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RESUMO

CAMATTA CAMPOS, NAYARA. Efeito do 1,8-cineol, citral, eugenol e 6leo de
mamona (Ricinus communis) na reproduc¢éo de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae). 2018. 73p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) — Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2018.

O desenvolvimento de resisténcia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus a
acaricidas comerciais vem sendo relatado desde a década de 40. Sendo assim,
trabalhos de pesquisas com 06leos essenciais e fixos tém sido desenvolvidos visando
encontrar alternativas ao controle quimico desta espécie de carrapato. O objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito de formulacdes contendo 1,8-cineol, citral, eugenol e 6leo
de mamona (Ricinus communis) sobre a reproducdo de R. (B.) microplus. Grupos
contendo 10 parasitas foram tratados com emulsdes desses 6leos em DMSO
associado a Tween 80® ou éter lauril sulfato. A eficacia carrapaticida foi avaliada pelo
teste de imersdo de fémeas. Para a analise dos efeitos teciduais, as fémeas tiveram
os ovarios dissecados, fixados e submetidos a rotina histoldgica. O 1,8-cineol, citral e
eugenol 1% (m/v) e 6leo de mamona em 0,3% (m/v) apresentaram valores de eficacia
de 29%; 11,6% e 9,8%, respectivamente. O efeito dos solubilizantes (DMSO
associado com Tween 80® ou éter lauril sulfato) foi avaliado para o 1,8-cineol (10%
(m/v)) e 6leo de mamona em 0,3% (m/v), de forma isolada e associada. Os valores de
eficacia observados para o 1,8-cineol isolado (92,8%) e associado ao 6leo de mamona
(94,1%) foram superiores quando as emulsdes foram preparadas utilizando o éter
lauril sulfato como solubilizante. Alteracdes morfoldégicas nos ovdcitos em diferentes
estagios de desenvolvimento (I-V), bem como nas células do pedicelo, foram
observadas tanto nas fémeas tratadas com oOleo de mamona (0,3% (m/v)) como
naquelas com 1,8-cineol (10% (m/v)), sendo verificados efeitos mais intensos quando
ambos estavam em associagao. A formulacgéo de 1,8-cineol (10% (m/v)) associada ao
0leo de mamona (0,3% (m/v)) em éter lauril sulfato (2% (m/v)) demonstrou-se
promissora no controle reprodutivo de R. (B.) microplus. Espera-se que os resultados
obtidos possam nortear projetos futuros, em consonancia com o bem-estar animal,
visando o desenvolvimento de alternativas ao controle de carrapatos com produtos

comerciais.

Palavras-chave: carrapato do boi. controle alternativo. ovario.



ABSTRACT

CAMATTA CAMPOS, NAYARA. Effect of 1,8-cineole, citral, eugenol and castor oil
(Ricinus communis) in reproduction of Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae). 2018. 73p. Dissertacado (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) — Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2018.

The development of resistance of Rhipicephalus (Boophilus) microplus to commercial
acaricidal has been reported since the 40’s. Therefore, researches with essential and
fixed oils have been developed aiming to find alternatives to the chemical control of
this species of tick. The objective of this work was to evaluate the effect of formulations
containing 1,8-cineole, citral, eugenol and castor oil (Ricinus communis) on the
reproduction of R. (B.) microplus. Groups containing 10 parasites were treated with
emulsions of these oils in DMSO associated with Tween 80® or lauryl sulfate ether.
Acaricidal efficacy was assessed by the females immersion test. For the analysis of
the tissue effects, the females had the ovaries dissected, fixed and submitted to the
histological routine. The 1,8-cineole citral and eugenol 1% (m/v) and castor oil 0,3%
(m/v) presented efficacy values of 29%; 11.6% and 9.8%, respectively. The effect of
the solubilizes (DMSO associated with Tween 80® or lauryl sulfate ether) was
evaluated for 1,8-cineol (10% (m/v)) and 0,3% (m/v) castor oil isolated and associated
form. The efficacy values for 1,8-cineole isolated (92,8%) and castor oil (94,1%) were
higher when the emulsions were prepared using the lauryl sulfate ether as the
solubilizes. Morphological changes in oocytes at different stages of development (IV),
as well as in pedicel cells, were observed in both castor oil (0,3% (m/v)) and 1,8-cineole
10% (m/v)), with more intense effects verified when both were in association. The
solution of 1,8-cineole (10% (m/v)) associated with castor oil (0,3% (m/v)) in lauryl
sulfate ether (2% (m/v)) was shown to be promising in the reproductive control of R.
(B.) microplus. It is hoped that the results obtained could guide future projects, in line
with animal welfare, aiming at the development of alternatives to the control of ticks

with commercial products.

Keywords: cattle-tick. alternative control. ovary.
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1. INTRODUCAO

Em 2016, o Brasil possuia, em média, 226 milhdes de bovinos representando,
aproximadamente, 22% do rebanho mundial, o que permitiu a exportacdo de 1,5
milhdes de toneladas de carne bovina e a producdo de 35 mil toneladas de leite
(ANUALPEC, 2017).

Esses numeros ndo sdo mais expressivos devido aos prejuizos econdmicos
causados principalmente pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, mais
conhecido como carrapato do boi, uma vez que sua picada e hematofagia geram
danos ao couro, permitem a transmissao de patdgenos, reducéo da producao de leite
e carne, podendo até provocar o Obito dos animais. Os custos para remediar 0s
problemas causados, além do controle com acaricidas quimicos gera um prejuizo
econdmico de 2 a 3 milhdes de ddlares anuais no Brasil (GRISI et al., 2002; GRISI et
al., 2014).

Desde o inicio do século XIX, a forma mais comum para o controle do carrapato
€ com o uso de acaricidas quimicos; entretanto, esses produtos possuem poder
residual o que torna proibido o consumo de produtos de origem animal, durante o
periodo em que a substancia permanece no organismo do mesmo. Sendo assim, este
método de controle compromete a seguranca alimentar e atinge diretamente o
mercado consumidor que, cada vez mais, busca por alimentos saudaveis e com a
producao sustentavel (BORGES; SOUSA; BARBOSA, 2011; BRASHEARS; CHAVES,
2017; FURLONG; PRATA; MARTINS, 2007).

Além disso, a resisténcia aos grupos quimicos mais usuais para o controle do
carrapato do boi vem sendo relatada desde a década de 40. Isso se deve a utilizacéo
constante e ao manejo incorreto desses acaricidas, que levam o0s carrapatos a
evadirem os efeitos de doses toxicas que seriam letais a maioria dos individuos
sensiveis, fazendo com que sobrevivam a acdo destes produtos e gerem
descendentes resistentes (ABBAS et al., 2014; FRISCH, 1999; FURLONG; PRATA;
MARTINS, 2007; GONZALES, 1974; STONE, 1972).

Nesse cenario, com a necessidade de novas bases medicamentosas para o
controle do R. (B.) microplus, que sejam mais seguras para 0 homem, animais e meio
ambiente, pesquisas que utilizam Oleos essenciais de plantas com a finalidade

acaricida estdo em ascensdo. Pois, colaboram também, com a politica nacional de
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incentivo aos Sistemas de Producdo Sustentavel, entre eles, a Producédo Integrada
Agropecuaria, visto que os resultados destes estudos auxiliam no desenvolvimento de
meétodos alternativos de controle de pragas (ADENUBI et al., 2016; CANCADO et al.,
2012; CATTO, 2013).

O uso de produtos extraidos dos vegetais se mostrou vantajoso por ser um
recurso renovavel que promove uma evolugdo mais lenta da resisténcia, uma vez que
0s Oleos de plantas sdo compostos por uma mistura complexa de varias substancias
(BORGES,; SOUSA; BARBOSA, 2011; WIESBROOK, 2004). Estudos in vitro com
Oleos essenciais de plantas pertencentes as familias Lamiaceae, Meliaceae e
Myrtaceae e 0 metabdlito secundario 1,8-cineol mostraram ser potencialmente
promissores frente ao R. (B.) microplus (ADENUBI et al., 2016; CETIN et al., 2010;
DE SOUZA et al., 2012; MONTEIRO et al., 2011; ROSADO-AGUILAR et al., 2017).

Prates et al. (1998) mostraram o poder larvicida do 1,8-cineol puro, tendo esse
causado 100% de mortalidade das larvas de R. (B.) microplus, ap6s 5 minutos em
contato. Ao passo que Chagas et al. (2002) estudaram o 6leo de E. globulus,
constituido por 85,84% de 1,8-cineol e verificaram a eficacia de 100% na concentracéo
de 10%, quando testado sobre fémeas de R. (B.) microplus.

Experimentos em que o 6leo fixo de mamona foi incorporado na ragéo de
coelhos parasitados por Rhipicephalus sanguineus mostraram que ele é capaz de
promover alteracdes morfolégicas nos ovoécitos desses carrapatos, dificultando sua
reproducdo (ARNOSTI et al., 2011; SAMPIERI et al., 2012, SAMPIERI et al., 2013).
Chagas et al. (2003) demonstraram que o uso do azeite de oliva adicionado a
solventes hidrofilicos provoca maior permeabilidade, assim, o uso de 6leos fixos pode
auxiliar na acdo e na penetracao de substancias em emulsdes utilizadas em testes
sobre as fémeas de R. (B.) microplus.

Com a pretenséo de testar os compostos isolados e o 6leo fixo, 0 objetivo desse
estudo foi avaliar o efeito de formula¢des contendo o 1,8-cineol, citral, eugenol ou 6leo
de mamona (Ricinus communis) sobre a reproducdo de R. (B.) microplus. Dessa
forma, espera-se que os resultados obtidos possam nortear a implementacdo de
projetos futuros que possibilitem o desenvolvimento de carrapaticidas naturais e/ou
formulagcbes contendo novos agroquimicos com maior espectro de acdo e menor

efeito poluente ao meio ambiente.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Carrapato do boi Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Os carrapatos s&o oriundos da Asia e durante os séculos XVI e XVIII, com as
expedicdes maritimas e do transporte de animais e produtos, esses ectoparasitas se
difundiram pelo mundo se adaptando principalmente nas regides tropical e subtropical,
com climas mais quentes e Umidos, entre os paralelos de latitude de 32° Sul e 32°
Norte, por serem favoraveis a sua reproducdo (BARROS-BATTESTI et al., 2006;
GOMES, 1998; GONZALES, 1974; GONZALES, 1995; NUNES; MUNOZ COBENAS;
MOLTEDO, 1982).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é encontrado em todo territorio brasileiro,
sendo mais concentrado nas regides sudeste, sul e parte do centro-oeste (BARROS-
BATTESTI et al.,2006; GONZALES, 1974; GONZALES, 1995).

Sao animais que pertencem ao Filo Arthropoda, a Classe Arachnida, a Ordem
Acarina, a Familia Ixodidae, essa envolvendo as quatro espécies principais:
Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma sp., Amblyomma triste e Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Essa ultima espécie destaca-se por parasitar principalmente os
bovinos e, de forma singular, os bufalos, ovinos, caprinos, equinos, animais
domeésticos como cées e gatos, animais silvestres, bem como o homem (GONZALES,
1974). Os locais preferidos de fixacdo dos carrapatos sédo as regides ignal, perineal,
na insercdo da cauda, no pavilhdo auricular, pescoco, esterno, podendo ser
encontrados também em dorso e lombo (CORDOVES, 1997; GONZALES, 1974).

