produtos sintéticos sdo amplamente utilizados no controle do R.
microplus e, de modo geral, indiscriminadamente (Junqueira et al. 2016; Klafke et al. 2016).
A subdosagem, bem como o desrespeito ao periodo de caréncia destas substancias vém
acarretando o aparecimento e perpetuacdo de populagcBes resistentes aos varios grupos
quimicos utilizados, além de contaminar produtos de origem animal e 0 meio ambiente (Alves
et al. 2012). No Brasil, diversos estudos demonstraram carrapatos resistentes as varias classes
de acaricidas (Castro-Janer et al. 2010; Mendes et al. 2011; Klafke et al. 2012; Reck et al.
2014; Klafke et al. 2016). A selecdo de cepas resistentes a mltiplos farmacos resulta em
reducdo na eficacia do tratamento e consequente aumento nos custos de controle (Klafke et
al., 2016).

Em virtude da grande variabilidade de espécies de plantas, principalmente no Brasil,
vem se destacando o uso de produtos fitoterapicos no controle de carrapatos (Alves et al.,
2012). Extratos de plantas tém sido desenvolvidos como uma tentativa de se encontrar
substancias com propriedades acaricidas que possam ser utilizadas em associacdo ou mesmo
em substituicdo aos principios ativos sintéticos (Borges et al. 2011). Isso porque, em
comparacdo aos compostos sintéticos, 0s produtos naturais apresentam menor custo, alta
disponibilidade, facil manejo, rapida degradacdo, além de baixa contaminacdo do ambiente,
homem e animais (Flamini 2003; Alves et al. 2012).

O carvacrol é um monoterpeno encontrado em Oleos essenciais, principalmente de
plantas do género Lippia (Verbenaceae) (Ntalli et al. 2011) possuindo atividades bactericidas
(Ali-Shtayeh et al. 1997; Du et al. 2008; Garcia-Heredia et al. 2016; Houdkova et al. 2017) e
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antitumorais (Jayakumar et al. 2012; Fitsiou et al. 2016), além de apresentar efeitos contra
larvas de diversas espécies de carrapatos (Senra, et al. 2013a; Costa-Junior et al. 2016; Senra,
et al. 2013b; Cruz et al. 2013) e também contra individuos adultos (Cetin et al. 2010; Cruz et
al. 2013; Coskun et al. 2008). Acredita-se que o carvacrol cause toxicidade aguda em
artropodes por atuar na inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) (Anderson e Coats 2012; El-
Wakeil 2013). Em estudo recente, Gross et al (2017) revelaram que o carvacrol possui uma
acdo potencializadora do efeito da amina biogénica tiramina sobre seu receptor RmTAR1, que
é considerado um possivel alvo de acaricidas a base de formamidina (Blenau et al. 2012).
Frente aos desafios encontrados e as emergentes formas alternativas de controle de
carrapatos, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial acaricida do carvacrol diluido
em solucdo hidroetanolica sobre fémeas adultas de R. microplus, por meio da determinacdo da
concentragcdo letal e da avaliagdo do desempenho reprodutivo deste carrapato, a fim de se

estimar a eficacia desse produto.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biologia Parasitaria (BIOPAR) da
Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil. As fémeas adultas foram coletadas de
rebanhos naturalmente infestados do municipio de Lavras, Minas Gerais, Brasil e regido que
ndo haviam realizado tratamentos acaricidas nos Ultimos trés meses. As fémeas adultas de R.
microplus foram coletadas no periodo de abril a dezembro de 2016.

Primeiro bioensaio

Os testes para a obtencdo da concentracdo letal do carvacrol para 50% das fémeas
adultas de R. microplus (CLso) foram realizados de acordo com adaptagdo da metodologia
descrita por Roma et al. (2009). Para determinar o intervalo de mortalidade dos carrapatos,
fémeas adultas (n = 140) foram divididas em 14 grupos experimentais, com 10 individuos
cada: dois Grupos Controle (Ci e Ci), no qual as fémeas foram expostas a agua destilada (C)
e apenas ao solvente (etanol a 50° GL - Cy); e dez Grupos de Tratamento (Ti-x), nos quais 0s
individuos foram expostos as concentracdes de 9,67, 19,15, 23,83, 26,61, 29,37, 31,21, 34,85,
37,57, 40,28, 43,85 mg/mL do carvacrol diluido em solucdo hidroetanolica (etanol a 50° GL),

