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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade carrapaticida de formulacGes
hidroetandlicas do carvacrol, (E)-cinamaldeido, trans-anetol e linalol sobre larvas de
Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens. Também foram realizados testes avaliando a
atividade acaricida do carvacrol, timol, eugenol e (E)-cinamaldeido em diferentes
concentracdes sobre larvas e ninfas de Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma cajennense.
Todas as substancias foram testadas nas concentragdes de 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 pl/ml,
enquanto o timol foi testado nas mesmas concentragcdes em mg/ml; foram feitas 10 repeticOes
para cada tratamento. Também foram feitos grupos controle com etanol na concentracéo
necessaria para solubilizar cada substancia. Os grupos experimentais foram mantidos em
camara climatizada (27£1°C e UR>80+10%) por 24 horas e ap0s este periodo, a mortalidade
foi avaliada. Nos testes envolvendo larvas de R. microplus e D. nitens, o carvacrol e (E)-
cinamaldeido causaram mortalidade superior a 98% em todas as concentracGes testadas, o
trans-anetol a partir da concentracdo de 5,0 pl/ml também causou a morte de 100% das
larvas; entretanto, o linalol mesmo na maior concentracdo ndo foi eficiente, matando apenas
14,5 e 8,4% de R. microplus e D. nitens, respectivamente. Nos testes com larvas de A.
cajennense a concentracao de 5,0 pl/ml do carvacrol, timol e (E)-cinamaldeido causou a
morte de 100% dos ixodideos; para o eugenol este percentual s6 foi observado a partir da
concentracdo de 15,0 pl/ml. Nos testes realizados com larvas de R. sanguineus, 0S grupos
tratados com a menor concentragdo (2,5 ul/ml) de carvacrol e (E)-cinamaldeido apresentaram
mortalidade de 100%; entretanto, para o eugenol, esse percentual s6 foi observado a partir da
concentracdo de 10,0 pl/ml. Para ninfas desse mesmo ixodideo, 0s monoterpenos carvacrol e
timol a partir da menor concentracdo (2,5 pl/ml ou mg/ml) causaram letalidade de 100% em
todas as concentracGes, diferindo dos resultados obtidos para o eugenol e (E)-cinamaldeido,
uma vez que mortalidade de 100% com a utilizag&o dessas substancias s6 foram observadas a
partir da concentracdo de 10,0 ul/ml. Nos testes com A. cajennense a mortalidade das larvas
tratadas com carvacrol, timol, eugenol e (E)-cinamaldeido na concentracdo de 2,5 pl/ml foi de
45, 62,7, 10,2 e 81,6%, chegando a 100% na concentracdo de 5,0 pl/ml para o carvacrol, timol
e (E)-cinamaldeido. Para o eugenol esta taxa de mortalidade foi observada a partir da
concentracédo de 15,0 pl/ml. Para ninfas os testes com carvacrol e timol causaram a morte de
100% dos individuos a partir das concentracfes de 5,0 pul/ml e 10,0 mg/ml, respectivamente; o

eugenol s6 atingiu mortalidade de 100% na concentragdo de 20,0 pl/ml, enquanto a
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mortalidade maxima no (E)-cinamaldeido ndo ultrapassou 64%. O conjunto de resultados
obtidos neste estudo indica que os monoterpenos carvacrol e timol e os fenilpropanoides
eugenol e (E)-cinamaldeido possuem atividade deletéria sobre estes ectoparasitos. Assim,
existe a necessidade de novas pesquisas envolvendo outros estagios de desenvolvimento
desses carrapatos, a investigacdo do sinergismo entre as substancias, além de testes em
condigdes naturais. Quanto a observacao preliminar sobre a presenca de ectoparasitos em aves
silvestres, foram examinadas 72 aves de 17 espécies com prevaléncia de 29,2% de

ectoparasitos.

Palavras-chave: monoterpenos; fenilpropandides; carrapatos; controle; ectoparasitos; aves.
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Abstract

The present study aimed to evaluate the efficiency of hydroethanolic formulations of
carvacrol, (E)-cinnamaldehyde, trans-anetol and linalool against larval stages of
Rhipicephalus microplus and Dermacentor nitens. It was also realized assays to evaluate the
acaricide effect of carvacrol, thymol, eugenol and (E)-cinnamaldehyde in different
concentrations in larvae and nymph of Rhipicephalus sanguineus and Amblyomma
cajennense. All substances were tested in concentrations of 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 and 20.0
pl/ml, thymol, tested in mg/ml; 10 repetitions were made for each treatment. It was also made
with ethanol in a concentration necessary to solubilize each substance. The experimental
groups were maintained in BOD incubator (27+1°C e UR>80+£10%) during 24 hours and after
this period the mortality was available. In the assays with R. microplus and D. nitens larvae,
carvacrol and (E)-cinnamaldehyde caused mortality higher than 98% in all the tested
concentrations, the trans-anetol caused a mortality of 100% in larvae from a concentration of
5.0 pl/ml; however, linalool was not efficien even at the higher concentration causing a
mortality of only 14.5 and 8.4% in R. microplus and D. nitens, respectively. In assays realized
with A. cajennense larvae, the concentration of 5.0 pl/ml of carvacrol, thymol and (E)-
cinnamaldehyde cased a mortality of 100%; for eugenol this percentage was obtained from
the concentration of 15.0 ul/ml. The test realized with R. sanguineus larvae, groups treated
with the lower concentration (2.5 ul/ml) of carvacrol and (E)-cinnamaldehyde presented a
mortality of 100%; nevertheless, for eugenol this percentage was observed only from the
concentration of 10.0 pl/ml. For nymphs of the same species, the monoterpenes carvacrol and
thymol from the lower concentration (2.5 pl/ml or mg/ml) caused a lethality of 100% in all
concentrations, different from results obtained for eugenol and (E)-cinnamaldehyde, once
mortality of 100% with these substances were observed only from the concentration of 10.0
pl/ml. In assays with A. cajennense, the mortality of larvae treated with carvacrol, thymol,
eugenol and (E)-cinnamaldehyde in concentrations of 2.5 pl/ml of 45, 62.7, 10.2 and 81.6%,
reaching 100% in the concentration of 5.0 pl/ml for carvacrol, thymol and (E)-
cinnamaldehyde. For eugenol mortality rate was observed from the concentration of 15.0
pl/ml. For nymphs, tests with carvacrol and thymol caused a mortality of 100% of individuals
from concentrations of 5.0 pul/ml and 10.0 mg/ml, respectively; the eugenol only reached this
mortality rate at 20.0 pl/ml concentration, while the maximum mortality with (E)-

cinnamaldehyde did not exceed 64%. The results indicate that monoterpenes and
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phenylpropanoids, eugenol and (E)-cinnamaldehyde have deleterious activity in this
ectoparasites. Thus, new researches are needed with other developmental stages of these tick
species, the investigation of synergism between the substances, aside from tests in natural
conditions. As regarding the preliminary observations of the presence of ectoparasites in wild
birds, were examined 72 birds from 17 species different with prevalence of 29.2%

ectoparasites.

Key-words: monoterpenes; phenylpropanoids; ticks; control; ectoparasites; birds.
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1 Introducéo

Existem plantas que apresentam atividade repelente contra insetos herbivoros. Esta
atividade € realizada por componentes presentes nos Oleos essenciais, produzidos pelo
metabolismo secundario das mesmas (SIMAS et al., 2004). Os 6leos essenciais produzidos
pelas plantas sdo mecanismos de comunicacdo intra/interespecificos, sendo produto do
metabolismo secundario, utilizados por elas em fenémenos envolvendo competicdo e defesa.
Estas substancias sao utilizadas pelo homem com diversas finalidades, sendo sintetizadas e
exploradas por ele, empregadas na industria farmacéutica e alimenticia; estudos recentes tém
dado énfase aos produtos de origem vegetal com propriedades biocidas (REGNAULT-
ROGER & PHILOGENE, 2008).

Carrapatos sdo ectoparasitos importantes para sadde publica e animal, sendo
responsaveis por diversos danos causados aos hospedeiros, como transmissdo de agentes
infecciosos e injurias nos animais parasitados. O controle destes ectoparasitos é feito
predominantemente por carrapaticidas, mas a utilizacdo indiscriminada e sem critérios
técnicos tem causado danos, como a intoxicacdo de humanos e animais e a selecdo de
carrapatos resistentes (KAAYA et al., 1996; BORGES et al., 2011). Estes ixodideos possuem
grande importancia médico-veterinaria, causando espoliacdo sanguinea, estresse, transmissao
de agentes infecciosos, predisposicdo a miiases e infeccdes bacterianas secundarias em seus
hospedeiros (GUGLIELMONE et al., 2006; LABRUNA & MACHADO, 2006; DANTAS-
TORRES 2008; LABRUNA et al., 2006; PRATA et al., 1996).

A utilizacdo de substancias de origem vegetal € uma alternativa promissora, pois pode
representar uma forma mais segura para o controle desses ectoparasitos, diminuindo 0s riscos
de contaminacdo ambiental e intoxicacdo dos animais e do homem (KOUL et al., 2008;
BORGES et al., 2011). Alternativas para o controle destes ixodideos tem sido alvo de
diversas pesquisas; com este propdésito, o presente estudo teve a finalidade de investigar a
atividade acaricida de formulagdes hidroetanolicas do carvacrol, (E)-cinamaldeido, trans-
anetol e linalol sobre larvas de Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) e Dermacentor
nitens (Neumann, 1897). Do mesmo modo, foram realizados testes avaliando atividade do
carvacrol, timol, eugenol e (E)-cinamaldeido em diferentes concentracdes sobre larvas e
ninfas de Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) e Rhipicephalus sanguineus (Latreille,
1806).
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As substancias utilizadas foram escolhidas com base em estudos pré-existentes que
comprovam atividades dos monoterpenos carvacrol, timol e linalol e dos fenilpropandides,
eugenol, (E)-cinamaldeido e trans-anetol como antioxidantes, antimicrobianos, acaricidas,
repelentes e/ou inseticidas (LETIZIA et al., 2003; ALI et al., 2005; LIMA et al., 2008;
DOLAN et al., 2009; CETIN et al., 2010; SOUTO et al., 2011; ZENG et al., 2011; NA et al.,
2011; YANG et al., 2005; DAEMON et al., 2009; MONTEIRO et al., 2012).
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2 Revisdo bibliografica

2.1 Carrapatos

Carrapatos sdo ectoparasitos importantes para saude publica e animal, sendo
responsaveis por diversos danos causados aos hospedeiros como transmissdo de agentes
infecciosos e por causarem injurias aos seus hospedeiros como espoliacdo sanguinea, estresse,
transmissdao de agentes infecciosos, predisposicdo a miiases e infeccGes bacterianas
secundarias (GUGLIELMONE et al., 2006; LABRUNA & MACHADO, 2006). Dentre os
carrapatos de importancia médico veterinaria estdo o R. microplus, D. nitens, A. cajennense e
R. sanguineus.

Rhipicephalus microplus é um ectoparasito de bovinos com grande importancia
econbmica nos paises tropicais e subtropicais (PEREIRA, 2008), sendo considerado o
carrapato mais importante do ponto de vista econdmico na regido Neotropical (MARTINS et
al., 2006). Os encargos financeiros causados por este carrapato as criacdes de gado referentes
ao controle, somado os prejuizos causados aos hospedeiros como transmissdo de patdgenos,
perda de peso, diminui¢do da producéo de leite e desvalorizacdo do couro, causam prejuizo de
dois bilhdes de dblares anuais no Brasil (GRISI et al., 2002).