2.1.1 Morfologia externa do aparelho reprodutor e ovogénese

Estruturalmente, as formas ninfas e adultas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus possuem quatro pares de patas, enquanto as larvas possuem trés. O
carrapato macho mede cerca de 1,5 a 2,5 mm de extensédo e possui dois pares de
placas adanais, além de uma proeminéncia em forma de cauda. As fémeas podem
chegar a 13 mm de tamanho e, quando ingurgitadas, tendem a aumentar sua

dimensao corporal em até 200 vezes o0 seu peso. O gnatossoma ou capitulo tem
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formato hexagonal, curto, achatado, com a base aderida a parte anterior do corpo, 0
que caracteriza essa espécie (Figura 1) (BARROS-BATTESTI et al.,, 2006;
GONZALES, 1974).

Figura 1- Capitulo ou gnatossoma do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
FONTE: Imagem do autor.

Anatomicamente, o aparelho reprodutor da fémea é um 6rgdo tubular,
apresentando, externamente, uma abertura vaginal. Na porcéo interna do carrapato
encontra-se a vagina e logo acima dessa situa-se o receptaculo seminal, onde seréo
armazenados os espermatozoides. Na juncdo da vagina com o Utero encontram-se
duas glandulas acessorias. Adiante, o Utero se bifurca, partindo um oviduto de cada
extremidade e o ovario, tubiforme, assemelhando-se a uma ferradura (CAMARGO-
MATHIAS, 2013; REY, 2001; SAITO et al., 2005; SONENSHINE, 2014).

O ovario apresenta parede composta por células epiteliais pequenas, sendo
que a aderéncia do ovocito ao 6rgdo, dada pelo pedicelo (Figura 2), uma proliferacdo
de células globosas e ovoides, semelhante ao epitélio ovariano (CAMARGO-
MATHIAS, 2013; SAITO et al., 2005; REY, 2001).

Os ovocitos dos carrapatos R. (B.) microplus séo classificados em I, II, Ill, IV e
V (Figura 2). O estagio dos ovocitos nos ovarios € variado e com crescimento ndo
uniforme, sendo que, a medida que evoluem, o tamanho aumenta comparado a fase
anterior e os de estagio mais avancado (tipo IV e V) comumente sdo encontrados na



15

porcdo distal do ovéario (CAMARGO-MATHIAS, 2013; SAITO et al, 2005;
SONENSHINE, 2014).

No ovadcito I, ha producdo apenas de substancias estruturais, enquanto no
estagio I, comeca a ocorrer a vitelogénese, ambos pouco corados e de tamanho
reduzido. A partir das proximas fases os ovoécitos vao se aperfeicoando e
apresentando coloracdo mais amarronzada, desde o Il até o V, onde esse marca o
final da vitelogénese, estando pronto para a fecundacdo (CAMARGO-MATHIAS,
2013; SAITO et al., 2005; SONENSHINE, 2014).

No estagio V o ovdcito é transferido para dentro do lGmen ovariano e caso nao
haja a fecundacéo, é reabsorvido. O ovdcito em fase de degeneracao dispde de um
contorno amorfo, franzido com véarias pregas coribnicas e com delimitacdo
desarranjada (CAMARGO-MATHIAS, 2013; SAITO et al.,, 2005; SONENSHINE,
2014).

5 ovd
Figura 2- Esquema dos estagios de desenvolvimento ovocitario em R. (B.) microplus.
I: ovécito I; 11: ovacito II; 11: ovocito Il 1V: ovécito 1V; V: ovocito V; lu: limen do ovario;
ovd: oviduto; gv: vesicula germinativa.
FONTE: Saito et al. (2005).
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2.1.2 Ciclo de vida

O Rhipicephalus (B.) microplus é uma espécie mondxena, sendo assim, seu
ciclo de vida se desenvolve em apenas um hospedeiro, passando por uma fase
ambiental e uma parasitaria. Os carrapatos sao pecilotérmicos, ou seja, o clima &
fundamental para seu metabolismo, sendo a temperatura de 27°C e umidade 80% as
condicbes ideais para seu ciclo de vida (DE LA VEGA et al., 2012; SONENSHINE,
2014).

A fase ambiental ou fase de vida livre se inicia quando a fémea teledgina, pronta
para a oviposic¢ao, se desprende do seu hospedeiro e se direciona ao solo, escavando
de 10 a 20 mm ou se abrigando na vegetacdo. Durante a postura, 0S ovos S&o
impermeabilizados pelo 6rgdo de Gené, mantendo-os lubrificados e aglutinados,
evitando que se desidratem. Cerca de 50% a 60% da massa corporal da fémea é
convertida em aproximadamente 3000 a 4000 ovos. ApGs a oviposi¢cdo, a fémea
morre, denominando assim, quendgina. Os ovos, em condicdes favoraveis (27° C e
umidade 80%), eclodem apds 15- 21 dias, podendo perdurar por até 100 dias apés a
postura (BARROS-BATTESTI et al., 2006; DE LA VEGA et al., 2012; GONZALES,
1974; SONENSHINE, 2014).

As larvas infestantes, sdo geotropicamente negativas, e se posicionam nos
altos das pastagens, aguardando o hospedeiro por até 6 meses ou mais, sem
necessidade de se nutrir. As larvas parasitarias, sofrem duas ecdises e a diferenciacéo
sexual quando se transformam em machos ou fémeas; essas se desenvolverdo em
teledginas, as quais pelo habito hemat6fago se alimentardo dos hospedeiros, até o
momento da postura. Assim, 95% dos parasitas se encontram no ambiente em estagio
de ovos, larvas e teledginas, enquanto apenas 5% estao nos hospedeiros (BARROS-
BATTESTI et al., 2006; DE LA VEGA et al.,, 2012; GONZALES, 1974; REY, 2001;
SONENSHINE, 2014).

As fémeas do Rhipicephalus (B.) microplus até estarem prontas para a
oviposi¢cdo, podem aumentar seu peso em até 200 vezes e ingerir 0,5 mL a 3 mL de
sangue. Por consequéncia, podem provocar anemia aos hospedeiros, dependendo da
infestacdo, além de transmitirem patdégenos via repasse sanguineo e lesédo na pele
dos animais (FURLONG, 1993).
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2.2 Prejuizos econémicos causados pelo Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Os prejuizos econbmicos que 0s carrapatos acarretam sao inimeros: os danos
no couro, causados por carrapatos e miiases, reduzem a qualidade dessa matéria-
prima; assim, dados de Martinez et al. (2004) apontam que apenas 8% do couro
brasileiro € comercializado como de primeira qualidade.

As picadas dos carrapatos e a quantidade da infestacdo podem ser uma porta
de entrada para o desenvolvimento de miiases e assim prejudicar ainda mais a
qualidade no couro. Bovinos infestados por mais de 50 fémeas teledginas de tamanho
superior a 4,5 mm e por um tempo maior que 24 meses possuem quatro vezes mais
chances de adquirir miiases, comparados aos animais com menor infestacdo (RECK
et al., 2014b).

Estima-se que h& uma reducdo entre 10% a 25% na producdo leiteira dos
animais parasitados pelo R. (B.) microplus (GONZALES, 1974; GRISI et al., 2002).
Uma andlise feita por Rodrigues e Leite (2013), em Minas Gerais, estimou 0s prejuizos
no setor leiteiro por consequéncia das cargas parasitarias: uma infestacdo de
aproximadamente 71 a 123 carrapatos R. (B.) microplus por animal leva a uma perda
em média de 90,24 litros de leite por vaca anualmente.

Esse ectoparasita pode ser transmissor de Rickettsia, como a Anaplasma
marginale, virus e protozoarios, bem como Babesia bovis e B. bigemina. Podem gerar
guadros anémicos, problemas no crescimento e desenvolvimento, diminuicdo de
producéo leiteira e conversao de peso dos bovinos. Além disto, sdo responsaveis por
prejuizos na reproducao, como abortos, esterilidade, prolongamento de gestacéo, até
Obitos (BARROS-BATTESTI et al.,2006; GONZALES, 1974). A infeccdo desses
agentes se denomina tristeza parasitaria bovina, causando grandes problemas de
anemia, podendo acarretar 6bito ao parasitado (BARROS-BATTESTI et al.,2006;
REY, 2001).

Avaliacdes anuais com prejuizos causados por carrapato no mundo chegam
por volta de US$ 13,9 a US$ 18,7 bilhdes (De CASTRO, 1997). Na Australia as perdas
econdmicas causadas pelo R. (B.) microplus variam entre US $ 62 milhdes. Na india
as perdas sao de US$ 498,7 milhdes por ano (SINGH et al., 2014; VALENTE et al.,
2014).

Estimativas dos prejuizos econdmicos causados por R. (B.) microplus, no

Brasil, sdo baseadas nas despesas com acaricidas quimicos, lesdo no couro, na
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diminuicdo da producéo leiteira, de peso corporal e na mortalidade dos animais. Todos
esses fatores geram um déficit em torno de 2 a 3 milhées de ddélares. Dessa forma,
para diminuir os prejuizos econdmicos devido as consequéncias da infestacdo dos R.
(B.) microplus, investimentos em controle parasitario se fazem necessérios (GRISI et
al., 2002; GRISI et al., 2014).

2.3 Controle com acaricidas quimicos e resisténcia

Os acaricidas comerciais podem ser divididos em tépicos ou sistémicos. Os
topicos sdo aplicados na forma de pulverizacdo, pour on ou imersdo do animal. Os
produtos tépicos precisam ter contato com o parasito para poderem atuar,
promovendo o 6bito do mesmo, entretanto, por possuirem efeito residual baixo no
animal, precisam ser administrados em intervalos menores. Os grupos quimicos sao
os organofosforados, os piretroides sintéticos, as amidinas e os fenilpirazéis
(FURLONG; PRATA; MARTINS, 2007).

Os acaricidas sistémicos sao administrados de forma pour on ou intramuscular
ou até mesmo subcutanea e precisam ser absorvidos e metabolizados pelo animal,
atingindo o carrapato via corrente sanguinea. Possuem poder residual maior com a
atuacdo mais prolongada. Os grupos correspondentes sédo as lactonas macrociclicas
e benzofenilureas (FURLONG; PRATA; MARTINS, 2007).

A forma mais comum de controle é feita por acaricidas quimicos, cuja incorreta
aplicacdo ou até mesmo o uso de subdoses podem promover a selecdo de carrapatos
mais resistentes, o que torna cada vez mais dificil o seu controle. O uso desordenado
e 0 manejo incorreto geram resisténcia dos carrapatos aos produtos quimicos
comerciais. Assim, a resisténcia parasitaria se da pela habilidade de alguns carrapatos
de suportar dosagens que, anteriormente usadas, foram letais para alguns individuos,
porém por motivos adaptativos, conseguem sobreviver e conceber descendentes
possivelmente resistentes as drogas. Uma vez instalada, a resisténcia a uma base
acaricida no carrapato € um fator irreversivel (ABBAS et al., 2014; GONZALES, 1974;
STONE, 1972).

Um dos primeiros carrapaticidas usados foi o arsénico (1896), por intermédio
de um fazendeiro australiano que criou uma férmula e obteve éxito no controle dos
carrapatos. Porém, o seu uso foi descontinuado pelos altos indices de toxicidade em

animais e humanos, além do desenvolvimento da resisténcia. No Brasil, também
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houve relatos de resisténcia ao arsénico, sendo sua primeira publicagdo em 1949, no
Rio Grande do Sul. Em 1952 foi descoberta a resisténcia dos carrapatos sobre 0s
organoclorados (FURLONG; MARTINS; PRATA, 2003; GONZALES, 1974,
GONZALES, 1995).