respectivamente, com base em experimentos realizados previamente (Senra etal. 2013).
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Antes do inicio dos testes, os carrapatos foram lavados em &gua corrente em uma
peneira e, logo depois, secos em papel absorvente macio. O teste de imersdo de adultos (TIA)
seguiu os procedimentos propostos por Drummond et al. (1973). Cada grupo de fémeas foi
imerso nas substancias a serem testadas durante 5 minutos. Em seguida, os carrapatos foram
secos em papel absorvente, e colocados em placas de Petri (6x6) identificadas em estufa BOD
sob condicBes controladas (28 + 1°C, 80% de umidade, com fotoperiodo de 12 horas). Os
animais foram observados, durante um periodo total de sete dias, conforme proposto por
Oliveira et al. (2008). A determinagcdo da morte das fémeas se deu quando houve auséncia de
motilidade apo6s estimulagdo com CO2, coloracdo da cuticula enegrecida e auséncia de

motilidade apds estimulagdo do ventre por instrumento pontiagudo.

Segundo bioensaio

Apbs a deteccdo do intervalo de mortalidade, o carvacrol foi novamente diluido em
solvente e testado em uma nova série de diluicbes. Carrapatos com massas corporais
homogéneas (n = 280; p<0,05) foram divididos em 14 grupos experimentais, com 10
individuos cada: dois Grupos Controle (Ci e Cy), no qual as fémeas foram novamente
expostas a agua destilada (Ci) e apenas ao solvente (etanol a 50° GL - Cy); e dez Grupos de
Tratamento (Ti-x), nos quais os individuos foram expostos as concentracdes de 12,53, 16,33,
19,15, 21,96, 23,82, 26,61, 29,37, 31,21, 34,85, 37,57 mg/mL do carvacrol diluido em solugédo
hidroetandlica (etanol a 50° GL), respectivamente, com base no intervalo de mortalidade
obtido.

O TIA foi novamente realizado (Drummond et al, 1973), e os carrapatos foram, em
seguida, mantidos em estufa BOD sob condi¢ces controladas (28 + 1°C, 80% de umidade,
com fotoperiodo de 12 horas), também durante sete dias. Os grupos experimentais foram
testados em duplicatas (totalizando 20 individuos para cada grupo). Os resultados obtidos
foram submetidos a andlise Probit, por meio do software POLO-PC (LEORA SOFTWARE,
1987), a fim de se calcular as concentracdes letais para 50 e 90% dos individuos (CLso e

CLoo), bem como seus respectivos intervalos de confianca de 95%.

Avaliacao dos parametros reprodutivos de R. microplus
As fémeas adultas foram lavadas em uma peneira em agua corrente e, logo depois,

foram secos em papel absorvente macio. O protocolo experimental foi baseado no teste de
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imersdo de adultos proposto por Drummond et al. (1973). Um total de 84 carrapatos, com
pesos homogéneos (p<0,05), foram divididos em sete grupos experimentais: dois Grupos
Controle (Ci, Cu), nos quais os carrapatos foram expostos, respectivamente, a agua destilada e
ao solvente (etanol a 50° GL); e quatro Grupos de Tratamento (Ti, Tu, T, Tiv e Tv), nos
quais os carrapatos foram expostos as concentragbes de 20, 40, 60, 80 e 100% da
concentracdo letal média (CLso) do carvacrol, diluido em etanol a 50° GL. Apoés a aplicacéo
das solucbes, as fémeas foram secas em papel absorvente, e mantidas individualmente em
placas de Petri (6x6) identificadas em uma estufa BOD, sob condi¢des controladas (28 + 1°C,
80% de umidade, com fotoperiodo de 12 horas).

Foram analisados 0s seguintes pardmetros: a) peso das fémeas ingurgitadas (PF),
realizado imediatamente apds se destacarem dos hospedeiros; b) peso total da massa de ovos
de cada fémea (PM), tendo sido os ovos coletados diariamente até a morte da fémea; c)
periodo de pre-oviposicdo (PPQO), que corresponde ao ndmero de dias contados desde o
momento em que se destacam do hospedeiro até o inicio da oviposicdo; d) periodo de
incubacdo (PI), que corresponde ao periodo de tempo contado a partir da oviposicdo até o
comeco da eclosdo dos ovos (incubagédo); e) taxa de eclodibilidade de owvos (TE), ou
porcentagem de eclosdo, determinada visualmente por meio da estimativa da proporcdo de
larvas em relacdo a propor¢do de ovos ndo eclodidos.

