UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE

DARCY RIBEIRO

DARCY ADRIANN REBONATO LUNS

ATIVIDADE LARVICIDA ASSOCIADA A INFLUENCIA AMBIENTAL E
ACARICIDA EM CARRAPATOS DO GENERO Rhipicephalus spp.

CAMPOS DOS GOYTACAZES

2019



DARCY ADRIANN REBONATO LUNS

ATIVIDADE LARVICIDA ASSOCIADA A INFLUENCIA AMBIENTAL E
ACARICIDA EM CARRAPATOS DO GENERO Rhipicephalus spp.

Tese apresentada ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncia Animal.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Carlos Logullo

CAMPOS DOS GOYTACAZES

2019



DARCY ADRIANN REBONATO LUNS

ATIVIDADE LARVICIDA ASSOCIADA A INFLUENCIA AMBIENTAL E
ACARICIDA EM CARRAPATOS DO GENERO Rhipicephalus spp.

Aprovado em 10 de setembro de 2019

BANCA EXAMINADORA

Dr. José Bento Pereira Lima — Instituto Oswaldo Cruz

Dr. Leonardo Abreu - Universidade Federal do Rio de Janeiro

Dr. José Roberto da Silva — Universidade Federal do Rio de Janeiro

Dr. Carlos Logullo — Universidade Federal do Rio de Janeiro

(ORIENTADOR)



Dedico este trabalho a minha avé mae Joelzita.
Seu amor e apoio incondicional foram muito importantes para minha formacao.

N&o ha palavras para agradecer tudo que fez por mim mée, te amo.



AGRADECIMENTOS

Tenho muito a agradecer principalmente a minha avé Joelzita Monteiro Rebonato,
pela sua ajuda, compreensao, ensinamentos, puxdes de orelhas necessarios, mas
principalmente por todo carinho que dedicou para que eu chegasse até aqui.

Ao professor Carlos Logullo, por ter me recebido em seu laboratério, ter tido
MUITA paciéncia comigo e nunca desistir de minha formacéao.

A minha familia, Nathan, Rosemara, Darcimara, Joaquim, Flavio, Douglas,
Fernanda, pelas alegrias, tristezas, ligacOes e todo apoio por esse caminho.

A aquelas que conheci nesses quatro anos de doutorado e que quero levar para
toda vida, Camila, Marcelle, Beijiane e Jhenifer.

A minha amiga, colega de casa e revisora Barbara que me incentivou muito
sempre.

Aos colegas de laboratérios que sempre apoiaram com sugestdes importantes
para o desenvolvimento deste trabalho, Josias, Christiano, Joyce e Thayna.

Ao NUPEM_UFRJ por ter me acolhido neste ultimo ano de doutorado.

Ao governo brasileiro e seus 6rgaos de fomento CAPES, CNPq, FAPERJ e INCT-
EM, por fornecer o suporte financeiro durante meu doutorado.

A todos que em algum momento me ajudaram com palavras amigas, incentivo,
boas risadas.

E por Ultimo, e mais importante, a Deus pela protecdo e condugdo em momentos
importantes.

Muito obrigado!!!



“A maior recompensa para o trabalho do homem néo é o que
ele ganha com isso, mas o que ele se torna com isso.”

John Ruskin



RESUMO

Carrapatos sado artrépodes ectoparasitos hematéfagos de grande importancia
veterinaria por causar danos aos animais. O controle de pesticidas culmina com
alta toxicidade para o meio ambiente e o rapido aparecimento de linhagens de
carrapatos mais resistentes ao produto devido a aplicacdo inadequada. Deste
modo, essa tese tem como objetivo avaliar os efeitos carrapaticidas e larvicidas
dos 6leos essenciais de Schinus molle e Bulnesia sarmientoi e seus principais
sesquiterpenos em carrapatos das espécies Rhipicephalus evertsi,

appendicualatus, R. pulchelus e R. microplus. A metodologia do teste de imersao
de larvas de acordo com Shaw (1966) foi seguida com algumas modificagcdes.
Foram testados nas quatro espécies de larvas de carrapatos o 6leo essencial da
planta Schinus mole e seus componentes, alpha-phellandreno e sabineno; e o
Oleo essencial da planta Bulnesia sarmientoi, e seus dois principais componentes
o guaiol e bulnesol. Para isso, foram utilizadas, em triplicata, 10 mg de larvas de 7
a 10 dias apos a eclosao. O etanol foi utilizado como controle negativo dos testes,
pela necessidade de solubilizacdo e diluicdo dos Oleos essenciais de Schinus
mole e Bulnesia sarmientoi e de seus compostos. Como resultados principais
observamos que o tratamento com maior atividade larvicida foi com o Oleo
essencial de Bulnesia sarmientoi, na concentragdo de 10g do ingrediente ativo
para cada 100 mL de metanol, levando a aproximadamente 100% de mortalidade
das larvas. Dentre as espécies estudadas, o carrapato R. evertsi foi o mais
tolerante aos tratamentos, apresentando as menores taxas de mortalidade. Ja o
R. microplus foi a espécie menos tolerante, com mortalidade préxima a 100% em
todos o0s tratamentos em concentracbes acima de 0,1%. Desta forma,
possivelmente a baixa tolerancia do carrapato R. microplus é devida a infestacao
artificial por varias geracdes sem contato com qualquer tipo de selecéo por fatores
abidticos e tratamentos carrapaticidas convencionais. Todas as trés espécies de
carrapatos africanos testados apresentaram maior tolerancia aos tratamentos em
relacdo ao R. microplus encontrado no Brasil. O oOleo essencial de Bulnesia
sarmientoi causou as maiores mortalidades em todas as espécies de carrapatos
testados e portanto apresenta potencial para futuros estudos afim de encontrar
novas metodologias para o controle dessas espécies de carrapato.



ABSTRACT

Ticks are hematophagous arthropod parasites of great economic
importance causing damage to animals, directly and indirectly. Pesticide control
culminates with high toxicity to the environment and the rapid appearance of
product-resistant strains due to improper application. To evaluate the carrapaticidal
and larvicidal effects of the essential oils of Schinus molle and Bulnesia
sarmientoi and their major sesquiterpenes on Rhipicephalus. evertsi, R.
appendicualatus, R. pulchelus and R. microplus ticks. The methodology of the
larval immersion test according to Shaw (1966) was followed with some
modifications.Two essential oils (Schinus mole and Bulnesia sarmientoi ) and their
two major components were tested on four tick larvae species (7 to 10 days old /
10 mg x 3 replicates). Ethanol was used to solubilize the treatments and used as
negative control. The treatment with greater larvicidal activity was the Bulnesia
sarmientoi essential oil with almost 100% mortality of the larvae in the
concentration of 10%. The most tolerant species to treatments was R. evertsi with
the lowest mortality rates. The least tolerant species was the R. microplus with
mortality close to 100% in all treatments at concentrations above 0.1%. Possibly
the low tolerance of R. microplusis due to artificial infestation for several
generations without contact with any type of selection by abiotic factors and
conventional carrapaticidal treatments. All three species of African ticks tested
showed higher tolerance to treatments compared to R. microplus found in Brazil.
The Bulnesia sarmientoi essential oil caused the highest mortalities in all ticks

tested and could be an alternative control of these arthropodes.
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1. INTRODUCAO

Carrapatos sdo taxonomicamente divididos em trés familias: Argasidae,
Ixodidae e Nuttalliellidae. A familia de maior importancia economica no mundo € a
Ixodidae, que é composta pelo maior nimero de espécies e é caracterizada pelo
escudo esclerotizado e o gnatossoma localizado apicalmente (WALKER et al.,
2014). Os carrapatos pertencentes dessa familia se alimentam por longos
periodos de tempo e séo capazes de ingerir cerca de 100 vezes seu peso em
sangue (ANDERSON, 2002; ESTRADA-PENA, 2003). Pertencente a familia
Ixodidae, o género Rhipicephalus € um dos mais difundidos no mundo, endémico
em regides tropicais e semitropicais, sendo que tem sido estimado que 80% de
todos o0s bovinos estdo expostos a esses parasitas (MONDAL; SARMA,;
SARAVANAN, 2013).

A infestacdo de carrapatos geram varios efeitos deletérios em seu
hospedeiro principalmente devido a perda de sangue, que gera redugcao do ganho
de peso, producédo de leite além de causar feridas na pele pelo aparelho bucal do
parasita (SOUZA et al., 2012; SOUZA CONCEICAO et al., 2017; FULAR et al.,
2018). Em adicéo a esses efeitos causados pelo habito hematéfago, os carrapatos
ainda podem transmitir organismos patogénicos de grande importancia
econdmica. Somente os carrapatos R. microplus, R. evertsi, R. appendiculatus e
R. pulchellus sdo capazes de transmitir. Babesia bovis e Babesia bigemina
(protozoérios causadores da babesiose), Anaplasma marginale (causador da
anaplasmose), Theileria parva (causador da Febre da Costa Leste), Theileria
taurotragi (causador da teleiriose), além de toxinas que causam a paralisia em
ovelhas e bezerros (HEDIMBI et al.,, 2011; BARBOSA; PASSOS; AZEVEDO,
2013; WALKER et al., 2014; NENE et al., 2016; SOUZA CONCEICAQO et al., 2017;
AMZATI et al., 2018).

O controle dos carrapatos tem sido realizado com carrapaticidas comerciais
de contato. A utilizacdo desses agentes quimicos pode ter uma eficacia de até
100% no combate aos carrapatos se utilizado com um manejo adequado
(CAMPOS JUNIOR; OLIVEIRA, 2005). O maior problema com o uso dos
carrapaticidas comerciais € a ma utilizacdo desses pelos produtores rurais e seus

impactos no meio ambiente. Este manejo incorreto pode ocasionar uma selecao
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de carrapatos resistentes ao agente quimico, que gerard descendentes também
resistentes, diminuindo consideravelmente a eficacia do carrapaticida, além de
gerar residuos desses agentes no leite e na carne (MENDES et al., 2007).

Muitos autores relatam a resisténcia desses carrapatos a diferentes
carrapaticidas devido ao uso abusivo e descontrolado dos produtores. Entre estes
destacam-se 0s compostos arsenicais, substancias cloradas, organofosforados,
carbamatos e piretréides, que sdo o0s principais carrapaticidas encontrados no
mercado (MERLINI; YAMAMURA, 1998). Deste modo, a a¢do carrapaticida esta
direcionada a novas fontes de controle, o que inclui métodos alternativos como a
utilizacdo de compostos bioativos vegetais, o controle biolégico, desenvolvimento
de vacinas, uso de animais geneticamente modificados além de rotacdo de
pastagem com alternancia de animais (LEAL, FREITAS; VAZ Jr., 2003).

Plantas naturalmente sintetizam metabodlitos como método de protegédo
contra patégenos, predadores e pestes (PAVELA, 2015). Os mecanismos de acao
dos compostos bioativos geralmente incluem acéo repelente, inibicdo da
alimentacéo dos predadores, inibicdo do desenvolvimento embrionario, interagao
com horménios de crescimento ou até mesmo inibicdo da formacdo de quitina
(BENELLI et al., 2016). O uso de compostos bioativos como alternativa no
controle de artrépodes tem como principais vantagens comparados com 0s
produtos sintéticos utilizados comercialmente: Biodegradacdo rapida de seus
residuos, baixa toxicidade a organismos ndo alvos, além de geralmente esses
compostos agirem sinergicamente apresentando diferentes mecanismos de acéo,
dificultando assim o aparecimento de carrapatos resistentes (RATTAN, 2010;
PAVELA, 2015; BENELLI; PAVELA, 2018).

Desta forma, estes extratos constituem uma alternativa ao programa
ecolégico de pragas e doencas uma vez que podem ser biodegradaveis, ndo
deixar residuos no ambiente e serem obtidos a partir de recursos naturais de facil
acesso pelos produtores rurais (ROEL, 2001). Levando em consideracdo a
relacdo entre as espécies R. microplus, R. evertsi, R. appendiculatus e R.
pulchellus, seu comportamento e fisiologia frente as condigbes climéticas, o
estudo tem como objetivo avaliar a influéncia desses parametros no potencial

larvicida dos 6leos essenciais de Schinus molle e Bulnesia sarmientoi.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Rhipicephalus

Dentre 0os 14 géneros de carrapatos encontrados na familia Ixodidae, o
género Rhipicephalus é o que apresenta 74 espécies identificadas. Destas,
aproximadamente 63 espécies sao encontradas exclusivamente na regido
afrotropical (WALKER; KEIRANS; HORAK, 2005). Essas espécies apresentam
como caracteristicas em comum os palpos e o hipostdmio mais curtos, a presenca
de olhos, festdes, e nos machos a presenca de uma placa adenal (WALKER et al.,
2014). Presente, principalmente, no continente africano, o género Rhipicephalus
apresenta sua variacdo de faixa de distribuicdo intimamente relacionada com as
condicBes climaticas do ambiente, o que dificulta seu controle e aumenta seu

poder vetorial de transmitir patégenos (OLWOCH et al., 2007).

2.1.1 Rhipicephalus microplus

Em diversas partes do mundo o carrapato Rhipicephalus microplus é
conhecido apenas pelo nome “O carrapato bovino”. Este artropode
taxonomicamente pertence a familia Ixodidae, Flechtmann (1990), por meio de
chaves taxondmicas derivadas de caracteres morfoldgicos, o classificou como
pertencente ao género Boophilus. No entanto, apdés analises moleculares e
filogenéticas este foi reclassificado pertencendo agora ao género Rhipicephalus.