A resisténcia aos outros produtos quimicos como os organofosforados foi
relatada em 1955, amidinas no ano de 1975 (ABBAS et al., 2014; BRITO et al., 2011,
MACHADO et al., 2014; VEIGA et al., 2012), piretroides em 1977 (ABBAS et al., 2014;
GOMES; KOLLER; BARROS, 2011; KOLLER; GOMES; BARROS, 2009; MENDES et
al., 2011), fenilpirazéis, lactonas macrociticas em 1981 (ABBAS et al., 2014; LOPES
et al., 2014; RECK et al., 2014a) e benzoilfenilureias em 2013 (RECK et al., 2014a).

Apesar de a utilizacdo dos acaricidas quimicos ser a forma mais usual para o
controle dos carrapatos, pode gerar residuos em alimentos de origem animal e causar
efeitos deletérios a saude humana, além de poluicdo ambiental gerando um
desequilibrio ecologico local. Nesse contexto, tem-se explorado a busca de novas
formas de controle do carrapato que agridam menos o ambiente e 0s humanos,
podendo ser destacados: o0 controle biolégico e o uso de produtos oriundos de
vegetais, como os fitoterapicos. Assim, a etnoveterinéria também est4 obtendo um
prestigio particular no controle do carrapato bovino (CATTO, 2013; ELLSE; WALL,
2014; VILLAR DEL FRESNO, 2010).

2.3.1 Manejo integrado para controle do Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Uma forma para se fazer o controle dos carrapatos € a utilizacdo do manejo
integrado a agropecuaria, sendo assim, associar varias medidas como: a aplicacdo de
rotacdo de pastagem, o controle imunolégico, com o desenvolvimento de vacinas;
controle bioldgico, com a sele¢do de animais mais resistentes; e com o0 uso de
produtos acaricidas, ressaltando a importancia de produtos oriundos de vegetais
(CANCADO et al., 2012; CATTO, 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ellse%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24147451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ellse%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24147451
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2.3.1.1 Controle Imunoldgico

O controle imunolégico desenvolvido por vacinas contra 0s carrapatos vem
sendo pesquisado ha cerca de meio século. Esses produtos devem conter
substancias dos carrapatos que promovam a imunidade nos bovinos (BARROS-
BATTESTI et al.,, 2006; GONZALES, 1995), como os antigenos proteicos Bm86 e
Bm91, provenientes do intestino dos parasitas, também por outras proteinas e
metaloproteases presentes nos carrapatos (ALl et al.,, 2015; CUNHA et al., 2012;
PARIZI et al., 2012).

Parizi et al. (2012) analisaram o efeito de uma vacina que continha trés
proteinas recombinantes do carrapato R. (B.) microplus. Foram utilizadas trés doses
espacadas por 21 dias e, como resultado, os bovinos tiveram resposta humoral com
alta producéo de anticorpos de modo que diminuiu a infestagéo no hospedeiro. Ali et
al. (2015), também usaram uma vacina com a presenca de uma metaloprotease
recombinante, a qual gerou imunidade e anticorpos contra os carrapatos.

Um dos impasses dessa vacinacdo com Bm86 é que a imunidade é baixa em
algumas populaces do género Rhipicephalus, como o estudo relatado por Cunha et
al. (2012), onde a vacina produzida com antigenos recombinantes de Bm86, obteve
baixa eficacia de 31%, dos bovinos vacinados, contra a amostra da estirpe dos
R. (B.) microplus presentes na localidade de Campo Grande- MS.

2.3.1.2 Controle Bioldgico

Os bovinos zebuinos (Bos indicus) puros possuem certa resisténcia a
infestacdo de carrapatos, comparados as racas europeias (B. taurus), puro sangue,
gue sao mais susceptiveis (JONSSON, 2006). Deste modo, um animal mestico, com
carga genética mais zebuina, pode ser uma alternativa de reducdo da carga
parasitaria. Pesquisas in vitro desenvolvidas, em 1995, mostraram que células de
bovinos geneticamente parecidos com B. indicus produziam uma resposta linfocitaria
e macrofagica, com producdo de citocinas, interleucina 1, desencadeando uma
resposta de imunidade celular Th1, com pico de producdo trés dias pos-inoculagéo da
saliva (BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Um experimento realizado por Biegelmeyer et al. (2015), que analisaram a
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resisténcia e suscetibilidade dos bovinos de acordo com o cruzamento entre as ragas
Hereford (B. taurus) e Braford, mostrou que, essa Ultima, é derivada da mesticagem
entre Brahman (B. indicus) e Hereford. Neste estudo, escolheram 20 novilhas,
geneticamente sensiveis aos carrapatos, e a outra metade, resistente aos mesmos.
Foram desafiadas com 20000 larvas de R. (B.) microplus, a cada 14 dias, com quatro
repeticbes. Foi observado que o0s animais mais vulneraveis aos ectoparasitas
possuiam entre 5,5 a 11,1 vezes mais carrapatos comparado aos resistentes. Além
disto, se observou uma menor massa de postura de ovos e consequentemente menor
indice reprodutivo dos carrapatos parasitados nos animais mais resistentes, sendo
sugestivo que a carga genética mais resistente dos bovinos possa ser um fator que
ajude a diminuir a infestacédo por carrapatos.

Farias, Gonzales e Saibro (1986) observaram que as leguminosas Stylosanthes
scabra e S. viscosa e a graminea forrageira Melinis minutiflora (Capim-gordura)
provocaram repeléncia as larvas, supondo ser devido aos pelos produtores de
secrecdes viscosas que também podem provocar a mortalidade das larvas apés a
aderéncia destas na secrecéao.

De acordo com Alves-Branco, Echevarria e Siqueira (1983), a garga vaqueira
(Egretta ibis) se alimenta de carrapato quando sobre o hospedeiro e também quando
estdo no ambiente, com meédia de ingestdo diaria de aproximadamente 132
carrapatos, ajudando, assim, no controle do niumero destes parasitas.

Os fungos entomopatogénicos também estdo sendo amplamente estudados
para o controle dos carrapatos. Fernandes et al. (2011), isolaram 70 tipos de fungos
e encontraram alta atividade acaricida em cinco deles. Quinelato et al. (2012) testaram
30 isolados de Metarhizium anisopliae, sendo que trés desses causaram mortalidade
em 100% das larvas de R. microplus, mostrando um potencial acaricida.

Outros agentes que podem controlar os carrapatos sao as formigas
Pachycondyla striata (CHAGAS; FURLONG; NASCIMENTO, 2002) e os nematoides
entomopatogénicos como alguns do género Heterorhabditis sp. e Steinerma sp.
(SILVA et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2004; VERISSIMO, 2013). Esses agem
penetrando nos orificios do carrapato, como anus, capitulo, espiraculos respiratorios
e também pela cuticula. Quando dentro do carrapato, as bactérias que se
encontravam no intimo dos nematoides séo liberadas, se multiplicam e liberam toxinas
que promovem a morte da teledgina (HAZIR et al., 2003; VERISSIMO, 2013).

A gqueima das pastagens, ap0s o inicio da época das chuvas, € uma das



22

medidas também possivel para o controle dos carrapatos. Outra alternativa € pastejo
rotacionado, principalmente em criagdes extensivas e semiextensivas, em que 0sS
animais sao translocados de pasto em certo tempo (HONER; GOMES, 1990). Um
estudo feito por Gauss e Furlong (2002) indicou que para a rotacao de pastagem de
Brachiaria decumbens é necessario um tempo de aproximadamente 83 dias de
descanso para que ocorra a morte das formas larvares, notando haver maior taxa de

infestacdo dos bovinos entre 15 e 30 dias.

2.4 Utilizac&o de extratos de plantas e 6leos essenciais

Sabe-se que os humanos da antiguidade ja empregavam produtos de plantas
como fonte terapéutica para o tratamento de patologias. O primeiro relato da utilizacao
de plantas medicinais foi nos papiros egipcios em que continha descrito a aplicacao
de 500 plantas, sendo a camomila, absinto, babosa, tomilho e alecrim algumas delas
(BARATA, 2005). Atualmente, 25% dos medicamentos utilizados prescritos séo
originarios de plantas (CALIXTO et al., 2000; CATTO, 2013).

Plantas podem produzir éleos fixos, que se diferem dos 6leos essenciais, por
ter seu conteddo composto basicamente de substancias lipidicas, sendo
principalmente de acidos graxos e triacilglicerol, obtidos normalmente de sementes.
Séao exemplos o 6leo de soja e mamona (MADBOULY; ZHANG; KESSLER, 2016).

Os Oleos essenciais sdo uma mistura complexa de substancias volateis,
possuindo aroma agradavel, aspecto liquido a temperatura ambiente, hidrofébicos e
sollveis a solventes organicos. Originados do metabolismo secundario de espécies
vegetais, podem ser extraidos por destilacdo por arraste a vapor e destilacdo a
presséao reduzida (BRASIL, 2007; VILLAR DEL FRESNO, 2010).

Os oleos vegetais compostos nas folhas (eucalipto e menta), raizes e casca
estdo ligados a defesa da planta contra agentes patogénicos, como as bactérias e
fungos. Nas flores (rosas e jasmim), geralmente contém substancias atrativas para
animais polinizadores. Encontra-se também nos frutos (erva-doce), brotos, galhos,
semente (mostarda), caule (canela) rizomas (gengibre) e até na madeira (BAKKALI et
al., 2008; VILLAR DEL FRESNO,2010).

A vantagem do uso de substancias vegetais € que Sao um recurso renovavel,

além da evolucado da resisténcia ocorrer de forma mais lenta devido a composicéo


https://www.amazon.com.br/s/ref=dp_byline_sr_ebooks_1?ie=UTF8&text=Samy+Madbouly&search-alias=digital-text&field-author=Samy+Madbouly&sort=relevancerank
https://www.amazon.com.br/s/ref=dp_byline_sr_ebooks_2?ie=UTF8&text=Chaoqun+Zhang&search-alias=digital-text&field-author=Chaoqun+Zhang&sort=relevancerank

23

complexa que apresentam varias substancias e em diferentes concentracdes
(BORGES; SOUSA; BARBOSA, 2011; WIESBROOK, 2004).

As substancias vegetais possuem, também, rapida degradacédo em condicdes
ambientais, tendo menor efeito residual, e, consequentemente, baixa toxicidade para
animais e humanos, ou seja, sdo uma forma de controle mais seguro e que minimiza
a contaminacdo ambiental (BORGES; SOUSA; BARBOSA, 2011; WIESBROOK,
2004). Dessa forma, além de testes com as substancias vegetais, para verificar sua
atuacao, tempo de efeito e, se necessario, também criar formulacdes com aditivos que
promovam maior permanéncia do principio ativo no ambiente (CATTO, 2013).

Experimentos in vitro com mais de 200 espécies de plantas com especialidades
de serem repelentes ou com potencial acaricida ja foram realizados em todo o mundo.
(ADENUBI et al., 2016). As principais familias de plantas que foram testadas in vitro
no controle de carrapatos: as Lamiaceae, Meliaceae e Myrtaceae (ADENUBI et al.,
2016; LORENZI; MATOS, 2008; MONTEIRO et al., 2011).