A partir destes valores, foi determinado, para cada fémea, o indice de producdo de
ovos (IPO), de acordo com Lage et al. (2013) e Matos et al. (2014).

PM
IPO=——x100
PF

A partir do indice de producdo de owvos (IPO) e da taxa de eclosdo (TE), foi
determinada a taxa de fecundidade (TF) de cada fémea, de acordo com a formula a seguir

(CASTRO-JANER et al., 2009):
_IPOXTE
100

Aléem disso, para cada grupo, foram definidos: a taxa de reproducdo estimada (RE),

segundo Lage et al. (2013) e Matos et al. (2014), bem como a porcentagem de reducdo da
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oviposicdo (%Rowviposicio) € de reducdo da eclosdo (%RecLosio), conforme Lopes et al.
(2013):

B PM meédio

RE=————"
FF meédio

x TE média x 20000

— FMCDNTRDLE - FMTRATAHENTG

%Roviposicio = x 100

FMEHWRH].F

TE, — TE
%Rger osio = CONTROLE TRATAMENTO a0

TEEH\I'T"RHL'F

A porcentagem de controle ou eficAcia do produto (EP) foi determinada a partir dos
valores das taxas de reprodugéo estimada do grupo controle (REconTroLE) € de cada grupo de

tratamento (RErraTAameNTO) de acordo com a equacdo a seguir (DRUMMOND et al., 1973):

RE, — RE
EP = (REconTROLE TRATAMENTO) 100

REEH‘U’TRH'I.'F

A analise estatistica foi realizada em software GraphPad Prism 5 (v.5.03). Todos os
valores obtidos foram analisados estatisticamente por meio de Andlise de Variancia
(ANOVA), e a comparacdo das medias foi realizada mediante utilizacdo do teste de Tukey
(p<0,05). Para dados ndo distribuidos normalmente, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis,

seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.

RESULTADOS

A concentracdo letal do carvacrol para 50% dos individuos tratados foi estimada, por
meio de andlise Probit, em 20,11 mg de carvacrol por mL de solucdo hidroetanolica a 50%
viv (Gréfico 1), enquanto que a concentracdo letal do carvacrol para 90% dos individuos foi
29,1 mg/mL
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Grafico 1 - Resultado da CLso. Curva da dose/resposta das concentragdes de carvacrol
diluidas em solucdo hidroetanolica 50% (v/v) do bioensaio 1.

1,0

Proporgoes

00 02 04 06 08
1

T T T T
60 80 100 120
dose (mg/mL)

Os valores de ClLso e ClLgo foram obtidos a partir dos resultados de mortalidade das

fémeas no 7° dia de experimento, nos bioensaio 1 e 2, conforme as Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 - Peso médio das fémeas de R. microplus (mg), nimero de individuos (n) e nimero

de mortos em cada grupo do bioensaio 1.

Tratamento Peso meédio das fémeas n Ndmero de
(mg) mortos
Controle —H20 213,64+38,3 10 3
Controle — Etanol 50% 221,32+27,48 10 0
9,67 mg/mL 206,6+38,9 10 0
19,15 mg/mL 220+39,1 10 2
23,83 mg/mL 177,2+£11,7 10 9
26,61 mg/mL 149,854 10 10
29,37 mg/mL 114,7+2,7 10 8
31,21 mg/mL 116,9+20,8 10 10
34,85 mg/mL 130,3+£39,5 10 10
37,57 mg/mL 204,5+21,2 10 10
40,28 mg/mL 135,1+48,3 10 10
43,85 pL/mL 129,1+46,4 10 10
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Tabela 2 - Peso médio das fémeas antes da oviposicdo (mg), numero de individuos (n) e
ndmero de mortos em cada grupo no bioensaio 2.

