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Resumo

AUTOR, Jaqueline Matias. Caracterizacdo quimica e efeito acaricida do 6leo essencial de
Tagetes minuta Linnaeus (asteraceae) em diferentes espécies de carrapatos. Ano. 2013 f.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

O controle de carrapatos se faz necessario devido ao seu impacto na satde e producéo
animal. O objetivo deste estudo foi caracterizar o 6leo essencial de Tagetes minuta e avaliar
suas propriedades acaricidas em quatro espécies de carrapatos encontrados no Brasil. As
espécies aqui utilizadas foram: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, R. sanguineus,
Amblyomma cajennense e Argas miniatus. A composi¢do quimica do Oleo essencial foi
determinada por meio de Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa (CG-EM) e
analises de Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN), que revelaram a
presenca de monoterpenos. Na avaliacdo quanto a eficacia do 6leo essencial de T. minuta e
6leo de nim, no controle do carrapato, foram empregados os Testes de Imersdo de Adultos
(TIA) e o de Pacote de Larvas (TPL) nas concentracGes de 2,5%; 5%; 10%; 20% e 40%. As
concentragdes utilizadas das formulagfes comerciais usadas no controle de carrapatos foram
as recomendadas pelos fabricantes. Os resultados do TPL e TIA demonstraram que 0 Gleo
essencial de T. minuta apresenta eficacia superior a 95% em quatro espécies de carrapatos. Os
resultados dos TPL e TIA para a atividade acaricida do 6leo de nim (Azadirachta indica)
mostraram-se somente eficazes para A. miniatus e na concentracdo a partir de 5%. A eficécia
do oleo essencial de T. minuta como acaricida na concentracdo de 20% foi semelhante a dos
produtos comerciais. Estes resultados sugerem que o 6leo essencial de T. minuta pode ser
usado como um acaricida.

Palavras-chave: Tagetes minuta, carrapatos, fitoterapico, controle.



Abstract

AUTOR, Jaqueline Matias. Chemical characterisation of Tagetes minuta Linnaeus
(asteraceae) essential oil and its acaricide effect on different species of ticks. Ano. 2013 f.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

The control of ticks is necessary due to its impact on livestock and economic losses
caused to animal production. This study aims to test, in addition to commercial products and
the neem oil, the acaricide effect of the essential oil from the leaves and stems of the Tagetes
minuta in different species of ticks found in Brazil, in particular Rhipicephalus microplus, R.
sanguineus, Amblyomma cajennense and Argas miniatus. The chemical composition of the
essential oil was determined by Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC-MS) and
Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy analysis, which revealed the presence of
monoterpenes. The adult immersion test (AIT) and the larval packet test (LPT) for T. minuta
oil extract and neem oil at concentrations of 2.5, 5, 10, 20 and 40% were evaluated for the
efficacy of these substances in tick management. The concentrations utilized commercial
formulations used for tick control were those recommended by the manufacturer. The results
of the TPL and AIT showed that the essential oil of T. minuta presents effectiveness
exceeding 95% in four species of ticks. The results of the LPT and AIT to the acaricide
activity of the neem oil (Azadirachta indica) formulations proved to be effective only against
A. miniatus, and at concentrations equal ou higher than 5%. The efficacy at a 20%
concentration of T. minuta essential oil as an acaricide was similar to that of the commercial
products. These results suggest that the essential oil of T. minuta can be used as an acaricide.

Keywords: Tagetes minuta, ticks, phytotherapic, control.
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INTRODUCAO

Carrapatos sdo parasitas hematofagos obrigatorios (FREIRE, 1972) frequentemente
encontrados na maioria dos animais vertebrados, e que podem transmitir uma grande
variedade de agentes patogénicos (ESTRADA-PENA; JONGEJAN, 1999). Sdo considerados,
depois dos mosquitos, o primeiro grupo de artropodes ectoparasitos a transmitirem a maior
variedade de agentes patogénicos aos seres humanos e ocupam o primeiro lugar na
transmissdo de patdgenos aos animais domeésticos (JONGEJAN; UILENBERG, 2004;
OGRZEWALSKA, 2009). Pertencem ao filo Arthropoda, classe Arachnida, ordem Acari e
subordem Ixodida e apresentam uma ampla distribuicdo geogréfica sendo encontrados em
todos os continentes do mundo.

Avalia-se que estes artropodes surgiram ha aproximadamente 240 milhdes de anos,
durante o periodo tridssico (FACCINI; BARROS-BATTESTI, 2006). Existem relatos que
esses parasitas coabitam a terra desde o final do periodo paleolitico ou inicio do mesolitico,
em climas quentes e umidos, e vém se adaptando a seus hospedeiros, criando uma associagdo
entre estes e 0s agentes infecciosos que veiculam. O registro mais antigo da presenca do
carrapato é de uma figura em uma tumba egipcia, datada de 1500 a.C., representada por um
animal semelhante a hiena com trés protuberancias no pavilhdo auricular interno, que se
admitem serem carrapatos (ARTHUR, 1965).

Em sua Historia Animalium, em 355 a.C., Aristételes, referiu-se aos carrapatos,
acreditando que sua origem fosse o capim (ARTHUR, 1962). Chamado de Croton, na Antiga
Grécia por ser parecido com a semente de mamona foi também denominado pela mesma
razdo de “Ricinus” na Antiga Roma. No ano 77, o carrapato foi citado como hemat6fago por
Plinio em sua Histdria Natural.

Mais recentemente o estudo do genoma de uma mumia de 5300 anos revelou a
presenca de material genético da bactéria Borrelia burgdorferi, causadora da borreliose
“doenca de Lyme”. Transmitida pela picada de carrapatos, a enfermidade, foi diagnosticada
apenas no século 18. Provoca desde sintomas leves, como irritacdo cutanea, até mais graves,
como disturbios neuroldgicos, tornando-se, assim, este 0 registro mais antigo dessa doenga
(KELLER et al., 2012).

Atualmente sdo catalogadas 896 espécies de carrapatos no mundo, dividas em trés
familias: Argasidae ou “carrapatos moles” (193 espécies); Ixodidae ou “carrapatos duros”
(702 espécies) e, Nuttalliellidae, com somente uma espécie (GUGLIELMONE et al., 2010). A
fauna brasileira ixodidica conhecida até 0 momento é composta de 61 espécies, distribuidas



em nove géneros, sendo: 3 espécies de Ornithotodoros, 3 de Antricola, 1 de Argas, 10 de
Carios, 30 Amblyomma, 8 de Ixodes, 3 de Haemaphisalis, 2 de Rhipicephalus e 1 de
Dermacentor (DANTAS-TORRES; ONOFRIO; BARROS-BATTEST]I, 2009).

As espécies de carrapatos que parasitam animais domésticos sdo as mais estudadas
sendo a sua biologia, capacidade vetorial e formas de controle, alvo de inlmeras pesquisas no
Brasil (VERONEZ, 2009). As espécies que apresentam maior incidéncia sdo: Rhipicephalus
microplus, R. sanguineus, Amblyomma cajennense, Dermacentor nitens, Argas miniatus e
Ornithodoros brasiliensis.