2.4.1 Oleo de mamona (Ricinus communis)

O 6leo de mamona € um Oleo fixo obtido das sementes de Ricinus communis,
uma espécie pertencente a familia Euphorbiaceae. Pode constituir solu¢cdes como
emoliente, veiculo oleaginoso e/ou solvente, sendo atéxico quando utilizado como
excipiente. Sua composicdo contém éster derivado do acido ricinoleico (87%), do
acido oleico (7%), do &cido linoleico (3%), do acido palmitico (2%) e do acido esteérico
(1%) (OMOHU; OMALE, 2017; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

A acéo do Oleo de mamona sobre insetos Spodoptera frugiperda foi verificada
por Ramos-Lépez et al. (2010), onde na concentracédo de 2,69 x10° ppm, 50% das
larvas desse inseto foram mortas.O efeito inseticida do 6leo de mamona foi verificado
em outros insetos, como Helicoverpa zea (broca-grande do tomateiro) (BESTETE et
al., 2011) e Plutella xylostella (traca-das-cruciferas) (RONDELLI et al., 2011).

Alguns estudos morfoldgicos também foram realizados para avaliar os efeitos
do oleo de mamona nos ovarios de carrapatos. Arnosti et al. (2011) e Sampieri et al.
(2012, 2013) verificaram que a incorporacao do Oleo de Ricinus communis nas ragdes
de coelhos parasitados pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus € capaz de

promover alteracdes na estrutura e fisiologia dos ovocitos, afetando assim, a
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reproducao destes parasitas.

2.4.2 1,8-cineol (eucaliptol)

O 1,8-cineol ou eucaliptol € um monoterpeno (Figura 3) encontrado em varias
plantas, como no alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e em grande parte dos Eucalyptus
sp., dentre eles, E. citriodora (55%) e E. globulus (71%) (BAKKALI et al., 2008;
CHAGAS et al., 2002; HSDB, 2017; VUUREN; VILJOEN, 2007). Esse composto esta
envolvido, nas plantas, na defesa contra insetos herbivoros (KAPPERS et al., 2005).

CHj

CHg3 CHj3

Figura 3 — Formula estrutural da molécula do 1,8-cineol.
FONTE: Imagem do autor.

O 1,8-cineol também é utilizado em alimentos, doces e pastilhas para tosse
como agente de aroma e sabor (HSDB, 2017), assim como em produtos de cuidados
pessoais e medicamentos que tratam a bronquite, devido & sua agéo principalmente
nas vias aéreas (FISCHER; DETHLEFSEN, 2013).

Pesquisas com 1,8-cineol confirmam sua ac¢do antimicrobiana, antifingica
(PATTNAICK et al., 1997), analgésica (ASANOVA et al., 2003) antiespasmaddica
(MAGALHAES et al.,, 1998) e anti-inflamatéria (JUERGENS; STOBER; VETTER,
1998).

Santos e Rao, em 2001, observaram agao gastroprotetora do 1,8-cineol quando
administrado oral (50-200 mg/kg) em ratos com lesdo gastrica promovida pelo
fornecimento prévio de etanol. Os autores, ainda, afirmam que a resposta dos animais
foi de forma analoga aquela a cimetidina que é um medicamento utilizado para
tratamento de Ulceras gastricas.

Perrucci et al. (2001) testaram o 6leo de Artemisia verlotorum, contendo 1,8-

cineol (18,8%), de forma topica, em 5%, em orelhas de coelhos infestados por acaros


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fischer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24261680
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dethlefsen%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24261680
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/13880209.2014.935862
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/13880209.2014.935862
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/13880209.2014.935862
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Psoroptes cuniculi. Estes autores verificaram uma eficacia de 100% na eliminacéo do
parasito, além da auséncia de sinais de irritacdo ou intoxicacao.

O trabalho de Cruz et al. (2013), utilizaram o 6leo essencial de Lippia gracilis
(4,66mg/mL), contendo 3,92% 1,8-cineol, apontou esta ser uma concentracéo letal a

90% das fémeas adultas de R. (B.) microplus in vitro.

2.4.3 Eugenol

O eugenol é um fenilpropanoide, podendo ser encontrado nos 6leos de cravo-
da-india (Syzygium aromaticum) (HE et al., 2007) e alfavaca (Ocimum sp.) (HUE et
al., 2015). Possui efeitos antifungico (HE et al., 2007), antibacteriano (DEVI et al.,
2010) e moluscicida (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

O eugenol (Figura 4) é utilizado como flavorizante e antioxidante em
cosmeéticos, perfumaria, na preparacao de alimentos e bebidas, além de ser usado na
producdo da vanilina sintética, comumente conhecida como baunilha (CONVERTI et
al., 2010; OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 4 — Férmula estrutural da molécula do eugenol.
FONTE: Imagem do autor.

Um estudo com as formas larvares de Aedes aegypti e 6leo essencial de
Ocimum gratissimum contendo 54% de eugenol indicou que a concentracéo letal para
50% das larvas do inseto é 104,6 mg/mL. No entanto, quando utilizado o 6leo O.
tenuiflorum contendo 59,4% de eugenol sobre as formas larvares deste inseto, a
concentracéo letal para 50% das larvas € 71,3 mg/mL (FURTADO et al., 2005).

Santos, Oliveirae Albuquerque, em 2012, testaram, in vitro, o 6leo essencial de
Syzygium aromaticum em 5% sobre o0 grupo contendo 50 fémeas ingurgitadas de R.

(B.) microplus e observaram uma mortalidade de 84%, em 48 horas.
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2.4.4 Citral

O monoterpeno citral € um aldeido composto por um conjunto natural de
isdmeros como o geranial com formulagéo (E) -3.7-dimetil 2.6-octadienal e o neral (Z)
-3.7-dimetil-2.6-octadienal) (Figura 5) (MATOS et al., 1996). Esse composto esta
contido na maioria das plantas e frutas citricas como a Litsea Cubeba Pers, cidreira
(Lippia alba), gengibre (Zingiber officinale) e capim-limao (Cymbopogon citratus) (LU
et al., 2017; PEIXOTO et al., 2015; WEERAWATANAKORN et al., 2015).

Figura 5 — Férmula estrutural da molécula citral composta pelos isbmeros geranial
(A) e neral (B).
FONTE: Imagem do autor.

Estudos conferem ao citral atividades sedativas, miorrelaxantes (VALE et al.,
2002), além de efeito antiespasmaédico sobre o musculo liso (CARVALHO et al., 2018)
e antimicrobiano (LU et al., 2017).

Caldas et al. (2016) testaram o efeito do citral sobre fungos oportunistas
Cladosporium oxysporum e Cladosporium sphaerospermum e verificaram que a
concentracéo de 128 pug/mL promove inibicdo de 50% das espécies flngicas testadas,
evidenciando sua acéo fungicida.

Experimentos para avaliagdo do efeito do citral sobre fémeas e larvas de R. (B.)
microplus mostraram que, a concentracao letal para 50% das formas larvares € de 7
mg/mL, enquanto para as fémeas, 29,8 mg/mL, demonstrando seu potencial acaricida
(PEIXOTO et al., 2015). Ainda sobre esta mesma espécie de carrapato, foi testado o
Oleo essencial de gengibre (Zingiber officinale), contendo citral (23,2% de geranial e
16,7% de neral) em sua composi¢ao, sendo observada, a concentracdo de 13,62%,
letal para 90% das larvas do carrapato (de SOUZA CHAGAS et al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cymbopogon
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cymbopogon-citratus
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Jeon e Lee, em 2016, realizaram um experimento usando 6leo essencial da
fruta de Litseu cubeba, que contém em sua composicdo 64,43% de citral, sobre
acaros de poeira Dermatophagoides farinae, D. pteronyssinus e Tyrophagus
putrescentiae. Os autores verificaram a concentracao letal em 50% da populacao
destas espécies de acaros em média 1,54, 1,83 e 3,90 pg/cm?, respectivamente,
indicando o citral ser um potencial acaricida.

Analises do efeito do citral também foram realizadas sobre as bactérias
Cronobacter sakazakii, um patdogeno de origem alimentar que gera, em humanos, alta
mortalidade em neonatos e lactantes. Esse monoterpeno mostrou efeito
antimicrobiano na concentracdo minima inibitéria de 0,27-0,54 mg /mL, indicando um
potencial o controle de C. sakazakii nos alimentos com a adi¢do do citral (SHI et al.,
2016).

2.5 Uso de solventes e surfactantes em solugdes de teste in vitro

A utilizacdo dos agentes solubilizantes nas emulsdes agua/éleo a fim de serem
testadas in vitro deve se comportar como excipientes, sendo inertes, usados para
melhorar a solubilizacdo e promovendo uma dispersdo mais homogénea, assim,
propiciar melhor permeabilidade do 6leo nos carrapatos (CHAGAS et al., 2003;
GONCALVES et al., 2007; RESENDE et al., 2012).

O preparo das formulacdes propicias para testes em carrapatos é complexo
devido a variada composi¢do quimica dos 6leos e a grande gama de produtos que
auxiliam na emulsificacdo. Esses auxiliam na diminuicdo das micelas dos 6leos em
agua, promovem uma dispersdo mais homogénea e também, uma melhor penetracao
desses Oleos nas camadas da cuticula dos carrapatos, uma vez que a cuticula é
composta por substancias lipidicas, como ceras e colesterol, além das proteinas.
Esses solubilizantes, ao mesmo tempo, devem ser inertes, de forma a ndo atuar na
mortalidade dos carrapatos e/ou na eficacia do 6leo, devendo ter comportamento de
apenas melhorar a penetracao e acéo dos 6leos nos carrapatos (CHAGAS et al., 2002;
CHAGAS et al.,, 2003; GONCALVES et al., 2007; RESENDE et al.,, 2012;
SONENSHINE, 2014).

Desse modo, alguns agentes solubilizantes sdo mais utilizados em testes in

vitro com carrapato, como: o dimetilsulféxido (DMSQO) que é um solvente ou agente
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penetrante, que promove o carreamento de substancias pelas camadas lipidicas e
proteicas da pele (ANIGBOGU et al., 1995; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Os
surfactantes Tween 20® e 80® possuem categoria funcional de agente emulsificante,
solubilizante e surfactante ndo i6nico em emulsbes de Oleo/agua, utilizado em
compostos como 0leos essenciais ou vitaminas lipossolliveis (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009). O éter lauril sulfato tem funcdo de surfactante anibnico, agente
emulsificante e possui poder detergente, empregado em formulacfes farmacéuticas e
cosmeéticas (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Outros agentes como acetona, 0
metanol e o etanol sdo solubilizantes usados nos testes com substancias vegetais
(GONCALVES et al., 2007; RAVINDRAN et al., 2011; SHARMA et al., 2012).

Chagas et al. (2003) testaram em fémeas de R. (B.) microplus os solventes
metanol, etanol e acetona, na concentracdo menor que 75% e observaram que nédo
houve mortalidade. No entanto o DMSO em 25%, provocou mortalidade de 24% dos
individuos, sendo recomendado seu uso em menor concentracdo, pois segundo
Thiele e Harrison (1968), a concentracdo adequada para a utilizacdo de um solvente
em testes experimentais, deve gerar no maximo 20% de letalidade.