Tratamento Peso médio das fémeas (mg) n NUmero de mortos
Controle — H20 178,0+22,2 20 1
Controle — Etanol 50% 139,0+34,6 20 0
12,53 mg/mL 174,0+23,8 20 1
16,33 mg/mL 120,9£2,9 20 6
19,15 mg/mL 161,932 20 10
21,96 mg/mL 110,4+6,4 20 9
23,82 mg/mL 223,3+25,2 20 15
26,61 mg/mL 133,145,2 20 14
29,37 mg/mL 127,827 20 18
31,21 mg/mL 119,1+24.5 20 20
34,85 mg/mL 164,5+7,1 20 20
37,57 mg/mL 119,6+37,4 20 20

Na avaliacdo dos pardmetros reprodutivos, ndo foram encontradas diferengas
estatisticas (p>0,05) entre as médias do peso das fémeas antes da oviposicdo (mg) nos
diferentes grupos (Tabela 3). A média do peso da massa de ovos teve valores estatisticamente
similares (p>0,05) para os grupos dos tratamentos de agua destilada (125,10 mg), etanol 50%
(135,97 mg), 20% da CLso (135,58 mg) e 40% da CLso (105,77 mg), que por sua vez foram
significativamente diferentes (p<0,05) dos grupos tratados com a concentracdo de 80% (61,72
mg) e 100% da CLso (48,04 mg) (Tabela 3). Ndo foram encontradas diferencas estatisticas
(p>0,05) entre as médias de porcentagem de eclosdo nos diferentes grupos (Tabela 3). O
indice de producdo de ovos sofreu reducdo estatisticamente significante (p<0,05) a partir da
concentracdo de 80% da CLso (26,35%) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Médias de peso das fémeas adultas de R. microplus antes da oviposicao

(miligramas), peso da massa de ovos (miligramas), porcentagem de ecloséo (%)

e indice de producdo de ovos em fémeas tratadas com diferentes concentracfes

de carvacrol diluido em solugdo hidroetandlica 50% (v/v) em condigbes de

laboratorio (27+1 °C e umidade >80+10 %).

Tratamento Peso dafémea  Peso da massa Indice de Porcentagem
antes da dos ovos (mg) producéo de de ecloséo (%)
oviposicdo (mg) 0Vvos

Controle H20 235,7a+4,1 125,1a+3,0 52,7at6,0 99,5a+0,9
Controle Etanol 223,3a+3,3 135,9a+3,07 58,0at6,1 99,3at1,1
50%

20 % da CLso 249,7a+3,0 135,5a+2,5 54,3a+8,1 99,1a+1,6
40% da CLso 231,5a+3,1 105,7a+4,0 45,0ab+14,5 98,1at2,2
60% da CLso 226,9a+3,1 82,1ab+5,6 36,3ab+24,2 98,8a+1,6
80% da CLso 234,8a+2,9 61,7b£5,3 26,3b+22,8 98,6a+2,0
100% da CLso 231,4a+1,4 48,0b+5,1 21,2b+23,2 97,6a+2,3

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente com significancia a

5%.

Os grupos tratados com 80% e 100% da CLso apresentaram periodo de pre-oviposicéo

estatisticamente superior (p<0,05) aos demais: 4,1 e 4,7 dias, respectivamente (Tabela 4). No

que se refere ao periodo de incubagdo, 0s grupos tratados com 40%, 60% e 100% da CLso



28

apresentaram valores intermediarios (26,7, 27,3 e 27 dias, respectivamente), enquanto que 0
maior periodo foi observado no grupo tratado com 80% da CLso (27,9 dias) (p<0,05) (Tabela
4). A taxa de fecundidade dos grupos tratados com 80% (25,95%) e 100% da CLso (20,65%)

apresentou-se inferior (p<0,05) a dos demais grupos (Tabela 4).

Tabela 4 - Periodo pré-oviposicdo (dias), periodo de incubacdo (dias) e taxa de fecundidade
(%) em fémeas ingurgitadas de R. microplus tratadas com diferentes
concentragcfes de carvacrol diluido em solucdo hidroetandlica 50% (v/v) em

condi¢Bes de laboratorio (271 °C e umidade >80+10 %).

Tratamento Periodo de Pré- Periodo de Incubacéo Taxa de
Oviposicao (dias) (dias) fecundidade
Controle H20 3,1a+0,3 26,1a+0,3 52,5a+6,1
Controle Etanol 50% 3,3a+0,4 25,8a+0,3 57,6a+5,7
20 % da CLso 3,5a+0,5 26,3a+0,7 53,8a+7,8
40% da CLso 3,8a+1,1 26,7ab+0,7 44,1a+14,0
60% da CLso 3,7a+0,6 27,3ab+1,1 35,9ab+24,0
80% da CLso 4,1bx0,7 27,9b+0,7 25,9b+22,5
100% da CLso 4,7b10,4 27,0ab+0,9 20,6b+22,5

Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente com significancia a
5%.