Nessa nova classificacdo Boophilus se tornou um subgénero do género
Rhipicephalus, assim sendo o carrapato do boi passou a ser classificado como
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (MURREL; BARKER 2003).
Morfologicamente o carrapato bovino apresenta um conjunto de pecgas bucais
quitinizadas que possibilita aderir ao seu hospedeiro, chamado de gnatossoma.
Essa estrutura possui forma hexagonal com palpos curtos, achatados e rugosos
formando uma estrutura Unica. Seu escudo dorsal ndo apresenta nenhum tipo de
ornamentacdo, € monocromatico (comumente marrom) e seus estigmas sao

arredondados ou ovais (FIGURA 1A). Os machos dessa espécie apresentam dois
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pares de placas adanais desenvolvidas e geralmente com prolongamento caudal
(MONTEIRO, 2011). Para distincdo do sexo utiliza-se a visualizacdo do escudo
dorsal. Esse escudo, no macho, cobre toda a extensao do dorso, enquanto que na
fémea, cobre parcialmente permitindo a expansdo do corpo desta apds a
hematofagia (URQUHART, 1990).

Esta espécie ocorre principalmente em regides de pastagens arborizadas,
geralmente utilizadas como pastagem de gado. A distribuicdo do carrapato bovino
originou-se na Asia e se expandiu principalmente em decorréncia das expedices
exploratérias. O grande fluxo de materiais e mercadorias levou a expansao do
territério desse carrapato para as regides tropicais e semitropicais (FIGURA 1B)
como América Central e do sul, Africa, Australia e também México (CORDOVES,
1994).

Figura 1: A) Vista dorsal da fémea do carrapato Rhipicephalus microplus. B) Distribuicdo mundial
do carrapato bovino. As regides marcadas em preto no mapa apresentam alta ocorréncia desses
parasitas.

Areas tropicais, como o Brasil, apresentam condi¢es climaticas 6timas
para o desenvolvimento desse carrapato em quase sua total extensdo. Nestas
condi¢cbes, nas quais as temperaturas geralmente excedem 17 °C os carrapatos
podem chegar a completar até 5 geragées em um unico ano. Todavia, mudancas
climaticas naturais como a seca podem limitar sua sobrevivéncia, acarretando

desde uma diminuicdo de processos metabdlicos para manter sua sobrevivéncia
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(diapausa) até a paralizacdo nos processos de incubacdo e postura (FURLONG;
EVANS, 1991 apud VIDOTTO, 2002)

O Rhipicephalus microplus € um acaro monoxeno, ou seja, possui somente
um hospedeiro durante todo seu ciclo de vida (Figura 2). Geralmente os bovinos
sdo seus hospedeiros preferenciais, porém esses animais podem parasitar
também outros mamiferos como equideos, cervideos, caprinos, bubalinos e
ovinos. Seu ciclo de vida pode ser dividido em fase ndo parasitéria, que se inicia
com a queda da fémea ingurgitada no solo, e a fase parasitaria, quando as larvas
se fixam no hospedeiro e ficam até a fase adulta (FERRETTO, 2013).
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Figura 2: Ciclo de vida do carrapato bovino Rhipicephalus microplus.

Cerca de 95% da populacéo de carrapatos bovinos sé&o encontrados fora do

hospedeiro nas formas de larvas infestantes e de ovos, além das fémeas
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ingurgitadas que estdo no periodo pré-postura e postura (FERRETTO, 2013).
Durante seu ciclo de vida os carrapatos passam pelos estagios de larva,
hexapode, ninfa octépode e adultos. Ao sairem dos ovos as larvas apresentam
fototropismo positivo, assim sobem pelas gramineas esperando a passagem do
hospedeiro no qual se aderem (Figura 3). Um grande numero de larvas esta
geralmente presente na vegetacdo no final da primavera enquanto as geracfes
seguintes ocorrem no verao, outono e inicio do inverno (WALKER et al., 2014).

O local de fixacao das larvas nos hospedeiros geralmente é em regifes de
pele mais fina, alta humidade e temperaturas mais elevadas, como o aparelho
auditivo, ventre e proximo as genitalias do animal. (DOUBE; KEMP, 1979;
FERRETTO, 2013). Apos se fixar no animal a larva comeca a se alimentar com
sangue ou restos de tecidos mortos préximo ao local de ancoragem (FURLONG;
SALES, 2007).

Figura 3: Comportamento de fototropismo positivo das larvas de carrapato a procura do
hospedeiro.

A primeira ecdise deste ocorre apés a larva ingurgitar sangue de seu

hospedeiro por alguns dias, tornando-se uma ninfa. Ap6s a cuticula estar
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enrijecida, as ninfas ingurgitam-se de sangue novamente e mudam novamente de
cuticula, tornando-se um adulto. A cépula é realizada sobre o hospedeiro, na qual
0 macho transfere os espermatozoides para a abertura genital da fémea por meio
de seu aparelho bucal, podendo durar varios dias (MONTEIRO, 2011). As fémeas
apos a copula ingurgitam-se pela de sangue pela Ultima vez aumentando seu
tamanho cerca de 200 vezes, sendo chamada agora de teledgina (FERRETTO,
2013). A teledgina ap6s completar a alimentacao apresenta geotropismo positivo,
desprendendo-se de seu hospedeiro e procurando abrigo no solo. Apés o periodo
de pré-ovoposicdo que dura de trés a vinte dias, as fémeas iniciam a ovipostura
gue é continua e pode durar até dois meses dependendo da temperatura e
umidade, sendo capazes de ovipositar cerca de 3000 ovos castanhos, esféricos e
pequenos. Ja os machos permanecem um periodo maior de tempo no hospedeiro,
copulando com varias fémeas (FURLONG; SALES, 2007; FURLONG 2005;
MONTEIRO, 2011).

A postura termina com a morte da fémea do carrapato. O periodo de
incubagéo dos ovos pode variar de 17 a 60 dias devido a vulnerabilidade dos ovos
em relacdo as condi¢des de temperatura, jA que em temperaturas mais baixas o0s
estagios de desenvolvimentos costumam ser mais tardios (MONTEIRO, 2011). Os
ovos depositados apresentam uma alta taxa de eclodibilidade (cerca de 85% em
condigdes favoraveis) (AGNOLIN, 2012; CORDOVES, 1997), no entanto é a fase
mais suscetivel a dessecacao, ja que € o Unico estagio em que o carrapato €
imoével (WILKINSON, 1970).

Além das avarias causadas pela alimentacdo sanguinea, como anemia,
perda de peso, perda na producdo de leite, infec¢des, e feridas causadas pela
fixacdo, o carrapato R. microplus € transmissor de diversos patégenos que
causam doencas graves nos animais. Entre esses patdgenos estdo o protozoario
Babesia bovis e Babesia bigemia, causadores da babesiose bovina (ADJOU
MOUMOUNI et al., 2018). Essa infeccao € adquirida pelos adultos e passada de
forma transovariana para a préxima geracdo de larvas (WALKER et al., 2014).
Este carrapato também é capaz de transmitir a bactéria Anaplasma marginale e
Borrelia theileri que causam anaplasmose e espiroquetose, respectivamente, nos
bovinos (WALKER et al., 2014; NENE et al., 2016; ADJOU MOUMOUNI et al.,
2018).
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2.1.2 Rhipicephalus evertsi

O carrapato R. evertsi é conhecido popularmente como carrapato das
pernas vermelhas é conhecido por ser vetor de diversos patégenos causadores de
doencas em bois, cavalos e cabras (RECHAV; KNIGHT; NORVAL, 2006). Esta é a
mais distinta espécie do género Rhipicephalus. E facil distingui-lo das demais
espécies por possuir olhos muito convexos e seu escudo dorsal coberto por
muitas pontuacdes (Figura 4A) (WALKER et al., 2014). Mesmo confinado na
regido zoogeografica Afrotropical na Africa Subsaariana, o carrapato R. evertsi é o
mais difundido de todas as espécies de Rhipicephalus que ocorre na Africa
(Figura 4B). Este pode ser encontrado em regides do deserto, estepes, savana,

clima temperado e até mesmo em florestas tropicais.

Figura 4: A) Vista dorsal da fémea do carrapato Rhipicephalus evertsi. B) Distribuicdo mundial do
carrapato bovino. As regides marcadas apresentam alta ocorréncia desses parasitas (modificado
de WALKER et al., 2014).

s

O R. evertsi € um carrapato que necessita de dois hospedeiros para
completar seu ciclo de vida (Figura 5). Neste ciclo de vida geralmente a larva se
alimenta e sofre ecdise para ninfa sob o hospedeiro. Ap6s o ingurgitamento da
ninfa pela alimentacdo sanguinea esta cai do hospedeiro e sofre ecdise no meio
ambiente para um carrapato adulto (SONENSHINEM DANIEL E.; ROE, 2014). No
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caso desta espécie em particular, apds cair do hospedeiro a fémea ingurgitada &
capaz de ovipor de 5 a 7 mil ovos e morre em seguida (RECHAV; KNIGHT;
NORVAL, 20086).
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Figura 5: Ciclo de vida de um carrapato com dois hospedeiros (R. evertsi) (modificado de
SONENSHINEM DANIEL E.; ROE, 2014).

A larva, assim como em R. microplus, sobe na vegetacdo a procura de um
hospedeiro sofrendo ecdise uma semana apds o encontro. As ninfas se alimentam
por mais uma semana e se desprende do seu primeiro hospedeiro, sofrendo a
ecdise no solo para a fase adulta. O adulto procura seu hospedeiro final no qual
se alimenta por cerca de 6 a 12 dias, reiniciando o ciclo. Mais de um ciclo de vida
pode ser completado durante um ano. Esses carrapatos sdo mais ativos durante o
verdo, mas estdo presentes durante todo ano em regifes mais quentes (WALKER
et al., 2014).

O R. evertsi também €& um vetor de agentes patogénicos que causam

grande prejuizo na pecuéria principalmente africana. Ele é transmissor do
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protozoario Babesia caballi e Theileria equi para cavalos, ambos causando a
piroplasmose equina. Pode transmitir também a bactéria Anaplasma marginale
para o gado causando a anaplasmose bovina. A saliva da fémea contém
toxinasque causam paralisia principalmente em cordeiros e ovelhas (HAMEL;
GOTHE, 1978; GOTHE et al.,, 1986; RECHAV; KNIGHT; NORVAL, 2006;
HEDIMBI et al., 2011; WALKER et al., 2014).

2.1.3 Rhipicephalus appendiculatus

O carrapato R. appendiculatus € conhecido popularmente como carrapato
marrom de orelha. Seu nome se deve ao fato de sua cor predominante e de se
fixar preferencialmente nas orelhas dos bovinos para se alimentar. Esse carrapato
tem se tornado alvo de estudo principalmente pela sua relagdo com a febre da
Costa Leste bovina (OLDS; MASON; SCOLES, 2018).

R. appendiculaus, R. puntactus, R. pravus, R. zambeziensis e R. duttoni
sdo especies do mesmo género com bastante semelhancas. Todas essas
espécies em seu exemplar masculino possuem um esporao anterior proeminente
na coxa, observado latero-dorsalmente (Figura 6A). Todavia o0 macho de R.
appendiculatus possui campos cervicais mais amplos com margem mais
acentuada, olhos ligeiramente convexos, sulcos posteriores nao estao
profundamente afundados e possui menos pontuagdes no escudo (WALKER et
al., 2014).

Esses carrapatos sdo caracteristicos de savana e regides de clima
temperado. O mapa da Figura 6B foi derivado de registros histéricos e sua atual
distribuicdo pode diferir daquela indicada, principalmente devido ao intenso e
prolongado tratamento contra essa espécie. Sdo encontrados focos desse
carrapato em diversas regides africanas como Zambia, Africa do Sul, Republica
democratica do Congo, Mpumalanga e Vredefort. De area costeiras quentes a
planaltos frescos das terras altas, desde que o clima seja umido (PERRY et al.,
1991; WALKER et al., 2014).
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Figura 6: A) Vista dorsal da fémea do carrapato Rhipicephalus appendiculatus. B) Distribuicdo
mundial do carrapato. As regibes marcadas apresentam alta ocorréncia desses parasitas
(modificado de WALKER et al., 2014).

Os carrapatos que necessitam de trés hospedeiros para completar seu ciclo
de vida sdo considerados ancestrais dos carrapatos Ixodidios. Isso se deve
indiretamente ao fato das espécies estudadas de Ixodios que possuem tal ciclo
estdo na base da linhagem dos carrapatos, como o género Haemaphysalis e
Amblyomma enquanto que carrapatos com ciclo de vida com dois hospedeiros ou
um apareceram independentemente em varios géneros somente no género
Rhipicephalus. E importante ressaltar que carrapatos que necessitam de um ou
dois hospedeiros possuem maiores chances de completar seu ciclo de vida pois
buscam por hospedeiros por menos tempo, diminuindo a chance de morte por
falta de alimentacdo (SONENSHINEM DANIEL E.; ROE, 2014).