O carrapato da orelha do cavalo, como é conhecido popularmente D. nitens localiza-se
principalmente no pavilhdo auricular e diverticulo nasal dos equinos (GUIMARAES et al.,
2001). Além dos danos diretos causados aos hospedeiros como perda da rigidez do pavilhdo
auricular e predisposicdo a miiases, esta espécie € transmissora de Babesia caballi, agente
etioldgico da piroplasmose equina.

Amblyomma cajennense €& outro carrapato que tem equinos como hospedeiros
preferenciais, conhecido popularmente como “carrapato estrela”; entretanto devido a sua
baixa especificidade parasitaria, principalmente em estagios imaturos, este ixodideo também
pode ser encontrado parasitando outros animais como cervos, bovinos, roedores, canideos e
aves (GUIMARAES et al., 2001; SOUZA et al., 2004; MARTINS et al., 2004 ). Nos sistemas
de exploracdo animal, estes ixodideos possuem grande importancia do ponto de vista da saude
publica, como transmissdo de bactérias causadoras de Febre Maculosa, além de importancia

econdmica-zootécnica nos sistemas de exploracdo animal. As infestagdes por este carrapato
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ocasionam perdas econdmicas importantes, em decorréncia da queda de produtividade dos
animais e dos gastos com o uso de produtos carrapaticidas (PRATA et al., 1996).

Considerado como principal ectoparasito de cdes no Brasil, R. sanguineus,
representando uma cifra consideravel no faturamento da linha veterinaria das industrias
farmacéuticas (LABRUNA, 2004). Este ectoparasito é responsavel pela transmissdo de
agentes patogénicos aos seus hospedeiros como sendo vetor de agentes patogénicos, como
Babesia canis (PIANA & GALLI-VALERIO, 1895) e Erlichia canis, além disso, apresenta
importancia do ponto de vista zoonotico (DANTAS-TORRES 2008; LABRUNA et al.,
2006).

2.2 Controle de Carrapatos

O controle destes ectoparasitos tem sido feito predominantemente por carrapaticidas
sintéticos; entretanto, a utilizacdo indiscriminada e sem critérios técnicos tem levado a selecdo
de carrapatos resistentes. Segundo FURLONG et al. (2007) R. microplus apresenta resisténcia
as principais bases quimicas disponiveis no mercado. Desta forma torna-se pertinente o
desenvolvimento de novas estratégias de controle destes ectoparasitos (CLEMENTE et al.,
2010), que possam minimizar a utilizacdo de produtos quimicos devido aos riscos de
intoxicacdo dos animais, do homem e contaminacdo do ambiente (KOUL et al., 2008).

Os metabdlitos biossintetizados pelas plantas exercem funcgdes bioldgicas nos vegetais,
dentre elas a defesa contra microorganismos e insetos (SIMAS et al., 2004). Estudos recentes
tém dado atencdo especial aos produtos de origem vegetal com propriedades biocidas para
serem utilizados no controle de pragas (REGNAULT-ROGER & PHILOGENE, 2008). Além
de estudos com dleos essenciais e extratos vegetais, pesquisas também tém demonstrado que
determinados compostos volateis que compdem os 0Oleos possuem atividade carrapaticida
sobre diferentes espécies e estagios de carrapatos (FERRARINI et al., 2008; MONTEIRO et
al., 2009; MENDES et al., 2011; CHAGAS et al., 2012; SCORALIK et al., 2012).

Considerando estudos que comprovam atividades dos monoterpenos, carvacrol, timol
e linalol e dos fenilpropandides, eugenol, (E)-cinamaldeido e trans-anetol como antioxidante,
antimicrobiana, acaricida, repelente e/ou inseticida (LETIZIA et al., 2003; ALI et al., 2005;
LIMA et al., 2008; DOLAN et al., 2009; CETIN et al., 2010; SOUTO et al., 2011; ZENG et
al., 2011; NA et al.,, 2011; YANG et al., 2005), estas substancias foram eleitas para a
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realizacdo do estudo que avalia sua atividade acaricida sobre os carrapatos R. microplus, D.
nitens, A. cajennense e R. sanguineus.

A identificacdo, isolamento e sintese desses componentes majoritarios existentes em
Oleos essenciais de plantas, permite o estudo da atividade dessas substancias isoladas sobre
diferentes organismos (COMBRINK et al., 2011). Estudos in vitro séo essenciais para eleigéo
de substancias com atividade acaricida uma vez que pode haver diferentes graus de eficiéncia
para diferentes espécies e estagios de carrapatos (FERRARINI et al., 2008; MONTEIRO et
al., 2009; MENDES et al., 2011; CHAGAS et al., 2012; SCORALIK et al., 2012).

2.3 Monoterpenos

Com relacdo ao carvacrol existem alguns estudos que demonstraram que 6leos
essenciais ricos neste monoterpeno possuem atividade sobre carrapatos; COSKUN et al.
(2008) observaram a eficacia acaricida do 6leo essencial de Origanum onites L. (Lamiaceae)
e do seu componente majoritario, carvacrol sobre adultos de Rhipicephalus turanicus
Pomerantzev, 1940. CETIN et al. (2009) avaliaram a acdo do 6leo essencial de Origanum
minutiflorum (Lamiaceae) sobre adultos de R. turanicus e observaram a morte de 100% dos
individuos ap6s duas horas de exposicdo. Tais autores atribuiram a alta taxa de mortalidade a
presenca de carvacrol. Em estudos em campo DOLAN et al. (2009) verificaram que o
carvacrol suprimiu populagcbes de Amblyomma americanum Linnaeus, 1758 e Ixodes
scapularis Say, 1821 ap6s a aspersdo sobre a vegetacdo na concentracdo de 5%.

O carvacrol teve sua atividade carrapaticida sobre Hyalomma marginatum Koch, 1844
evidenciada por CETIN et al. (2010) que observaram alta taxa de mortalidade dos adultos. O
mesmo foi observado por MARTINEZ-VELAZQUEZ et al. (2011a) que testaram o Oleo de
Lippia graveolens (Verbenaceae), sobre larvas de R. microplus. Ja atividade repelente do
carvacrol sobre carrapatos foi observada por JORDAN et al. (2012) que avaliaram o tempo de
repeléncia desta substancia sobre Ixodes scapularis Say, 1821 e Amblyomma americanum
(Linnaeus, 1758).

Outro representante dos monoterpenos, o timol, teve sua atividade repelente avaliada
por NOVELINO et al. (2007a) que verificaram também o mentol, acido salicilico e salicilato
de metila sobre larvas de R. microplus, sendo o timol o Unico a apresentar duas acbes

concomitantes: repeléncia e mortalidade das larvas. Ainda em relagédo ao timol, NOVELINO
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et al. (2007b) verificaram mortalidade de 100% em larvas de R. microplus na concentragéo
del%.

A atividade acaricida do timol em formulagdo aquosa, sendo utilizado
dimetilsulfoxido (1%) como adjuvante de solubilizacdo foi demonstrada por DAEMON et al.
(2009), que avaliaram a eficiéncia desta substancia sobre larvas ingurgitadas e ndo
ingurgitadas de R. sanguineus e obtiveram 37% de mortalidade para larvas ndo ingurgitadas
na maior concentracao testada (2 mg/ml). Esta mesma concentracédo foi suficiente para causar
a morte de 100% das larvas ingurgitadas. Para ninfas ingurgitadas desta mesma espécie de
carrapato, MONTEIRO et al. (2009) observaram que a concentracdo de 0,5 mg/ml causou a
morte de 100% dos individuos, para o teste com fémeas ingurgitadas de R. sanguineus a
melhor eficacia para controle ndo ultrapassou 41%.

O timol teve sua eficiéncia carrapaticida comprovada sobre fémeas ingurgitadas de R.
microplus, em que a eficacia foi superior a 95% em todos os tratamentos (1,0; 1,5 e 2,0%)
(MONTEIRO et al., 2010). Estudo envolvendo a espécie A. cajennense foi conduzido por
MENDES et al. (2011), que observaram a atividade acaricida sobre larvas ingurgitadas,
obtendo mortalidade de 100% em todas a concentragdes testadas (2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0
mg/ml). J& para larvas ndo ingurgitadas o percentual atingiu no maximo de 94% de controle,
enguanto nos ensaios com ninfas a concentracdo de 10,0 mg/ml obteve a taxa de mortalidade
de 100%.

Avaliando a atividade carrapaticida da solucdo etandlica do timol (dgua destilada +
etanol 50%), SCORALIK et al. (2012) observaram a acdo deletéria sobre larvas de R.
microplus, onde a menor concentracdo testada (2,5 mg/ml) teve 94% de controle destes
ixodideos. Utilizando a mesma formulacdo do timol DAEMON et al. (2012a) relataram o
efeito acaricida sobre larvas de R. sanguineus e D. nitens, e observaram mortalidade superior
a 90% a partir da segunda maior concentracdo testada (10,0 mg/ml), sendo que estes autores
sugeriram que a potencializacdo acaricida pode estar relacionada com a formulacdo etandlica
do timol. Esta relacdo entre a potencializacdo da atividade carrapaticida e a melhor
solubilidade do timol foi observada por DAEMON et al. (2012b), que evidenciaram a
eficiéncia da solubilizacdo do timol em etanol quando comparada a formulagcéo aquosa.

O linalol teve sua atividade acaricida empregando o teste descrito por Sutherst et al.
(1982), revelou que este alcool monoterpénico foi letal em 100% das larvas de R. microplus
em 15 min. (PRATES et al., 1997). A atividade inseticida do linalol foi evidenciada por
YANG et al. (2005) que verificaram potente atividade sobre P. capitis. O linalol € um dos

principais componentes do 6leo volatil de O. basilicum, conhecido popularmente como
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manjericio. DEL FABBRO & NAZZI (2008) realizaram experimento para identificar os
compostos existentes no 6leo. Eles investigaram a repeléncia sobre 1. ricinius; entretanto, o

linalol ndo demonstrou atividade repelente.

2.4 Fenilpropanoides

Assim como mencionado para o carvacrol, 6leos essenciais de plantas que apresentam
o timol na sua composicdo também tiveram atividade carrapaticida. Ao observar a atividade
deletéria do 6leo de Lippia sidoides (Verbenaceae), GOMES et al. (2012) atribuiram a agéo
sobre as larvas de D. nitens e larvas e fémeas de R. microplus ao timol, seu componente
majoritario.

O trans-anetol é o componente majoritario do 6leo volatil de Pimpinella anisum
(OZCAN & CHALCHAT, 2006). Segundo TUNC & SAHINKAYA (1998) o 6leo essencial
de P. anisum se mostrou toxico para fémeas do acaro Tetranychus cinnabarinus (Boisd.) e do
pulgdo Aphis gossypii Glover, 1877. Também sobre pulgdes, LIMA et al. (2008) observaram
atividade repelente do trans-anetol, a atividade inseticida desta substéncia foi descrita por
SOUTO et al. (2011) sobre formigas género Solenopsis.

O eugenol é encontrado em plantas da familia Myrtaceae, como no 6leo de cravo,
Syzygium aromaticum, e em plantas das familias Lauraceae e Lamiaceae (FRANZ & NOVAK
2009). Esse fenilpropandide teve seu poder repelente demonstrado por DEL FABBRO &
NAZZI (2008) sobre Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758). Eles estudaram a composi¢do quimica
do 6leo essencial do Manjericdo (Ocimum basilicum), e observaram a atividade do eugenol,
um dos componentes majoritarios do 6leo essencial.

MARTINEZ-VELAZQUEZ et al. (2011b) verificaram atividade acaricida dos 6leos
essenciais de Pimenta dioica e O. basilicum sobre R. microplus e atribuiram esse efeito ao
metil-eugenol e eugenol presentes no 6leo essencial. Em estudo utilizando a substéncia
isolada, MONTEIRO et al. (2012) avaliaram a acdo deletéria do eugenol e comprovaram a
eficacia sobre larvas de R. microplus e D. nitens, sendo constatada taxas de mortalidade
superior a 99% para R. microplus desde a menor concentragdo (2,5 pl/ml).