Observou-se redugdo na porcentagem de oviposicdo nos grupos tratados com 40%,
60%, 80% e 100% da ClLso; respectivamente a reducdo foi de 15,43%, 34,29%, 50,65% e
61,59%. Os tratamentos apresentaram porcentagens de reducdo de eclosdo das larvas muito

semelhantes; os grupos tratados com 20%, 40%, 60%, 80% e 100% da CLso apresentaram
pequenas reducdes de 0,2%, 0,4%, 1,4%, 0,6%, 0,9% e 1,9%, respectivamente (Grafico 2).
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Gréfico 2 — Porcentagem de reducdo de oviposicdo (%Rovip) e eclosdo de larvas (%Reclo)
dos diferentes grupos.
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A partir dos resultados obtidos, a estimativa da porcentagem de controle ou eficacia do

produto foi de -10,0; -1,7; 15,0; 32,1; 50,8 e 61,1%, para 0s grupos tratados com solugéo
hidroetandlica 50% (v/v), 20, 40, 60, 80 e 100% da CL50 (Grafico 3), respectivamente.

Grafico 3 - Eficiéncia dos diferentes grupos (CII, TI, Til, THI, TIV e TV) em compara¢do ao

grupo Controle (CI).
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DISCUSSAO

Os acaricidas mais utilizados em todo o mundo sdo produtos sintéticos pertencentes a
classe dos organofosforados, carbamatos e piretrdides (Bandara e Kanuaratne 2017). O
crescente desenvolvimento da resisténcia aos acaricidas sintéticos, aliado a eminente
contaminacdo no ambiente e em produtos de origem animal, tem estimulado estudos com
métodos alternativos de controle (Biegelmeyer et al. 2015). Frente a este desafio, 0s
fitoterdpicos tém surgido como uma opgdo promissora, podendo ser utilizados no controle de
R. microplus, minimizando seus efeitos adversos fora do organismo alvo (Matos et al. 2014).
Dentro desse contexto, o carvacrol tem aparecido como um dos principais componentes dos
Oleos essenciais com atividade acaricida contra fémeas adultas ou larvas de R. microplus,
Amblyomma cajennense, Rhipicephalus sanguineus e Rhipicephalus turanicus (Coskun et al.
2008; Velazquez et al. 2011; Lage et al. 2013; Koc et al. 2013; Senra et al. 2013; Costa-Junior
et al. 2016; Soares et al. 2016; Chagas et al. 2016).

Cruz et al. (2013), avaliando a atividade acaricida do carvacrol, diluido em DMSO a
3%, sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus, determinaram Clso de 4,46 mg/mL. A
diferenca entre a concentracdo encontrada por Cruz et al. (2013) e a encontrada no presente
estudo (20,11 mg/mL) pode ser atribuida ao solvente utilizado. Chagas et al. (2003) testaram a
sensibilidade de fémeas de R. microplus a alguns solventes, dentre esses o DMSO, e
observaram mortalidade de 24% dos individuos quando imergidos em solugdo com 25% deste
solvente, porém ndo realizaram testes na concentracdo de 3%. O fato de Cruz et al. (2013) ndo
apresentarem os resultados referentes ao grupo controle ndo nos permite afirmar se houve ou
ndo potencializacdo do efeito do carvacrol na presenca de DMSO (3%), e este ser 0 motivo da
ClLso ter apresentado um valor reduzido.

Diversos estudos tém sido realizados para avaliar os efeitos do carvacrol, dos seus
analogos ou de O6leos essenciais dos quais este faz parte, sobre fémeas ingurgitadas de R.
microplus e/ou suas larvas, utilizando diferentes solventes (Quadro 1). Observa-se Que,
dependendo do tipo de solvente e da concentracdo utilizada, ocorre variagdo nos efeitos de
mortalidade, e isto se deve ao fato de cada solvente ter uma caracteristica propria e apresentar
ou ndo sinergismo com o acaricida (Senra et al. 2013). No presente estudo, avaliamos a 0s
possiveis efeitos do solvente a partir da comparacdo dos grupos Cl e CII.
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Quadro 1 - Resumo dos dados de mortalidade e concentracOes letais e subletais de diferentes
solugdes contendo carvacrol, seus analogos ou OGleos essenciais dos quais é
constituinte.