Rhipicephalus sanguineus no Brasil é a principal espécie de carrapato encontrada em
cies em areas urbanas (SZABO et al., 2001) e pode ser raramente visto parasitando outros
hospedeiros. O carrapato Amblyomma cajennense pode ser também encontrado parasitando
cdes, nesse caso restrito a areas rurais (LABRUNA; PEREIRA, 2001), porém esta espécie é
mais comum em cavalos e capivaras (LABRUNA et al., 2000). Ambas as espécies de
carrapatos representam grupos importantes para a saude publica.

Argas miniatus é um carrapato que afeta as aves domésticas causando perdas de
produtividade e podendo transmitir agentes patogénicos (LISBOA, 2006).

No Brasil, o prejuizo anual econémico na industria de gado atribuido ao Rhipicephalus
microplus foi estimado em 2 bilhGes de ddlares americanos (GRISI; MASSARD; MOYA-
BORJA, 2002). A pecuaria brasileira conta com cerca de 185,8 milhdes de bovinos
(ANUALPEC, 2012). O mercado de parasiticidas registra um valor em vendas estimado em
960 milhdes de doblares, o que representa 34% do mercado brasileiro de produtos veterinarios
(SINDAN, 2010).

A principal forma de controle desses parasitas ainda é a utilizacdo de produtos
quimicos e, de acordo com os critérios brasileiros do Ministério da Agricultura, Pecuéria e do
Abastecimento (MAPA) para o registro de novos produtos carrapaticidas, estes devem
apresentar uma eficacia de no minimo 95% (BRASIL, 1997). No entanto, a falta de um
programa oficial de controle do carrapato permite que a maioria dos proprios produtores
definam os critérios para o controle. A selecdo de populacdes de carrapatos resistentes aos
acaricidas continua a ser um importante motivador para o desenvolvimento de novos produtos
antiparasitarios (ANDREOTTI et al., 2011).

Varios estudos com extratos de plantas vém sendo desenvolvidos com o propdsito de
identificar novas moléculas pesticidas. Visa-se, com isso, diminuir ou até mesmo substituir
produtos sintéticos ineficazes, ou inadequados, atualmente em uso. Por exemplo, o 6leo de

nim (Azadirachta indica) extraidos de sementes, foi avaliado e demonstrou possuir algumas



propriedades acaricidas, tais como um efeito inibidor sobre a vitelogenina durante a
ovogénese de artropodes (WILLIAMS, 1993; KALAKUMAR et al., 2000).

Tagetes minuta € uma planta herbacea anual que pertence a familia Asteraceae, de
nome popular mais conhecido como “cravo-de-defunto” (PRAKASA RADO et al., 1999). Esta
planta é utilizada na medicina popular e é encontrada crescendo em regides temperadas da
América do Sul (MOYO; MASIKA, 2009). Anteriormente, Moghaddam, Omidbiagi e
Sefidkon (2007) mostraram que 0s principais componentes do 6leo de T. minuta sao a-
terpineol, (Z)-B-ocimeno, dihydrotagetone, (E)-ocimenone, (Z)-tagetone e (Z)-ocimenone.

A composigéo do 6leo essencial de T. minuta varia de acordo com as diferentes partes
da planta e do seu estadio de crescimento/maturacdo, mas ndo diferem em relacdo a origem
geografica (CHAMORRO et al., 2008).

As quatro espécies de carrapatos analisadas neste estudo representam grupos
importantes para os animais domésticos de companhia ou para producdo de alimentos, sendo
também de grande relevancia para a satde publica e meio ambiente.

O objetivo deste estudo foi caracterizar o 6leo essencial de T. minuta e avaliar suas

propriedades acaricidas em quatro espécies de carrapatos encontradas no Brasil.
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REVISAO DE LITERATURA

Espécies de carrapatos utilizados no estudo

1. Rhipicephalus microplus

E um carrapato monoxeno e tem os bovinos como principal hospedeiro podendo ser
encontrado parasitando outros animais, domésticos ou ndo. Conhecido como carrapato-do-
boi, e denominado de Boophilus microplus, foi recentemente, em consequéncia de analises
filogenéticas, realocado por Murrell e Barker (2003) no género Rhipicephalus passando a se
denominar Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Figuras 1A, 1B). O antigo género desta
espeécie foi mantido como subgénero facilitando a recuperacdo de publicacdes em que aparece
com 0 antigo nome. Este carrapato causa grandes perdas na pecuaria mundial, além de ser
transmissor de diversos agentes patogénicos (GUGLIELMONE; BEATI; BARROS-
BATTESTI, 2006).

A B

Figura 1. A: macho de Rhipicephalus (Boophilus) microplus em vista dorsal - Imagem compde acervo
do Museu do carrapato, da Embrapa Gado de Corte; B: fémeas ingurgitadas em bovino. Fotos: Jaqueline Matias.

1.1. Classificacéo

Segundo o National Center for Biotechnology Information (NCBI-ID: 6941), dos

Estados Unidos da América, a classificagdo taxondmica do R. microplus é:

= Reino — Metazoa
= Filo - Arthropoda

= (Classe — Arachnida
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= Subclasse — Acari

= Superordem - Parasitiformes
= Ordem — Ixodida

= Superfamilia — Ixodoidea

= Familia— Ixodidae

= Subfamilia — Rhipicephalinae
= Género — Rhipicephalus

= Subgénero — Boophilus

= Espécie — Rhipicephalus (Boophilus) microplus

1.2. Distribuicao geografica

Este carrapato é originario da India e da Ilha de Java, na Asia. As expedicdes
exploradoras, conforme registradas na historia, incluiam o transporte de mercadorias e
animais. Foi por meio da dispersdo de animais domesticos que ocorreu a introducdo deste
parasita nas regides tropicais e subtropicais: Australia, México, América Central, América do
Sul e Africa. Posteriormente, veio a estabelecer-se entre os paralelos 32° Norte e 32° Sul, com
alguns focos no paralelo 35° Sul (NUNES; MUNOZ COBENAS; MOLTEDO, 1982).

O carrapato R. microplus foi relatado pela primeira vez parasitando bovinos em 1872,
na Illha de Darwin, tendo sido introduzido da Indonésia, espalhando-se, posteriormente por
toda a Queensland até New South Wales em 1906, na Australia (AGRICULTURE, 1976).
Sua introducédo no Brasil provavelmente ocorreu no inicio do século XVIII, sendo atualmente
encontrado em todas as regides, variando de intensidade de acordo com as condig¢oes
climaticas e racas de bovinos (GONZALES, 1995).

1.3. Ciclo bioldgico

Trata-se de uma espécie monoxena, ou seja, que necessita de um Unico hospedeiro
para completar seu ciclo de vida (ROCHA, 1984). Possui preferéncia pelos bovinos, com
preferéncia para Bos taurus em relacdo a B. indicus, entretanto, ovelhas, cavalos, veados,
caes, cabras, 0 homem e outros também podem ser hospedeiros, mas apenas em épocas de
grande infestagédo nas pastagens (GONZALES, 1975).
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A fase de vida parasitaria comecga com a fixacdo da larva no hospedeiro até o estadio
de adulto ingurgitado (fémea) que, ao se desprender do animal, inicia a fase de vida livre

dando inicio a postura, incubacéo e posterior eclosao das larvas (Figura 2).