Outro importante fator que pode ter contribuido para a diminuicdo da
necessidade de mais de um hospedeiro para completar o seu ciclo de vida sdo as
adaptacdes do carrapato em resposta as condi¢cdes climaticas. Carrapatos que
necessitam de apenas um hospedeiro, como por exemplo o Hyalomma scupense
foram adaptados para hibernar no corpo de seu hospedeiro (DREW; SAMUEL,
1989). Dermacentor albipictus € outro exemplo de espécie adaptada as condicdes

climaticas severas. No inverno suas larvas e ninfas sdo capazes de se

24



desenvolver abaixo do pelo de seus hospedeiros, geralmente alces ou outros
grandes ungulados (SONENSHINEM DANIEL E.; ROE, 2014).

O carrapato R. appendiculatus possui um ciclo de vida dependente de trés
hospedeiros assim como a maioria dos carrapatos Ixodidios (Figura 7). Neste ciclo
de vida a larva se desprende do hospedeiro apds se alimentar e sofre ecdise para
0 estagio de ninfa. Em seguida, a ninfa necessita de outro hospedeiro (podendo
ser de mesma espécie ou ndo que o primeiro), se fixa, se alimenta, se desprende
e sofre ecdise para a fase adulta. Os adultos entdo procuram seu Ultimo
hospedeiro, acasalam, se alimentam e de desprendem novamente para a
ovipostura, reiniciando o ciclo. Todos os carrapatos Ixodideos possuem um Unico
ciclo gonotrofico, ou seja, a fémea apos acasalar, se alimentar e ovipor seus ovos
continuamente durante algumas semanas morre de exaustdao (SONENSHINEM
DANIEL E.; ROE, 2014; WALKER et al., 2014).
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Figura 7: Ciclo de vida de carrapatos com trés hospedeiros (R. appendiculatus e R. pulchellus)
(modificado de SONENSHINEM DANIEL E.; ROE, 2014).
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O carrapato marrom possui os ciclos de alimentacédo de todos os estagios
ente 4 a 7 dias. A fémea ingurgitada dessa espécie é capaz de colocar cerca de
5000 ovos as larvas nascem entre 20 a 90 dias. Em condi¢cdes climaticas
favoraveis esse ciclo pode durar apenas trés meses, porém em condicbes nado
favoraveis esse ciclo pode durar até um ano. Esse padréo sazonal em decorréncia
do clima é regulado pelos adultos ndo alimentados, que sdo capazes de entrar em
diapausa (WALKER et al., 2014).

O carrapato R. appendiculatus é um vetor de grande importancia
econbmica em todo mundo. Isso se deve principalmente por este carrapato ser o
vetor do protozoario Theileria parva, causador da Febre da Costa Leste,
considerada a doenca transmitida por carrapato mais significante e que causa
maior prejuizo no continente africano (WANZALA et al., 2018). Cerca de 28
milhdes de bovinos na regido estdo em risco de contrair o protozodrio e cerca de 1
milhdo de animais sdo mortos por ano em decorréncia da doenca (OLDS ; ASON;
SCOLES, 2018). Além disso, o carrapato marrom € vetor da Theileria taurotragi,
causador da teleiriose bovina, da bacteria Anaplasma bovis causadora da
erliqguiose bovina, além do virus causador da doenca da ovelha de Nairobi e a

Rickettsia conorii (WALKER et al., 2014).

2.1.4 Rhipicephalus pulchellus

O carrapato R. microplus € conhecido popularmente pelo nome de
carrapato de zebra, especialmente pelo fato de parasitar de preferéncia zebuinos.
E bem conhecido nas regides onde habita pelo fato de apresentar uma baixa
especificidade de hospedeiros, podendo parasitar até mesmo humanos (WALKER
et al., 2014; TAN et al., 2015).

A fémea desse carrapato € comumente confundida com a da espécie R.
humeralis devido a semelhanca morfoldgica, porém apresenta como caracteristica
pontuagbes em menor intensidade no escudo e cerdas brancas mais distintas no

alloscutum (Figura 8A).
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Figura 8: A) Vista dorsal da fémea do carrapato Rhipicephalus pulchellus. Seta preta aponta para
o “alloscutum” do carrapato. B) Distribuicdo mundial do carrapato. As regibes marcadas
apresentam alta ocorréncia desses parasitas (modificado de WALKER et al., 2014).

Geralmente as fémeas sdo mais facilmente identificadas pela presenca do
macho, bem caracteristico, preso em sua regido frontal (WALKER et al., 2014) Os
machos apresentam caracteristicas bem distintas para sua classificacdo. Em seu
escudo ha a presenca de um padréo de listras de esmalte branco sobre um fundo
marrom escuro (Figura 9)(CUNLIFFE, 1913).

Figura 9: Vista dorsal do escudo do macho de R. pulchellus e suas variacées de padrdo de cores
(modificado de CUNLIFFE, 1913).
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O R. pulchellus é tipico de regifes de savana, desérticas, e de estepes.
Este € um dos carrapatos mais comumente encontrados nas regifes do Vale di
Rift, nordeste da Africa, do norte ao nordeste da Tanzénia e também por toda
regiao da Eritrea (Figura 8B) (BROWNING, 1976; WALKER et al., 2014).

2.2 Impacto econémico do parasitismo por carrapatos do género
Rhipicephalus

Os danos causados na pecuaria pelos carrapatos do género Rhipicephalus
podem ser categorizados em danos de acdo direta e de acdo indireta. A
espoliacdo sanguinea se enquadra nos danos de acéo direta ja que gera um baixo
rendimento produtivo decorrente de perda de peso, desvalorizagdo do couro e
predisposicdo a instalacdo de miiases. Além disso, o hébito hematéfago do
carrapato gera consequéncias como anemia, prurido e irritacdo, ocasionando
estresse no animal. Entre os danos indiretos encontram-se os gastos referentes a
mao-de-obra para o combate, além das despesas com compras de equipamentos
e aquisicao de carrapaticidas (FERRETO, 2013; GOMES, 2000).

Todas essas avarias causadas nos animais somado com 0S custos para
obtencdo de métodos de controle geram um grande prejuizo aos paises que
dependem deste tipo de economia. Somente no Brasil impacto econdmico gerado
apenas por uma Unica espécie do género Rhipicephalus devido a esses fatores
ultrapassou 2 bilhées de ddélares em 2002 (GRISI, et al., 2002). Dez anos ap0s
essa estimativa os prejuizos ultrapassaram os 3 bilhdes de délares (GRISI, et al.
2014). Além da pecuéria de corte, ha também prejuizos significativos na pecuaria
leiteira. A anemia causada pela perda de sangue afeta principalmente a producéo
de leite dos animais causando prejuizos ultrapassam 900 milhdes de dolares
(RODRIGUES e LEITE, 2013).
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2.3 Métodos de controle do carrapato bovino

O controle dos carrapatos do género Rhipicephalus apresenta uma grande
complexidade devido a inuUmeras variaveis, entre elas a raca dos bovinos de
producdo, o manejo utilizado, época do ano e também as condi¢gbes climéticas da
regido (DONIZETE et al.,, 2010). Estudos demonstram que para a correta
implementacdo de um tratamento para o controle de carrapatos € necessario levar
em consideracdo as caracteristicas genéticas dos bovinos, os diferentes tipos de

manejo de cada regido, além das condic¢des climaticas (FRAGA et al., 2003).

2.3.1 Acaricidas comerciais

O controle de carrapatos pelo mundo atualmente estad baseado na
aplicacdo de produtos quimicos e normalmente é realizado de forma incorreta,
com uso indiscriminado e em épocas de aplicacédo inadequadas. O ideal é o uso
de praticas que promovam o0 controle estratégico do carrapato na propriedade,
qgue envolve a forma responséavel de aplicagdo do produto, no menor nimero de
vezes possivel e na época desfavoravel ao carrapato (FURLONG, 2005).

O tratamento com acaricidas quimicos culminam em uma elevada
toxicidade para o meio ambiente, podendo causar diversos problemas como o
desequilibrio ecolégico nas populacdes tanto de carrapatos como de predadores
(TORRES, 2010). Outro entrave sao os residuos que os carrapaticidas deixam na
carne e leite dos bovinos, pois eles podem representar um risco potencial para o
consumidor. Paises como a China, EUA e outros da Unido Européia ja definiram
os limites maximos de residuos em leite e em tecidos comestiveis (WANG et al.,
2011).

No controle com produtos comerciais sdo usados produtos a base de
organofosforados, piretréides, amidinas e avermectinas geralmente na forma de
pulverizacdo ou pour-on. Entretanto, devido ao longo periodo de utilizacdo ou
forma incorreta de aplicacdo, o0 carrapato tem-se mostrado resistente a
tratamentos quimicos (COELHO et al.,, 2013; MARQUES; ARANTES; SILVA,
1995). A resisténcia a esses produtos vem aumentando tanto em namero como

em amplitude de principios ativos, como piretroides e amidinas, recomendando a
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realizacdo de controle estratégico e uso racional de antiparasitarios e com
monitoramento constante da eficacia do acaricida usado na cepa em questao
(CAMILLO et al., 2009).

A resisténcia parasitaria € um fendmeno pelo qual uma droga nao
consegue manter a mesma eficacia contra os parasitos, se utilizada nas mesmas
condicbes, apos um determinado periodo de tempo (CONDER; CAMPBELL,
1995). A resisténcia ocorre naturalmente em populacées de artrépodes como
mecanismo de defesa e tem causado grandes problemas a varios paises
produtores de gado leiteiro e de corte (VIDOTTO, 2002). De acordo com Pires
(2006) o desenvolvimento de resisténcia ocorre por meio de selecdo natural e ndo
por mudancas genéticas e essa selecdo favorece o aparecimento de carrapatos
resistentes a doses toéxicas letais para a uma populacdo normal da mesma
espécie, ndo podendo ser induzida pela exposi¢cdo aos carrapaticidas comerciais
em baixa concentracéo.

Diversos estudos registram populacfes de carrapatos que se tornaram
resistentes a maioria dos carrapaticidas comerciais encontrados no mercado.
Farias (1999), Pruett; Pound (2006) e Rodriguez-Vivas et al. (2006) relataram
casos de resisténcia em carrapaticidas comerciais a base de organofosforados e
piretréides sintéticos, enquanto que Furlong (1999) e Farias et al. (2008)
encontraram relatos de resisténcia para o amitraz. A resisténcia do carrapato
bovino ao amitraz surgiu apdés quatro a dez anos de uso em diversas partes do
mundo (FRAGOSO et al., 2003), porém este ainda possui um alto poder
carrapaticida, podendo ser utilizado ainda desde que com parciménia (MARIA,
2008).

Para avaliar a situagdo da resisténcia carrapaticida Furlong et al. (2006)
desenvolveram um ensaio de sensibilidade carrapaticida. O teste foi desenvolvido
para escolher qual o produto comercial mais eficiente para a populacdo de
carrapatos a tratar, e com isso evitar a sua troca constante e indiscriminada. A
determinacdo do carrapaticida mais eficiente para a populacdo de carrapatos de
cada propriedade deve ser realizada baseada no resultado do teste, garantindo o

sucesso da eficacia no teste a campo e retardando o processo de resisténcia.
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2.3.2 Controles alternativos.

Algumas medidas de manejo podem ser usadas para auxiliar o controle do
carrapato, como a aplicacdo de vassoura de fogo nas instalacbes dos animais,
manter os pastos limpos e ro¢cados para que a incidéncia solar promova morte de
larvas no solo (FURLONG, 2005) e até o cultivo de algumas forrageiras que
podem impedira as larvas a terem contato com o animal como a Melinis minutiflora
(capim gordura) e a Brachiaria brizantha (braquiaréo) (BARROS; EVANS, 1989).

Diversos grupos de pesquisa tém se empenhado em encontrar alternativas
para o controle desse carrapato. Umas das alternativas € a producéo de vacinas e
uma a base da proteina do intestino do carrapato, em conjunto com uma
saponina, que ja alcancou eficacia acima de 80% em varias racas de bovinos
testados experimentalmente, reduzindo o nimero e peso de fémeas adultas,
reducdo do peso médio dos ovos e diminuicdo da fertilidade dos carrapatos.
Assim, os estudos com imundgenos sao promissores na elaboracdo de vacinas
gue protejam os animais contra a infestacdo. Outra alternativa é o uso do controle
biolégico, com a utilizacdo de micro-organismos, principalmente fungos e
bactérias, citados por Zhioua et al. (1999) como potenciais controladores de
carrapatos. Algumas espécies de fungos ja foram isoladas de todos os estagios de
desenvolvimento de carrapatos, inclusive dos ovos.

Outra linha de pesquisa em expansdo no controle dos carrapatos € a
utilizac&o de Oleos essenciais e extratos vegetais oriundos de plantas. Ao longo de
todo processo evolutivo as plantas comecaram a desenvolver mecanismos
eficazes de defesa através da producdo de constituintes micromoleculares por
meio de rotas sintéticas ndo essenciais. Esses metabdlitos sdo substancias que
influenciam nas relagdes ecoldgicas entre 0 meio ambiente e o vegetal, conferindo
vantagens adaptativas, tais como, protecdo contra herbivoria, atracdo de
polinizadores, além de defesa contra microrganismos patogénicos (SANTOS,
2013).