Com relacdo ao (E)-cinamaldeido, ndo foram encontrados estudos sobre sua atividade
para carrapatos; entretanto, outras atividades biocidas ja foram atribuidas a este

monoterpenos; sua acdo bactericida foi descrita por ALI et al.(2005) que observaram a
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inibicdo do crescimento de Helicobacter pylori. Este composto volétil € o constituinte
majoritario do 6leo de Cinnamomum zeylanicum que apresentou atividade ovicida e adulticida
contra o piolho humano Pediculus capitis (De Geer, 1767) (YANG et al., 2005). Também
sobre artropodes a eficiéncia do (E)-cinamaldeido foi descrita por Lee et al.(2008) sobre o
coledptero Sitophilus oryzae (Linné, 1763) e por SHEN et al. (2012) para o acaro Psoroptes
cuniculi (Delafond, 1859).



23

3 Referéncias bibliograficas

ALl S. M.; KHAN, A. A.; AHMED, |.; MUSADDIQ, M.; AHMED, K. S.; POLASA, H.;
RAO, L. V.; HABIBULLAH, C. M.; SECHI, L. A.; AHMED, N. Antimicrobial activities of
Eugenol and Cinnamaldehyde against the human gastric pathogen Helicobacter pylori.
Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials, v4, p.1-7, 2005.

BORGES, L. M. F.; SOUSA, L. A. D.; BARBOSA, C. S. Perspectives for the use of plant
extracts to control the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, v.20, p. 89-96, 2011.

CETIN. H.; CILEK, J. E.; AYDIN. L.; YANIKOGLU, A. Acaricidal effects of the essential
oil of Origanum minutiflorum (Lamiaceae) against Rhipicephalus turanicus (Acari: Ixodidae).
Veterinary Parasitology, v.160, p. 359-361, 2009.

CETIN, H.; CILEK, J. E.; OZ, E.; AYDIN, L.; DEVECI, O.; YANIKOGLU, A. Acaricidal
activity of Satureja thymbra L. essential oil and its major components, carvacrol and
[gamma]-terpinene against adult Hyalomma marginatum (Acari: Ixodidae). Veterinary
Parasitology, v. 170, p. 287-290, 2010.

CHAGAS, A. C. S.; BARROS, L.; COTINGUIBA, F.; FURLAN, M.; GIGLIOTI, R;;
OLIVEIRA, M. S.; BIZZO, H. In vitro efficacy of plant extracts and synthesized substances
on Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae). Parasitology Research, v.110,
p.295-303, 2012.

CLEMENTE, M.A.; MONTEIRO, C.M.O.; SCORALIK, M.G.;GOMES, F.T.; PRATA, M.
C. A.; DAEMON, E. Acaricidal activity of the essential oils from Eucalyptus citriodora and
Cymbopogon nardus on larvae of Amblyomma cajennense (Acari: Ixodidae) and Anocentor
nitens (Acari: Ixodidae). Parasitology Research, v.107, p. 987-992, 2010.

COMBRINCK, S.; REGNIER, T.; KAMATOU, G. P. P. In vitro activity of eighteen essential
oils and some major components against common postharvest fungal pathogens of fruit.
Industrial Crops and Products, v. 33, p. 344-349, 2011.

COSKUN, S.; GIRISGIN, O.; KURKCUOGLU, M.; MALYER, H.; GIRISGIN, A.O;
KIRIMER, N.; BASER, K.H. Acaricidal efficacy of Origanum onites L. essential oil against
Rhipicephalus turanicus (Ixodidae). Parasitology Research, v.103, p. 259-261, 2008.

DAEMON, E.; MONTEIRO, C. M. O.; ROSA, L. S.; CLEMENTE, M. A.; ARCOVERDE,
A. Evaluation of the acaricide activity of thymol on engorged and unengorged larvae of
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1808) (Acari: Ixodidae). Veterinary Parasitology
v.105, p.495-497, 20009.

DAEMON, E.; MATURANGO, R.; MONTEIRO, C. M. O.; SCORALIK, M. G.; MASSONI,
T. Acaricidal activity of hydroethanolic formulations of thymol against Rhipicephalus
sanguineus (Acari: Ixodidae) and Dermacentor nitens (Acari: Ixodidae) larvae.Veterinary
Parasitology, v.186, p. 542-545, 2012 a.

DAEMON, E.; MONTEIRO, C. M. O.; MATURANGO, R.; SENRA, T. O. S.; CALMON, F.;
FAZA, A.; AZEVEDO, P. M. C.; GEORGOPOULOS, S. L.; OLIVEIRA, L. F. C.



24

Spectroscopic evaluation of thymol dissolved by different methods and influence on
acaricidal activity against larvae of Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae). Parasitology
Research, v.111, p.1901-1906, 2012 b.

DANTAS-TORRES, F. The brown dog tick, Rhipicephalus sanguineus (Latreille,1806)
(Acari: Ixodidae): from taxonomy to control. Veterinary Parasitology, v.152,p.173-185,
2008.

DEL FABBRO, S.; NAZZI, F. Repellent effect of sweet basil compounds on Ixodes ricinus
ticks. Experimental and Applied Acarology, v.45, p. 219-228, 2008.

DOLAN, M. C.; JORDAN, R. A.; SCHULZE, T. L.; SCHULZE, C. J.; MANNING, M. C,;
RUFFOLO, D.; SCHMIDT, J. P.; PIESMAN, J.; KARCHESY, J. J. Ability of Two Natural
Products, Nootkatone and Carvacrol, to Suppress Ixodes scapularis and Amblyomma
americanum (Acari: Ixodidae) in a Lyme Disease Endemic Area of New Jersey. Journal of
Economic Entomology, v.102, p. 2316-2324, 20009.

FERRARINI, S. R.; DUARTE, M. O.; ROSA, R. G.; ROLIM, V.; EIFLER-LIMA, V. L,
VON POSER, G.; RIBEIRO, V. L. S. Acaricidal activity of limonene, limonene oxide and
[beta]-amino alcohol derivatives on Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Veterinary
Parasitology, v.157, p. 149-153, 2008.

FRANZ, C & NOVAK, J. Sources of Essential Qils. In Handbook of Essential Oils:
Science, Technology, and Applications. In: K Husni Can Baser and Gerhard Buchbauer.
CRC Press, New York, p.39-81, 2009.

FURLONG, J.; MARTINS, J.R.; PRATA, M. C. A. O carrapato dos bovinos e a resisténcia:
temos o que comemorar? A Hora Veterinaria, v.27, p.1-7, 2007.

GOMES, G. A.; MONTEIRO, C. M. O; SENRA, T. 0. S.; ZERINGOTA, V.; CALMON, F.;
MATOS, R. S.; DAEMON, E.; GOIS, R.W. S.; SANTIAGO, G. M. P.; CARVALHO, M. G.
Chemical composition and acaricidal activity of essential oil from Lippia sidoides on larvae
of Dermacentor nitens (Acari: Ixodidae) and larvae and engorged females of Rhipicephalus
microplus (Acari: Ixodidae). Parasitology Research, v.111, p.423-430, 2012.

GRISI, L.; MASSARD, C. L.; MOYA-BORJA, G. E.; PEREIRA J. B. Impacto econdmico
das principais ectoparasitoses em bovinos no Brasil. A Hora Veterinaria, v. 21, p. 8-10,
2002.

GUGLIELMONE, A. A.; SZABO, M. P. J.; MARTINS, J. R. S.; ESTRADA-PENA, A.
Diversidade e importancia de carrapatos na sanidade animal, In: Barros-Battesti, D. M.,
Arzua, M., Bechara, G. H. (Eds.) Carrapatos de Importancia médico veterinaria da regido
neotropical: Um guia ilustrado para identificacdo de espécies. Vox/ICTTD-3/ Butantan, S&o
Paulo, p. 115-138, 2006.

GUIMARAES, J.H.; TUCCI, E.C.; BARROS-BATTESTI, D.M. Ectoparasitos de
importancia veterinaria. Pléiade/FAPESP, Sdo Paulo, p. 218, 2001.



25

JORDAN, R. A.; SCHULZE, T. L.; DOLAN, M. C. Efficacy of Plant-Derived and Synthetic
Compounds on Clothing as Repellents Against Ixodes scapularis and Amblyomma
americanum (Acari: Ixodidae). Journal of Medical Entomology, v.49, p. 101-106, 2012.

KAAYA, G. P.; MWANGI, E. N.; OUNA, E. A. Prospects for biological control of livestock
ticks, Rhipicephalus appendiculatus and Amblyomma variegatum, using the entomogenous
fungi Beauvaria bassiana and Metarhizium anisopliae. Journal of Invertebrate Pathology,
v.67, p. 15-20, 1996.

KOUL, O.; WALIA, S.; DHALIWAL, G. S. Essential Oils as Green Pesticides: Potential and
Constraints. Biopesticide international, v.4, p. 63-84, 2008.

LABRUNA, M. B. BIOLOGICA-ECOLOGIA DE Rhipicephalus sanguineus (Acari:
Ixodidae). Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v.13, p.123-124, 2004.

LABRUNA, M. B.; MACHADO, R. Z. Agentes transmitidos por carrapatos na regiao
neotropical. In: Barros-Battesti DM, Arzua M, Bechara GH (eds) Carrapatos de importancia
médico veterinaria da regido neotropical: um guia ilustrado para identificacdo de espécies.
Vox/ICTTD-3/Butantan, Sdo Paulo, p. 155-164, 2006.

LEE, E. J.; KIM, J. R; CHOI, D. R.; AHN, Y. J. Toxicity of cassia e cinnamon oil compounds
and cinnamaldehyde-related compounds to Sitophilusoryzae (Coleoptera: Curculionidae).
Journal of Economic Entomology, v.101, p.1960-1966, 2008.

LETIZIA, C. S.; COCCHIARA, J.; LALKO, J.; API, A. M. Fragrance material review on
linalool. Food and Chemical Toxicology, v. 41, p. 943-964, 2003.

LIMA, R. K.; CARDOSO, M. G.; MORAES, J. C.; VIEIRA, S. S.; MELO, B. A;;
FILGUEIRAS, C. C. Composico dos Oleos Essenciais de Anis-estrelado Illicium verum L. e
de Capim-limdo Cymbopogon citratus (DC.) Stapf: Avaliacdo do Efeito Repelente sobre
Brevicoryne brassicae (L.) (Hemiptera: Aphididae). BioAssay, v. 3, p.1-6, 2008.

MARTINEZ-VELAZQUEZ, M.; CASTILLO-HERRERA, G. A.; ROSARIO-CRUZ, R,;
FLORES-FERNANDEZ, J. M.; LOPEZ-RAMIREZ, J.; HERNANDEZ-GUTIERREZ, R.,
LUGO-CERVANTES, E. DEL C. Acaricidal effect of essential oils from Lippia graveolens
(Lamiales: Verbenaceae), Rosmarinus officinalis (Lamiales: Lamiaceae), and Allium sativum
(Liliales:Liliaceae) against Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae). Journal
of Medical Entomology, v.48, p. 822-827, 2011a.

MARTINEZ-VELAZQUEZ, M.; CASTILLO-HERRERA, G.; ROSARIO-CRUZ, R;
FLORES-FERNANDEZ, J.; LOPEZ-RAMIREZ, J.; HERNANDEZ-GUTIERREZ, R.;
LUGO-CERVANTES, E.C. Acaricidal effect and chemical composition of essential oils
extracted from Cuminum cyminum, Pimenta dioica and Ocimum basilicum against the cattle
tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari:Ixodidae). Parasitology Research, v.108, p.
481-487, 2011b.