Ciclo do Rhipicephalus (B.) microplus

§ ©

%
. Ninfas -
==y @
B,

Teledginas

&

Adultos

Ovipostura

Fonte: Jaqueline Matias

Figura 2. Ciclo biolégico do carrapato-do-boi, Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

1.4. Importancia

E responsavel por um prejuizo estimado em US$ 2 bilhes/ano (GRISI; MASSARD:;
MOYA-BORJA, 2002), sendo que o rebanho bovino comercial do Brasil € o maior do mundo
e determinante para a econdbmia do pais. Este ectoparasito causa reduces consideraveis na
producdo de leite, reducdo da natalidade, gastos elevados com carrapaticidas, perdas de peso,
gastos com méo-de-obra e perda na qualidade do couro (INDICADORES, 2001; GOMES,
2000), além de intoxicacdo e morte de animais tratados com carrapaticidas, e predisposicao a
infeccOes bacterianas ou por miiases (HORN; ARTECHE, 1985).

Além disso, o R. microplus é um importante vetor de agentes patogénicos, muitas
vezes letais, aos bovinos. Dentre 0s agentes destacam-se os da “Tristeza Parasitaria Bovina -
TPB” (GUGLIELMONE; BEATI; BARROS-BATTESTI, 2006). A TPB compreende duas



13

enfermidades bem conhecidas - a babesiose, determinadas pelos protozoarios Babesia
bigemina e B. bovis, e a anaplasmose, determinada por Anaplasma marginale (GUEDES
JUNIOR et al., 2008).

2. Rhipicephalus sanguineus

Vulgarmente conhecido como o carrapato vermelho do céo, Rhipicephalus sanguineus
(Figura 3) € um carrapato trioxeno e que se alimenta principalmente em cées e acidentalmente
em outros hospedeiros, incluindo os seres humanos (WALKER; KEIRANS; HORAK, 2005).
E um importante transmissor de agentes patogénicos, sendo considerado o principal vetor da
Ehrlichia canis no Brasil (BENENSON, 1992).

A B

Figura 3. Rhipicephalus sanguineus. a: macho dorsal. b: fémea dorsal ingurgitada. Foto: Jaqueline
Matias. Imagem compde acervo do Museu do carrapato, da Embrapa Gado de Corte (2012).

2.1. Classificacéo

Segundo o National Center for Biotechnology Information (NCBI-ID: 34632), dos

Estados Unidos da América, a classificagdo taxondmica do R. sanguineus é:

= Reino — Metazoa

= Filo - Arthropoda

= Classe — Arachnida

= Subclasse — Acari

= Superordem - Parasitiformes

=  QOrdem — Ixodida
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= Superfamilia — Ixodoidea

= Familia — Ixodidae

= Subfamilia — Rhipicephalinae
= Género — Rhipicephalus

= Espécie — Rhipicephalus sanguineus

2.2. Distribuicéo geografica

Originario do continente africano, onde existem aproximadamente 79 espécies do
género Rhipicephalus incluindo cinco espécies que foram do género Boophilus e que estdo
agora no subgenero Rhipicephalus (Boophilus) (BOWMAN; NUTTALL, 2008), o carrapato
R. sanguineus, também conhecido como “carrapato vermelho do cdo”, € uma espécie
cosmopolita e, provavelmente, a de maior distribuicdo geogréfica (LABRUNA, 2004;
WALKER; KEIRANS; HORAK, 2005).

2.3. Ciclo bioldgico

Possui ciclo trioxeno (Figura 4), ou seja, que necessita de trés hospedeiros para
completar seu ciclo de vida. Os Unicos hospedeiros primarios conhecidos para 0s estagios
parasitarios do carrapato R. sanguineus s3o os cdes, (SZABO et al., 1995). Ha relatos de
parasitismo em outras espécies de animais, incluindo alguns representantes da fauna silvestre
brasileira, mas esse parasitismo acontece com pouca frequéncia e, quando ocorre, esse fato
esta estreitamente relacionado com o contato desses hospedeiros com o cdo (LABRUNA,
PEREIRA, 2001).
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Ciclo do Rhipicephalus sanguineus

RS

Adultos

Fémea ingurgitada

Larvas

o Q

Fonte: Jaqueline Matias

Figura 4. Ciclo biol6gico do Rhipicephalus sanguineus.

2.4. Importancia

R. sanguineus pode transmitir patégenos como Babesia canis, para caes; Rickettsia
conorii, para seres humanos (MAROLLI et al., 1996) e Ehrlichia canis, para ambos, ja que a
Erliquiose Monocitica Canina (EMC) € considerada uma doenca de importancia zoondtica
desde 1992 (BENENSON, 1992). Esse ectoparasito também serve de vetor para Citauxzoon
felis, responsavel pela citauxzoonose em felinos (HOSKINS, 1991).

No continente americano o R. sanguineus esta incriminado na transmissdo de outras
doencas, como a FMB, causada pela Rickettsia rickettsii e no Brasil é o principal transmissor
de Hepatozoon canis (O’ DWYER; MASSARD, 2001).

3. Amblyomma cajennense

Popularmente conhecido como carrapato-estrela ou carrapato-do-cavalo (Figura 5),
possui um ciclo trioxeno e apesenta uma baixa especificidade parasitaria, podendo ser visto
parasitando vérias espécies de animais domeésticos e silvestres (LOPES et al., 1998).

3.1. Classificagao

Segundo o National Center for Biotechnology Information (NCBI-ID: 34607), dos
Estados Unidos da América, a classificagdo taxondmica do A. cajennense é:
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* Reino — Metazoa

= Filo— Arthropoda

= Classe — Arachnida

= Subclasse — Acari

= Superordem - Parasitiformes
= Ordem — Ixodida

= Superfamilia — Ixodoidea

= Familia— Ixodidae

= Subfamilia— Amblyomminae

= Género — Amblyomma

= Espécie — Amblyomma cajennense

Figura 5: Amblyomma cajennense. A: fémea em vista dorsal. B: macho dorsal. Foto: Jaqueline Matias.
Imagem comp®e acervo do Museu do carrapato, da Embrapa Gado de Corte (2012).

3.2. Distribuicéo

Primeiramente relatado em Cayenna (Guiana Francesa) e descrito por Fabricius em
1787 (OLIVER, 1989) é um carrapato amplamente distribuido na regido neotropical, desde o
sul dos Estados Unidos até norte da Argentina, incluindo as Ilhas do Caribe (ARAGAO,
1936; WALKER; OLWAGE, 1987). Estudos em andamento especulam a existéncia de pelo

menos seis provaveis subespecies de Amblyomma cajennense.

3.3. Ciclo Bioldgico
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Possui um ciclo trioxeno, ou seja, necessita trés de hospedeiros (Figura 6) e acredita-se
que na América do Sul, antas (Tapirus terrestris L.) e capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris
Erxleb.) sdo os principais hospedeiros primarios para A. cajennense ( LABRUNA et al.,
2001). Apos a introducdo de cavalos na América Latina durante a colonizagdo européia, A.
cajennense se tornou uma praga séria a estes animais, que também atuam como hospedeiros

primérios para todos os estagios do ectoparasita (LABRUNA et al., 2002).