A busca por métodos para o controle do carrapato por meio de pesquisas
com extratos vegetais tem aumentado consideravelmente no intuito de diminuir os
problemas de resisténcia causados pelos carrapaticidas comerciais, minimizar a
poluicdo ambiental causada pelo acumulo dos pesticidas no solo e agua e mitigar

a contaminacdo de produtos de origem animal como carne e leite(BROGLIO-
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MICHELETTI et al., 2009) (BROGLIO et al., 2014; SOUZA et al. 2008; VOLPATO
et al., 2015). Extratos vegetais podem minimizar o surgimento da resisténcia dos
carrapatos por serem compostos de varios principios ativos diferentes associados
entre si e impedir o acimulo no meio ambiente uma vez que, em sua maioria, S&o
rapidamente degradaveis. Além disso, 0s extratos vegetais apresentam um baixo
custo de producédo e sdo de facil acesso para os produtores rurais (ROEL, 2001).

Devido esta demanda existente por métodos alternativos para o controle do
carrapato bovino, diversas espécies vegetais tém sido testadas para avaliar a sua
eficiéncia como um carrapaticida, entre elas: Azadirachta indica (BROGLIO-
MICHELETTI et al., 2009; BROGLIO-MICHELETTI, 2010; IANNACONE; LAMAS,
2002; SANTOS, 2012); Carapa guianensis (FARIAS, 2007); Melinis minutiflora
(PRATES, 1993); Ocimum basilicum (SANTOS; VOGEL; MONTEIRO, 2012);
eucalipto (CHAGAS et al., 2002; OLIVO et. al., 2013); Nicotiana tabacum (OLIVO
et al., 2009); Allium sativum (ALVARENGA, 2004; MASSARIOL, 2009); Melia
azedarach (BORGES, et al., 2005; BORGES, da SILVA; das NEVES, 1994,
SANTOS et al. 2006; SOUZA et al., 2008); Chenopodium ambrosioides
(ALMANCA et al. 2013; FARIA et al. 2010;SANTOS et al. 2006; SANTOS et al.,
2013); familia Meliaceae (BROGLIO-MICHELETTI et al., 2009); Allium sativum
(ALVARENGA, 2004; BIANCHIN, 1999; MASSARIOL 2009); Nicotiana L.
(MEINERZ et al. 2007; OLIVO et al. 2009).

2.4 Compostos bioativos vegetais

Os compostos bioativos gerados pelas plantas apresentam alto grau de
toxicidade as pragas da agropecudria, sendo muito utilizados como pesticidas ou
modelos para a sintese de agroquimicos (CHAGAS et al., 2002). Entende-se
como composto bioativo os metabdlitos oriundos do metabolismo vegetal que
origina compostos que nao possuem uma distribuicdo universal jA que ndo sdo
necessarios para todos os tipos de plantas. Esses metabdlitos exercem um
importante papel na interacdo planta-ambiente, agindo contra a herbivoria, ataque
de patdgenos, atragcdo de agentes polinizadores, competicdo intra- e
interespecifica entre as plantas, como dispersores de sementes e de

microrganismos simbiontes (PERES, 2004).
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De acordo com Rhodes (1994) o surgimento dos metabdlitos
biologicamente ativos na natureza é determinado pelas necessidades ecoldgicas e
pelas variadas possibilidades biossintéticas, assim a sua sintese com fungdes
principalmente de defesa e atracdo tem sido conduzida pela co-evolugdo das
plantas com insetos, microrganismos e mamiferos.

Esses metabdlitos tém recebido atencdo em diversas areas cientificas, pela sua
enorme diversidade de funcdes, sendo de grande importancia na producao de
farmacos, cosméticos, alimentos e principalmente na producédo de agroquimicos
(BOLZANI, et al., 2013). Os compostos bioativos podem ser divididos em trés
grandes grupos: os compostos fendlicos, os alcaloides e os terpenos. Sendo o
grupo dos terpenos o principal componente dos 6leos essenciais (OLIVEIRA,
2012).

2.4.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos fazem parte de uma classe de compostos quimicos
com grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem no
minimo um anel aromatico em que um hidrogénio € substituido por um
grupamento hidroxila (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 1999). Séao
derivados biossinteticamente do acido chiquimico e/ou do &cido meval6nico. Essa
classe de compostos é responsavel por caracteristicas como sabor e odor,
atraindo ndo sé os seres humanos, mas também outros animais. Essas
substancias agem atraindo animais para polinizacdo ou dispersdo de sementes,
protegem as plantas contra os raios UV, virus, bactérias, fungos, e até mesmo
insetos (PERES, 2004).

Os compostos fendlicos sédo definidos quimicamente como substancias que
contém anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos (NACZK;
SHAHIDI, 2004; SOARES, 2002). Sua classificacdo esta essencialmente
relacionada ao tipo de esqueleto molecular e a rota biossintética de origem. Com
base na ampla variedade de caracteristicas estruturais presentes, 0s compostos
fendlicos séo classificados em acidos fendlicos, fenilpropandides, cumarinas,
taninos, ligninas e flavonoides e sdo amplamente distribuidos; outros, tais como,
quinonas, xantonas, cromonas sao fendlicos de distribuicao restrita (CARVALHO;
GOSMANN; SCHENKEL, 1999).
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Os dois maiores grupos de compostos fendlicos sdo o grupo dos
flavonoides e os acidos fendlicos. Os flavonoides possuem em sua estrutura
guimica um nucleo formado por 15 carbonos (C6-C3-C6) e dois anéis aromaticos
unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico. As classes de
flavonoides variam em sua estrutura em sua substituicdo desse anel heterociclico,
podendo gerar flavonois, flavonas, flavanonas, flavanois, isoflavonas e
antocianidinas (ANGELO; JORGE, 2007).

Os &cidos fendlicos ja apresentam um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de metoxila ou hidroxila, normalmente
sendo derivado do acido hidroxicinamico que sdo compostos aromaticos que
possuem em sua estrutura trés carbonos formando uma cadeia lateral (BRAVO,
1998; GARAMBONE; ROSA, 2007; SOARES, 2002).

2.4.2 Alcalbides

Os alcaloides sao compostos nitrogenados encontrados
predominantemente nas Angiospermas. Esses compostos farmacologicamente
ativos sao ciclicos e possuem no minimo um atomo de nitrogénio em seu anel. A
maioria desses compostos sdo de carater alcalino, entretanto alguns apresentam
carater acido, como a colchicina, piperina, oximas por exemplo (EVANS, 1996;
KUTCHAN, 1995). Devido suas sinteses, essas substancias ndo sédo encontradas
em células jovens ja que sao sintetizados exclusivamente no reticulo
endoplasmatico e concentrado nos vacuolos (PERES, 2004).

Dois mecanismos regem a formacdo do sistema heterociclico desses
metabolitos que sédo a formagéo de bases de Schiff e reacdes do tipo Mannich. A
divisdo dos alcaloides se d& de acordo com o aminoéacido precursor, podendo ser
inddlicos e quinolinicos; pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e
guimolizidinicos; protoalcaloide, alcaloides isoquinolinicos e benzilisoquinolinicos.
Alguns alcaloides como os pirrolizidinicos conferem as plantas uma defesa contra
herbivoria por apresentarem caracteristicas téxicas, agindo principalmente sobre
os hepatdcitos (COSTA, 2008).

Os alcaloides sédo importantes produtos de detoxificacdo de substancias na

planta, podendo também agir como reserva de nitrogénio, defesa contra
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patdgenos e herbivoria (SIMOES et al. 1999; SAAD et al., 2009). Esses
metabolitos apresentam grande atividade farmacoldogica com atividade
antioxidante, anticancer, anti-inflamatéria, possui acdo no sistema nervoso e
também caracteristica analgésica (CHUEH et al.,, 2012; KANG et al., 2010;
SOUTO et al., 2011; SILVA et al., 2009; PUVANENDRAN et al., 2008; WOO et al.,
2006).

2.4.3 Terpenos

Outra importante classe de compostos bioativos sdo os terpenos. Os
terpenos sado constituidos por unidades de isopreno (na forma de
isopentenilpirofosfato), sendo que sua classificacao é determinada pelo nimero de
unidades de isopreno que constituem a molécula inteira. Muitos dos compostos
vegetais importantes sédo terpenos ou possuem algum derivado desse metabdlito
em sua molécula. Entre esses compostos estdo quatro, das seis classes de
hormoénios vegetais (PERES, 2004). Outro tipo de terpenos sdo as saponinas.
Neste, os terpenos estdo glicosilados. Sdo cadeias de aclUcar unidas por uma
ligagdo glicosidica a uma aglicona hidrofobica (FRANCIS et al.,, 2002). Esses
terpenos séo heterosideos contendo uma porcao aglicona lipofilica com uma ou
mais cadeias osidicas que compde a porcao hidrofilica da molécula. Sua
nomenclatura provém da sua capacidade de formar espuma quando agitados
(GARCIA; CARRIL, 2009).

2.4.3.1 Oleos essenciais

Uma importante categoria de produtos de origem vegetal chamados 6leos
essenciais, sdo constituidos de terpenos. Esses 0leos conhecidos também como
Oleos volateis sdo componentes lipossollveis responsaveis pelo aroma das
plantas, jA que seu odor e volatilidade s&o suas caracteristicas predominantes
(SIMOES et al., 1999). Sua sintese deriva do acido mevaldnico por duas vias: a
série terpénica e a dos fenilpropandides (SAAD et al., 2009). A funcdo desses
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Oleos nas plantas pode ser para atrair agentes polinizadores, ou de acao inseticida
(CHAGAS et. al., 2002; PRATES, 1993; SANTOS, 2012).
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3. OBJETIVOS
3.1- Objetivo Geral

Comprovar uma relacédo entre resisténcia ambiental adquirida naturalmente
e antropica causada por pressao seletiva por meio de testes com 6leos essenciais

em carrapatos Rhipicephalus ssp.

3.2- Objetivos Especificos

o Coletar os carrapatos de campo da espécie Rhipicephalus
microplus (expostos aos fatores abiéticos naturais).

o Determinar a atividade larvicida dos O6leos essenciais de
Schinus molle e Bulnesia sarminetoi, em larvas da espécie Rhipicephalus
microplus; e comparar a linhagem dos carrapatos mantidos em condicfes
de laboratorio (sem histérico de contato com carrapaticidas) com os

coletados em campo.

o Determinar a atividade larvicida dos Oleos essenciais de
Schinus molle e Bulnesia sarminetoi, em larvas dos diferentes carrapatos
heteroxenos de 2 hospedeiros (R. evertsi) e 3 hospedeiros (R.

appendiculatos, R. pulchellus), coletados no continente africano.

. Determinar o perfil de mortalidade dos diferentes carrapatos
expostos aos compostos dos oleos: alpha-phellandreno, sabineno, guaiol e

bulnesol; e comparar com o perfil dos seus respectivos 6leos essenciais.
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4. JUSTIFICATIVA

Os carrapatos do género Rhipicephalus sdo artropodes hematofagos
obrigatorio de vertebrados que representam uma sé€ria ameaca para os produtores
de gado leiteiro e de corte no mundo. Estudos descrevem que aproximadamente
80% da populacdo de bovinos do mundo esta em risco pela infestacdo destes
carrapatos. Seu impacto negativo deve-se aos efeitos diretos da alimentacéo que
causam a perda de peso dos bois e danos ao couro, e de efeitos indiretos como a
transmissao de patdégenos. Desta forma, calcula-se que as perdas econdémicas por
causa da prevencao e do tratamento contra este carrapato atingem um valor
aproximado de dois bilhdes de ddlares por ano somente no Brasil.

Entre os atuais métodos de controle para este carrapato e para as doengas
transmitidas por ele encontra-se o uso de acaricidas, vacinas e utilizacdo de
produtos naturais. Por uma parte, o uso de acaricidas quimicos é a estratégia
mais utilizada; no entanto, seu uso intensificado tem levado ao desenvolvimento
de resisténcia de varias espécies de carrapatos, além do elevado custo para
desenvolvé-los e registra-los e da crescente preocupacdo na saude publica pelos
residuos quimicos achados em produtos de origem animal e da poluicdo do
ambiente. Por outra parte, algumas vacinas tém sido disponibilizadas ha mais de
20 anos e comercializadas no mundo inteiro; no entanto, mesmo que sejam uma
alternativa muito promissora em comparacdo ao uso de acaricidas, ainda sao
insuficientes para conferir protecdo contra todos os tipos de carrapatos que
existem em diversas regides geograficas no mundo. Diante deste panorama,
novas estratégias para o0 controle deste carrapato centradas no maior
entendimento sobre sua biologia sdo necessérias.

A descoberta de produtos naturais capazes de controlar a infestacdo de
carrapatos apresenta como vantagens sua facil obtencdo, serem em sua maioria
biodegradaveis, diminuir a contaminacao de residuos na carne e no leite, além de
agirem na maioria das vezes de modo sinérgico, diminuindo assim o processo de
selecdo de carrapatos resistentes. No presente estudo, se caracteriza o perfil de
mortalidade das larvas de carrapatos a dois 0leos essenciais (Schinus molle e
Bulnesia sarmientoi) e dois de seus componentes (alpha-phellandreno, sabineno e

bulnesol e guaiol, respectivamente). Acredita-se que os resultados deste estudo

38



permitirdo sugerir novas abordagens para o desenvolvimento de estratégias de

controle e aumentar o conhecimento da biologia destes organismos.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Obtencdo dos Gleos essenciais:

Foi realizada uma parceria com o professor doutor Jesus M Lopez Rodilla,
do Departamento de Quimica, da Universidade da Beira Interior, em Portugal que
disponibilizou os 6leos essenciais de Schinus molle e Bulnesia sarmientoi. Junto
com os Oleos foram enviados também os componentes majoritarios encontrados
no 6leo essencial de Bulnesia sarmientoi: Guaiol e Bulnesol (Tabela 1). Para os
testes com os componentes majoritarios do 6leo essencial de Shinus molle foram
comprados pela Sigma os compostos alpha-phellandrene e sabinense (Tabela 1).