MARTINS, J. R.; MEDRI, I. M.; OLIVEIRA, C. M.; GUGLIELMONE, A. Ocorréncia de
carrapatos em tamandué-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) e tamanduamirim (Tamandua
tetradactyla) na regido do Pantanal Sul Mato-Grossense, Brasil. Ciéncia Rural, v.34, p. 293-
295, 2004.



26

MARTINS, J. R. S.; FURLONG, J.; LEITE, R. C. Controle de carrapatos. In: BARROS-
BATTESTI, D. M. B.; ARZUA, M.; BECHARA, G. H. (Org.). Carrapatos de importancia
médico-veterinaria da Regido Neotropical. Um guia ilustrado para a identificacdo de especies.
Séo Paulo: Instituto Butantan, p.145-153, 2006.

MENDES, A. S.; DAEMON, E.; MONTEIRO, C. M. O.; MATURANO, R.; BRITO, F. C,;
MASSONI, T. Acaricidal activity of thymol on larvae and nymphs of Amblyomma
cajennense (Acari: Ixodidae). Veterinary Parasitology, v.183, p. 136-139, 2011.

MONTEIRO, C. M. O.; DAEMON, E.; CLEMENTE, M. A.; ROSA, L. S.; MATURANO, R.
Acaricidal efficacy of thymol on engorged nymphs and females of Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1808) (Acari: Ixodidae). Parasitology Research, v.105, p.1093-1097, 2009.

MONTEIRO, C. M. O.; DAEMON, E.; SILVA, A. M. R.; MATURANO, R.; AMARAL, C.
Acaricide and ovicide activities of thymol on engorged females and eggs of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae). Parasitology Research, v.106, p. 615-619, 2010.

MONTEIRO, C. M. O.; MATURANDO, R.; DAEMON, E.; CATUNDA-JUNIOR, F. E. A,
CALMON, F.; SENRA, T. O. S.; FAZA, A.; CARVALHO, M. G. Acaricidal activity of
eugenol on Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) and Dermacentor nitens (Acari:
Ixodidae) larvae. Parasitology Research, v.111, p.1295-1300, 2012.

NA, Y. E.; KIM, S.; BANG, H.; KIM, B.; AHN, Y. Fumigant toxicity of cassia and cinnamon
oils and cinnamaldehyde and structurally related compounds to Dermanyssus gallinae (Acari:
Dermanyssidae). Veterinary Parasitology, v.178, p.324-329, 2011.

NOVELINO, A. M. S.; DAEMON, E.; SOARES, G. L. G. Avaliacdo da atividade repelente
do timol, mentol, salicilato de metila e acido salicilico sobre larvas de Boophilus microplus
(Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae). Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, v.59, p. 700-704, 2007a.

NOVELINO, A. M. S.; DAEMON, E; SOARES, G. L. G. Evaluation of the acaricide effect
of thymol, menthol, salicylic acid, and methyl salicylate on Boophilus microplus (Canestrini
1887) (Acari: Ixodidae) larvae. Parasitology Research, v.101, p.809-811, 2007 a.

OZCAN, M.; CHALCHAT, J. C. Chemical composition and antifungal effect of anise
(Pimpinella anisum L.) fruit oil at ripening stage. Annals of Microbiology, v.56, p.353-358,
2006.

PEREIRA, M. C. Introducdo, In: Pereira, M.C., Labruna, M.B., Szabd, M.P.J., Klafke, G.M.
(Eds.) Rhipicephalus (Boophilus) microplus: biologia, controle e resisténcia. MedVet, S&o
Paulo, p. 1-5, 2008.

PRATA, M. C. A.; ALONSO, L. S.; SANAVRIA, A. Parametros biologicos do estadio ninfal
de Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) (Acari: Ixodidae) em coelhos. Revista
Brasileira Ciéncia Veterinaria, v. 3, p. 55-57, 1996.

PRATES, H. T.; LEITE, R. C.; CRAVEIRO, A. A.; OLIVEIRA A. B. Identification of some
chemical components of the essential oil from molasses grass (Melinis minutiflora Beauv.)



27

and their activity against cattle-tick (Boophilus microplus). Journal of the Brazilian
Chemical Society, v. 9, p.193-197, 1998.

REGNAULT-ROGER, C.; PHILOGENE, B. J. R. Past and current prospects for the use of
botanicals and plant allelochemicals in integrated pest management. Pharmaceutical
Biology, v.46, p.41-52, 2008.

SCORALIK, M.; DAEMON, E.; MONTEIRO, C. M. O.; MATURANO, R. Enhancing the
acaricide effect of thymol on larvae of the cattle tick Rhipicephalus microplus (Acari:
Ixodidae) by solubilization in ethanol. Parasitology Research, v.110, p. 645-648, 2012.

SHEN, F.; XING, M.; LIU, L.; TANG, X.; WANG, W.; WANG, X.; WU, X.; WANG, X,
WANG, X.; WANG, G.; ZHANG, J.; LI L.; ZHANG, J.; YU L. Efficacy of trans-
cinnamaldehyde against Psoroptes cuniculi in vitro. Parasitology Research, v.110, p.1321-
1326, 2012

SIMAS, N. K.; LIMA, E. C.; CONCEICAO, S. R.; KUSTER, R. M., OLIVEIRA FILHO, A.
M. Produtos naturais para o controle da transmissao da dengue - atividade larvicida

de Myroxylon balsamum (6leo vermelho) e de terpendides e fenilpropandides. Quimica
Nova, v. 27, p.46-49, 2004.

SOUTO, R. N. P.; HARADA, A. Y. ; MAIA, J. G. S. Estudos preliminares da atividade
inseticida de 6leos essenciais de espécies de Piper linneus (piperaceae) em operérias de f
Smith (Hymenoptera: formicidae), em laboratério. Biota Amazonica, v. 1, p.42-48, 2011.

SOUZA, C.E.; CALLE, S.B.; CAMARGO, M. C. G. O. O papel da capivara Hidrochaeris
hidrochaeris na cadeia epidemiologica da febre maculosa brasileira. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, v.13, p. 203-204, 2004.

SUTHERST, R. W.; JONES, R. J.; SCHNITZERLING, H. J. Tropical legumes of the genus
Stylosanthes immobilize and kill cattle ticks. Nature, p. 295-320, 1982.

TUNC, | & SAHINKAYA, S. Sensitivity of two greenhouse pests to vapours of essential
oils. Entomologia Experimentalis et Applicata, v.86, p. 183-187,1998.

YANG, Y. C.; LEE, H. S;; LEE, S. H.; CLARK, J. M., AHN, Y. J. Ovicidal and adulticidal
activities of Cinnamomum zeylanicum bark essential oil compounds and related compounds
against Pediculus humanus capitis (Anoplura: Pediculicidae). International Journal for
Parasitology, v.35, p. 1595-1600, 2005.

ZENG, W.C.; ZHU, R.X,; JIA, L.R.; GAO, H.; ZHENG, Y.; SUN, Q. Chemical composition,
antimicrobial and antioxidant activities of essential oil from Gnaphlium affine. Food and
Chemical Toxicology, v. 49, p.1322-1328, 2011.



28

4 Avaliagdo da atividade acaricida do carvacrol, (E)-cinamaldeido, trans-anetol e linalol
sobre larvas de Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens (Acari: Ixodidae).

4.1 Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade carrapaticida do carvacrol, (E)-
cinamaldeido, trans-anetol e linalol sobre larvas de Rhipicephalus microplus e Dermacentor
nitens. Todas as substancias foram testadas nas concentragdes de 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0
ul/ml, sendo feitas 10 repeticGes por tratamento. O teste foi realizado através da técnica de
pacote de larvas modificado e a mortalidade foi avaliada ap6s 24h. Nos grupos tratados com
carvacrol, a menor concentracdo (2,5 pl/ml) foi suficiente para causar a morte de 100% das
larvas de R. microplus e D. nitens. A mesma concentracdo de (E)-cinamaldeido resultou em
morte de aproximadamente 99% das larvas de ambas as espécies, chegando a 100% nas
demais concentracGes. Em relacdo ao trans-anetol, mortalidades acima de 90% das larvas de
R. microplus e D. nitens s6 foram observadas a partir da concentracdo de 15,0 pl/ml,
chegando a 100% na maior concentracao (20,0 pl/ml). As taxas de mortalidade para os grupos
tratados com linalol foram baixas, chegando a 8,4 e 14,5% na maior concentracdo (20,0
pl/ml) para larvas de D. nitens e R. microplus, respectivamente. No presente estudo foi
possivel concluir que o carvacrol, (E)-cinamaldeido e trans-anetol apresentaram atividade
carrapaticida. Destes resultados pode-se destacar que o carvacrol e (E)-cinamaldeido que,
mesmo nas menores concentragdes, resultaram em elevadas taxas de mortalidade para esses

ixodideos.

Palavras-chave: carrapato da orelha do cavalo, carrapato do boi, fenilpropandides,

monoterpeno.
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4.2 Introducéao

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) € um ectoparasito de bovinos com grande
importancia econdmica nos paises tropicais e subtropicais (PEREIRA, 2008). Os encargos
financeiros causados por este carrapato as criacfes de gado referentes ao controle, somado 0s
prejuizos causados aos hospedeiros (perda de peso, diminuicdo da producdo de leite e
desvalorizacdo do couro) chegam a dois bilhdes de dolares anuais no Brasil (GRISI et al.,
2002). Dermacentor nitens (Neumann, 1897) conhecido popularmente como carrapato da
orelha do cavalo, localiza-se principalmente no pavilhdo auricular e diverticulo nasal dos
equinos (GUIMARAES et al., 2001). Este ixodideo possui grande importancia médico-
veterinaria, causando espoliacdo sanguinea, estresse, transmissdo de agentes infecciosos,
predisposicdo a miiases e infecgdes bacterianas secundarias em seus hospedeiros
(GUGLIELMONE et al., 2006; LABRUNA & MACHADO, 2006).

Os carrapaticidas sintéticos tém sido utilizados como forma predominante no controle
destes ectoparasitos. Entretanto, a utilizacdo indiscriminada e sem critérios técnicos tem
levado a selecdo de populagdes de R. microplus resistentes as principais bases quimicas
disponiveis no mercado (FURLONG et al., 2007). Embora ainda ndo se tenha relatos de
populagdes de D. nitens resistentes a carrapaticidas, torna-se pertinente o desenvolvimento de
novas estratégias de controle deste ixodideo (CLEMENTE et al., 2010), minimizando a
utilizacdo de produtos quimicos que podem promover riscos de intoxicacdo dos animais, do
homem e contaminacdo do ambiente (KOUL et al.,, 2008). Os metabolitos especiais
biossintetizados pelas plantas exercem funcgdes bioldgicas nos vegetais, dentre elas a defesa
contra microrganismos e insetos (SIMAS et al., 2004). Estas propriedades tornam as plantas
fonte de agentes biocidas podendo nao proporcionar os danos de intoxica¢do ambiental.

Estudos recentes tém dado atencdo especial aos produtos de origem vegetal com
propriedades biocidas para serem utilizados no controle de pragas (REGNAULT-ROGER &
PHILOGENE, 2008). Além de estudos com 6leos essenciais e extratos vegetais, pesquisas
também tém demonstrado que determinados compostos volateis que compbem os 06leos
possuem atividade carrapaticida sobre diferentes espécies e estagios de carrapatos
(FERRARINI et al., 2008; MONTEIRO et al., 2009; MENDES et al., 2011; CHAGAS et al.,
2012; SCORALIK et al., 2012). Considerando as propriedades dessas classes de substancias
naturais e estudos existentes que comprovam atividades dos monoterpenos, carvacrol e

linalol, e dos fenilpropanoides, (E)-cinamaldeido e trans-anetol (Figura 1) como antioxidante,
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antimicrobiana, acaricida, repelente e/ou inseticida (LETIZIA et al., 2003; ALI et al., 2005;
LIMA et al., 2008; DOLAN et al., 2009; CETIN et al., 2010; SOUTO et al., 2011; ZENG et
al., 2011; NA et al., 2011; YANG et al., 2005), elegeram-se essas substancias para teste sobre
R. microplus e D. nitens. Desta forma o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade

carrapaticida dessas substancias sobre lavras desses ixodideos.