Produto Autores Estagio Solvente Concentragédo e | Principais
Mortalidade constituintes
Oleo essencial | Velazquez et | Larvas Tricloroetile | 25% (mortalidade | timol (24,59%);
de: al. (2011) no e Azeite | de 100%) carvacrol  (24,54%);
o de Oliva p-cimemo (13,6%)
Lippia (2:1)
graveolens
Carvacrol Senra et al. | Larvas Etanol 2,5 wl/ml
(2013) 50°GL (mortalidade de
100%)
Oleo essencial | Lage et al. | Larvas e | Tween 80| Larvas: 5 mg/mL | carvacrol (31,9%);
de Lippia | (2013) fémeas (20mg/mL) (mortalidade de | timol  (30,6%); p-
triplinervis ingurgitadas 100%) cimemo (12,3%)
Fémeas
ingurgitadas: *
Carvacrol; Concepcion | Larvas Tricloroetile | 1% (35,85%);
Acetato  de | etal. (2013) no e Azeite | 1% (67,83%);
carvacrol; de Oliva | 1% (71,69%)
Eter-metil- @1)
carvacrol
Carvacrol Cruz et al | Larvas e | DMSO (3%) | Larvas: 0,22
(2013) fémeas mg/mL  (CL50) e
ingurgitadas 0,86 mg/mL (CLgo)
Fémeas
ingurgitadas: 4,46
mg/mL  (CL50) e

5,71 mg/mL (ClLgo)

Oleo essencial
dos genotipos

106 e 201 de
Lippia
gracilis, e
carvacrol

Costa-Junior
et al. (2016)

Larvas
resistentes e
suscetiveis a
Organofosfo
rados

Etanol (1%)
e Triton X-
100 (0,02%)

ClLso de Suscetiveis
(mg/mL):

Lgra 106 — 1,02
Lgra 201 — 1,03
Carvacrol — 2,56
Clso de resistentes:

Lgra 106 — 0,84

Lgra  106:  Timol
(59,26%); metil-timol
(8,32%) p-cimemo
(6,7%); carvacrol
(0,88%)

Lgra 201: carvacrol
(35,28%); y-terpineno
(21,11%); p-cimemo
(13,74%);
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Lgra 201 - 0,65

Carvacrol — 0,80

Oleos Soares et al. | Larvas e | DMSO (3%) | Clso (mg/mL) de | LSID102: timol
essenciais de | (2016) fémeas larvas: (38,68%%); p-
diferentes ingurgitadas cimemo (34,11%);
genétipos de LSID102 — 3,36 carvacrol (0,60%)
Lippia

sidoides LSID104 2,99 LSID104:  carvacrol

(43,69%); p-cimemo
(17,83%); y-terpineno

Clso (mg/mL) de (16,56%)
fémeas
ingurgitadas:
LSID102 281
LSID104 - 1,48
Carvacrol Araljo et al. | Larvas Etanol 1,76 mg/mL (CLso)
(2016) 70°GL
Oleos Chagas et al. | Larvas Tween 80 | L. gracilis: 321 | L. gracilis: carvacrol
essenciais de | (2016) (2%) mg/mL (CLso) (40,40%);  p-cimemo
Lippia (11,40%)
gracilis e L. origanoides: 3,08
Lippia mg/mL (CLso) L. origanoides:
origanoides carvacrol  (49,70%);

p-cimemo (13,30%)

* Autorndo apresentou resultado

Tratando-se das diferencas entre efeitos de mortalidade dos acaricidas sobre larvas e
fémeas ingurgitadas de R. microplus, os resultados da literatura revelam a impossibilidade de
se atestar se determinada substancia serd mais eficiente sobre um estagio ou sobre outro. Cruz
et al (2013), por exemplo, encontraram valores de CLso e CLgo menores em larvas do que em
fémeas ingurgitadas, enquanto que Soares et al. (2016) encontraram valores de CLso menores
em fémeas ingurgitadas. Estudos dos efeitos destes acaricidas sobre fémeas adultas de R.
microplus sdo minoria em comparagdo com os realizados em larvas, porém, sdo de extrema
importancia, pois podem ser correlacionados as caracteristicas reprodutivas deste ixodideo.

Chagas et al. (2016), analisando uma série de Oleos essenciais de plantas tipicas do
Brasil, observaram que 0s compostos capazes de atingir a CLsp com as menores

concentragdes para larvas sdo 0s que possuem em sua composicdo o carvacrol como principal
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constituinte, sendo eles os oriundos das espécies Lippia gracilis, Lippia origanoides, com
CLso de 3,21 mg/mL e 3,08 mg/mL, respectivamente.