O dleo essencial de Schinus molle foi preparado a partir de frutos e folhas
da planta (Figura 10 A) pelo processo de hidrodestilacdo, realizado em um
aparelho semiindustrial por Silvia Guala e Heriberto Helder, pela Universidad del
litoral, na Argentina. O alpha-phellandreno e o sabineno foram adquiridos da
SIGMA-ALDRICH.

O oleo de B. sarmientoi foi extraido de madeira triturada da arvore (Figura
10 B) por um processo industrial na Empresa Alpacasa, no Paraguai. O guaiol é
obtido por cristalizagdo da esséncia da madeira de B. sarmientoi, obtido por
arraste de vapor, junto ao hexano em baixa temperatura. O guaiol cristalizado &
separado entdo por filtracdo. O liquido remanescente da fase de filtracdo,
conhecido como agua-mae, € separado por cromatografia em coluna com silica-

gel extraindo assim o bulnesol.
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A| Dominio: Eukaryota

Reino: Plantae

Sub reino: Tracheobionta
Super divisdo: Spermatophyta
Divisao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Sapindales

Familia: Anacardiaceae
Género: Schinus

Espécie: Schinus molle

B| Dominio: Eukaryota

Reino: Plantae

Sub reino: Tracheobionta
Super divisdo: Spermatophyta
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Sapindales

Familia: Zygophyllaceae

Sub familia: Larreoideae
Género: Bulnesia

Espécie: Bulnesia sarmientoi

Figura 10: Plantas usadas para extrair o 6leo essencial e seus compostos bioativos. (A) Folhas e
frutos da arvore Schinus molle, da familia Anacardiaceae, utilizados para a extracdo do 6leo
essencial testado nas diferentes espécies do género Rhipicephalus; (B) Flor e folhas da arvore
Bulnesia sarmientoi, pertencentes a familia Zygophyllaceae. Utilizou-se madeira para extracao de
Oleo essencial e posterior isolamento dos componentes mais abundantes: guaiol e bulnesol.
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Tabela 1: Estrutura quimica e peso molecular dos compostos constituintes dos 6leos essenciais

utilizados para o teste de imerséo.

octahydroazulen-5-

Peso Oleo
Estrutura molecular Nomenclatura molecular essencial
(g/mol) de origem
CH,
Alpha-phellandrene
H,C Schi
2-Methyl-5-(1- 136.238 rcno'lrl‘gs
H,C methylenthyl)-1,3-
cyclohexadiene
HaC CHa Sabinene
4-Methylene-1-(1- Schinus
methylenthyl)bicyclo[3.1.0] ~ ~50:238 molle
hexane
CH;
CHs Guaiol
2-[(3S,5R,8S)-8-dimethyl- .
HsC cH octahydroazulen-5-
3 [lpropano-2-ol
1< oH yllprop
CH, Bulnesol
238 ametyl 222372 Bulnesia
H.C CH,4 e T sarmientoi
OH
HsC

yl)propano-2-ol

5.2. Diluicdo dos 6leos essenciais e substancias constituintes:

Os o6leos esséncias de Schinus molle e Bulnesia sarmientoi

€ Seus

constituintes utilizados no estudo foram todos solubilizados em metanol 100%. As

diluicbes foram realizadas com o auxilio de provetas a partir de uma solucao

superconcentrada do material.

Foram

concentracdes de 0,01%; 0,1%; 1% e 10% (v/v).

utilizados

neste experimento as
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5.3. Obtencéao dos carrapatos:

Neste estudo foram utilizadas quatro espécies de carrapatos Ixodideos do
género Rhipicephalus: R. microplus, R. evertsi, R. appendiculatus e R. pulchellus
coletados em diferentes regides (Figura 11).

Os carrapatos da espécie R. microplus foram obtidos de duas diferentes
linhagens; a primeira linhagem foi obtida por meio de uma parceria com a
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sendo esta cepa considerada como
susceptivel neste trabalho. Esses carrapatos foram adquiridos inicialmente de
uma fazenda localizada em Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brasil) sem histérico
de utilizacdo de carrapaticida. Os carrapatos foram entdo mantidos em laboratorio
sob condicbes controladas e por meio infestacdo artificial foram realizadas a
manutencdo da colbnia por varias geracfes. Estudos apontam susceptibilidade
dessa linhagem para carrapaticidas comerciais como Ivermectina, Deltametrina,

Cipermitrina, Fipronil e Flumetrina.

Quenia

=
( ® )
) 4

Brasil Continente

africano

4

Figura 11: Local de coleta dos carrapatos utilizados nos testes de imersédo: Foram coletados
amostras de R. microplus com (marcador azul) e sem histérico de carrapaticida (marcador
vermelho). Os carrapatos da espécie R. evertsi, R. appendiculatus e R. pulchellus sem histérico de
carrapaticida foram coletados em Nairobi, Quénia (marcador verde).

A segunda linhagem de R. microplus foi obtida na area agricola da
Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro, localizado na cidade de
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Campos dos Goytacazes (Rio de Janeiro, Brasil). Para o controle de carrapatos
desse polo agropecuario os trabalhadores utilizam carrapaticidas comerciais
administrados na forma de banhos nos animais por geracdes. No Ultimo ano o
TOPLINE POUR ON tem sido usado nos animais, € nos dois anos anteriores o
COLOSSO FC30. A mudanga do produto ocorreu devido a visivel resisténcia
adquirida ao primeiro produto que € constituido principalmente por Clorpirifos
(30%), Cipermitrina (15%) e Fenthion (15%), enquanto que o segundo é
constituido apenas de 1% de Fipronil 1%, da classe de inseticida-acaricidas
conhecida como fenilpirazais.

O tratamento carrapaticida € realizado sempre que 0s animais apresentam
infestacdo e utilizando diferentes tipos de carrapaticidas. De acordo com o0s
responsaveis pela area agricola os carrapatos vém ressurgindo com cada vez
menos tempo apos o banho com os produtos. Neste estudo esses carrapatos

foram considerados como tolerantes devido a acdo antrépica.

5.4. Infestacéo artificial de carrapatos africanos

Durante o periodo de dezembro de 2016 a julho de 2017, por meio do
doutorado sanduiche, foram realizados experimentos no ILRI, International
Livestock Research Institute. Sob supervisdo do doutor Naftaly W. Githakac,
responsavel pela Unidade de carrapatos do Instituto foram realizadas coletas,
infestacOes e testes em trés espécies de carrapatos africanos: Rhipicephalus
evertsi, Rhipicephalus appendiculatus e Rhipicephalus pulchellus (coletados de
animais selvagens do Parque Nacional de Nairobi, Quénia). ApGs a coleta, as
fémeas ingurgitadas foram mantidas por infestacdo artificial por geracdes na
auséncia de qualquer carrapaticida. Os ovos depositados pelas fémeas foram
recolhidos e separados em tubos de vidro vedados com malha fina (para impedir a
fuga das larvas (Figura 12).

As trés espécies africanas testadas neste estudo possuem em seu ciclo de
vida mais de um hospedeiro, sendo os primeiros hospedeiros mamiferos de
pequeno porte, como roedores, enquanto que os adultos costumam parasitar
mamiferos de grande porte, como bovinos. Para alimentacdo de larvas e ninfas

foram utilizados coelhos, adquiridos no proprio Instituto (ILRI), que continha sua
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propria criagdo de roedores para essa rotina de alimentacdo de carrapatos. Para
iSso era necessario raspar os pelos das orelhas dos animais, e com o auxilio de
uma fita era preso na cabeca do animal um saco feito de pano de malha fina.
Dentro deste pano eram depositados larvas ou ninfas (dependendo da fase de
vida) e fechado. O ingurgitamento nessas primeiras fases demorou cerca de 3-10
dias. O periodo de muda da larva para ninfa e de ninfa para adulto demorou cerca
de 5-15 dias. ApGs a coleta dos individuos adultos, estes eram transferidos para
um bovino na area experimental que ndo tivesse tido contato com qualquer
acaricida. No bovino acontecia a reproducdo e posterior ingurgitamento das
fémeas. Apos ingurgitadas, as fémeas eram levadas para camara climatica com

temperatura e umidade controladas até o término da postura.

Figura 12: Procedimento para realizacdo da infestagdo artificial em coelhos: A) Raspagem dos
pelos auriculares e fixagdo do pacote de malha; B) Pacote produzido de malha grossa para
contencdo das larvas e ninfas de carrapato.

5.5. Manutencéo dos carrapatos:

As fémeas das quatro diferentes espécies de carrapatos foram coletadas na

fase de teledginas adultas apés o desprendimento do seu ultimo hospedeiro
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(completamente ingurgitada). Apés as coletas esses animais foram lavados com
agua destilada, secas em papel toalha e em seguida fixadas em placas de petri
por meio de fita dupla face e mantidas em camara climatica com temperatura e
umidade controladas (28 °C; 80% UR) para realizarem a postura. Houveram
coletas diarias dos ovos dos carrapatos sendo estes separados em microtubos,
tipo eppendorf, cerca de 10 mg de ovos/tubo (cerca de 200 ovos). Cada microtubo
foi coberto por uma malha fina permitindo as trocas gasosas e agindo como
impedimento fisico para a fuga das larvas. As larvas ap0s o nascimento foram
mantidas na camara até completarem 10 dias de idade para assim serem

realizados os testes.

5.5. Teste de imerséo larval (TIL):

Para o teste de imersao foi utilizada a técnica de Shaw (1966) com algumas
adaptacdes. Cerca de 200 larvas de carrapato foram imersas por cinco minutos
nos mesmos solventes e concentragdes supracitadas dos 6leos essenciais. Apos
esse tempo as larvas foram colocadas em papel filtro para retirada do excesso de
solucdo e secagem, e sem seguida transferidas para uma placa de petri. As
placas foram acondicionadas em camara climéatica com temperatura e umidade
controladas (28 °C;80%UR). A afericdo da mortalidade das larvas foi realizada 24
horas apdés o tratamento.

5.6. Analise estatistica:

Todos os experimentos foram realizados em triplicata biolégica e triplicata
experimental com n utilizado de aproximadamente 200 larvas. Foram realizados
testes de seis tratamentos e quatro concentracdes de cada tratamento em quatro
espécies de carrapatos do género Rhipicephalus. O programa utilizado para as
analises estatisticas foi o Statistical Analysis System (SAS System, Inc., Cary, NC,
EUA). Deste modo, a significancia estatistica foi avaliada por ANOVA unidirecional
e bidirecional para determinar diferencas significativas entre os grupos. O teste de

Tukey foi usado para comparar dados entre grupos.

45



46



6. RESULTADOS

6.1. Perfil de mortalidade dos carrapatos da linhagem de Porto Alegre (POA)

No presente estudo foram utilizadas duas diferentes linhagens de
carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus, conhecida popularmente como o
carrapato bovino. A linhagem oriunda de Porto Alegre, mantida na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, foi coletada inicialmente em uma fazenda
localizada na regido e que ndo apresentava em seu histérico a utilizacdo de
nenhum carrapaticida comercial. A manutencdo desses animais se deu por
infestacdo artificial durante multiplas geracdes, sendo estes utilizados como
referéncia de susceptibilidade para testes de ivermectina e fipronil (KLAFKE et al.,
2006; CASTRO-JANER et al., 2010).

Foram comparados os perfis de sobrevivéncia 24 horas ap6s imersédo das
larvas da linhagem POA em 6 diferentes tratamentos. O teste de mortalidade de
larvas foi realizado em diluicdes seriadas de 10%; 1%; 0,1% e 0,01%, dos Oleos
essenciais de Schinus molle e Bulnesia sarmientoi, e seus respectivos
componentes, conforme descrito na metodologia desta tese (Tabela 1). A maioria
dos testes realizados, nos carrapatos da linhagem POA, exibiram uma taxa de
mortalidade de larvas acima de 85% ja na concentracdo mais diluida de 0,01%;
foram estes os tratamentos feitos com o6leo essencial de Schinus molle e seu
constituinte Alpha-phellandreno (Figura 13, A e B); e 6leo essencial de Bulnesia
sarmientoi e seu composto Guaiol (Figura 13, D e F). Com excecao do sabineno
(Figura 13 C) e do Bulnesol (Figura 13 E), que apresentaram uma taxa de
mortalidade acima de 85% a partir da concentracdo de 0,1%. O composto
sabineno apresentou uma mortalidade elevada a partir da concentracao de 0,1 %,
matando cerca de 95% das larvas testadas. No 6leo de Bulnesia sarmientoi, que
demonstrou ter uma eficiéncia acima de 90% em todas as concentracdes, seus
dois constituintes majoritarios Guaiol e Bulnesol apresentaram um perfil menor
mortalidade nas concentracdes abaixo de 1%. Todavia, todos os tratamentos

apresentaram eficicia de 100% de mortalidade na maior concentragéo testada.
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Figura 13: Perfil de mortalidade das larvas de R. microplus da linhagem POA determinado pelo
teste de imerséo larval. A mortalidade das larvas foi avaliada 24 horas apds a imersdo em seis
diferentes solucdes. (A) Oleo essencial de Schinus molle e dois de seus constituintes: (B) Alpha-
phellandreno e (C) Sabineno; (D) Oleo essencial de Bulnesia sarmientoi e seus compostos
majoritarios: (E) Bulnesol e (F) Guaiol.