4.3 Material e Métodos

4.3.1 Obtencéo dos carrapatos e realizacdo dos experimentos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Artropodes Parasitos (LAP) da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Para obtencdo das larvas de D.
nitens, fémeas ingurgitadas foram coletadas de equinos sem contato recente com
carrapaticidas, no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil. Em relacéo ao teste com R.
microplus, foram utilizadas larvas da col6nia mantida através de infestacdes artificiais em
bezerros na fazenda experimental da Embrapa Gado de Leite, localizada no municipio de
Coronel Pacheco, MG, Brasil.

Apos a obtencdo, as fémeas foram levadas para o laboratério, onde foram lavadas em
agua destilada, secas em papel toalha, colocadas em placas de Petri e acondicionadas em
camara climatizada (27+1°C e UR>80%) para a realizacdo de postura. Apés 15 dias do inicio
da postura, os ovos foram pesados em aliquotas de 200 mg, acondicionados em seringas
plasticas com extremidade distal cortada, vedadas com algoddo hidréfilo e mantidas nas
mesmas condi¢cOes de temperatura e umidade mencionadas anteriormente. As larvas

submetidas aos testes tinham entre 15 a 21 dias de idade.
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4.3.2 Bioensaio - Avaliacéo da atividade acaricida das substancias testadas sobre larvas
de Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens.

Foram testadas as substancias carvacrol (98%), linalol (95%), (E)-cinamaldeido (93%,
configuracdo definida por analise de RMN 'H) e trans-anetol (99%) obtidas da empresa
Sigma-Aldrich® (S&o Paulo-SP, Brasil) (Figura 1). Foi utilizado o etanol como solvente, uma
vez que essa substancia em pureza analitica ndo apresenta toxicidade para larvas de R.
microplus e D. nitens (CHAGAS et al., 2003; GONCALVES et al., 2007; RESENDE et al.,
2012). Para solubilizagdo do carvacrol, (E)-cinamaldeido, trans-anetol e linalol, o solvente foi
utilizado nas concentracbes de 50, 70, 80 e 70%, respectivamente, devido a caracteristicas
inerentes a cada substancia; sendo testadas concentracdes de 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 pl/ml

para cada uma delas.
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LINALOL CARVACROL TRANS-ANETOL (E)-CINAMALDEIDO

Figura 1. Estruturas dos terpendides e fenilpropandides submetidos a teste de atividade
acaricida frente as larvas de Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens.

Foi utilizado o teste de pacote de larvas (STONE & HAYDOC 1962) modificado, em
gue aproximadamente 100 larvas com idade entre 15 e 21 dias, foram colocadas no centro de
papel de filtro com dimensdes de 6x6 cm e na sequéncia esses papéis foram dobrados ao meio
e tiveram as bordas vedadas por clipes. Posteriormente, cada lado externo do papel de filtro
foi umedecido homogeneamente com 90 pl das solugdes a serem testadas. No grupo controle
as larvas foram tratadas com o solvente nas diferentes concentragfes utilizadas para
solubilizacdo de cada substdncia e foram feitas 10 repetices por grupo (controle e

tratamentos).
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Os grupos experimentais foram mantidos em camara climatizada (27+1°C e UR>80%)
e apos 24h, foi feita a avaliacdo da mortalidade, onde as larvas vivas e mortas foram
quantificadas com utilizacdo de bomba a vacuo acoplada em uma mangueira de borracha com
uma ponteira adaptada na extremidade. A mortalidade foi obtida pela seguinte formula:

Mortalidade (%) = (total de larvas mortas/total de larvas) x 100.

4.3.3 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Biostat versdo 5.0. Os valores
percentuais foram transformados em Varco seno x e analisados por ANOVA e teste de Tukey
(p<0,05). No caso de distribuicdo ndo paramétrica, os valores foram comparados através dos
testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis e Student Newman-Keuls (p<0,05).

4.4 Resultados

A mortalidade de larvas de R. microplus (Tabela 1) tratadas com carvacrol foi de
100% em todos os grupos tratados. Para o (E)-cinamaldeido, a concentracdo de 2,5 ul/ml
resultou em mortalidade de 99,2%, chegando a 100% nas outras concentragfes, sendo
constatadas diferencas significativas (p<0,05) entre todos os grupos tratados e o controle. No
teste com trans-anetol as concentracdes a partir de 5.0 pl/ml resultaram mortalidade superior a
70%, diferindo significativamente (p<0.05) do controle, sendo que na concentracdo de 20,0
pl/ml a mortalidade foi de 100%. Com relagédo ao teste com linalol, a mortalidade foi baixa,

ndo ultrapassando a taxa de 14% na maior concentrag&o.
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Tabela 1. Mortalidade de larvas de Rhipicephalus microplus tratados com diferentes
concentragOes de linalol, trans-anetol, carvacrol e (E)-cinamaldeido em formulagdo etandlica
sob condicdes de laboratério (27+1° C e UR>80+10%).

Carvacrol (E)-cinamaldeido  Trans-anetol Linalol
Controle 0,0% +0,0* 0,0°+0,0* 0,0°+0,0 0,0°+0,0°
2,5 pl/ml 100,0°4+ 0,0 99,2+ 1,75 0,0*®+0,0 2,2¢% +4,09
5,0 pl/ml 100,02+ 0,0 100,0°4+ 0,0 73,4244 2,08 +3,08
10,0 pl/m 100,0"+ 0,0 100,0"+ 0,0 71,8°°4#269 8,82 16,88
15,0 pl/ml 100,0°* + 0,0 100,0°4+ 0,0 95,9"4+45  12,57°%+10,90
20,0 pl/ml 100,0°4+ 0,0 100,0°4+ 0,0 100,0°+0,0  14,5°°+9,0

Letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5% (p>0,05). +Grupo controle: agua (30%) + etanol
(70%); # Grupo controle: 4gua (20%) + etanol (80%); *Grupo controle: dgua (50%) + etanol (50%).

Em relacdo aos testes com larvas de D. nitens (Tabela 2), foi possivel observar que o
carvacrol na concentragéo de 2,5 pl/ml foi suficiente para causar a morte de 100% das larvas,
assim como observado no teste com larvas de R. microplus. Resultado semelhante também foi
encontrado em relacdo ao (E)-cinamaldeido sobre larvas de D. nitens, onde a menor
concentracdo (2,5 pl/ml) levou a morte de 98%. Nos demais tratamentos a taxa de
mortalidade foi de 100% todos os grupos tratados com essa substancia apresentaram
diferengas significativas (p>0.05) em relag&o ao controle. O trans-anetol, nas concentragfes
de 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 pl/ml causou mortalidade de 7,3%, 12%, 52,3 e 91% respectivamente,
atingindo 100% de mortalidade na maior concentracdo. Os grupos tratados com linalol, nas
concentragdes de 2,5; 5,0 e 10,0 pl/ml apresentaram mortalidade inferior a 2%, nao diferindo
significativamente (p<0.05) do grupo controle; nas maiores concentragdes houve mortalidade

de 4,7% e 8,4% respectivamente.
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Tabela 2. Mortalidade de larvas de Dermacentor nitens tratados com diferentes
concentracOes de linalol, trans-anetol, carvacrol e (E)-cinamaldeido em formulagdo etandlica
sob condicdes de laboratério (27+1° C e UR>80+10%).

Carvacrol (E)-cinamaldeido Trans-anetol Linalol
Controle 0,0°+0,0* 0,0%+0,0* 0,0#4+0,0 0,0°4+0,0*
2,5 pl/ml 100,0°4+0,0 98,5"+3,3 7,38%167 1,0°%+1,7
5,0 pl/ml 100,0°4+0,0 100,0°*+0,0 12,0°8+14,1 1,3%°+1,8
10,0 pl/ml 100,0°4+0,0 100,0°*+0,0 52,3%°+28,8 1,7%¢°+1,9
15,0 pl/ml 100,0°4+0,0 100,0°*+0,0 91,5417 4,7°F+3 4
20,0 pl/ml 100,0°*+0,0 100,0°*+0,0 100,0%4+0,0 8,4°5+43

Letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5% (p>0,05). +Grupo controle: 4gua (30%) + etanol
(70%); # Grupo controle: 4gua (20%) + etanol (80%); *Grupo controle: 4gua (50%) + etanol (50%).

Comparando as substancias é possivel observar o melhor desempenho do carvacrol e
(E)-cinamaldeido nas menores concentracdes (2,5; 5,0; 10,0 ul/ml), uma vez que a
mortalidade ocasionada por essas substancias foi significativamente superior (p<0.05) as
demais (Tabela 2). Entretanto, tais diferencas (p>0.05) ndo foram observadas quando foram
comparadas as taxas de mortalidade dos grupos tratados com carvacrol e (E)-cinamaldeido
nas maiores concentraces (15,0 e 20,0 ul/ml) e os grupos tratados com trans-anetol nas

mesmas concentracfes (Tabela 1 e 2).

4.5 Discussao

A partir da identificacdo de componentes majoritarios existentes em Gleos essenciais
de plantas, é possivel verificar a atividade dessas substancias isoladas sobre diferentes
organismos (COMBRINK et al., 2011). Estudos in vitro séo essenciais para eleicdo de
substancias com atividade acaricida uma vez que, algumas substancias de origem vegetal tém
diferentes graus de eficiéncia para diferentes especies e estagios de carrapatos (FERRARINI
et al., 2008; MONTEIRO et al., 2009; MENDES et al., 2011; CHAGAS et al., 2012;
SCORALIK et al., 2012).

YANG et al. (2005) verificaram potente atividade inseticida de linalol frente a

Pediculus humanus capitis De Geer, 1767 (Anoplura: Pediculicidae). Estudo de atividade
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acaricida empregando o teste descrito por Sutherst et al. (1982), revelou que este alcool
monoterpénico foi letal em 100% das larvas de R. microplus em 15 min. (PRATES et al.,
1997). Entretanto, no presente trabalho, utilizando a metodologia de pacote de larvas
modificado essa substancia apresentou baixo poder acaricida sobre as larvas de R. microplus e
D. nitens. Linalol é o constituinte majoritario do 6leo volatil de Ocimum basilicum, conhecido
popularmente como manjericdo. MARTINEZ-VELAZQUEZ et al. (2011a) relataram que este
6leo ndo apresentou toxidade sobre larvas de R. microplus. Embora a acao deletéria do linalol
sobre estas larvas seja insuficiente para considera-lo como um principio ativo promissor no
controle destes parasitos, suas propriedades merecem novos estudos devido a outras
peculiaridades da substancia. Segundo LETIZIA et al. (2003) o linalol possui a capacidade
de facilitar a penetracdo de outras drogas em peles e membranas. Deste modo, este composto
pode ser um adjuvante a um produto carrapaticida, carreando o ingrediente ativo pela cuticula
do carrapato potencializando sua a¢do, uma vez que a esclerotizacdo do tegumento, além de
fornecer protecdo para evitar a perda de &gua, funciona como barreira natural contra
carrapaticidas de contato (HACKMAN, 1982; HACKMAN & FILSHIE, 1982).