Ciclo do Amblyomma cajennense

Fonte: Jaqueline Matias

Figura 6. Ciclo do Amblyomma cajennense.

3.4. Importancia

Este carrapato ocasiona importantes perdas econémicas, em consequéncia da queda de
produtividade dos animais e dos gastos com o0 uso de carrapaticidas (PRATA; ALONSO;
SANAVRIA, 1996). E a principal espécie que parasita os seres humanos na América Central
e no Brasil (ARAGAO, 1936; LABRUNA et al., 2001), sendo o principal vetor da Rickettsia
rickettsii, o agente causador da FMB em humanos (DIAS; MARTINS; RIBEIRO, 1937,
LEMOS, 1997). A. cajenennse foi também demonstrado ser um vetor competente do virus
venezuelano de encefalomielite equina em condicbes laboratoriais (LINTHICUM et al.,
1991).

4. Argas miniatus



18

Argas miniatus Kock (1844) (Figura 7) é a unica espécie do género que ocorre no
Brasil, e tem como hospedeiro as aves domesticas. Na natureza é encontrado em pequenas
criagdes de Gallus gallus provocando perdas na produtividade (MARCHOUX; SALIMBENI,
1903).

Figura 7. Argas miniatus: A — macho em vista dorsal, B - fémeas parasitando uma ave. Foto: Jaqueline
Matias. Imagens do acervo do Museu do carrapato, da Embrapa Gado de Corte (2012).

4.1. Classificacéo

Segundo Flechtmann (1985), a classificagdo taxondémica do A. miniatus é:

* Reino — Metazoa

= Filo— Arthropoda

= Classe — Arachnida

= Subclasse — Acari

= Superordem - Parasitiformes
= Ordem — Ixodida

= Superfamilia — Ixodoidea

= Familia — Argasidae

= Género — Argas

= Subgénero — Persicargas

= Espeécie — Argas miniatus

4.2. Distribuicéo geogréfica
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Todas as espécies do género Argas Latreille, 1796 sdo consideradas hemat6fagas nos
estagios de larva, ninfa e adulto, parasitando aves domésticas e silvestres. E encontrada na
Ameérica do Norte, Central e principalmente na América do Sul, sendo A. (Persicargas)
miniatus, portanto, de distribuicdo neotropical. Nessa regido existem pelo menos 10 espécies
classificadas no género Argas, sendo destas, sete pertencentes ao subgénero Argas e trés ao
subgénero Persicargas (BARROS-BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006).

4.3. Ciclo Bioldgico

E um carrapato heteroxeno, ou seja, necessita de mais de um hospedeiro para
completar seu ciclo de vida, no presente caso utiliza-se de dois, e cujo ciclo de vida, em
condicBes de temperatura e umidade relativa controladas pode durar até 201 dias, enquanto,
gue em condicBes naturais pode chegar até 317 dias (SCHUMAKER; OBA, 1988). Possui
habito de repasto noturno e durante este processo a larva permanece parasitando o hospedeiro
durante dias, enquanto que ninfas e adultos realizam seus repastos sanguineos em poucos
minutos. Estes carrapatos, durante a fase de vida livre, sdo encontrados em abrigos e ninhos

de seus hospedeiros, locais nos quais ocorrem a muda e a cépula (ROHR, 1909).

4.4. Importancia

Encontrado principalmente em criacdes domésticas de Gallus gallus, esse argasideo
tem importancia econdbmica para as aves nas Américas, acarretando prejuizos tais como
perdas na produtividade, anemia, espoliacdo, transmissdo de patdgenos. Entre os patdgenos
transmitidos destaca-se a Borrelia anserina (MARCHOUX; SALIMBENI, 1903). As larvas,
em consequéncia do seu hematofagismo, podem causar paralisia induzida em aves jovens, que
é conhecida como “Tick Paralysis” (MAGALHAES; MASSARD; SERRA-FREIRE, 1987).
Esta doenga é causada por uma neurotoxina liberada ao final do ingurgitamento, provocando
paralisia flacida ascendente, levando rapidamente a morte geralmente por parada respiratoria;
sete espécies do género Argas podem produzir esta toxina (MANS; GOTHE; NEITZ, 2004).

5. Tipos de Controle
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Para evitar prejuizos em decorréncia da acdo espoliatoria dos carrapatos existem
alguns métodos que procuram minimizar esse problema, tais como: o uso de produtos
quimicos (carrapaticidas), vacinas, fitoterapico, selecdo genética e a preservacdo e/ou
utilizacdo de inimigos naturais (controle bioldgico). Esses métodos tornam-se ainda mais

eficazes quando empregadas na forma de “Manejo Integrado” e/ou “Estratégico”.

5.1. Produtos Quimicos Convencionais

O uso de carrapaticidas é ainda a principal forma de controle de R. microplus embora
apresente casos de resisténcia aos arsenicais relatados desde 1936 (WHARTON, 1983),
clorados apartir de 1953 (FREIRE, 1953), bem como, recentemente, as demais classes
quimicas (PRUETT, 1999; BARROS-BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006; MATIAS et
al., 2011) e, na maioria das vezes, é a Unica op¢do adotada pelo proprietario, seja de animais
de companhia ou de producao.

A constante exposicdo dos carrapatos aos carrapaticidas, associada com a falta de um
manejo adequado, acelera a pressdo de selecdo de individuos resistentes na populacao,
tornando inevitavel o agravamento do problema de resisténcia, conforme ja vem sendo
diagnosticado por diversos autores e em varios locais do mundo (FREIRE, 1953;
CRAMPTON; BAXTER; BARKER, 1999 a, b).

Apesar de o controle quimico ser ainda 0 método mais utilizado atualmente, outros
problemas relacionados com o uso sistematico de pesticidas ndo podem ser esquecidos, tais
como: residuos quimicos nos produtos de origem animal (principalmente leite, carne e seus
derivados) e no ambiente, provenientes do seu uso indiscriminado (BULLMAN; MUNOS
CABENAS; AMBRUSTOLO, 1996).

Os produtos de controle sdo classificados em grupos quimicos que podem ser,
também, divididos segundo a forma de atuac&o.
a. De contato: Aplicados por meio de pulverizacao, imersao ou pour on.
b. Sistémicos: Sao aplicados por meio de injecBes ou pour on na linha dorsal. O
principio ativo do produto é metabolizado pelo organismo e distribuido por todo o

corpo do animal por meio da circulagdo saguinea.

5.2. Controle bioldgico
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Denomina-se de controle bioldgico natural a regulacdo espontanea, por organismos
vivos (antagonistas) da populacdo de outras espécies de animais, sem a necessidade de
intervencdo humana (GRONVOLD, 1996). A identificacdo de agentes de controle bioldgico,
0s chamados inimigos naturais, permite que 0 homem manipule estes organismos produzindo-
os em condicOes controladas para posterior liberacdo nas areas de interesse.