Afim de avaliar se existe diferenca significativa entre os 6leos essenciais e
seus componentes testados; na Figura 14, foi feita uma comparacdo entre 0s
perfis de mortalidade larval dos compostos com seus respectivos Oleos
essenciais, na espécie de R. microplus, linhagem sem histérico de contato com
carrapaticidas. Em ambos os Oleos testados, Schinus molle (Figura 14 A) e
Bulnesia sarmientoi (Figura 14 B), houve diferenca estatistica apenas na
concentracdo mais diluida de 0,01%, entre o efeito do Oleo e o efeito dos
respectivos componentes: Sabineno e Bulnesol. Para as concentracbes maiores
nao houve diferenca estatistica entre os componentes e seus respectivos 0leos.
(Figura 14 A e B). Este resultado infere sobre a seguinte observacéo: @ entre os 2
compostos do 6leo de Schinus mole, o alphafelandreno apresentou maior efeito
na mortalidade das larvas de R. microplus, linhagem POA, em comparagdao ao

constituinte Sabineno. @ entre os 2 compostos do 6leo de Bulnesia sarmientoi, o
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Guaiol apresentou maior efeito na mortalidade larval, em comparacdo ao

constituinte Bulnesol na concentracédo de 0,01% (v/v).
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Figura 14: Comparacéo do perfil de mortalidade larval dos compostos com seus respectivos 6leos
essenciais, na espécie R. microplus da linhagem POA. A) Oleo essencial de Schinus molle
comparado com seus compostos alpha-phellandreno e sabineno. B) Oleo essencial de Bulnesia
sarmientoi comparado com seus compostos majoritarios bulnesol e guaiol. * indica diferenca
estatistica no teste de TUKEY (p>0,05).

Diante desses resultados foi possivel tracar um perfil de mortalidade das
larvas de R. microplus que estédo por geragcdes em infestacdo artificial na auséncia
de quaisquer acaricidas. Deste modo, o préximo passo foi realizar o teste larvicida
nos carrapatos R. microplus que sofrem por geracdes a pressao seletiva dos
acaricidas e do ambiente. E comparar os perfis de mortalidade das larvas de

carrapato da mesma espécie, porém, de linhagens diferentes.

6.2. Perfil de mortalidade dos carrapatos da populagdo de campo, Rio de
Janeiro:

A populacdo de campo de R. microplus avaliada foi coletada na area
agricola da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro, que utiliza
carrapaticidas comerciais com frequéncia para diminuir as infestacfes de
carrapato na regido. Carrapaticidas quimicos como Clorpirifés, cipermitrina,
fenthion e fipronil vem agindo na linhagem por no minimo trés anos. Esta
populacdo de campo, portanto, durante geracbes sofre uma maior pressao

seletiva devido ao constante uso de acaricidas comerciais de contato comparado

49



com a linhagem POA. A mortalidade das larvas desta populacéo de carrapatos de
campo da espécie R. microplus, frente ao desafio dos compostos naturais esta

representada na Figura 15.
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Figura 15: Perfil de mortalidade das larvas de R. microplus coletados em campo, determinado pelo
teste de imersao larval. As larvas de R. microplus expostos aos fatores abidticos naturais possuem
por geracdes influéncia de acaricidas de contato como cipermitrina, clorpirifés, fenthion e Fipronil.
A mortalidade das larvas foi comparada 24 horas ap6s a imersdo em seis diferentes solugdes. (A)
Oleo essencial de Schinus molle e dois de seus constituintes: (B) Alpha-phellandreno e (C)
sabineno; (D) Oleo essencial de Bulnesia sarmientoi e seus compostos majoritarios: (E) Bulnesol e
(F) Guaiol.

Apés 24 horas do tratamento, observou-se que as larvas provenientes de
carrapatos de campo apresentaram uma maior tolerancia as concentracdes de
0,01 — 1% se comparadas a linhagem POA. O perfil do 6leo essencial de Schinus
molle e de seus dois constituintes testados nao ultrapassaram 50% de letalidade
nas trés primeiras concentragdes. O 6leo essencial de Bulnesia sarmientoi e seu
constituinte Bulnesol foram os Unicos tratamentos que apresentaram mortalidade
proxima a 100% na concentragcdo de 1%, sendo o0s mais letais nessa
concentracdo das solugdes testadas. Enquanto que a concentracdo de 0,01% ja é
suficiente para causar a morte de mais de 50% de larvas da linhagem POA na

maioria dos tratamentos.
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Ao comparamos 0s respectivos componentes com seu 0leo, observamos
que:

(@) ndo houve diferenca estatistica entre os componentes e o 6leo de S.
molle; ndo ultrapassando de 50% de letalidade nas trés primeiras concentracoes,
porém atingindo aproximadamente 100% de mortalidade na maior concentracao
de 10 % (Figura 16 A);

() entre 0os 2 compostos do 6leo de B. sarmientoi, 0 Bulnesol apresentou
maior efeito na mortalidade larval na concentracédo de 1 %, em comparacao ao
Guaiol (Figura 16 B).
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Figura 16: Comparacéo do perfil de mortalidade larval dos compostos com seus respectivos 6leos
essenciais, em larvas de R. microplus de campo (expostos a acaricidas e fatores abiéticos). A)
Oleo essencial de Schinus molle comparado com seus compostos alpha-phellandreno e sabineno.
B) Oleo essencial de Bulnesia sarmientoi comparado com seus compostos majoritarios bulnesol e

guaiol.

O mapa de calor, representado na Figura 17, evidencia a diferenca entre os
perfis de mortalidade das larvas de carrapatos da linhagem POA e dos coletados

de campo, expostos a acaricidas e fatores abioticos.
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Figura 17: Mapa de calor referente as duas amostras de Rhipicephalus microplus testadas no
trabalho. A) Mapa de calor referente ao R. microplus POA (sem histérico carrapaticida); B) Mapa
de calor referente ao R. microplus de campo, com histérico de carrapaticidas. Tons de verde
indicam baixa mortalidade de larvas enquanto que tons mais vermelhos indicam alta mortalidade
de larvas no Teste de imersao larval. Sm: Schinus molle; Ap: Alfa-felandreno; Sn: Sabineno; Bs:
Bulnesia sarmientoi; Bl: Bulnesol; Gl: guaiol.

O mapa de calor demonstrado na figura 17 evidencia o perfil de mortalidade
das duas amostras testadas de R. microplus. O mapa apresenta uma matriz que
compila os dados do perfil de mortalidade para cada tratamento com Oleo
essencial e com componente isolado. Tons mais avermelhados indicam maior
mortalidade das larvas frente ao desafio de imersdo, enquanto que tons mais
verdes indicam uma maior tolerancia das larvas aos tratamentos.

Observa-se neste mapa de calor que a linhagem POA apresenta uma
coloracdo bem mais avermelhada que dos carrapatos coletados em campo. Essa
diferenca de coloragédo denota uma maior tolerancia aos tratamentos testados em
larvas de carrapatos de campo. Isto indica que carrapatos da espécie
Rhipicephalus microplus, que possuem frequente contato com carrapaticidas
durante geracfes, podem exibir resisténcia cruzada com tratamentos nunca antes
testados.

Sendo assim, apesar da tolerancia esperada e observada nos carrapatos
de uma populacdo de campo (exposto a diversos acaricidas e fatores abiéticos)
em comparacao aos de linhagem POA; ainda assim, os 6leos essenciais e 0s
respectivos compostos na concentracdo de 10%, afetam mais de 90% da
viabilidade das larvas.
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6.3. Perfil de tolerancia dos carrapatos do género Rhipicephalus coletados
no continente africano

A mortalidade das larvas de carrapatos coletados no Quénia, Africa,
testados com Schinus molle, alpha-phallandreno, sabineno, Bulnesia sarmientoi,
bulnesol e guaiol estdo representados nas figuras 18, 20 e 22. Rhipicephalus
evertsi € um carrapato que necessita de dois hospedeiros para completar seu ciclo
de vida (Figura 5). Seu perfil de mortalidade frente ao desafio de imersdo de

larvas aos 6leos essenciais encontra-se na figura 18.
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Figura 18: Perfil de mortalidade das larvas de R. evertsi. Mortalidade observada ap6s 24 horas do
teste de imerséo larval. A mortalidade das larvas foi analisada 24 horas apés o teste de imerséo
para as seis diferentes solugbes: (A) Oleo essencial de Schinus molle, (B) alfa-felandreno, (C)
sabineno, (D) Bulnesia sarmientoi 6leo essencial, (E) bulnesol e (F) guaiol.

Esta foi a espécie coletada no Quénia com maior tolerdncia encontrada
neste estudo. Os Oleos e componentes testados nas concentragdes de 0,01; 0,1 e
1% apresentaram um efeito de < 50 % na mortalidade das larvas. Para a
concentracdo de 10 % de 6leo essencial de Bulnesia sarmientoi assim como seus

componentes majoritarios Bulnesol e Guaiol, a letalidade das larvas foi > 90%. O
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Oleo essencial de Schinus molle e seus componentes foram os tratamentos menos
eficientes, apresentando um potencial larvicida entre 57 e 70%, na concentracao
de 10%.

A atividade larvicida dos 6leos essenciais ndo diferiu dos seus respectivos

compostos isolados também nesta espécie como pode-se observar na figura 19.
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Figura 19: Comparagao do perfil de mortalidade larval dos compostos com seus respectivos 6leos
essenciais, em larvas de R. evertsi. A) Oleo essencial de Schinus molle comparado com seus
compostos alpha-phellandreno e sabineno. B) Oleo essencial de Bulnesia sarmientoi comparado
com seus compostos majoritarios bulnesol e guaiol.

A espécie de trés hospedeiros R. appendiculatus coletada no Quénia,
Africa, demonstrou grande susceptibilidade aos tratamentos com 6leos essenciais

e seus componentes (Figura 20).
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Figura 20: Perfil de mortalidade das larvas de R. appendiculatus. Mortalidade observada apos 24
horas do teste de imersdo larval nas quatro concentracdes, para as seis diferentes solugdes: (A)
Oleo essencial de Schinus molle, (B) alfa-felandreno, (C) sabineno, (D) Bulnesia sarmientoi 6leo
essencial, (E) bulnesol e (F) guaiol. .

O ¢6leo essencial de Schinus molle foi o tratamento que apresentou nas trés
menores concentragcdes uma mortalidade nédo excedente a 60%, assim como seus
compostos alpha-phellandreno e sabineno. Todavia, seus componentes
demonstraram uma menor eficiéncia larvicida na maior concentragdo sendo
encontrado uma mortalidade de 60% (alpha-phellandreno) e 67% (sabineno)
enquanto que o 6leo essencial apresentou uma mortalidade de quase 90% na
mesma concentracao de 10%.

O oOleo essencial de Bulnesia sarmientoi mostrou-se mais eficiente no
controle das larvas desse carrapato apresentando uma mortalidade maior que
60% nas menores concentracdes, chegando a 80% de mortalidade nas larvas
tratadas apenas com o componente Bulnesol. Os tratamentos com 6leo essencial
de B. sarmientoi na concentracdo de 10% apresentou 100% de mortalidade das
larvas imersas. Esse efeito também foi encontrado em seus componentes

majoritarios (Figura 21). Ambos Oleos essenciais ndo demonstraram diferenca
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significativa com seus respectivos compostos isolados nas concentracdes

testadas.
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Figura 21: Comparacéo do perfil de mortalidade larval dos compostos com seus respectivos 6leos
essenciais, em larvas de R. appendiculatus; testadas com 6leos essenciais e seus respectivos
componentes isolados. A) Oleo essencial de Schinus molle comparado com seus compostos
alpha-phellandreno e sabineno. B) Oleo essencial de Bulnesia sarmientoi comparado com seus
compostos majoritarios bulnesol e guaiol.

A espécie R. pulchellus, assim como o R. appendiculatus, necessitam de
trés hospedeiros para completar seu ciclo de vida. Para esta espécie o 6leo
essencial de Schinus molle, assim como seus componentes isolados Alpha-
phellandreno e sabineno, apresentaram mortalidade geralmente inferior a 50%. Na
maior concentragdo testada, o pico de mortalidade foi encontrado nas larvas
tratadas com sabineno, que apresentou quase 90% de mortalidade, enquanto que
o alpha-phelandreno e o proprio 6leo essencial obtiveram mortalidade inferior a

70% em mesma concentracdo (Figura 22 A, B e C).
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Figura 22: Perfil de mortalidade das larvas de R. pulchellus. Mortalidade observada apés 24 horas
do teste de imerséo larval nas quatro concentracdes de cada tratamento: (A) éleo essencial de
Schinus molle, (B) alfa-felandreno, (C) sabineno, (D) Bulnesia sarmientoi 6leo essencial e (E)
bulnesol.

Assim como nas outras espécies testadas neste estudo, o 6leo essencial de
B. sarmientoi foi o mais eficiente no controle das larvas de R. pulchellus. Apesar
de apresentarem um perfil de dose-resposta semelhante ao de S. molle e seus
componentes, os tratamentos com Oleo essencial de B. sarmientoi e bulnesol
apresentaram 100% de eficacia na morte das larvas tratadas em sua maior
concentracdo testada (Figura 22 D e E). Nao foi possivel avaliar a eficacia
larvicida do guaiol para esta espécie devido a problemas de trabalho que
interferiram no controle do experimento.