O trans-anetol demonstrou eficiéncia acaricida para ambas as espécies, atingindo
100% de mortalidade na concentracdo de 20,0 pl/ml, sendo essa molécula caracterizada por
apresentar mais essa propriedade bioativa, que vem somar-se a outras ja descritas como
repeléncia sobre pulgdes (LIMA et al., 2008) e inseticida sobre formigas do género
Solenopsis (SOUTO et al., 2011). Entretanto, apesar de ter apresentado atividade sobre larvas
de R. microplus e D. nitens, cabe destacar que mortalidade superior a 90% s foi obtida a
partir das duas maiores concentracBes de trans-anetol testadas. O 6leo voléatil de Pimpinella
anisum tem este fenilpropandide como componente mais abundante (OZCAN &
CHALCHAT, 2006). TUNC & SAHINKAY A (1998) observaram que o 6leo de P. anisum foi
toxico para as femeas do acaro Tetranychus cinnabarinus (Boisd.) e do pulgdo Aphis gossypii
Glover, 1877.

Os resultados do presente estudo evidenciaram que o carvacrol e (E)-cinamaldeido
foram as duas substancia que apresentaram maior atividade sobre larvas de R. microplus e D.
nitens, uma vez que foi observada altas taxas de mortalidade (>95%) a partir da menor
concentracdo (2,5 ul/ml). Na literatura é possivel encontrar estudos que comprovam a
atividade acaricida, bactericida, fungicida e inseticida do carvacrol e (E)-cinamaldeido em
diferentes espécies, devido as propriedades quimicas e estruturais que as compdem (ALI et
al., 2005; CETIN et al., 2010; NA et al., 2011; PAVELA, 2011). Neste sentido, PERRUCCI

et al. (1995) consideraram que a presenca de fenois livres na estrutura confere maior atividade
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acaricida, como no caso do carvacrol e seu isdmero timol. Este Gltimo, na concentracdo de 10
mg/ml em formulacdo etandlica (agua destilada + alcool 50%), apresentou mortalidade de
99,9% para R. microplus (SCORALIK et al., 2012). Trabalhos sobre a atividade do (E)-
cinamaldeido em carrapatos sdo escassos, entretanto, sua atividade ja foi demonstrada contra
outros artropodes como demonstrado por LEE et al. (2008) sobre o coledptero Sitophilus
oryzae Linné, 1763 e por SHEN et al. (2012) para o &caro Psoroptes cuniculi Delafon , 1859 .
Este composto volatil € o constituinte majoritario do 6leo de Cinnamomum zeylanicum que
apresentou atividade ovicida e adulticida contra o piolho humano P. h. capitis (YANG et al,
2005).

Com relacdo ao carvacrol existem alguns estudos que demonstraram que 6leos
essenciais ricos nesse monoterpeno possuem atividade sobre carrapatos. CETIN et al. (2009)
relataram que o 6leo de Origanum minutiflorum teve atividade sobre Rhipicephalus turanicus
Pomerantzev, 1940 no qual o carvacrol foi o constituinte majoritario. O mesmo foi observado
por MARTINEZ-VELAZQUEZ (2011b) que testou o 6leo de Lippia graveolens sobre larvas
de R. microplus. A atividade carrapaticida do carvacrol isolado também ja foi demonstrada
por CETIN et al. (2010), que testaram esse monoterpeno sobre Hyalomma marginatum Koch,
1844 e verificaram alta mortalidades dos adultos. DOLAN et al. (2009) verificaram em
campo que o carvacrol suprimiu populagdes de Amblyomma americanum Linnaeus, 1758 e
Ixodes scapularis Say, 1821 apds a aspersdo na concentracdo de 5% sobre a vegetacao, e no
presente estudo mostrou-se eficiente contra larvas de R. microplus e D. nitens, sendo a mais
potente entre as quatro substancias testadas, uma vez que a menor concentracdo levou a
mortalidade de 100% das larvas. Com base nos resultados observados no presente trabalho é
possivel sugerir que 0 mesmo método de controle possa ser empregado diretamente sobre 0s
hospedeiros como também sobre pastagens, visando o controle dessas espécies. Tal préatica
poderia ser utilizada no manejo integrado de carrapatos, sendo utilizada em conjunto com
outras estratégias de controle minimizando a aplicacdo de carrapaticidas quimicos sintéticos.

O conjunto de resultados obtidos no presente estudo indica que o carvacrol, (E)-
cinamaldeido e trans-anetol possuem atividade carrapaticida sobre R. microplus e D. nitens,
com destaque para as duas primeiras substancias. Assim, existe a necessidade de pesquisas
envolvendo outros estagios de desenvolvimento desses carrapatos e testes em condicoes

naturais.
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5 Atividade carrapaticida do carvacrol, timol, eugenol e (E)-cinamaldeido sobre larvas e
ninfas ndo ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma cajennense (Acari:
Ixodidae).

5.1 Resumo

O presente estudo foi realizado com intuito de verificar a atividade acaricida de formulagdes
hidroetandlicas do carvacrol, timol, eugenol e (E)-cinamaldeido em diferentes concentragdes
sobre larvas e ninfas ndo ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma
cajennense. Para realizacdo do experimento foi empregado o teste de pacote de larvas
modificado. Todas as substancias foram testadas nas concentragdes de 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e
20,0 pl/ml, com excecdo do timol que foi testado nas mesmas concentragdes em mg/ml;
sendo feitas 10 repeticBes para cada tratamento. Também foi estabelecido um grupo controle
com etanol na concentracdo necessaria para solubilizar cada substancia. Os grupos
experimentais foram mantidos em camara climatizada (27£1°C e UR>80+10%) por 24 horas
e apos este periodo, a mortalidade foi avaliada. Nos testes realizados com larvas de R.
sanguineus, o0s grupos tratados com a menor concentracdo de carvacrol e (E)-cinamaldeido
apresentaram mortalidade de 100%, entretanto, para o eugenol, esse percentual so foi
observado a partir da concentracdo de 10,0 pl/ml. Para ninfas desse mesmo ixodideo, 0s
monoterpenos carvacrol e timol a partir da menor concentragdo (2,5 pl/ml ou mg/ml)
causaram letalidade de 100% em todas as concentragdes, diferindo dos resultados obtidos para
o eugenol e (E)-cinamaldeido, uma vez que mortalidade de 100% com a utilizacdo dessas
substancia s6 foram observadas a partir da de 10,0 pl/ml. Nos testes com A. cajennense a
mortalidade das larvas tratadas com carvacrol, timol, eugenol e (E)-cinamaldeido na
concentragdo de 2,5 pl/ml foi de 45, 62,7, 10,2 e 81,6%, chegando a 100% na concentragdo de
5,0 ul/ml para o carvacrol, timol e (E)-cinamaldeido. Para o eugenol esta mortalidade foi
observada na concentracdo de 15,0 pl/ml. Para ninfas os testes com carvacrol e timol
causaram a morte de 100% dos individuos a partir das concentracfes de 5,0 pl/ml e 10,0
mg/ml, respectivamente; o eugenol sé atingiu mortalidade de 100% na concentragédo de 20,0
pl/ml, enquanto a mortalidade maxima no (E)-cinamaldeido ndo ultrapassou 64%.0s
resultados observados no presente estudo indicam que as substancias testadas apresentam

atividade acaricida sobre larvas e ninfas ndo ingurgitadas de R. sanguineus e A. cajennense.
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Palavras-chave: Monoterpenos, fenilpropandides, carrapato vermelho do céo, carrapato

estrela.

5.2 Introducao

Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), popularmente conhecido como “carrapato
estrela”, tem como hospedeiro preferencial cavalos e capivaras; entretanto, devido a baixa
especificidade parasitaria, principalmente dos estagios imaturos, esse ixodideo também pode
ser encontrado parasitando outros animais como cervos, bovinos, roedores, canideos e aves
(GUIMARAES et al., 2001; SOUZA et al., 2004; MARTINS et al., 2004). Este ectoparasito
possui grande importancia do ponto de vista da saude publica e econémico-zootécnico nos
sistemas de exploracdo animal. As infestagbes por este carrapato ocasionam perdas
econémicas importantes, em decorréncia da queda de produtividade dos animais e dos gastos
com o0 uso de produtos carrapaticidas (PRATA et al., 1996).

Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) é considerado um dos principais
ectoparasitos de cdes no Brasil, representando uma cifra consideravel no faturamento da linha
veterinaria das industrias farmacéuticas (LABRUNA, 2004). Este ectoparasito é responsavel
pela transmissdo de agentes patogénicos aos seus hospedeiros, sendo também importante do
ponto de vista zoondtico, sendo vetor de agentes patogénicos para 0 homem (DANTAS-
TORRES, 2008; LABRUNA & MACHADO 2006).

O controle destes ectoparasitos é feito predominantemente por carrapaticidas, mas a
utilizacdo indiscriminada e sem critérios técnicos tem causado prejuizos, como a intoxicacéo
de homens e animais e a selecdo de carrapatos resistentes (KAAYA et al., 1996; BORGES et
al., 2011). A utilizacdo de substancias de origem vegetal & uma alternativa promissora, pois
pode representar uma forma mais segura para o controle desses parasitos, diminuindo os
riscos de contaminagdo ambiental e intoxica¢do dos animais e do homem (KOUL et al., 2008;
BORGES et al., 2011).

Existem plantas que apresentam atividade repelente contra insetos herbivoros, esta
atividade é realizada por componentes presentes nos 6leos essenciais, produzidos pelo
metabolismo secundario das mesmas (SIMAS et al., 2004). A atividade dos 0leos essenciais,

assim como seus componentes majoritarios, tem sido investigada, e algumas dessas
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substancias foram apontadas como promissoras no combate de bactérias, insetos e acaros
(LEE et al ., 2008; ALI et al ., 2005; POZZO et al., 2011; SHEN et al., 2012). Assim, 0o
presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade carrapaticida dos monoterpenos
carvacrol e timol e dos fenilpropanoides (E)-cinamaldeido e eugenol sobre larvas e ninfas ndo

ingurgitadas de A. cajennense e R. sanguineus.

5.3 Material e Métodos

5.3.1 Obtencéo dos carrapatos e realizacdo dos experimentos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Artrépodes Parasitos (LAP) da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. As larvas e ninfas néo
ingurgitadas de R. sanguineus e A. cajennense utilizadas nos experimentos foram oriundas de
coldnia mantida através de infestagdes artificiais em coelhos Oryctolagus cuniculus Linnaeus,
1758 (mesticos - Califérnia x Nova Zeléndia), de acordo com a metodologia proposta por
NEITZ et al. (1971). As larvas submetidas aos testes tinham entre 15 a 21 dias de idade; ja as
ninfas foram submetidas aos testes 15 dias ap0s a ecdise.

As substancias carvacrol, eugenol e (E)-cinamaldeido testadas foram adquiridas da
empresa Sigma-Aldrich® com grau de pureza de 99,9%. Os cristais de timol foram obtidos
por intermédio da empresa Henrifarma Quimicos e Farmacéuticos LTDA.

Para solubilizacdo do carvacrol, timol, eugenol foi utilizado etanol na concentracao
de 50% e para (E)-cinamaldeido a concentracdo foi de 70%, devido a caracteristicas inerentes
a cada substancia. As substancias carvacrol, eugenol e (E)-cinamaldeido em todos os
experimentos foram testadas nas concentracdes de 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 pl/ml, enquanto

o timol foi testado nas mesmas concentragdes em mg/mi.
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5.3.2 Bioensaio - Testes com larvas e ninfas ndo ingurgitadas

Para larvas, foi utilizado o teste de pacote (STONE & HAYDOC 1962) modificado
por MONTEIRO et al. (2012), em que aproximadamente 100 larvas foram colocadas em
papel filtro com dimensdes de 6x6 cm (Figura 2); na sequéncia, estes papéis foram dobrados
ao meio e tiveram suas extremidades vedadas por clipes. Posteriormente, cada lado externo do
papel de filtro foi umedecido homogeneamente com 90 ul das solucdes a serem testadas. No
grupo controle as larvas foram tratadas com o solvente nas diferentes concentragdes utilizadas
para solubilizacdo de cada substancia. Foram feitas 10 repeticdes por grupo (controle e
tratamentos). Para os testes com ninfas ndo ingurgitadas (Figura 3) foi utilizada a mesma

metodologia, sendo colocadas cinco ninfas em cada pacote.