Uma vez que ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre 0 peso das fémeas antes da
oviposicdo (mg), no presente estudo, pode-se atribuir ao tratamento as diferencas (p<0,05)
entre 0s pesos das massas dos ovos entre 0s grupos. Considerando as diferencas
estatisticamente significantes (p<0,05), a utilizacdo da concentracdo de 80% da CLso faz-se
interessante, uma vez que € a menor concentracdo a apresentar diferenca dos grupos controle,
no que se refere tanto ao peso da massa de ovos quanto ao indice de produgdo de ovos.

Para formacdo do conjunto de meédia da porcentagem de eclosdo levou-se em
consideracdo apenas os individuos que sobreviveram ao tratamento e fizeram oviposicéo.
Dentre aqueles que realizaram oviposicdo, ndo se observou qualquer reducdo significativa na
porcentagem de eclosdo, ao contrario do que outros estudos apontam como, por exemplo,
Lage et al. (2013) com diferentes concentracdes de Gleo essencial de Lasiosiphon triplinervis,
Castro et al. (2016), com extratos de Pilocarpus microphyllus e Parveen et al. (2014), com
diferentes concentracdes de extrato etandlico de Artemisia absithium. Avaliagdes histologicas,
bem como andlises de ultraestrutura do aparelho reprodutivo fémeas expostas a produtos
fitoterapicos poderiam fornecer informacbes importantes sobre o comprometimento ou ndo da
reproducdo e geracdo de descendentes vidveis.

O retardamento do periodo de pré-oviposicdo observado nos grupos tratados com 80 e
100% da CLso (p<0,05) pode ter comprometido a plenitude da oviposi¢éo e influenciado na
reducdo do peso da massa de ovos, reduzindo por consequéncia a taxa de fecundidade destes
mesmos grupos (p<0,05). Desta maneira, pode-se supor que 0 atraso no inicio da oviposicdo
tenha se dado pelo comprometimento que o carvacrol causou a formacdo dos ovos,
considerando-se que, nestes grupos de tratamento, o peso da massa de ovos, bem como o
nimero de larvas, encontram-se reduzidos.

O periodo de incubacdo diferiu entre os tratamentos (p<0,05), apresentando-se maior
no grupo tratado com 80% da CLso (27,9 dias). Tratando-se esta, de uma etapa do ciclo em
que o artropode ndo esta parasitando os animais hospedeiros, pode-se sugerir gque 0O
alongamento deste periodo potencialize outros métodos de controle, especialmente aqueles

direcionados aos ovos de carrapatos localizados no ambiente.
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Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram que a CLso de carvacrol
diluido em solucdo hidroetandlica possui eficacia de 61,10% sobre de fémeas adultas de R.
microplus quando comparado ao grupo controle tratado com solu¢do hidroetanélica 50% (V/v)
(Gréfico 3). A eficacia do produto ou porcentagem de controle (EP) aumentou a medida em
que as concentragdes do carvacrol aumentavam, evidenciando um efeito dose-dependente. A
eficAcia do carvacrol encontrada neste estudo tem resultados superiores aos encontrados por
Chagas et al. (2016) nos Oleos essenciais que tém em sua composicdo este monoterpeno; o
Oleo de L. gracilis apresentou 32% de eficacia, enquanto que o Oleo de L. origanoides
apresentou 39% de eficAcia em carrapatos R. microplus. Em um estudo com metodologia
semelhante, Ramiréz et al. (2016) encontraram eficAcia de 16,76% diluindo 0,25 mg de
carvacrol em solucdo de DMSO (3,84%), e observaram que os analogos éter-metil-carvacrol e
acetato de carvacrol apresentaram maior eficacia que o carvacrol, com valores de 26,76% e

26,33%, respectivamente.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo sugerem que 0 monoterpeno carvacrol possui
atividade acaricida podendo ser uma alternativa promissora no controle de R. microplus. Na
dosagem capaz de matar 50% dos individuos (CLso), 0 produto apresentou eficacia de
61,10%, reduzindo significativamente o indice de producdo de ovos e a taxa de fecundidade e,
consequentemente a quantidade de individuos da geracdo seguinte. Estudos posteriores podem
oferecer relevantes informac6es, principalmente a respeito dos efeitos que esta substancia

pode causar no aparelho reprodutivo das fémeas de R. microplus que resistirem ao acaricida.
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