Essa forma de controle bioldgico inclui os controles: artificial, classico e aplicado
(PARRA et al., 2002). Embora o uso de carrapaticidas ainda seja a principal ferramenta de
controle destes parasitas, atualmente o controle biologico estd se tornando uma alternativa
promissora com uma abordagem atraente da relacdo custo/beneficio, encontrando-se entre as
opcdes o uso de agentes microbianos como fungos (GARCIA et al.,, 2011) e a acdo de
predadores naturais, tais como, a garca vaqueira Egretta ibis que, apesar de preferir insetos,
também se alimenta de carrapatos (ALVES-BRANCO; ECHEVARRIA; SIQUEIRA, 1983) e
formigas (GONZALES, 1995).

Hé& ainda outros métodos de controle cultural e/ou mecénicos, que incluem manejo do
rebanho (WHARTON; NORRIS, 1980), rotacdo de pastagens (ELDER et al., 1980), selecdo
de racas menos sensiveis ao carrapato e cultivo de forrageiras capazes de repelir ou causar a
morte de carrapatos (SUTHERST; JONES; SCHNITZERLING, 1982; FARIAS;
GONZALES; SAIBRO, 1986).

Tem merecido destaque o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae que vem
sendo amplamente estudado em ensaios in vitro e comprovando sua eficiéncia no controle de
varias espécies de carrapato como Rhipicephalus microplus, R. sanguineus, Anocentor nitens,
Amblyomma variegatum, A. cajennense (KAAYA; MWANGI; OUNA, 1996; MONTEIRO;
FIORIN; CORREIA, 1998; BITTENCOURT et al., 1999; BITTENCOURT, 2000; PAIAO:;
MONTEIRO; KRONKA, 2001; GARCIA; MONTEIRO; SZABO, 2004; GARCIA et al.,
2011; LOPES et al., 2007).

5.3. Vacina

Nas ultimas décadas, os estudos envolvendo o desenvolvimento de vacinas para
controlar os carrapatos vém sendo intensificados por existir uma necessidade de substituir 0s
produtos quimicos. Estes, conforme ja mencionado, causam, entre outros, transtornos a saude
publica e a0 meio ambiente com seus residuos.

Atualmente existem vacinas disponiveis para importacdo somente para R.microplus e

foram desenvolvidas a partir de uma proteina denominada Bm86, que confere protecao parcial
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aos bovinos contra futuras infestagdes, diminuindo o nimero de carrapatos, produgdo de ovos
e a fertilidade (RODRIGUEZ et al., 1995).

A proteina Bm86 é um "antigeno oculto” obtida do intestino dos carrapatos e que foi
desenvolvido por Willadsen e Kemp (1988) e constitui a base de duas vacinas comerciais
lancadas no mercado: a vacina TickGard, desenvolvida na Australia (WILLADSEN et. al.,
1995) e a vacina Gavac, desenvolvida em Cuba (De La FUENTE et al., 1998). Embora seja
uma importante alternativa de controle, o seu grau de protecdo ainda ndo é o suficiente para
substituir o uso de acaricidas (WILLADSEN et al., 1996; JONSSON et al., 2000).

Por isso, novos antigenos vém sendo estudados como, por exemplo, os inibidores de
tripsina (BmTIs), que foram detectados nas diferentes fases de desenvolvimento do
R.microplus e em diferentes concentracfes, tendo sua atividade inibitéria para tripsina
comprovada a partir de purificados de larvas, que foram usados como antigeno para
imunizacdo de bovinos (ANDREOTTI et al., 2002).

5.4. Fitoterapicos

A utilizacdo de plantas no tratamento de vérias doengas, mesmo antes de se
conhecerem suas causas, € conhecida desde a antiguidade. Estudos arqueoldgicos tém
apresentado através da analise de polens e outros materiais, que 0os homens, na antiguidade, ja
usavam plantas medicinais. Os primeiros relatos do uso de plantas na medicina foram feitos
nos papiros egipcios que registraram o uso de quinhentas plantas medicinais, dentre as quais
se destacam: Menta, Alecrim, Camomila, Absinto, Babosa, Terebentina, Tomilho e plantas da
familia Solanaceae usadas até hoje (BARATA, 2005). O mesmo autor refere-se, também, aos
escritos chineses sobre a utilizacdo de folhas de bambu, e demais usos de plantas medicinais
referidos em tabuas de argila dos Sumérios.

Os primeiros europeus que chegaram ao Brasil se depararam com uma grande
quantidade de plantas medicinais. O conhecimento sobre as ervas locais usadas pelas tribos
era transmitido e aprimorado de geracdo em geracdo por intermédio dos pajés. Tais
conhecimentos foram adquiridos pelos europeus e, juntamente com a necessidade de viver
com o que a natureza oferecia, resultou por ampliar o contato com a flora medicinal brasileira
(LORENZI; MATOS, 2002).

O Brasil possui uma ampla biodiversidade vegetal que chega a aproximadamente
55.000 espécies catalogadas, porém, apenas 1% dessas plantas foi estudada quimica e/ou

farmacologicamente. As plantas medicinais s&o consumidas em todas as classes sociais e
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constituem um mercado nacional que movimenta US$ 400 milhdes. Além disso, sdo
recomendadas pela Organizacdo das NagbOes Unidas — ONU, que reconhece que 2/3 da
populacdo da Terra utiliza plantas medicinais. Apesar de serem, muitas vezes, rejeitadas por
médicos, existem pelo menos trezentas plantas medicinais que fazem parte do arsenal
terapéutico popular brasileiro (BARATA, 2005).

Os produtos vegetais estdo representados por centenas de principios ativos que
pertencem as seguintes cinco classes quimicas: carboidratos, lipidios, compostos nitrogenados
(aminoacidos, peptidios, proteinas, 17 glicosidios cianogénicos e alcaldides), terpendides e 0s
fenilpropandides. Muitos desses compostos apresentam uma atividade bioldgica, como por
exemplo, acgles tranquilizantes, analgésicas, antiinflamatdrias, citotdxicas, anticoncepcionais,
antimicrobianas, antivirais, fungicidas, inseticidas, etc (DI STASI, 2002). Estes produtos sdo
utilizados para as mais diversas finalidades, tanto na terapéutica clinica, como na industria de
cosméticos e de alimentos (CARVALHO et al., 2007).

Vaérios estudos com extratos de plantas vém sendo desenvolvidos como um método
alternativo para diminuir ou até mesmo substituir o uso de produtos sintéticos. Atualmente,
R.microplus e outras espécies de carrapatos tém sido alvo desses estudos devido ao
desenvolvimento e selecdo de cepas cada vez mais resistentes a VArios grupos quimicos
empregados em diferentes partes do mundo (FAO, 2004).

Os fitoterapicos possuem algumas vantagens sobre os sintéticos como, por exemplo,
desenvolvimento mais lento da resisténcia em consequéncia do envolvimento de diferentes
principios ativos com diferentes mecanismos de acdo (BALANDRIN et al., 1985; CHAGAS
et al., 2003; OLIVO et al., 2009).

Atualmente, ja foram avaliados contra R. microplus cerca de 55 espécies de plantas
pertencentes a 26 familias, mas apenas alguns principios ativos foram identificados e
comprovados com funcdo acaricida (BORGES; SOUSA; BARBOSA, 2011). O principal
desafio para o desenvolvimento de acaricidas alternativos esta na dificuldade de transposicao
da eficacia obtida in vitro para o campo, e isso, se deve em parte pela dificuldade em se
estabilizar os diversos compostos quimicos presentes no extrato (EVANS, 1996) e, também,
pelo fato da alta volatilidade de produtos naturais, que apresentam baixa persisténcia no meio
ambiente (MULLA; SU, 1999).