Figura 2. Teste de pacote de larvas (A) onde aproximadamente 100 larvas foram
colocadas no interior de papéis de filtro (6x6cm), esses foram dobrados ao meio e as
extremidades vedadas com clips (B). Ap6s o fechamento, com a utilizacdo de pipeta
cada lado externo do envelope foi umedecido com 90 pl/ml das solugdes a serem
testadas (C). Ap0s 24h, realizou a leitura das larvas vivas e mortas (D).

Figura 3. Teste de pacote de ninfas (A) onde cinco ninfas foram colocadas no
interior de papéis de filtro (6x6cm), esses foram dobrados ao meio e as extremidades
vedadas com clips (B). Apos o fechamento, com a utilizagdo de pipeta cada lado
externo do envelope foi umedecido com 90 ul/ml das solugbes a serem testadas e 0s
grupos controle (C). Apos 24h, realizou a leitura das larvas vivas e mortas (D).
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Os grupos experimentais foram mantidos em camara climatizada (27£1°C e
UR>80%), sendo que os controles foram acondicionados em camara diferente dos grupos
tratados. A avaliacdo da mortalidade foi feita apos 24h, quantificando-se larvas e ninfas vivas
e mortas com a utilizacdo de bomba a vacuo acoplada em uma mangueira de borracha com
ponteira adaptada na extremidade (Figuras 2 e 3). A mortalidade foi obtida pela seguinte

formula: Mortalidade (%) = (total de larvas mortas/total de larvas) x 100.

5.3.3 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Biostat versdo 5.0. Os valores
percentuais foram transformados em Varco seno x e analisados por ANOVA e teste de Tukey
(p<0,05). No caso de distribuicdo ndo paramétrica, os valores foram comparados através dos

testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e Student Newman-Keuls (p<0,05).

5.4 Resultados

Nos testes realizados com larvas de A. cajennense a menor concentracdo de carvacrol,
timol, eugenol e (E)-cinamaldeido resultaram em taxas de mortalidade de 45, 62,7; 10,2 e
81,6%, respectivamente. A taxa de mortalidade de 100% foi observada para o carvacrol e (E)-
cinamaldeido a partir da concentracdo de 5,0 ul/ml e 5,0 mg/ml para o timol, ja o eugenol
apresentou este percentual a partir da concentragédo de 15,0 ul/ml (Tabela 3).

Os resultados obtidos para os testes com ninfas (Tabela 4) demonstraram que para
carvacrol e timol causaram 100% de mortalidade a partir das concentragfes 5,0 pl/ml e 10,0
mg/ml respectivamente. O eugenol so atingiu esta eficiéncia na ultima concentragdo testada
(20,0 pl/ml). Nos grupos tratados com (E)-cinamaldeido, a mortalidade néo ultrapassou 64%.
Em relagcdo ao grupo controle, o carvacrol apresentou diferenca significativa (p<0,05) em
todas as concentragdes; enquanto o mesmo foi verificado para o timol a partir da concentragéo
(5,0 mg/ml). Para os fenilpropanoides (E)-cinamaldeido e eugenol, diferencas significativas
foram observadas a partir das concentracoes de 10,0 pl/ml e 20,0 pl/ml, respectivamente.
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Tabela 3. Mortalidade média de larvas ndo ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas
com diferentes concentragdes de carvacrol, timol, eugenol e (E)-cinamaldeido em condicGes
de laboratorio (27+1°C e UR>80+10%).

Carvacrol Timol** Eugenol (E)-cinamaldeido
Controle 0,0°+0,0* 0,0°+0,0* 0,0°+0,0* 0,0°+0,0*
2,5 pl/ml 45,0°+16,1 62,7°+16,5 10,2°+8,2 81,6"+11,7
5,0 pl/ml 100,0°+0,0 100,0°+0,0 41,6™+234 100,0°+0,0
10,0 ul/ml 100,0°+0,0 100,0°+0,0 87,2°49,3 100,0°+0,0
15,0 ul/ml 100,0°+0,0 100,0°+0,0 100,0°+0,0 100,0°+0,0
20,0 pl/ml - 100,0°+0,0 100,0°+0,0 100,0°+0,0 100,0°+0,0

Letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5% (p>0,05). +Grupo controle: dgua (30%) + etanol
(70%);*Grupo controle: 4gua (50%) + etanol (50%).**Timol = mg/ml.

Tabela 4. Mortalidade média de ninfas ndo ingurgitadas de Amblyomma cajennense tratadas
com diferentes concentra¢des de carvacrol, timol, eugenol e (E)-cinamaldeido em condicGes
de laboratorio (27+1°C e UR>80+10%).

Carvacrol Timol** Eugenol (E)-cinamaldeido
Controle 0,0%+0,0% 0,0°%+0,0% 2,0%46,3* 0,0%0,0"
2,5 pl/ml 64,6"+26,3 2,0°46,3 2,0%46,3 0,0%+0,0
5,0 pl/ml 100,0°+0,0  40,0°+29.4 0,0°+0,0 6,5°+10,5
10,0 u/ml 100,0°+0,0  100,0°+0,0  19,0%+233 18,0°+14,7
15,0 ul/ml 100,0°+0,0  100,0°+0,0  22,0%+31,9 24,0°+29,5
20,0 u/ml 100,0°+0,0  100,0°+0,0  100,0°+0,0 64,0°+33,7

Letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5% (p>0,05). +Grupo controle: agua (30%) + etanol

(70%); *Grupo controle: agua (50%) + etanol (50%).**Timol = mg/ml.
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Para as larvas de R. sanguineus tratadas com carvacrol e (E)-cinamaldeido na menor
concentragéo (2,5 pl/ml), foram observadas taxas de mortalidade de 100% (Tabela 5), sendo
constatadas diferencas significativas em relacdo ao controle. Nos grupos tratados com
eugenol, apenas a primeira concentracao testada (2,5 ul/ml), ndo diferiu estatisticamente do
grupo controle, apresentando 19,2% de mortalidade; entretanto, na concentracdo de 5,0 pl/ml
foi observada mortalidade de 97,8%, atingindo 100% nas demais concentracdes (Tabela 5).
Nos testes com ninfas foi possivel observar que os monoterpenos carvacrol e timol causaram
letalidade de 100% em todas as concentracfes Esta mesma eficiéncia sé foi observada a partir
da concentracdo de 10,0 ul/ml para os fenilpropandides eugenol e (E)-cinamaldeido. Os
grupos tratados com eugenol e (E)-cinamaldeido na concentragdo de (2,5 pl/ml) foram os
unicos que ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) em relacdo ao grupo controle
(Tabela 6).

Tabela 5. Mortalidade média de larvas ndo ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus tratadas
com diferentes concentraces de carvacrol, eugenol e (E)-cinamaldeido em condicbes de
laborat6rio (27+1°C e UR>80+10%).

Carvacrol Eugenol (E)-cinamaldeido
Controle 0,0°+0,0" 0,0°+0,0" 0,0°+0,0"
2,5 pl/ml 100,0°+ 0,0 19,2%423,2 100,0°+0,0
5,0 pl/ml 100,0°+ 0,0 97,8"+4,6 100,0°+0,0
10,0 pl/ml 100,0°+ 0,0 100,0°+ 0,0 100,0°+0,0
15,0 pl/ml 100,0°+ 0,0 100,0°+ 0,0 100:0° +0,0
20,0 pl/ml 100,0°+ 0,0 100,0°+ 0,0 100,0° +0,0

Letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5% (p>0,05). +Grupo controle: agua (30%) + etanol
(70%); *Grupo controle: agua (50%) + etanol (50%).
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Tabela 6. Mortalidade média de ninfas ndo ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus
tratadas com diferentes concentragdes de carvacrol, timol, eugenol e (E)-cinamaldeido em
condicdes de laboratorio (27+1°C e UR>80+£10%).

Carvacrol Timol** Eugenol (E)-cinamaldeido
Controle 2,0°+6,3* 2,0°+6,3* 2,0°+6,3* 1,7°45,3"
2,5 pl/ml 100,0°+0,0 100,0° +0,0 31,5°+31,0 52,0°+24,9
5,0 pl/ml 100,0°+0,0 100,0°+0,0 82,3%+31,9 88,3"°+19,2
10,0 ul/ml 100,0°+0,0 100,0°+0,0 100,0°+0,0 100,0°+0,0
15,0 ul/ml 100,0°+0,0 100,0°+0,0 100,0°+0,0 100,0°+0,0
20,0 ul/ml 100,0°+0,0 100,0°+0,0 100,0°+0,0 100,0°+0,0

Letras iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5% (p>0,05). +Grupo controle: &gua (30%) + etanol
(70%);*Grupo controle: agua (50%) + etanol (50%).**Timol = mg/ml.

5.5 Discussao

A investigacdo in vitro de plantas e seus derivados como potenciais acaricidas vem
sendo alvo de estudos, uma vez que estas podem apresentar diferentes graus de eficiéncia para
espécies e estagios distintos de carrapatos (FERRARINI et al., 2008; MONTEIRO et al.,
2009; MENDES et al., 2011; CHAGAS et al., 2012; SCORALIK et al., 2012). Os 6leos
essenciais extraidos de plantas sdo compostos por varios constituintes e a partir da verificacdo
de seus componentes majoritarios é possivel inferir sobre a atividade destas substancias
isoladas sobre diversos organismos (COMBRINK et al., 2011).

O carvacrol entre as substancias testadas foi uma das mais toxicas causando elevadas
taxas de mortalidade para R. sanguineus e A. cajennense desde as menores concentracoes.
Esse monoterpeno ja teve sua atividade carrapaticida comprovada sobre adultos de R.
turanicus (COSKUN et al., 2008). Segundo CETIN et al. (2010), trés horas de exposi¢do a
sustancia na concentracdo de 10,0 pl/L foi suficiente para matar 93.3% de adultos de
Hyalomma marginatum Kock, 1844. DOLAN et al. (2009) em testes de aspersao de carvacrol
a 5% sobre a vegetagédo verificou reducéo significativa de ninfas de Ixodes scapularis Say,
1821 e Amblyomma americanum (Linnaeus, 1758) no ambiente. Estes resultados corroboram

a eficiéncia encontrada no presente estudo, onde foi observada alta sensibilidade dos
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carrapatos para este monoterpeno, demonstrando sua elevada eficiéncia para estagios imaturos
de R. sanguineus e A. cajennense.

Estudos tém demonstrado que 6leos essenciais ricos em carvacrol também apresentam
atividade carrapaticida. CETIN et al. (2009) avaliaram a acdo do 6leo essencial de Origanum
minutiflorum sobre adultos de R. turanicus e observaram que duas horas de exposi¢ao causou
a morte de 100% dos individuos e a alta taxa de mortalidade foi atribuida a presenca de
carvacrol. O mesmo foi observado por MARTINEZ-VELAZQUEZ et al. (2011a) que
testaram o 6Oleo de Lippia graveolens sobre larvas de R. microplus. Dessa forma, torna-se
pertinente a realizagdo de testes com outras plantas que apresentem carvacrol como
constituinte abundante em seu 6leo essencial.