A relacdo do perfil de mortalidade dos O6leos essenciais com seus
respectivos componentes testados neste estudo esta na Figura 23. Assim como
as demais espécies testadas, o efeito larvicida dos Oleos essenciais testados
(Schinus molle e B. sarmientoi) ndo demonstraram diferenga significativa quando
comparados com seus componentes escolhidos para este experimento em
nenhuma das concentracdes testadas.
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Figura 23: Comparacéo do perfil de mortalidade larval dos compostos com seus respectivos 6leos
essenciais, em larvas de R. pulchellus. A) Perfil de mortalidade do 6leo essencial de Schinus molle
juntamente com o perfil de seus componentes alpha-phellandreno e sabineno. B) Perfil de
mortalidade do 6leo essencial de Bulnesia sarmientoi juntamente com o Bulnesol.

O mapa de calor demonstrado na figura 24 tem como objetivo evidenciar a
diferenca entre os perfis de mortalidade das trés espécies heteroxenicas testadas
nesta tese. Assim como o outro mapa (Figura 17), este mapa apresenta uma
matriz com os dados do perfil de mortalidade para cada tratamento com 6leo
essencial e com componente isolado. Tons mais avermelhados indicam maior
mortalidade das larvas frente ao desafio de imersédo, enquanto que tons mais
verdes indicam uma maior tolerancia das larvas aos tratamentos.

E possivel observar que dentre as trés espécies coletadas no territrio
africano, o R. evertsi apresentou a maior tolerancia aos 6leos essenciais e seus
compostos. Essa espécie € a Unica testada que necessita de dois diferentes
hospedeiros para completar seu ciclo de vida. Uma das espécies testadas que
necessita de trés hospedeiros para completar seu ciclo R. appendiculatus
apresentou a maior susceptibilidade frente ao desafio apresentando uma matriz
com tons mais verdes que as demais. Embora apresentem diferentes perfis, todos
0os carrapatos amostrados do Quénia apresentaram mortalidade de 100% na
maior concentracdo do Oleo essencial de B. sarmientoi e seu componente

majoritario Bulnesol.
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Figura 24: Mapa de calor referente as espécies africanas do género Rhipicephalus testadas no
trabalho. Tons de verde indicam baixa mortalidade de larvas enquanto que tons mais vermelhos
indicam alta mortalidade de larvas no Teste de imersado larval. Sm: Schinus molle; Ap: Alpha-
phellandreno; Sn: Sabineno; Bs: Bulnesia sarmientoi; Bl: Bulnesol; Gl: Guaiol.
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7. DISCUSSAO

Apbés a descoberta dos primeiros acaricidas desde 1896 suas utilizacdes se
difundiram sistematica e continuamente. Produtores rurais frequentemente
utilizam acaricidas comerciais para o controle dos carrapatos, estes por sua vez,
aumentam a pressao seletiva sob esses parasitas acelerando o processo de
selecdo de individuos mais tolerantes a esse produto (FURLONG, 2005). De
acordo com Rush (1993), em uma populacéo natural de carrapatos os alelos que
conferem resisténcia a determinado xenobiotico ja estdo presentes na populacao,
na frequéncia de um a cada um milhdo ou mais de individuos. A medida que o
acaricida é utilizado, os carrapatos que apresentam o alelo que confere resisténcia
sobrevivem ao tratamento, se reproduzem e dao origem as larvas que carregam
essa caracteristica. O tempo de desenvolvimento da resisténcia geralmente €
relacionado ao grau de dominancia desses alelos, além do manejo e qualidade
dos produtos utilizados (KLAFKE, 2008). A resisténcia a acaricidas, causada seja
pela acdo de fatores abidticos e/ou pela acédo antropica (incluindo o mal-uso de
acaricidas), pode estar relacionada com a pressao seletiva. Dentro deste contexto,
avaliou-se a tolerancia de larvas, com os resultados apresentados na figura 17,
comparando o perfil de mortalidade de carrapatos de R. microplus da linhagem
mantida em condi¢des de laboratério, sem histérico de contato com carrapaticidas.
Avaliou-se também o0s coletados em campo da mesma espécie, expostos a
fatores abioticos e influenciados por geracbes com acaricidas como: cipermitrina,
clorpirifés, fenthion, fipronil. Observou-se que o0s carrapatos de campo
apresentaram maior tolerancia aos testes de mortalidade dos 6leos e seus

compostos, do que os de linhagem POA.

Casos de incidéncia de resisténcia a acaricidas em populacdes de
carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus tém sido descritos para todas as
categorias de carrapaticidas, desde arsenicais em 1937 até lactonas macrociclicas
em 1981(ANGUS, 1996; GEORGE; POUND; DAVEY, 2008). Diversos fatores séo
envolvidos no desenvolvimento da resisténcia a esses produtos, o que faz a

resisténcia a xenobioticos ser um fendmeno multifatorial (COSSIO-BAYUGAR et
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al.,, 2018). Entre esses fatores estdo influéncias ambientais (entre elas
pluviosidade e temperatura), aversdo do animal ao local contendo o produto,
fatores bioquimicos, aumento da impermeabilidade do exoesqueleto, aumento dos
processos de detoxificacdo celular, além da diminuicdo da sensibilidade do
acaricida devido a mudancas conformacionais de seus sitios de agdo (ALONSO-
DIAZ et al., 2006; COSSIO-BAYUGAR et al., 2018). A populacdo de campo da
espécie R. microplus utilizada neste estudo que demonstrou alta tolerancia aos
Oleos essenciais de Schinus molle e seus componentes alpha-phellandreno e
sabineno, e ao 6leo de Bulnesia sarmientoi e seus compostos majoritarios guaiol e
bulnesol (Figura 16) apresentam em seu histérico o uso de acaricidas de contato
como manejo para suas infestacbes. Entre os acaricidas utilizados pelos
produtores da propriedade estdo Clorpirifés, cipermitrina, fention e fipronil. E
descrito na literatura que invertebrados resistentes a esses produtos apresentam
como caracteristica em comum um aumento na eficacia de processos metabdlicos

relacionados principalmente com a detoxificacdo de xenobidticos.

O clorpirifés, um pesticida organofosfato, € geralmente utilizado para o
controle de diversas pragas agricolas e pecuarias que atua no sistema nervoso
dos artrépodes inibindo a acetilcolinesterase. A resisténcia a esse pesticida é
associado ao aumento da atividade das esterases (EST), responsaveis pela
hidrolise de ésteres enddgenos e exdgenos nos artropodes (AYVAZ et al., 2010;
WANG et al., 2010; ZAMANI; SAJEDI; MEMARIZADEH, 2014; DAABOUB et al.,
2017; GAO et al.,, 2019). Todavia também foram relatados a acdo de outras
enzimas participando deste processo de conferéncia de resisténcia como
Citocromo P450 (YAN et al., 2019), glutationa-S-transferase (ZAMANI; SAJEDI;
MEMARIZADEH, 2014), além da dessensibilizacdo de alguns receptores da
prépria acetilcolinesterase (CUI et al., 2006; ZAMANI; SAJEDI; MEMARIZADEH,
2014). A resisténcia a fention, um pesticida organotiofostato que também causa
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, tem sido associada a mudancas
qualitativas e quantitativas das enzimas esterases. As mudangas quantitativas
estdo associadas a um aumento da amplificacdo dos genes e consequentemente
aumento do numero de enzimas nas células (STONE; BROWN, 1969), enquanto
gue as mudancas qualitativas sao relacionadas principalmente com o aumento da
atividade enziméatica afim de combater o acaricida (DORVAL; BROWN, 1970;
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BARROS et al.,, 2001; HSU et al., 2011). O fipronil, por sua vez, afeta os
organismos alvos bloqueando a passagem de ions cloro através dos receptores
GABA danificando assim o sistema nervoso do animal (RAYMOND-DELPECH et
al., 2005). Invertebrados resistentes a esse pesticida possuem mutacdes nesse
receptor, inibindo assim acgédo do fipronil (ZHANG et al., 2016; MANGIA et al.,
2018)

A cipermitrina € um piretroide derivado da piretrina natural utilizada
amplamente como inseticida e acaricida sendo altamente tdxica. Organismos
resistentes a esse pesticida apresentam alta atividade e aumento da transcricdo
do citocromo P450 e glutationa-S-transferase (VALLES; DONG; BRENNER, 2000;
MAGADUM; MONDAL; GHOSH, 2009; LIN et al., 2014; SCHNEIDER et al., 2014;
MUTHUSAMY; SHIVAKUMAR, 2015; WHYTE et al., 2016; GHOSH et al., 2017,
CAGATAY et al., 2018; RUTTANAPHAN; PLUEMPANUPAT; BULLANGPOTI,
2018). Além disso, algumas populacdes de artrOpodes resistentes a cipermitrina
também apresentam um aumento significativo na atividade das esterases,
oxidases de funcdo mista e também mutacdes no gene de canais de sédio (GUO
et al.,, 2013; MUTHUSAMY; SHIVAKUMAR, 2015). A populacdo de campo de
Rhipicephalus microplus utilizada neste experimento sofreu durante mais de trés
anos pressao seletiva causada por esses pesticidas. Todos 0s mecanismos
observados em organismos resistentes a esses produtos incluem um aumento
transcricional e na atividade de moléculas responséveis pelos processos de
detoxificagdo celular, neste caso Glutationa S transferase, citocromo P450 e
esterases principalmente. Ha relatos de resisténcia ha mais de um pesticida
ocasionado pelo aumento da atividade dessas enzimas (WANG et al., 1989;
BROGDON; BARBER, 1990; FONSECA-GONZALEZ et al., 2009; CHEN et al.,
2015; Xl et al., 2015; XU et al., 2017).

Em Rhipicephalus microplus essas enzimas também podem agir
fornecendo a caracteristica de resisténcia a mais de um pesticida. Glutationa S
transferase e citocromo P450 j4 foram descritos como responsaveis pela
resisténcia atribuida aos pesticidas coumifés e diazinon, enquanto que essas duas
enzimas juntamente com esterases foram responsaveis por gerar resisténcia a
pesticidas derivados de organofosfatos e piretroides em carrapatos dessa espécie

no México (JAMROZ et al., 2000). A hipétese para o fendmeno encontrado neste
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estudo no qual o carrapato que teve contato com acaricidas por geracdes obteve
uma maior tolerancia aos 6leos essenciais e seus componentes selecionados
quando comparado ao carrapato que nunca teve contato com esses produtos €
gue a selecdo causada por esses tratamentos pode ter selecionado carrapatos
gue apresentam maior atividade das enzimas responsaveis pelos processos de
detoxificacdo celular. Como estas enzimas apresentam atividade inespecifica a
varios pesticidas(LI et al., 2003; ROSARIO-CRUZ et al., 2009; RASOOL et al.,
2014; ZHANG et al., 2017; SMITH et al., 2019), estas podem estar agindo para
diminuir a toxicidade causada pelos produtos naturais testados. Trés outras
espécies de Rhipicephalus foram testadas neste estudo afim de se observar o
perfil de mortalidade das larvas frente ao desafio de imersdo aos 6leos essenciais
de Schinus molle e Bulnesia sarmientoi e dois de seus constituintes, alpha-
phellandreno, sabineno, bulnesol e guaiol (Figuras 19, 21 e 23). Foram testadas
as larvas das espécies Rhipicephalus evertsi, R. appendiculatus e R. pulchellus.
As larvas dessas espécies que foram testadas foram originalmente de animais
selvagens do Quénia e em seguida mantidos em condi¢cbes laboratoriais na

auséncia de quaisquer carrapaticidas.

Todos os carrapatos testados originados do Quénia sdo heteroxenos que
necessitam de dois ou mais hospedeiros para completar seu ciclo de vida,
caracteristica  considerada ancestral para 0s carrapatos ixodidios
(SONENSHINEM DANIEL E.; ROE, 2014). Um dos fatos que sustentam isso € o
fato dos géneros Haemaphysalis e Amblyomma que estdo na base da linhagem
de Ixodidios necessitarem de trés hospedeiros para completar seu ciclo
(COIMBRA-DORES et al., 2018). Além disso, é mais facil para carrapatos que
precisam de menos hospedeiros, encontrarem o0 seu hospedeiro para
conseguirem completar seu ciclo de vida. Sendo assim, ndo morrendo por falta de
hospedeiro para parasitar. Os carrapatos que necessitam de menos hospedeiros
estdo mais aptos a sobrevivéncia em invernos rigorosos, pois a permanéncia no
hospedeiro diminui os efeitos das baixas temperaturas nas larvas e ninfas. Esse
tipo de estratégia € observada no carrapato Dermacentor albipictus que mesmo
nas estacdes de inverno consegue desenvolver seus primeiros estagios devido a
permanéncia no hospedeiro ungulado, ndo sendo necessario entrar em diapausa

como 0s carrapatos com mais estagios de vida livre (DREW; SAMUEL, 1989).
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Fenbmenos climaticos sédo os principais fatores que delimitam o territério de
populacdes de carrapato, ja que o alcance do hospedeiro ndo delimita o seu
alcance (ESTRADA-PENA, 2003). Embora néo seja estabelecido todos os fatores
que delimitam as faixas de espécies de carrapatos, sabe-se que que 0s principais
S80 a precipitagdo, a temperatura e o tipo de vegetacdo (CUMMING, 2002).
Carrapatos heter6xenos possuem maior tempo em estagio de vida livre, portanto
sdo mais sensiveis as influéncias das condi¢cdes ambientais externas do que 0s
carrapatos monoxénicos (SONENSHINEM DANIEL E.; ROE, 2014; SANDS et al.,
2017). Neste trabalho, os perfis de mortalidade encontrados apds o teste de
atividade larval dos carrapatos heteroxenos (Figura 25), foi semelhante ao perfil
do carrapato R. microplus com historico de carrapaticida (Figura 14). Isso pode
indicar que ndo é apenas a pressao seletiva causada por acaricidas que influencia
a capacidade de um organismo de tolerar e ser mais efetivo na neutralizacéo e
excrecdo de xenobidticos. Também ¢é descrito na literatura que mudancas
comportamentais (como o fato de ter mais tempo no estagio de vida livre)
(SONENSHINEM DANIEL E.; ROE, 2014; WALKER et al., 2014; SANDS et al.,
2017), somado as condi¢cdes ambientais que interferem severamente no ciclo do
carrapato (CUMMING, 2002; ESTRADA-PENA, 2003; OLWOCH et al., 2007;
OGDEN; MECHAI; MARGOS, 2013), podem contribuir para a selecdo de
carrapatos com maior capacidade de combater ou eliminar substancias que

possam ser prejudiciais a este organismo.