Substancias biocidas presentes em Azadirachta indica vém sendo investigadas contra
varias espécies de carrapatos, conforme descrito por varios autores com diferentes
metodologias, e vem apresentando resultados variados, principalmente, no controle do R.
microplus (WILLIAMS, 1993; VALENTE; BARRANCO; SELLAIVE-VILLAROEL, 2007;
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SRIVASTAVA et al., 2008; COSTA et al., 2008; MAGADUM; MONDAL,; GHOSH, 2009;
BROGLIO-MICHELETTI et al., 2009; BROGLIO-MICHELETT] et al., 2010).

6. Tagetes minuta

Tagetes é um género de erva e arbustos que engloba algumas espécies da familia das
compostas, nativo da Ameérica Central e Sul, sendo naturalizado em outras regides nos
tropicos e subtropicos. E popularmente conhecida por cravo e algumas espécies sio cultivadas
como plantas ornamentais, tais como: T. erecta, T. tenuifolia e T.patula. Porém, T. minuta
Linnaeus pode ser encontrada crescendo em condic¢des naturais e, em alguns paises, tornou-se
uma planta nociva, como por exemplo, na Australia e Africa do Sul (MAROTTI et al., 2004).

Recentemente, muitas espécies desse género tém sido investigadas como possiveis
fontes de diferentes atividades bioldgicas, as quais podem ser utilizadas na industria e na
medicina. 1sso se deve a presenca de metabolismos secundarios, que originam compostos que
ndo estdo distribuidos em todas as partes das plantas e nem sdo, na verdade, estritamente
necessarias, mas desempenham um papel importante na interacdo das plantas com o meio
ambiente. Os terpenos (&cido mevaldnico ou do piruvato e 3-fosfoglicerato); compostos
fendlicos (derivados do é&cido chiquimico ou acido meval6nico) e alcaloides (derivados de
aminoacidos aromaticos) constituem os trés grandes grupos de metabdlitos secundéarios
(GARCIA e CARRIL, 2009).

Muitos dos compostos que se formam nas folhas, flores ou frutos, e que séo
acumulados em oOrgédos especificos da planta na forma de Oleos essenciais, apresentam
propriedades inseticidas e antimicrobianas (GREEN et al., 1993; PICCAGLIA et al., 1997).
Os flavondides apresentam propriedades antioxidantes (BORS; SARAN, 1987). Os
carotenoides e, principalmente, os ésteres de luteina, que sdo encontrados apenas em pétalas
de flores, sdo utilizados em preparac6es farmacoldgicas (RIVAS, 1989; GAU; PLOSCHKE;
WUNSCHE, 1983); como aditivos e corantes alimentares (TIMBERLAKE; HENRY, 1986)
e, também, sdo conhecidos pelos seus efeitos anticancerigenos (BLOCK; PATTERSON;
SUBAR, 1992).

Introduzida no Brasil ha muitos anos, T. minuta aclimatou-se perfeitamente, tornando-
se até subespontanea (MOREIRA, 1996). Segundo Kissmann e Groth (1992), T. minuta

possui a seguinte classificagéo:

= Familia Compositae ou Asteraceae
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= Subfamilia Asteroideae

= Tribo Helenieae

= Género Tagetes

= Espécie Tagetes minuta Linnaeus

E popularmente denominada vara-de-rojo, rabo-de-foguete, cravo-de-defunto, cravo-
de-urubu, chinchilho, coari, coari-bravo e estrondo. Seu 6leo essencial € utilizado na medicina
popular como anti-helmintico. T. minuta é uma planta que se reproduz por semente, com
germinacdo na primavera e verao; na Regido Sul do Brasil apresenta ciclo de 120-150 dias até
a formacgéo de sementes. T. minuta recebeu este nome em referéncia ao tamanho das flores e
ndo da planta, que pode alcancar até 2 metros de altura. Ocorre em terrenos secos e
desenvolve-se melhor naqueles cultivados, de boa fertilidade e em areas onde se efetuaram
gueimadas (KISSMANN; GROTH, 1992).

T. minuta, de acordo com Craveiro et al. (1988), € uma planta muito comum em todo
Brasil. Esta espécie é alvo de pesquisas que tem demonstrado resultados promissores, sendo
eficaz contra agentes microbianos, como fungos (Bll; SIBOE; MIBEY, 2000), virus (ABAD
et al., 1999) e bactérias (TERESCHUK; BAIGORI; ABDALA, 2003).

Uma anélise do Oleo essencial das flores de Tagetes minuta L. do noroeste do
Himalaia resultou na determinacdo e caracterizacdo dos seguintes componentes: (2)-b-
ocimene (39,44%), dihidrotagetone (15,43%), (2)-tagetone (8,78%), (E)-ocimenone (14,83%)
e (Z)-ocimenone (9,15%), além de relatarem uma atividade larvicida do ocimenone contra
mosquitos (SINGH, B.; SOOD; SINGH, V. 1992).
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Abstract

The control of tick species that affect animal production is vital for the
economic welfare of the cattle industry. This study focused on testing the acaricidal
activity of the essential oil from the leaves and stems of Tagetes minuta against several
Brazilian tick species, including Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Rhipicephalus
sanguineus, Amblyomma cajennense and Argas miniatus. The chemical composition of
the essential oil was determined by chromatography and spectroscopy analyses, which
revealed the presence of monoterpenes. The adult immersion test (AIT) and the larval

packet test (LPT) were used to evaluate the efficacy of T. minuta essential oil in tick
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management at concentrations of 2.5, 5, 10, 20 and 40%. The results demonstrated that
the T. minuta essential oil had over 95% efficacy against four species of ticks at a
concentration of 20%. These results suggest that the essential oil of T. minuta could be

used as an environmentally friendly acaricide.

Keywords: Tagetes minuta, ticks, phytotherapy, control.

Resumo

O controle de carrapatos que causa impacto na producdo de bovinos possui
importancia econdmica para a cadeia produtiva. Neste trabalho objetivou-se testar a
atividade acaricida do 6leo essencial das folhas e caules de Tagetes minuta contra varias
espécies de carrapatos brasileiros, incluindo Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma cajennense e Argas miniatus. A composicao
quimica do oleo foi determinada por GC-MS e anélises de espectroscopia de RMN, que
revelaram a presenca de monoterpenos. Na avaliacdo destas substancias no controle do
carrapato foram empregados os testes de imersdo de adulto (TIA) e o de pacote de
larvas (TPL) para o extrato de 6leo de T. minuta nas concentragdes de 2,5%; 5%; 10%;
20% e 40%. Os resultados do TPL e TIA demonstraram que o 6leo essencial na
concentracdo de 20% de T. minuta apresenta eficacia superior a 95% nas quatro
espécies de carrapato. Estes resultados sugerem que o 6leo essencial de T. minuta pode

ser usado como um acaricida eficaz e com baixo impacto ambiental.