O timol, monoterpeno isdmero do carvacrol, também apresentou alta toxicidade desde
as menores concentracdes testadas. Sua atividade era esperada, uma vez que essa substancia ja
teve sua atividade carrapaticida evidenciada para diferentes espécies de carrapatos, inclusive
para R. sanguineus e A. cajennense (MENDES et al., 2011; DAEMON et al., 2009).
Entretanto, para R. sanguineus, o timol em formulacdo etanolica sé tinha sido testado para
larvas ndo ingurgitadas (DAEMON et al., 2012), sendo esse o primeiro registro para ninfas.

Com relacdo aos testes com A. cajennense, esse monoterpeno ja havia sido testado em
formulacdo aquosa, sendo utilizado dimetilsulféxido (1%) como adjuvante de solubilizacdo
(MENDES et al., 2011) e a mortalidade de larvas ndo ingurgitadas foi superior a 90% a partir
da concentracdo de 10 mg/ml. No presente estudo, a utilizacdo da concentracédo de 5,0 mg/ml
resultou em morte de 100% das larvas, demonstrando que a solubilizacdo em etanol
potencializou a atividade carrapaticida do timol sobre esse estagio. Tal fato também foi
verificado para larvas ndo ingurgitadas de R. microplus (SCORALIK et al., 2012) e R.
sanguineus (DAEMON et al.,, 2012), sendo que esses autores atribuiram como fator
responsavel para essa potencializacdo, a melhor solubilidade do timol em etanol.

Assim como mencionado para o carvacrol, 6leos essenciais de plantas que apresentam
o timol na sua composicdo também tiveram atividade carrapaticida. Estudos com o6leo de
Lippia sidoides atribuiram sua acdo deletéria sobre larvas de Dermacentor nitens (Neumann,
1897) e larvas e fémeas de R. microplus ao timol, seu componente majoritario (GOMES et
al., 2012).

O eugenol ¢é encontrado no 6leo de cravo-da-india, Syzygium aromaticum (Myrtaceae)
e em plantas das familias Lauraceae e Lamiaceae (FRANZ & NOVAK 2009) também
apresentou atividade carrapaticida sobre os estdgios imaturos desses carrapatos. Esse
fenilpropandide teve seu poder repelente demonstrado por DEL FABBRO & NAZZI (2008)
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sobre ninfas de Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758). MARTINEZ-VELAZQUEZ et al. (2011b)
verificaram atividade acaricida dos 6leos essenciais de Pimenta dioica e Ocimum basilicum
sobre R. microplus e atribuiram esse efeito ao metil-eugenol e eugenol. MONTEIRO et al.
(2012) comprovaram a acdo deletéria do eugenol utilizando a mesma metodologia e as
mesmas concentragcdes do presente estudo, sobre larvas de R. microplus e D. nitens, sendo
constatada taxas de mortalidade superior a 99% para R. microplus desde a menor
concentracdo (2,5 pl/ml). No presente estudo, mortalidade similar s6 foi observado a partir da
concentracdo de 5,0 pl/ml para R. sanguineus e 10,0 pl/ml para A. cajennense. A partir
desses resultados, podemos inferir que larvas de R. sanguineus e A. cajennense Sa0 mMenos
sensiveis ao eugenol do que larvas de R. microplus, fato também observado para o timol em
estudos anteriores (DAEMON et al., 2009; MENDES et al., 2011).

O (E)-cinamaldeido teve sua atividade carrapaticida observada sobre larvas de R.
microplus e D. nitens, o estudo utilizou a mesma metodologia e concentracdes do presente
trabalho. A taxa de mortalidade para as duas espécies de carrapatos foi superior a 95% na
menor concentracdo testada (SENRA et al., 2013). Entretanto, no presente estudo este
fenilpropandide foi a Unica substancia que mesmo na maior concentracdo testada (20 ul/ml)
atingiu 64% de mortalidade para ninfas de A. cajennense. Esta substancia ja teve sua
eficiéncia comprovada sobre outros artropodes, como descrito por LEE et al.(2008) sobre o
coledptero Sitophilus oryzae (Linné, 1763) e por SHEN et al. (2012) para 0 acaro Psoroptes
cuniculi (Delafond, 1859).

O conjunto de resultados obtidos neste estudo indica que 0s monoterpenos carvacrol e
timol e os fenilpropandides eugenol e (E)-cinamaldeido possuem atividade deletéria sobre
larvas e ninfas ndo ingurgitadas de R. sanguineus e A. cajennense. Assim, existe a
necessidade de novas pesquisas envolvendo outros estagios de desenvolvimento desses
carrapatos, a investigacdo do sinergismo entre as substancias, além de testes em condicdes

naturais.
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6 Observacdes preliminares sobre a presenca de ectoparasitos em aves silvestres de
fragmentos de Mata Atlantica da Zona da Mata de Minas Gerais.

6.1 Introducao

A Mata Atlantica abriga um elevado nimero de espécies endémicas, sendo o segundo
maior bioma tropical do continente americano, concentrando elevada riqueza e diversidade, é
considerada, atualmente, como um dos mais ricos conjuntos de ecossistemas em termos de
diversidade bioldgica. Distribuida ao longo de mais de 23 graus de latitude sul, este bioma é
composto de uma série de fitofisionomias diversificadas, o que propiciou significativa
diversificacdo ambiental e, consequentemente, a evolucdo de um complexo bidtico de
natureza vegetal e animal altamente rico (GALINDO-LEAL & CAMARA, 2003).

Entretanto, atualmente a Mata Atlantica se encontra entre um dos biomas mais
ameacados (MITTERMEIER et al., 1998) devido aos altos niveis de degradacdo e de
fragmentacdo de seus ambientes naturais (LAW & DICKMAN, 1998) que modificam
substancialmente a estrutura das populacGes de animais silvestres, afetando a riqueza e a
diversidade de espécies (LAW & DICKMAN, 1998). Com relacdo a avifauna, a Mata
Atlantica abriga mais de 600 espécies de aves, das quais cerca de 160 sdo endémicas (WWF,
2011).

Em ambiente natural, as aves podem apresentar ectoparasitos, principalmente insetos
e acaros, que podem ser encontrados nas penas, pele, vias respiratdrias, assim como em
ninhos. Os ectoparasitos sdo importantes vetores de agentes patogénicos, como hemoparasitos
causadores de diarreia, anemia, caquexia, depresséo e apatia (SANTOS et al., 2008).

O diagnostico de ectoparasitos € uma ferramenta importante que permite elucidar
aspectos relacionados a indices de morbidade e mortalidade causados por doencas parasitarias
em diferentes especies de aves. Além disso, inventarios ectoparasitoldgicos em aves silvestres
podem ajudar na compreensdo da relacdo parasito-hospedeiro e fornecer subsidios para a
elaboracdo de estratégias de tratamento e profilaxia das doencas parasitarias decorrentes do
parasitismo. Algumas abordagens ja foram realizadas enfatizando o potencial patogénico de
determinados parasitos em aves de importancia econdmica. Entretanto, estudos que
consideram os parasitos de aves silvestres ainda séo escassos frente a diversidade de aves que

ocorrem no Brasil. Com objetivo de contribuir para o conhecimento da diversidade de
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ectoparasitos em aves silvestres que ocorrem na Mata Atlantica, o presente trabalho se prop6s
a apresentar algumas observac6es preliminares quanto as investigagdes dos mesmos em aves
mantidas na sede do IBAMA de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

Este trabalho € parte do projeto “Estudos sobre ectoparasitos e hemoparasitos de aves
silvestres de fragmentos de Mata Atlantica da Zona da Mata de Minas Gerais’ que conta com
apoio financeiro da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior com

vigéncia até o ano de 2016.

6.2 Material e Métodos

6.2.1 Local de coleta e identificacdo dos ectoparasitos

O presente trabalho esta sendo desenvolvido no Laboratério de Artrépodes Parasitos
(LAP), localizado no Laboratério Avancado de Zoologia (LAZ) da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFRJF), Minas Gerais. As coletas séo realizadas semanalmente no Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), no municipio de
Juiz de Fora, MG. As aves sdo examinadas quanto a presenca de ectoparasitos aderidos a
superficie corporal e penas, como moscas, carrapatos, acaros e piolhos. Estes sdo retirados
com pinca de ponta fina, acondicionados em fracos de polipropileno contendo &lcool
isopropilico e posteriormente encaminhados ao LAP para futura identificagdo sob

microscopio estereoscopico, utilizando chaves adequadas para cada grupo de ectoparasitos.

6.3 Resultados

Até o momento foram realizadas 31 incursdes ao local de coleta em intervalos
semanais com inicio no dia 18/11/2011. Foram examinadas 72 aves de 17 especies,
pertencentes a nove familias: Thraupidae, Acciptridae, Icteridae, Tyrannidae, Turdidae,
Cardinalidae, Tytonidae, Cracidae e Bucconidae, sendo a Thraupidae a mais representativa

com 66% (Gréafico 1). Das 72 aves examinadas, 29,2% estavam com ectoparasitos. Devido ao
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baixo nimero de aves examinadas de determinadas especies, ainda ndo é possivel inferir a
respeito dos ectoparasitos nas mesmas, 0 que evidencia a necessidade da continuidade deste
trabalho (Tabela 7).

Gréfico 1. Distribuicdo do percentual de hospedeiros examinados distribuidos entre as familias
Thraupidae, Acciptridae, Icteridae, Tyrannidae, Turdidae, Cardinalidae, Tytonidae, Cracidae e
Bucconidae existentes na regido de Mata Atlantica de Juiz de Fora, Minas Gerais.

® Thraupidae ™ Accipitridae ® Icteridae ® Tyrannidae ™ Turdidae
® Cardinalidae = Tytonidae = Cracidae Bucconidae

3% 1% 1%

4%
3%
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Tabela 7- Espécies e nomes populares de aves da regido de Mata Atlantica de Juiz de Fora,

Minas Gerais.
Familia/Espécie Nome popular Ncol(:teail\;ess ianesti?jZ\sli)sor Prevsa/loenua
ectoparasitos
Tytonidae
Tyto alba Coruja suindara 2 1 50
Cracidae
Penelope jacquacu jacu- de- spix 1 1 100
Bucconidae
Nystalus chacuru Jodo bobo 1 0 0
Accipitridae
Heterospizias
meridionalis Gavido caboclo 1 0 0
Rupornis magnirostris Gavido Carijo 5 0 0
Tyrannidae
Rupornis magnirostris Bem-te-vi 2 0 0
Icteridae
Icterus jamacaii Corripiéo 2 1 50
Chrysomus ruficapillus Garibaldi 2 0 0
Gnorimopsar chopi Passaro preto/ gralina 2 0 0
Cardinalidae
Cyanoloxia brissonii Azulédo 4 2 50
Thraupidae
Saltator fuliginosus Pimentao 1 1 100
Lanio pileatus Galinho da serra 1 0 0
Schistochlamys
ruficapillus Bico de veludo 2 1 50
Dacnis cayana Sai-azul 1 1 100
Tangara sayaca Sanhago 1 1 100
Saltator similis Trinca ferro 41 11 26,8
Turdidae
Turdus rufiventris Sabia laranjeira 3 1 33,3
Total 72 21 29,2
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6.4 Conclusao

O presente estudo atende a necessidade do conhecimento multidisciplinar, visando
analisar diferentes aspectos do parasitismo, como interacdo parasito-hospedeiro, vetoracao de
patdgenos e especificidade parasitaria. Cabe ressaltar a importancia de medidas de
conservacao das espécies hospedeiras, levando-se em consideracdo que o parasitismo é uma
das principais forcas de pressdo seletiva afetando a historia de vida das aves. Os resultados
finais da execucdo deste projeto podem contribuir para aplicagdo de medidas de manejo e
conservacdo da fauna silvestre da regido bem como ampliar o conhecimento a respeito da

diversidade de ectoparasitos das mesmas.
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