Deste modo, as pressdes seletivas dos fatores abibticos (precipitagdo e
temperatura), a vegetacao, a espécie e a disponibilidade dos hospedeiros podem
estar agindo na selecdo de carrapatos com maior capacidade de lidar com
substancias nocivas, uma resisténcia natural. (CUMMING, 2002; OLWOCH et al.,
2007). Isso também pode significar que a pressao seletiva ambiental somada a
causada pelos acaricidas na amostra de R. microcplus coletada em campo pode
ter agido concomitantemente nestes individuos. Isto pode explicar a menor
mortalidade do estudo ser encontrada no carrapato que sofreu ambas pressoes
seletivas (Rhipicephalus microplus — amostra de campo). Em termos gerais as
influéncias ambientais devem ser levadas em consideragcdo em estudos para
descoberta de novos métodos de controle das espécies de carrapato. No caso dos

carrapatos heteréxenos testados, € possivel observar que a quantidade de
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hospedeiros pode ndo ter influenciado tanto na resisténcia ambiental adquirida, ja
gue o carrapato heter6xeno que apresentou maior tolerancia aos tratamentos com
Oleo essencial foi a espécie R. evertsi (Figura 19) que possui apenas dois
hospedeiros. A crescente selecdo de carrapatos resistentes aos produtos
guimicos, que sao convencionalmente utilizados no controle desses parasitas, tem
sido um fator determinante na busca de novos produtos alternativos (BENELLI et
al., 2016). Além disso, a utilizagcdo desses acaricidas acarretam em outros
problemas como contaminacdo de leite e carne dos animais tratados e poluicao
ambiental (contaminagdo de corpos dagua e organismos nao-alvos)
(SONENSHINEM DANIEL E.; ROE, 2014). Portanto a busca por meétodos
alternativos deve também ser consistentes com o0s principios da agricultura
sustentavel (DONALD, 1994; GHOSH; AZHAHIANAMBI; DE LA FUENTE, 2006).

Diversas plantas sdo capazes de sintetizar substancias que sé&o
empregadas para sua prépria protecdo contra fungos, bactérias, acdo oxidativa,
predadores ou até mesmo outras plantas(DAYAN; CANTRELL; DUKE, 2009;
MAGADUM; MONDAL; GHOSH, 2009; ANDRADE et al., 2016; ANDRADE;
PONCELET; FERREIRA, 2017). Algumas dessas substancias se tornaram modelo
para o desenvolvimento de principios ativos de pesticidas sintéticos, como a
nicotina (EL-WAKEIL, 2013), enquanto que mais atualmente os proprios extratos
de algumas plantas s&o utilizados como principio ativo de pesticidas botanicos
(ISMAN, 2006).0s compostos bioativos encontrados nesses vegetais sao
considerados promissores para a descoberta de novos acaricidas botanicos
naturais, porém poucas espécies de plantas tem sido utilizadas para a producéao
de pesticidas botanicos (DUBEY, 2011).

Os compostos bioativos vegetais quando utilizados no controle de pragas
oferecem varias vantagens quando comparados aos produtos sintéticos, como a
rapida degradacédo de seus residuos, apresentaram baixa ou nenhuma toxicidade
contra organismos ndao-alvos, além de retardarem a selecdo de carrapatos
resistentes (pela acdo sinérgica de seus compostos e diversos mecanismos de
acao de cada um)(RATTAN, 2010; PAVELA, 2011). Entre os mecanismos de acao
encontrados nesses compostos sdo encontrados a acdo repelente, inibidores de
alimentacdo e crescimento além de afetarem a postura e o desenvolvimento
embrionario.(PAVELA; HERDA, 2007; PAVELA, 2011; RAMIREZ et al., 2013;
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BENELLI; PAVELA, 2018). O desenvolvimento de novos acaricidas que se
adequam aos rigidos critérios para o desenvolvimento de acaricidas botanicos
comerciais se iniciam em uma triagem primaria da atividade biolégica desses
vegetais. Para isso, ensaios de atividade acaricida, como o utilizado neste estudo,
tém sido importantes para a descoberta de possiveis métodos de controle de
pragas e parasitas. Todavia esses experimentos sdo bastante laboriosos e

dispendem de muito tempo para sua execuc¢do (BENELLI et al., 2016).

O teste utilizado neste estudo foi o de imerséao de larvas (TIL) que possuli
como vantagem a alta sensibilidade comparado ao teste de pacote (TPL). Isso se
deve a imersdo direta das larvas nas solucdes a serem testadas possibilitando
uma maior percepcao dos efeitos de mortalidade mesmo em concentracées muito
baixas (SINDHU; JONSSON; IQBAL, 2012). Castro-janer e colaboradores (2010)
observaram esse efeito ao determinar a letalidade do acaricida comercial fipronil
no carrapato bovino R. microplus, verificando que em mesmas concentracdes 0
teste de imersdo apresentava uma maior mortalidade quando comparado ao teste

de pacote de larvas.

O teste de imersdo também apresenta maior sensibilidade em testes de
viruléncia de fungos em carrapatos bovinos como observado por Quinelato e
colaboradores (2012) Nesse estudo o0s autores observaram uma maior
mortalidade das larvas testadas por imersdo, comparado a metodologia de
suspensao usualmente utilizada. Camargo e colaboradores(2012). utilizando a
mesma metodologia descrita por Quinelato(2012) verificou uma mortalidade 20%
maior no teste de imersdo quando comparado aos testes de suspensdo e até
mesmo o teste de pacote de larvas. Ja& Webster e colaboradores(2018)
observaram que além de apresentar maior mortalidade que o teste de TPL, o TIL
também matava as larvas mais rapidamente. Essas caracteristicas conferem ao
teste uma maior vantagem na descoberta de novas moléculas a serem testadas

para determinado efeito no controle de pragas, como no caso deste estudo.

Os dados do experimento das espécies mono e heteréxenas também
demonstram um alto potencial carrapaticida dos 0Oleos essenciais de Schinus
molle e Bunesia sarmientoi, jA que em todos os testes houve mortalidade maior
gue 90% na concentracdo de 10%(v/v). No caso do 6leo essencial de Schinus

molle seu efeito larvicida foi encontrado para o carrapato bovino (R. microplus)
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tratado por anos com acaricidas comerciais, além de ser efetivo na atividade
larvicida para trés outras espécies de carrapatos (R. evertsi, R. appendiculatus e

R. pulchellus).

Os perfis de mortalidade das larvas testadas com os compostos isolados
(alpha-phelandreno e sabineno) nao demonstraram diferenga significativa quando
comparados com o perfil causado pelo 6leo de S. molle para as trés espécies de
carrapatos heterdxenos. Isso pode indicar que o efeito larvicida do 6leo puro
possivelmente é derivado da soma dos efeitos de cada substancia que o compde.
A soma de cada mecanismo de acdo dos componentes presentes no Oleo
essencial de S. molle foi também encontrada na acéo bactericida contra E. coli, S
aureus, P. aeruginosa e Salmonella genus (HAYOUNI et al.,, 2008; DE
MENDONCA ROCHA et al., 2012). Todavia seu 6leo essencial apresenta especial
toxicidade a artropodes considerados pragas para agricultura e também pecuaria.
Sdo relatadas alta eficiéncia desse composto no controle de Trogoderma
granarium, Tribolium castaneum, Triatoma infestans, Blatta orientalis,
Ctenocephalides felis felis, Trissolcus basalis e Rhynchophorus ferrugineus
(FERRERO; WERDIN GONZALEZ; SANCHEZ CHOPA, 2006; ABDEL-SATTAR et
al., 2010; DEVECI et al., 2010; WERDIN GONZALEZ et al., 2013; RIZWAN-UL-
HAQ; ALJABR, 2015; DE BATISTA et al.,, 2016). Esse 6leo ainda apresenta
efeitos medicinais como atividade anti-oxidante, antidepressivo e também anti-
cancer (MACHADO et al., 2007; BENDAOUD et al., 2010; MARTINS et al., 2014).

Dentre os testes de atividade larval, o 6leo essencial de Bulnesia sarmientoi
demonstrou eficacia de 100% em todas as quatro espécies de carrapatos
testados, na concentracdo de 10% (v/v). Pesquisas com esse 6leo observaram
principalmente sua atividade bactericida e fungicida (SALVAT et al., 2004;
CASTILLO et al., 2012; HIEBERT et al., 2012; PEGARD, 2015), porém j& foram
relatados efeitos antileishimania, anticancer e também atividade pesticida para
diferentes artrépodes (ARIAS; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1992; ANDRADE et al.,
2016; WANG et al., 2018; IKBAL; PAVELA, 2019).

Os testes realizados nesta tese nos levam a acreditar que o0 uso destes
Oleos essenciais e seus componentes sao possiveis de serem capazes de
controlar a infestacdo de carrapatos. Por serem compostos naturais, estes podem

apresentar como vantagens o fato de serem em sua maioria biodegradaveis,
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diminuirem a contaminacédo de residuos na carne e no leite, além de agirem na
maioria das vezes de modo sinérgico, diminuindo assim o processo de selecéao de
carrapatos resistentes. Porém ainda sdo necessarios maiores estudos para

compreender os mecanismos de acdo destas moléculas em potencial.
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8. CONCLUSOES

Nesta tese podemos concluir que:

Os carrapatos da espécie R. microplus da linhagem que nunca teve contato
com carrapaticida a partir da concentracdo de 0,01% apresentou mortalidade
superior a 90% para a todos os tratamentos com os 6leos essenciais de Schinus
molle, Bulnesia sarmientoi e os compostos alpha-phellandreno e guaiol. Os
compostos sabineno, e bulnesol apresentaram essa mortalidade acima da

concentracao de 0,1%.

Os carrapatos da espécie R. microplus, com historico de utilizacdo de
acaricidas, demonstraram mortalidade abaixo de 50% para as concentracdes de
0,01; 0,1 e 1% para os tratamentos de S. molle, alpha-phellandreno, sabineno e
guaiol, ainda assim a concentracdo de 10% € capaz de eliminar < 90% das larvas.
Para os tratamentos com B. sarmientoi e bulnesol, a concentracdo de 1% ja

apresenta essa mortalidade.

Os Oleos essenciais de Schinus molle e Bulnesia sarmientoi apresentaram

uma atividade larvicida para os carrapatos heteréxenos, com o seguinte perfil:

Para o carrapato R. appendiculatus, as concentracdes de 0,01; 0,1 e 1 %
foram letais a <50% das larvas. Os 6leos essenciais de B. sarmientoi e seu
composto bulnesol foi capaz de eliminar acima de 95% das larvas na

concentracdo de 10%.

O carrapato R. pulchellus apresentou mortalidade abaixo de 50% nas
concentracbes de 0,01; 0,1 e 1% para os diferentes tratamentos. Apenas 0s
tratamentos com B. sarmientoi e bulnesol alcangcaram mortalidade acima de 95%

na concentracao de 10%.

Para o carrapato R. evertsi, heterbxeno com maior tolerancia encontrado, o
Oleo essencial de Bulnesia sarmientoi e seus compostos guaiol e bulnesol
demonstraram alta eficiéncia na concentracdo de 10% atingindo mortalidade maior
que 95%.

Possivelmente a tolerancia apresentada pelo carrapato R. evertsi, pode

estar relacionada com o fato dessa espécie ser a mais generalista dentre as trés
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espécies africanas testadas, sendo capaz de sobreviver em diferentes tipos de

ambientes e assim sofrer uma maior pressao seletiva dos fatores abidticos.

Mesmo em diferentes concentra¢des os 6leos essenciais de Schinus molle
e Bulnesia sarmientoi, assim como seus compostos sdo capazes de apresentar
atividade larvicida para as espécies de carrapatos aqui testadas. Dos compostos
testados que pertencem aos Oleos essenciais, 0 composto extraido da B.
sarmientoi, o Bulnesol apresenta maior efeito larvicida contra as espécies de R.
microplus, R. evertsi, R. appendiculatus e R. pulchellus. Causando mortalidade
acima de 95% das lavas na concentracdo de 10%, sendo uma molécula com
potencial para futuros estudos que visam a formulacdo de novos métodos de

controle para esses carrapatos.
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