Palavras-chave: Tagetes minuta, carrapatos, fitoterapico, controle.

Introducéo

Carrapatos séo parasitas que afetam uma ampla gama de hospedeiros vertebrados e
transmitem uma grande variedade de agentes patogénicos. S0 0s ectoparasitas mais
comuns de importancia econdmica na pecuéria mundial e tm como a principal forma
de controle o uso de acaricidas quimicos (BARROS-BATTESTI et al., 2006) que séo
aplicados em diferentes intervalos e diferentes formas, tais como: imersao, sprays e

pour-on.

Atualmente sdo catalogadas 61 espécies de carrapatos no Brasil (BARROS-

BATTESTI et al., 2006). As quatro espécies de carrapatos analisadas neste estudo
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representam grupos importantes para os animais domésticos de companhia ou para
producdo de alimentos, sendo também de grande relevancia para a satde publica e meio

ambiente.

No Brasil, a exemplo do que acontece em todos os paises que sofrem perdas por
este parasita, hd um dispéndio consideravel de recursos para controlar os carrapatos que
afetam os sistemas de producédo animal. O prejuizo anual econdmico na cadeia pecuaria
brasileira atribuido ao Rhipicephalus microplus foi estimado em 2 bilhdes de dolares
(GRISI et al., 2002). O pais possui, atualmente, mais de 170 milhdes de bovinos
(ANUALPEC, 2009), e 0 mercado de parasiticidas tem um valor em vendas estimado
em 960 milhdes de dolares, o que responde a 34% do mercado de produto veterinario
brasileiro (SINDAN, 2010).

Rhipicephalus sanguineus, no Brasil, é a principal espécie de carrapato encontrada
em cées em areas urbanas (SZABO et al., 2001) e pode ser raramente visto parasitando
outros hospedeiros. O carrapato Amblyomma cajennense pode ser também encontrado
parasitando cdes, nesse caso restrito a areas rurais (LABRUNA; PEREIRA, 2001),
porém esta espécie € mais comum em cavalos e capivaras (LABRUNA, 2000). Ambas

as espécies de carrapatos representam grupos importantes para a satde publica.

Argas miniatus Koch (1844) é um carrapato que afeta as aves domésticas e outras,
causando perdas de produtividade e podendo transmitir agentes patogénicos (LISBOA
et al., 2008).

De acordo com os critérios brasileiros do Ministério da Agricultura, Pecuaria e do
Abastecimento, para o registro de novos produtos carrapaticidas, estes devem apresentar
uma eficacia de no minimo 95%. No entanto, a falta de um programa oficial de controle
do carrapato permite que a maioria dos proprios produtores definam os critérios para o
controle. O surgimento de novas cepas resistentes frente aos carrapaticidas continua a
ser um importante motivador para o desenvolvimento de novos produtos antiparasitarios
(ANDREOTTI etal., 2011).

Vaérios estudos com extratos de plantas vém sendo desenvolvidos como um método
alternativo para diminuir ou até mesmo substituir 0 uso de produtos sintéticos no
controle de parasitas. Por exemplo, o 6leo de nim (Azadirachta indica) apartir de
sementes foi avaliado e demonstrou possuir algumas propriedades acaricidas, tais como
um efeito inibidor sobre a vitelogenina durante a ovogénese de artrépodes (WILLIAMS,
1993; KALAKUMAR et al., 2000).
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Tagetes minuta € uma planta herbacea anual perene que pertence a familia
Asteraceae, de nome popular mais conhecido como “cravo-de-defunto” (PRAKASA et
al., 1999). Esta planta é utilizada na medicina popular e é encontrada crescendo em
regibes temperadas da América do Sul (MOYO; MASIKA, 2009). Anteriormente,
Moghaddam et al. (2007) mostraram que 0s principais componentes do 6leo de T.
minuta sdo a-terpineol, (Z)-B-ocimeno, dihydrotagetone, (E)-ocimenone, (Z)-tagetone e

(2)-ocimenone.

Os 06leos volateis de plantas sdo produtos extraidos por aquecimento com vapor de
agua. Estas substancias de plantas, atraentes ou repelentes, sdo principalmente de
natureza terpendide, de baixo peso molecular e volateis. Sdo, geralmente, conhecidas
como Oleos aromaticos essenciais e se acumulam em todas as partes da planta
(KNAAK; FIUZA, 2010).

Os oleos essenciais correspondem a fracdo de vapor-destilado da planta, e que a
temperatura ambiente apresentam-se na forma liquida (ENAN, 2001). A composic¢do do
6leo essencial de T. minuta varia de acordo com as diferentes partes da planta e do seu
estadio de crescimento/maturacdo, mas ndo diferem em relacdo a origem geografica.
Ainda segundo estes autores na composicao do 6éleo essencial de T. minuta da provincia
de Chaco, os niveis de dihydrotagetone atingiram um méaximo de 42,9% nas folhas e os
niveis de [B-ocimeno e tagetenone atingiram um méaximo de 45,4% e 32,9%,
respectivamente, nas flores (CHAMORRO et al., 2008).

T. minuta pode ter vérios efeitos bioldgicos, tais como atividade antimicrobiana
(SOUZA et al.,, 2000), inseticida e acaricida (TOMOVA et al., 2005, MOYO;
MASIKA, 2009). Os terpenos no 6leo de T. minuta séo responsaveis por efeitos toxicos
relatados em mosquitos (MACEDO, 1997) e também por possuir relatados de
propriedades aphicidal (TOMOVA et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi caracterizar o 6leo essencial de T. minuta por meio da
analise GC-MS e avaliar suas propriedades acaricidas em quatro espécies de carrapatos

encontradas no Brasil.

Material e métodos
Local de estudo

O estudo foi realizado em Campo Grande, MS, Brasil, na Latitude 20° 26" Sul e
Longitude 54° 42" Oeste a 520 metros acima do nivel do mar.
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Planta e extragdo

As folhas e caules de T. minuta foram coletados de um viveiro, secados a 40°C por
72 horas e moidos em moinho com peneira de malha de 5 mm. A biomassa total de 1 kg
foi submetida para destilacdo a vapor obtendo-se 185 mL do 6leo essencial. Neste
procedimento o material vegetal foi colocado sobre uma placa perfurada, que serviu
como um suporte para homogeneizar o fluxo de vapor. A placa foi colocada sobre um
extrator e um tubo (pescoco de ganso) foi acoplado para transferir os vapores que

transportam os compostos organicos volateis (0leo essencial) para o condensador.

Um recipiente foi colocado no final do condensador para separar o 6leo essencial
da agua. O processo durou 2 horas dentro de um extrator com pressdo atmosférica
normal de 96-97 °C. A agua residual a partir do isolamento foi removida por filtracdo

com sulfato de sédio anidro e o 6leo essencial armazenado em frascos ambar.

Cromatografia do 6leo extraido (GC-MS)

O dleo essencial foi analisado qualitativamente e quantitativamente usando um
Shimadzu GCMS-QP2010, equipado com uma coluna Rtx ®-WAX Crossbond-
Carbowax-polietileno glicol (30m x 0,25mm x 0,25um espessura da pelicula), um
injetor de divisdo, uma razdo de 50:1, um sistema de injecdo automatica e um detector
de massa seletiva. O teste foi realizado a 250°C; a temperatura do forno foi programada
para aumentar de 50-210°C a 10°C/min usando He como gas de transporte. O fluxo de
gas foi de 0,7 mL/min a uma velocidade constante de 30 cm/s e uma interface de 250°C.