Goncalves et al. (2007) avaliaram a acdo dos solventes acetona, metanol e
etanol, em 100%, em teledginas, e observaram a ocorréncia de mortalidade de 100%,
45,3% e 14,2% das fémeas, nessa ordem. J& em 1%, o DMSO e o Tween 80®

causaram a mortalidade de 0% e 5% dos individuos, respectivamente.
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CAPITULO 1
Efeito do 1,8-cineol, citral, eugenol e 6leo de mamona (Ricinus communis) na
reproducado de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) (Acari:

Ixodidae)
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RESUMO

O desenvolvimento de resisténcia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus a
acaricidas comerciais vem sendo relatado desde a década de 40. Sendo assim,
trabalhos de pesquisas com 6leos essenciais e fixos tém sido desenvolvidos visando
encontrar alternativas ao controle quimico desta espécie de carrapato. O objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito de formula¢des contendo 1,8-cineol, citral, eugenol e 6leo
de mamona (Ricinus communis) sobre a reproducdo de R. (B.) microplus. Grupos
contendo 10 parasitas foram tratados com emulsGes desses 6leos em DMSO
associado a Tween 80® ou éter lauril sulfato. A eficacia carrapaticida foi avaliada pelo
teste de imerséo de fémeas. Para a andlise dos efeitos teciduais, as fémeas tiveram
os ovarios dissecados, fixados e submetidos a rotina histolégica. O 1,8-cineol, citral e
eugenol 1% (m/v) e 6leo de mamona em 0,3% (m/v) apresentaram valores de eficacia
de 29%; 11,6% e 9,8%, respectivamente. O efeito dos solubilizantes (DMSO
associado com Tween 80® ou éter lauril sulfato) foi avaliado para o 1,8-cineol (10%
(m/v)) e 6leo de mamona em 0,3% (m/v), de forma isolada e associada. Os valores de
eficacia observados para o 1,8-cineol isolado (92,8%) e associado ao 6leo de mamona
(94,1%) foram superiores quando as emulsdes foram preparadas utilizando o éter
lauril sulfato como solubilizante. Alteracdes morfolégicas nos ovocitos em diferentes
estagios de desenvolvimento (I-V), bem como nas células do pedicelo, foram
observadas tanto nas fémeas tratadas com 6leo de mamona (0,3% (m/v)) como

naquelas com 1,8-cineol (10% (m/v)), sendo verificados efeitos mais intensos quando
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ambos estavam em associagao. A formulacgéo de 1,8-cineol (10% (m/v)) associada ao
6leo de mamona (0,3% (m/v)) em éter lauril sulfato (2% (m/v)) demonstrou-se
promissora no controle reprodutivo de R. (B.) microplus. Espera-se que os resultados
obtidos possam nortear projetos futuros, em consonancia com o bem-estar animal,
visando o desenvolvimento de alternativas ao controle de carrapatos com produtos

comerciais.

Palavras-chave: carrapato do boi, controle alternativo, fenilpropanoide,

monoterpenos, Oleo fixo, ovario.

ABSTRACT

The development of resistance of Rhipicephalus (Boophilus) microplus to commercial
acaricidal has been reported since the 40’s. Therefore, researches with essential and
fixed oils have been developed aiming to find alternatives to the chemical control of
this species of tick. The objective of this work was to evaluate the effect of formulations
containing 1,8-cineole, citral, eugenol and castor oil (Ricinus communis) on the
reproduction of R. (B.) microplus. Groups containing 10 parasites were treated with
emulsions of these oils in DMSO associated with Tween 80® or lauryl sulfate ether.
Acaricidal efficacy was assessed by the females immersion test. For the analysis of
the tissue effects, the females had the ovaries dissected, fixed and submitted to the
histological routine. The 1,8-cineole citral and eugenol 1% (m / v) and castor oil 0,3%
(m / v) presented efficacy values of 29%; 11.6% and 9.8%, respectively. The effect of
the solubilizes (DMSO associated with Tween 80® or lauryl sulfate ether) was
evaluated for 1,8-cineol (10% (m / v)) and 0,3% (m / v) castor oil isolated and

associated form. The efficacy values for 1,8-cineole isolated (92,8%) and castor oil
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(94,1%) were higher when the emulsions were prepared using the lauryl sulfate ether
as the solubilizes. Morphological changes in oocytes at different stages of
development (1V), as well as in pedicel cells, were observed in both castor oil (0,3%
(m/v)) and 1,8-cineole 10% (m/ v)), with more intense effects verified when both were
in association. The solution of 1,8-cineole (10% (m/v)) associated with castor oil (0,3%
(m/v)) in lauryl sulfate ether (2% (m / v)) was shown to be promising in the reproductive
control of R. (B.) microplus. It is hoped that the results obtained could guide future
projects, in line with animal welfare, aiming at the development of alternatives to the

control of ticks with commercial products.

Keywords: alternative control, cattle-tick, fixed o0il, monoterpenes, ovary,

phenylpropanoide.

4. INTRODUCAO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus € um animal hematofago que parasita
principalmente os bovinos que habitam as regifes de clima tropical e subtropical do
mundo. Esta espécie de carrapato € responsavel pela transmissdo de agentes
patogénicos como a Babesia sp. e Anaplasma sp., por ocasionar danos ao couro,
guadros anémicos por conta da perda sanguinea em bovinos, além de propiciar a
diminuicao na producéo de carne e leite (Da Silva et al., 2013; Grisi et al., 2014; Reck
et al., 2014).

O controle de R. (B.) microplus tem se baseado no uso de acaricidas quimicos,

porém, o desenvolvimento de resisténcia decorrente do uso ndo racional desses
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produtos vem sendo relatado desde a década de 40 (Abbas et al., 2014). Além disso,
0s acaricidas quimicos podem gerar toxicidade ao meio ambiente, a humanos e
residuos em produtos de origem animal, como a carne e o leite (Dallegrave et al.,
2018).

No intuito de minimizar esses problemas, trabalhos de pesquisas com 0Oleos
essenciais e fixos tém sido desenvolvidos visando encontrar alternativas ao controle
quimico desta espécie de carrapato (Clemente et al., 2007; Graf et al., 2004; Lazaro
etal., 2013; Santos et al., 2012). O 1,8-cineol ou eucaliptol, um monoterpeno presente
nos Oleos essenciais de plantas do género Eucalyptus spp. (Bakkali et al., 2008;
Chagas et al., 2002; Vuuren and Viljoen, 2007), apresenta efeito acaricida in vitro
sobre larvas de R. (B.) microplus (Chagas et al., 2002; Prates et al., 1998), acéo
antimicrobiana, antifingica (Pattnaik et al., 1997), analgésica (Asanova et al., 2003),
antiespasmadica (Magalhaes et al., 1998), anti-inflamatéria (Juergens et al., 2003).

de Souza Chagas et al. (2016) avaliaram o efeito do 6leo essencial de gengibre
(Zingiber officinale) contendo citral (23,2% de geranial e 16,7% de neral) sobre R. (B.)
microplus. Este 6leo essencial foi testado a 13,62% e propiciou 90% de mortalidade
nas larvas desta espécie de carrapato. O 6leo essencial de cravo (Syzygium
aromaticum) contendo eugenol como constituinte majoritario demonstrou eficacia de
99,42% e taxa de mortalidade de 84% sobre fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus
(Santos et al., 2012).

O oleo de mamona € um oOleo fixo obtido a partir da semente de Ricinus
communis (Omohu and Omale, 2017; Rowe et al., 2009). Em sua acdo sobre fémeas
de Rhipicephalus sanguineus foram observadas alteracées na morfologia ovariana,
indicando o efeito prejudicial do 6leo de mamona a reproducdo desta espécie de

carrapato (Arnosti et al., 2011a; Sampieri et al., 2013a, 2013b, 2012). A avaliacéo
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histoldgica do tecido ovariano dos carrapatos possibilita verificar a acdo dos 6leos e
evidenciar os efeitos destes na vitelogénese do ectoparasita, bem como o seu
potencial citotoxico (Arnosti et al., 2011a; Vendramini et al., 2012).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de formula¢des contendo o
1,8-cineaol, citral, eugenol ou 6leo de mamona (Ricinus communis) sobre a reproducao

de R. (B.) microplus.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Produtos quimicos e material vegetal

Os terpenos 1,8-cineol e citral (Sigma-Aldrich), o fenilpropanoide eugenol e o
éter lauril sulfato (Vetec Quimica Fina LTDA), DMSO (Cromoline Quimica Fina LTDA)
e Tween 80® (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA) foram adquiridos
comercialmente. As sementes da mamona (Ricinus communis L., Euphorbiaceae)
foram adquiridas em propriedade rural situada em Dores do Rio Preto (20° 42’ 30” S
e 41°50’ 09” W), ES, Brasil. As sementes trituradas foram transferidas para recipiente
contendo agua em ebulicdo. O sistema permaneceu sob agitacdo manual (2h) e o
Oleo obtido (sobrenadante) foi filtrado em gaze e armazenado em recipiente de vidro
de cor ambar hermeticamente fechado, identificado e mantido em ambiente

climatizado (25 + 2 °C).

5.2. Caracterizacdo quimica

Os compostos comerciais 1,8-cineol, citral e eugenol foram analisados em
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cromatdgrafo a gas (CG) acoplado a detector de ionizacdo de chama (CG-DIC;
Shimadzu; CG-2010 Plus). Uma aliquota de 10 mg de cada composto foi diluida em
1mL de diclorometano e a partir desta solucdo foi utilizado 1uL para a injecdo nas
seguintes condi¢des: Coluna capilar de 30m e 0,25mm de diametro interno (Rtx-5MS),
temperatura da coluna de 60 °C a 240 °C (3 °C min.Y) com o N2 como gas de arraste;
temperatura do injetor a 240 °C e do detector a 250 °C. Na analise realizada em CG
acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM; Shimadzu; QP-PLUS-2010), as
condi¢cBes para a analise foram as mesmas descritas anteriormente, excetuando-se:
as temperaturas do injetor (240 °C) e do detector (300 °C) e He como gés de arraste
(Costa et al., 2015). Os compostos foram identificados por comparagdes com as
informacdes disponiveis no banco de dados do equipamento (Biblioteca Willey7), com

a literatura e pelo indice de Kovats (Adams, 2007).

5.3. Testes “in vitro”

As fémeas adultas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus foram procedentes
de bovinos da area experimental da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES),
Alegre-ES, e da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica-
RJ. Em ambos os locais, 0s bovinos hospedeiros se encontravam sem tratamento
prévio com acaricida quimico, por um periodo de, no minimo, 30 dias. Apds a coleta,
os carrapatos foram acondicionados em potes plasticos com algodao umedecido e
tampa telada, para manutencdo da umidade e ventilagdo adequadas. O presente
estudo foi aprovado pela Comissdo de ética no uso em animais- CEUA da

Universidade do Espirito Santo (protocolo nimero 30/2017).
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5.3.1. Teste de imersao de fémeas

Os testes de imersé&o foram realizados conforme a metodologia de Drummond
et al. (1971, 1973), com modificacdes. As teledginas de R. (B.) microplus foram
banhadas em &gua autoclavada, secas e distribuidas em grupos de 10 individuos
homogéneos em relacdo ao peso, sendo cada teledgina considerada uma repeticao.

No teste de sensibilidade dos carrapatos, os solubilizantes DMSO e Tween 80®
foram avaliados isolados ou em associacdo em valores de concentracdo variando
entre 1% e 5% (m/v), e o éter lauril sulfato entre 2 e 7,5% (m/v). De acordo com Thiele
e Harrison(1968), o limite maximo aceitavel para uso de solubilizantes em testes
experimentais € 20% de letalidade. Os solubilizantes avaliados proporcionaram indice

de letalidade inferior a 10% (dados néao apresentados).

Experimento 1 — Efeito de compostos volateis e 0leo fixo

O efeito dos compostos 1,8-cineol, citral e eugenol em 1% (m/v) e do 6leo de
mamona em 0,3% (m/v) solubilizados em DMSO em 2% (v/v) e Tween 80® em 0,2%
(m/v) foi avaliado sobre a reproducéo de R. (B.) microplus. Em funcao dos resultados
encontrados, 0s compostos que apresentaram maior valor de eficacia foram avaliados

de forma isolada ou em associacéo sobre as fémeas da mesma espécie.
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Experimento 2 — Efeito dos compostos isolados ou associados e do tipo de

solubilizante

O composto 1,8-cineol foi avaliado de forma isolada ou associada ao 6leo de
mamona, em diferentes solubilizantes (Tabela 1).

Em ambos os experimentos, as fémeas foram imersas (5 min.) e dispostas em
papel toalha para secagem a temperatura ambiente. Apos este periodo, cada fémea
foi pesada, identificada e posicionada em decubito dorsal nas placas de Petri, e
mantidas em estufa climatizada (BOD), a 27 °C e umidade relativa de 80%, por 15
dias para a oviposicao.

A massa de ovos de cada fémea foi pesada e acondicionada em seringa (3 mL)
adaptada com algodao umido, em BOD (27 °C e 80% UR), por mais 30 dias, para

avaliacao da porcentagem de ecloséo.

Tabela 1. Formulacdes contendo 1,8- cineol associado ou ndo ao 6leo de mamona

(Ricinus communis) utilizadas no teste de eficacia contra R. (B.) microplus.

Composicéo
G1 Agua autoclavada
G2 © _ DMSO e T80
=2
G3 \E/ E 1,8-cineol 10% (m/v)
S
G4 0o 20MO0,3% (mh)
N ®
G5 = E 1,8-cineol 10% (m/v) e 20M 0,3% (m/v)
G6 — SELS
2
G7 £ 1,8cineol 10% (miv)
X
G8 o 20M0,3% (mi)
-
G9 w 1,8-cineol 10% (m/v) + 20OM 0,3% (m/v)

1ITween 80®; 20leo de mamona; 3Eter lauril sulfato.
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Foram calculadas a estimativa da reproducdo (ER) e a eficacia do produto,
utilizando as seguintes formulas:

Peso dos ovos (g)

= [o) ~
Peso da fémea (g) x% de eclosdo x20000

*20000 corresponde ao numero de larvas em 1 g de ovos

(ER Controle -ER Tratado) y

ER Controle 100

% Eficacia do Produto=

5.3.2. Andlise histolégica

Cada grupo de seis fémeas semi-ingurgitadas, com pesos homogéneos, foi
imergido em 10 mL das seguintes formulacdes: agua autoclavada (G1), éter lauril
sulfato em 2% (m/v) (G6), 1,8-cineol em 10% (m/v) (G7), 6leo de mamona em 0,3%
(m/v) (G8) e 1,8-cineol em 10% (m/v) associado a OM em 0,3% (m/v) (G9) (Tabela 1).
A imersao foi realizada por cinco minutos em intervalo de 12 horas, por dois dias. A
seguir, as fémeas foram dispostas em papel toalha para secarem e encaminhadas a
estufa BOD, a 27 °C, e UR 80%.

Apo6s 12 horas da ultima imersdo, os carrapatos foram dissecados com o
auxilio de estereomicroscopio, pin¢ca de ponta fina e microtesoura, para a retirada dos
ovarios os quais foram fixados em formol 10% tamponado.

A sequir, a desidratagdo foi realizada em banhos crescentes de alcool etilico
70, 80, 90 e 95%, por 30 minutos cada, sendo, posteriormente, o0 material mantido em
resina de embebigcdo, por um minimo de 24 horas, a 4°C. A inclusédo foi feita em
historesina Leica com catalisador e, apds 48 horas em estufa a 37°C, os blocos
contendo o material foram seccionados em microtomo Leica RM 2145. Os cortes de

5um, em laminas, foram corados com hematoxilina, por 5minutos, e eosina por 10
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minutos de acordo com Junqueira e Junqueira (1983).

As laminas foram montadas com Balsamo do Canada, analisadas e
fotodocumentadas sob microscopio. A captura da imagem foi realizada com o
programa LEICA LAS EZ 3.0.0: Leica Microsystems, com calibrac&o apropriada para

as objetivas utilizadas.

5.4. Andlise estatistica

O experimento foi desenvolvido com distribuicdo aleatéria e para a analise foi
utilizado o programa BioEstat 5.0. A normalidade das variaveis peso das fémeas, peso
dos ovos e porcentagem de eclosao foi verificadai pelo teste de Shapiro-Wilk. A
variavel peso das fémeas apresentou distribuicdo normal, sendo usado teste ANOVA
seguido pelo teste pos hoc de Tukey (p<0,05). Para as variaveis pesos dos ovos e
porcentagem de eclosédo, que se distribuiram de forma ndo paramétrica, foram
utilizados as medianas e os desvios interqualiticos, seguidos pelos testes de Kruskal-

Walllis e Student-Newman-Keuls (p<0,05).

6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacdo quimica

As informagfes referentes aos compostos quimicos presentes nos produtos

comerciais se encontram na tabela 2.
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267 Tabela 2. Valores do tempo de retengéo (Tr), indice de Kovats calculado (IKc) e
268 tabelado (IKt) e porcentagem de area (A%) para os compostos 1,8-cineol, citral e

269  eugenol.

Tr

Composto identificado : IKc IKt Area (%)
(min.)
1,8-cineol 13,44 1030 1033 100,0
Neral 23,79 1241 1240 38,7
Geranial 25,28 1272 1270 61,3
Eugenol 29,33 1360 1356 100,0
270
271 O monoterpeno 1,8 cineol (Tr = 13,44 min.) e o fenilpropanoide eugenol (Tr =

272 29,33 min.) apresentam-se como picos unicos correspondendo a 100% da area total
273 do cromatograma. O citral apresenta-se como uma mistura de isdmeros, o neral (Tr =
274 23,79 min.) e o geranial (Tr = 25,28 min.) com valores de area relativa de 38,7% e
275 61,3%, respectivamente. Os picos referentes a estes compostos encontram-se

276  representados no cromatograma abaixo (Figura 1).

277
~ 1
‘ol 3
L 2.2
! 2.1
c
B
A
ol 15 50 75 a0 35 = 275 0 s B0
278 Rt (min)

279  Figura 6. Cromatograma dos produtos comerciais 1,8 cineol (1A), citral (neral - 2.1B e

280 geranial — 2.2B) e eugenol (3C).
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6.2. Atividade acaricida in vitro dos compostos volateis e do 6leo fixo

N&o houve diferenca significativa entre o peso das fémeas e 0 dos ovos entre
as formulacdes avaliadas na tabela 3. A taxa de eclosdo dos grupos 1,8-cineol (1%
(m/v)) e 6leo de mamona (0,3% (m/v)) diferiu significativamente daquela observada
no grupo da agua autoclavada e dos solubilizantes DMSO e Tween 80 isolados. As
maiores taxas de eficacia foram encontradas nos testes com o 1,8-cineol e éleo de
mamona, com 29 e 30,2%, respectivamente, sendo assim, selecionados para o

proximo experimento.

Tabela 3. Efeito dos compostos 1,8-cineol, citral, eugenol e 6leo de mamona sobre o
peso das fémeas (g), peso dos ovos (g) e porcentagem de eclosao (%) dos ovos de

R. (B.) microplus.

. Peso das Peso dos . eficacia
Composicéao R ecloséo? (%)
fémeas(g)* ovos (g)? (%)
Agua autoclavada 0,252+0,03 2 0,128+0,03 2 10052 0
o DMSO + 3T80 0,235+0,03 2 0,128+0,01 2 98,7+1a°¢ 0
[0}
|_
o __ 1,8-cineol 1% (m/v) 0,229+0,02 2 0,119+0,022 91,7+70 bd 29
—>
> ~
55 Citral 1% (m/v) 0,237+0,03 2 0,121+ 0,012 97+12d 11,6
N
8 g— Eugenol 1% (m/v) 0,237+0,02 2 0,105+0,032 97,2+3,92¢ 9,8
n
% 40OM 0,3% (m/v) 0,246+0,05 2 0,116+0,052  77,5+31,2"Pd 30,2

!médias e desvio padrdo; 2medianas e desvio interquatilicos; *Tween 80%; “6leo de
mamona;Valores seguidos da mesma letra na mesma coluna néo diferem estatisticamente
(p>0,05).
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6.3. Atividade acaricida in vitro do 1,8-cineol associado ou ndo ao 6leo de mamona

N&o houve diferenca significativa na ovipostura das fémeas expostas as
formulagbes (Tabela 1) contendo 1,8-cineol em 10% (m/v) (G3), 6leo de mamona em
0,3% (m/v) (G4) e 1,8-cineol em 10% (m/v) associado a OM em 0,3% (m/v) (G5)
solubilizados em DMSO e T80 quando comparados com agua autoclavada (G1).
Quando o solubilizante utilizado foi o éter lauril sulfato (ELS) observou-se diferenca
significativa no peso dos ovos das fémeas expostas as formulacdes (Tabela 1) de 1,8-
cineol em 10% (m/v) (G7) e 1,8-cineol em 10% (m/v) associado a OM 0,3% (m/v) (G9)
quando comparado as formula¢des agua autoclavada (G1) e éter lauril sulfato em 2%

(m/v) (G6) (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito do 1,8-cineol e do 6leo de mamona solubilizados em DMSO e Tween
80® ou éter lauril sulfato sobre o peso dos ovos, porcentagem de eclosdo e

porcentagem de eficacia em fémeas de R. (B.) microplus.

Composic&o Peso dos Ecloséo Eficacia

ovos (g) (%) (%)

Agua autoclavada 0,129+0,05 2 1000 2 0

r;\f; DMSO + T80 0,132+0,05 2 100+0 2° 0
::2’:% 30M 0,3% (m/v) 0,097+0,05 2 80+20 bde 31,7
8 Og 1,8-cineol 10%(m/v) 0,096+0,06 2 35+37,5 bdeg 73,4
g EE 1,8-cineol 10% + 30OM 0,3% (m/v) 0,122+0,06 # 45+17,5Pde9 55,7

= 2ELS (m/v) 0,118+0,02 @¢ 100+0 2° 0
% 30M 0,3% (m/v) 0,119+0,05 2°¢* 65+37,5Pde 36,6
i 1,8-cineol 10% (m/v) 040,03 Pdfo 0+0 bdeg 92,8
Nd 1,8-cineol 10% + 3OM 0,3% (m/v) 040 bdfo 0+0 bdeg 94,1

1 Tween 80%; 2Eter lauril sulfato; *0Oleos de mamona; peso dos ovos e % de eclosdo composta
por medianas e desvio interquatilico; Valores seguidos da mesma letra na mesma coluna nédo
diferem estatisticamente (p>0,05).
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Para ambos os solubilizantes utilizados, o valor da taxa de ecloséo observado
quando as fémeas foram expostas as formulagcfes contendo 1,8-cineol em 10% (m/v),
ao 6leo de mamona em 0,3% (m/v) e ambos os associados foi estatisticamente
diferente dos valores observados para os grupos controle 4gua autoclavada, DMSO
5% (m/v) e Tween 80® 1% e éter lauril sulfato em 2% (m/v) (Tabela 4).

Os maiores valores de eficacia foram observados para as formulac¢des (Tabela
1) de 1,8-cineol em 10% (m/v) (G7) e 1,8-cineol 10% (m/v) associado a OM 0,3% (m/v)
(G9). Os valores observados para as formulacdes G7 e G9 foram, respectivamente,
92,8% e 94,1% (Tabela 4). O efeito dessas formula¢des em relacdo a postura de ovos
e a taxa de ecloséo nado apresentou diferenca estatistica entre si (Tabela 4).

Considerando que a maior variagdo no peso dos ovos, na taxa de eclosao e na
porcentagem de eficacia foi observada para os casos em que as formulacdes foram
preparadas utilizando o éter lauril sulfato, a andlise histologica dos ovarios foi
realizada com exposicdo das fémeas as formulagbes agua autoclavada (G1), éter
lauril sulfato em 2% (m/v) (G6), 1,8-cineol em 10% (m/v) (G7), 6leo de mamona em

0,3% (m/v) (G8) e 1,8-cineol 10% (m/v) associado a OM 0,3% (m/v) (G9) (Tabela 1).

6.4. Andlise histologica

6.4.1. Agua autoclavada (G1)

A morfologia dos ovarios encontrada nas fémeas de R. (B.) microplus

submetidas a 4gua autoclavada foi como aquela apresentada por Saito et al. (2005),

sendo as células germinativas, em seus varios estagios de desenvolvimento,

observadas presas a parede do o6rgdo pelas células do pedicelo (Figura 7). Os
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ovacitos |, pequenos e ovoides, apresentaram vesicula germinativa central e nucléolo
preservado, citoplasma agranular e envolto por uma fina membrana plasmatica
(Figura 7 A). Os ovdécitos Il, mais elipsoides, foram vistos com a vesicula germinativa
menos centralmente localizada e, no citoplasma, o inicio da deposicdo de
microgranulos de vitelo, principalmente na regido perinuclear (Figura 7 B). J& os
ovocitos 1ll, maiores que os Il, apresentaram-se arredondados, com pequenos
granulos dispostos na regido central citoplasmética e com vesicula germinativa
periférica (Figura 7 B). Nesse estagio, verifica-se a deposicao de cérion ao redor da
membrana plasmética. O ovdcito IV € uma célula grande e arredondada, seu
citoplasma €& preenchido por muitos granulos de vitelo, sendo os maiores mais
perifericamente localizados, e de forma que a vesicula germinativa nem sempre é
notada; apresenta o cérion mais espesso (Figura 7 C). Os ovocitos V séo as células

germinativas mais desenvolvidas, possuindo citoplasma repleto de grandes granulos

de forma que a vesicula germinativa ndo pode ser mais observada (Figura 7 D).

6.4.2. Eter lauril sulfato em 2% (m/v) (G6)

As fémeas expostas ao éter lauril sulfato em 2% (m/v) mostraram

by

caracteristicas ovarianas semelhantes aquelas submetidas a agua autoclavada

(Figura 7 E-G).



367
368

369

370

371

372

55

Figura 7- Seccéo histoldgica dos ovarios de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. A-D: Fémeas submetidas & 4gua autoclavada. E-
G. Fémeas submetidas ao éter lauril sulfato em 2%. Observe a morfologia preservada dos ovdcitos |, 11, Ill, IV e V. vg- vesicula
germinativa, cr- corion, gv- granulo de vitelo, nu- nucléolo, fg- fina granulacdo, mp- membrana plasmatica, cp- célula do pedicelo, vc-

vacuolos. Barras: A- C,F,G=50 um, D,E= 200 um. Coloragdo: hematoxilina e eosina (HE).
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6.4.3. Oleo de mamona em 0,3% (m/v) (G8)

De maneira geral, nos ovarios das fémeas tratadas com 6leo de mamona em
0,3% (m/v), ndo foram observadas grandes alteragdes no ovocito | quando comparado
ao grupo controle (Figura 8 H), exceto raras células ja com vacuolizagdo no citoplasma
e dilatacdo do nucleo (Figura 8 J). Alguns ovdcitos Il, além de alguns vacuolos,
apresentaram vesicula germinativa disforme e fragmentacgdo ou auséncia do nucléolo
(Figuras 8 H, J, K).

Alguns ovdcitos Il também apresentaram irregularidades nos limites celulares,
regibes citoplasmaticas vacuolizadas, nucléolo em fragmentacéo (Figuras 8 I, J), e
ainda, corion levemente ondulado (Figura 8 ).

Nos ovdcitos em estagio mais avancado da vitelogénese, IV e V, observa-se os
fragmentos nucleolares; além de vacuolos intra e entre granulos de vitelo; o cérion
destas células, mais espesso, ja apresenta maior pregueamento (Figura 8 I, K).

As células do pedicelo apresentam nucleos dilatados ou em processo de lise

(Figuras 8 1)

6.4.4. 1,8-cineol em 10% (m/v) (G7)

Nesta formulacao foi notado que grande parte dos ovocitos | e Il apresentou
desprendimento da membrana e retracdo citoplasmatica, apesar das vesiculas
germinativas estarem, aparentemente, preservadas assim como seus nucléolos
(Figura 8 L, M).

Os ovacitos 1ll, de maneira geral, apresentaram citoplasma sem sinais de

vacuolizacdo, com a fina e abundante granulagéo na regido central (Figuras 8 M; N).
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Algumas vezes, foram vistas vesiculas germinativas com forma irregular e sem
nucléolo (Figura 8 M), ou ainda, com nucléolo em formato de anel (Figura 8 N).

Ovécitos em estagio mais avancado de desenvolvimento foram possiveis
observar os grandes granulos de vitelo algumas vezes irregulares e/ou rompidos, ou
ainda, em processo de aglutinacdo. Assim, 0s ovocitos V, na maioria das vezes, foram
vistos com uma massa citoplasmética amorfa e eosinofilica (Figura 8 O).

Apesar de o cérion ter sido observado frequentemente com irregularidades, ndo
foi notada alteragéo de espessura quando equiparado ao controle negativo (Figuras 8
L, O).

Nas células do pedicelo foram vistos desde nucleos mais condensados ou em

picnose, até dilatados ou ausentes (Figuras 8 L, N, O).
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Figura 8-Seccao histolégica dos ovarios de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. H-K: Fémeas submetidas ao 6leo de mamona
em 0,3% com éter lauril sulfato em 2%. L-O: Fémeas submetidas ao 1,8-cineol em 10% com éter lauril sulfato em 2%. vg- vesicula
germinativa, cr- corion, gv- granulo de vitelo, nu- nucléolo, fg- fina granulagdo, mp- membrana plasmatica, cp- célula do pedicelo,
vc- vacuolos. Seta H, |, K- cérion espesso e com pregueamento; L, M, N- retracdo da membrana plasmética. Barras: K-O= 50 ym.

Coloracao: hematoxilina e eosina (HE).
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6.4.5. 1,8-cineol em 10% (m/v) associado ao 6leo de mamona em 0,3% (m/v) (G9)

Nos ovarios das fémeas tratadas com 1,8-cineol associado ao 6leo de mamona
e éter lauril sulfato foram observadas muitas alteracdes morfoldgicas, comparados ao
do grupo controle. Nos ovécitos | e Il, indmeros vacuolos citoplasméticos foram
encontrados por toda a extensao citoplasmatica, sendo mais frequentes proximo a
vesicula germinativa/regido central (Figuras 9 P; R). Algumas vesiculas germinativas,
ainda que com contornos preservados, os nucléolos ndo foram observados ou
estavam sofrendo fragmentacao (Figuras 9 P, R). Outras vesiculas germinativas ja
foram vistas irregulares ou em blebbing (*) (Figura 9 R).

Os ovécitos Il apresentaram o cérion bastante pregueado e, as vezes,
rompidos, além de intensa vacuolizacdo no citoplasma por entre a fina granulacéo
(Figuras 9 Q; R; S; U).

Os ovdcitos IV e V apresentaram irregularidades ou rompimento da membrana
plasmatica um pouco irregular e, as vezes rompidas (Figuras 9 R, U). No citoplasma
de alguns ovdcitos foram vistos vacuolos, bem como seus granulos de vitelo
mostraram-se bem diferentes daqueles observados no grupo controle, estando mais
disformes e/ou em aparente processo de degradacdo, principalmente nagueles
localizados na regido periférica da célula (Figuras 9 R, T, U).

Foram vistos, ainda, efeitos desta formulacédo nas células do pedicelo, como:
presenca de inimeros vacuolos citoplasmaticos, nucleos picndéticos ou ausentes, além

de alteracdes nas membranas celulares (Figuras 9 P-R).
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Figura 9- Seccdo histologica dos ovarios de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus submetidas ao 1,8-cineol em 10%
associado ao 6leo de mamona em 0,3% e éter lauril sulfato em 2%. Note a presenca de vacuolos (vc) citoplasméticos e/ou nos
granulos de vitelo (gv), alguns em vesicula germinativa (vg) em blebbing (*) ou fragmentacéo principalmente naqueles ovécitos em |
e Il. Observe irregularidades no limite celular (setas) dos ovécitos Ill, IV e V. cr- corion, nu- nucléolo, fg- fina granulacdo, mp-

membrana plasmatica, cp- célula do pedicelo, vc- vacuolos. Barras: P-U= 50 uym Coloracdo: hematoxilina e eosina (HE).
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7. DISCUSSAO

Os compostos 1,8-cineol, citral, eugenol e 6leo de mamona foram utilizados no
presente trabalho por apresentarem potencial acaricida comprovado. Entretanto,
apenas parte dos trabalhos encontrados na literatura se refere a atividade destes
compostos sobre fémeas adultas de R. (B.) microplus (Cruz et al., 2013; Peixoto et al.,
2015; Rondelli et al., 2011; Saad et al., 2006).

Em sua forma isolada, o efeito do 1,8-cineol é descrito apenas sobre larvas de
R. (B.) microplus (Prates et al., 1998), outros &caros (Perrucci et al., 2001) e fungos
(Pattnaik et al., 1997). Prates et al. (1998) descreveram mortalidade de 100% das
larvas decorridos 5 minutos apds a exposicdo ao 1,8-cineol. Chagas et al. (2002)
demonstraram que o Oleo essencial de Eucalyptus globosus contendo 1,8-cineol
(85,84%) apresentou 100% de eficacia quando aplicado em a 12,5% e 7,3% sobre
fémeas ingurgitadas e larvas de R. (B.) microplus, respectivamente. No presente
estudo, quando testado isolado, o 1,8-cineol em 10% (m/v) com éter lauril sulfato em
2% (m/v) obteve a eficacia de 94,1%, sugerindo um potencial acaricida.

Os agentes solubilizantes utilizados nas emulsdes agua/dleo em testes in vitro
devem se comportar como excipientes, ndo sendo o responsavel pelo efeito acaricida
direto, mas sim auxiliar na interacdo dos 6leos com a cuticula do carrapato,
propiciando melhor permeabilidade (Chagas et al., 2003; Gongalves et al., 2007;
Resende et al., 2012). No presente estudo, as formula¢gdes contendo éter lauril sulfato
em 2% (m/v) (G6) e DMSO 5% (v/v) com Tween 80® 1% (m/v) (G2) nédo alteraram a
reproducdo das fémeas de R. (B.) microplus (Tabela 4). Entretanto, as formulagfes
(G7, G8, G9) associadas ao éter lauril sulfato apresentaram maior eficacia
carrapaticida comparativamente aquelas em que se utilizou DMSO e Tween 80° (G3,

G4, Gb5). Tal fato pode estar relacionado com a acao detergente do éter lauril sulfato
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que pode alterar a cuticula do carrapato e favorecer a penetragdo dos compostos e,
assim, aumentar o seu potencial acaricida. Efeitos como este, em que o éter lauril
sulfato como adjuvante otimiza a eficacia do produto foi observado em testes
realizados por Ferrari et al. (2014) para o controle de Euschistus heros (percevejo-
marrom) e Dichelops melacanthus (percevejo-barriga-verde), parasitas da soja, sendo
seu uso responséavel por uma eficacia 21% maior.

O uso de 6leos fixos nas formulacdes também pode auxiliar na penetracédo e
potencial de acdo de ingredientes ativos sobre fémeas ingurgitadas ou larvas de R.
(B.) microplus (Chagas et al., 2003; Martinez-Velazquez et al., 2011). A utilizacédo de
Oleo fixo em testes sobre fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus feitos por Chagas
et al. (2003); em que utilizaram solventes como o0 DMSO na concentracao de 25%
mostrou que a incorporacdo do azeite de oliva alcangava uma mortalidade de 58%
comparada quando n&o se utilizava 24%. Martinez-Velazquez et al. (2011)
observaram uma eficiéncia maior que 85% sobre larvas dessa mesma espécie quando
o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis contendo 1,8-cineol (14,2%) foi dissolvido
em tricloroetileno e azeite (2:1).

O 6leo de mamona apresenta em sua composicao quimica os ésteres metilicos
dos acidos graxos palmitico (1,10%), linoleico (4,50%), oleico (4,02%), estearico
(0,50%) e ricinoleico (88,04%) (Celestino et al.,, 2016). Possui potencial inseticida
(Rondelli et al., 2011), bem como, componentes desse 6leo, apresentam acdo em
glandulas salivares e ovarios de carrapatos Rhipicephalus sanguineus, mostrando seu
potencial em intervir na alimentacéo e reproducéo desse ectoparasita (Arnosti et al.,
2011a, 2011b). Sobre fémeas de R. (B.) microplus, ndo foram encontrados na
literatura trabalhos que utilizaram o 6leo de mamona sobre essas formas.

No presente trabalho demonstrou que a eficacia de 94,1% do 1,8-cineol em
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10% solubilizado em éter lauril sulfato em 2% e adicionado o 6leo de mamona em
0,3%, foi maior comparado a eficiéncia sem esse 6leo fixo (92,8%), mesmo que 0s
valores de peso dos ovos e a taxa de eclosdo nédo se diferiram estatisticamente, e
ainda, quando solubilizado em DMSO 5% e Tween 80® 1% o 1,8-cineol em 10%
isolado obteve uma eficacia maior (73,4%) do que quando associado ao 6leo de
mamona em 0,3% (55,7%), o que provavelmente possa ter uma interagdo antagonica
desses compostos.

A avaliacao histologica possibilitou verificar a atividade dos compostos naturais
no tecido ovariano, verificando seus efeitos diretos nas células germinativas, podendo
inviabilizar a reproducao dos carrapatos, o que auxiliaria no controle desses parasitas.

As alteragfes na membrana plasmatica dos ovécitos como verificadas neste
trabalho, também foram observadas por Vendramini et al. (2012) nos ovarios de
Rhipicephalus sanguineus em testes com 6leo de andiroba e por de Oliveira et al.
(2016) que verificaram os efeitos do extrato de Acmella oleraceae sobre R. (B.)
microplus.

Nos ovacitos em pré (1) ou em inicio do processo vitelogénico (Il) das fémeas
tratadas com 1,8-cineol em 10% isolado e associado ao 6leo fixo, em éter em 2%,
foram verificadas retracbes e vacuolizacdo no citoplasma, desprendimento da
membrana plasmética, além de muitas caracteristicas de degeneragéo das vesiculas
germinativas; ja estas mesmas células em 6leo de mamona em 0,3% em mesmo
solubilizante, as alteragcbes foram bem menos intensas e frequentes. Estas
observacbes morfolégicas nas formulagbes com 1,8-cineol podem ter afetado o
desenvolvimento ovocitario, provocando a auséncia de ovipostura e,
consequentemente, ndo eclodibilidade dos ovos nestes dois grupos experimentais.

De acordo com Saito et al. (2005), os ovocitos nos estagios lll, IV e V possuem,
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no citoplasma, granulacédo de proteinas, lipidios e polissacarideos; e, a medida que a
vitelogénese prossegue, esses granulos se tornam maiores. Neste estudo, entretanto,
0 uso do 1,8-cineol em 10%, isolado ou associado ao 6leo de mamona e em éter lauril
sulfato em 2%, provocou, nos ovécitos em estagios mais avancados da vitelogénese
(IV e V), irregularidades ou rompimento dos grandes granulos de vitelo, ou ainda,
aglutinacdo desses Estas alteracdes nos granulos de vitelo dos ovocitos
desenvolvidos, podem ter acarretado na reducdo da viabilidade destes ovocitos,
diminuindo assim, as taxas de oviposi¢cao e eclosédo verificadas no presente trabalho.

Neste estudo, os vacuolos foram mais frequentes nos ovacitos Ill, IV e V das
fémeas tratadas com 6leo de mamona em 0,3% com éter lauril sulfato em 2%, e, vistos
em todos os estagios de desenvolvimento ovocitario naquelas submetidas a
formulacdo da associacéo desses ao 1,8-cineol em 10%. Semelhantemente, Oliveira
et al. (2008), verificaram vacuolos nas células germinativas (em estagio | e Il) de
fémeas de R. sanguineus diante do uso do acaricida fipronil. Esta vacuolizagéao
citoplasmatica foi também observada por Arnosti et al. (2011a) nos ovocitos do
carrapato Rhipicephalus sanguineus ap0s a incorporacao de 5g/kg do éleo de Ricinus
communis a dieta de coelhos parasitados por essa espécie de carrapato. De acordo
com esses autores, a presenca de vacuolos é resultante da toxicidade do 6leo, sendo
forma de protecéo celular, para isolamento da substancia toxica e manutencao do seu
metabolismo.

Vendramini et al. (2012) comentam gue os vacuolos diminuem a quantidade de
vitelo na célula e ttm como consequéncia a reducdo da postura pela degeneragéo
causada. Isso explica a reduzida taxa de ovipostura observada nas fémeas testadas
na solucdo contendo 1,8-cineol em 10% associado ao 6leo de mamona em 0,3%, e

éter lauril sulfato em 2%, com ocorréncia de vacuolizacdo em todos os estéagios de



547

548

549

550

551

552

553

554

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

569

570

571

65

desenvolvimento dos ovocitos, o que indica ser um produto eficaz no controle da
reproducao de R. (B.) microplus.

Denardi et al. (2010) observaram fragmentacdo da vesicula germinativa dos
ovarios de carrapatos Rhipicephalus sanguineus tratados com Azadirachta indica. No
presente estudo, além deste tipo de alteracdo, nas fémeas tratadas com a associagao
do 1,8-cineol em 10% e 6leo de mamona em 0,3%, observou-se a ocorréncia de
picnose, blebbing, além de fragmentacdo ou auséncia nucleolar, resultantes da alta
eficAcia do produto (94,1%) para o controle reprodutivo, uma vez que afetou a
fertilidade. O nucléolo em formato de anel também aqui observado, pode afetar o
desenvolvimento embrionario. De acordo com Cruz-Landim e Hoéfling (1979), a
degeneracédo intensificada na regido central do nucléolo, pode gerar a morte celular
por significativa desorganizacao celular.

Deformacdes no cdérion como aqui descritas foram também apontadas por
Oliveira et al. (2008) em ovadcitos de R. sanguineus tratados com fipronil. Estes autores
associaram o rompimento dos granulos de vitelo dos ovdcitos a esta perda de
conformacao coribnica, tendo essa ultima, causado menor protecdo, e assim, maior
permeabilidade de substancias para os ovécitos. Tal inferéncia se aplica no presente
estudo, uma vez que os ovdcitos, principalmente os de estagios mais desenvolvidos
(111-1V) das fémeas sob a¢éo do 1,8-cineol em 10% associado ao 6leo de mamona em
0,3% com éter lauril sulfato em 2%, apresentaram tanto cérion irregular ou rompido,
como granulacdo disforme. Além disto, considerando que esta € uma membrana que
promove protecao contra choques mecéanicos e desidratagdo, permite trocas gasosas
e confere resisténcia (Oliveira et al., 2008), estas alteragcbes na morfologia desta
estrutura afetam diretamente o desenvolvimento e a viabilidade dos ovos, confirmada

pela n&o oviposicao e ndo eclodibilidade apresentadas por este grupo.
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Apesar de algumas alterages terem sido verificadas nas células do pedicelo
das fémeas tratadas tanto com 6leo de mamona, nas formula¢gdes com 1,8-cineol,
isolado e associado, a vacuolizagdo citoplasmatica e condensacdo ou auséncia
nuclear foram mais frequentes, como notadas por Sousa et al. (2013) em seu estudo
com Melia azedarach sobre fémeas de R. (B.) microplus. Carbamatos sintéticos
modificados também provocaram picnose na estrutura ovariana de fémeas da mesma
espécie, como apontado por Prado-Ochoa et al. (2014). Sabendo que o pedicelo é
uma estrutura que propicia a sintese de substancias para a nutricdo dos ovocitos,
essas alteracdes afetam o desenvolvimento das células germinativas, podendo torna-
las inviaveis para a reproducao da espécie (Sousa et al., 2013).

A formulacdo com 1,8-cineol em 10% mostra-se mais efetiva que o 6leo de
mamona em 0,3% no controle de carrapatos R. (B.) microplus, independente dos
solubilizantes testados nesse estudo. As formulacdes de 1,8-cineol em 10% com em
éter lauril sulfato em 2% e quando associado ao 6leo de mamona em 0,3% resultaram
em solucbes potencialmente acaricidas, com eficacia de 92,8% e 94,1%,
respectivamente, estando préxima ao minimo recomendado de 95% por Holdsworth
et al.(2006). Dessa forma, testes com concentracdes superiores podem vir a aumentar
a eficacia e conduzir a possibilidade de desenvolvimento de acaricidas naturais para

o controle do carrapato R. (B.) microplus.

8. CONCLUSAO

O presente trabalho, portanto, aponta, dentre as formulacbes testadas, a do

1,8-cineol em 10%, éter lauril sulfato em 2% e desse associado ao 6leo de mamona

em 0,3%, como os mais eficazes no controle de fémeas de R. (B.) microplus, com
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92,8% e 94,1% de eficacia, respectivamente, tendo esse Ultimo, provocado mais
danos ao tecido ovariano nesta espécie de carrapato.

Novos testes devem ser realizados a fim de avaliar os efeitos in vivo deste
produto potencialmente acaricida como forma alternativa para o controle do R. (B.)

microplus.
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