A temperatura do injetor foi de 200°C, e o volume da inje¢do foi de 1,0 pL.

A amostra foi preparada em CHCI;. As percentagens de area de pico foram
calculadas sem fatores de correcdo ou padr@es internos. Os picos foram identificados
por comparacdo de seus espectros de massa (MS) para os dados de espectrometria de
massas do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST) e FFNSC Wiley (aromas
e fragrancias naturais e compostos sintéticos) com base em uma analise do padrdo de
fragmentacdo obtido para cada componente e, numa comparacdo dos indices de

retencédo (IR) com o programa Shimadzu GCMS Solution, verséo 2.53.
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Espectroscopia RMN

Os espectros de RMN foram registrados num DPX-300 Avance Bruker instrumento
equipado com uma sonda direta de 5 mm com Z-gradiente de campo, *H e *C RMN (a
300 e 75 MHz, respectivamente) e medidos a uma temperatura de 300K utilizando 10
mg/mL™ em solvente CDCl,. Tetrametilsilano foi utilizado como referéncia interna. Os
desvios quimicos sdo fornecidos na escala 6. As experiéncias foram realizadas
utilizando sequéncias de impulso padrdo, tal como sugerido pelo fabricante do

equipamento.

Bioensaio

As teledginas de R. microplus, R. sanguineus, A. cajennense e A. miniatus, foram
coletadas de animais naturalmente infestados em Campo Grande e estavam livres de
tratamento carrapaticida hd no minimo 45 dias. Os carrapatos foram previamente
diagnosticados como resistentes para as familias acaricidas: piretroides (PS),

organofosforados (OF) e amitraz (Am).

As teledginas foram lavadas com agua e secadas com papel toalha. Um grupo de
teledginas foi usado no teste de imersdo de adultos (T1A) e outro grupo foi incubado a
27 = 1,5°C e umidade relativa de 70-80% (DRUMMOND, 1973) por duas semanas até
0 término da postura e as larvas foram utilizadas para o teste do pacote de larvas (TPL)
(FAO, 1984).

Teste de imersdo de adultos — TIA

O teste TIA (DRUMMOND, 1973) foi usado para avaliar a atividade acaricida do
extrato bruto de T. minuta (folhas e caule), 6leo de nim (Azadirachta indica) e de
acaricidas comerciais sobre carrapatos adultos. O extrato de T.minuta e 6leo de nim
foram diluidos em Tween 20 (2%). Uma curva de concentragcdo foi realizada para
definir a concentracdo ideal de Tween 20, que permitiu a estabilidade da solucgéo
aquosa. Os ensaios foram realizados em triplicata com grupos de dez fémeas

ingurgitadas de cada espécie de carrapato e os grupos foram acondicionados em placas
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de Pétri e imersos no extrato de T.minuta ou 6leo de nim em concentracdes de 2,5; 5;
10; 20 e 40%, em Tween 20 a 2% e agua destilada. Para os acaricidas estabelecidos, as

concentracgdes utilizadas seguiram as recomendaces dos fabricantes.

Os grupos tratados foram imersos durante cinco minutos, método recomendado
segundo um estudo preliminar realizado por Rosado-Aguilar et al. (2008). Os grupos
foram acondicionados em placas e incubados durante um periodo de 15 dias nas
condigBes de temperatura e humidade acima descritos. As teledginas foram avaliadas
quanto a taxa de mortalidade, o peso dos ovos produzidos por cada grupo, e a

eclodibilidade verificada com o auxilio de um microscépio estereoscopico.

A taxa de mortalidade foi registrada diariamente. As tele6ginas mortas foram
reconhecidas pela presenca de escuriddo cuticular, lesbes cutaneas hemorragicas e falta
de movimentos gerados nos tubos de Malpighi. Apds 15 dias, os ovos de cada grupo
foram pesados usando uma balanca analitica. Cinquenta ovos de cada grupo foram
colocados em frascos de vidro 25x95 mm e tampados com tecido, mantidas em
condigBes semelhantes a das teledginas e observados durante 21 dias. As taxas de
eclosdo foram estimadas e comparadas com o controle e 0S outros grupos
experimentais. A percentagem de inibi¢do da postura e de eclosdo foi determinada para
todos os grupos (CEN-AGUILAR et al., 1998).

Teste do Pacote de Larvas — TPL

O TPL foi utilizado para avaliar a atividade acaricida dos extratos vegetais contra
quatro espécies de larvas de carrapatos (FAO, 1984). Tween-20 foi diluido com agua
destilada para uma concentracdo de 2% e utilizado para diluir os extratos vegetais de T.
minuta e 6leo de nim (concentracGes: 2,5; 5,0; 10; 20 e 40%); e o Tween 20 diluido

(2%) também sendo utilizado no grupo controle.

As larvas utilizadas neste estudo possuiam entre 7-14 dias de vida (FAO, 1984). Os
frascos de incubacdo com a maior taxa de eclosdo (90-100%) foram selecionados e
colocados no centro de uma placa de Pétri com agua e sabdo para evitar a fuga. Foram
transferidos 3 mL do extrato bruto da planta diluido para placas de Pétri, e cerca de 300-
500 larvas foram imersas durante 10 minutos, e destas, depois, 100 larvas foram
selecionados com um pincel n°4 e delicadamente transferidas para os pacotes de papel
filtro Whatman n°.1.
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Os envelopes com as larvas (tratamento e controle) foram dobrados e fechados com
prendedores de papel e rotulados com a marca de identificacdo adequada (solucéo
testada e concentragédo). Os pacotes foram colocados em estufa a uma temperatura de 27
+ 1,5 °C e 70-80% de humidade relativa durante 24 h. Foram abertos 24 h pos-
tratamento (PT) e observados usando microscopio estereoscopico. Foi registrado o
namero de larvas vivas e mortas, bem como, as larvas que ndo foram capazes de andar
(também consideradas mortas), tal como recomendado pela FAO (1984). A mortalidade

corrigida foi descrita utilizando a seguinte equacao:

_ o % mortalidade tratado - % mortalidade controle
Mortalidade corrigida = - X 100
100 - % mortalidade do controle

Nos bioensaios nenhum dos grupos controles apresentaram mortalidade >5%.

Resultados

Cromatografia do extrato de 6leo

Na Tabela 1 sdo apresentadas as analises qualitativas e quantitativas de uma
amostra do extrato de dleo essencial que foi obtido a partir de T. minuta. Quatro
componentes principais sdo mostrados e representam mais de 70% do Gleo essencial.
Estes componentes foram identificados como: limoneno (1), B-ocimeno (2),

dihydrotagetone (3) e tagetone (4) (Figura 1).

Espectros de NMR

Os dados do espectro de *H e *C do 6leo essencial foram compativeis com os da
literatura (SINGH et al., 2002).

Bioensaio

Na Tabela 2 estdo descritos os efeitos do 6leo essencial de T. minuta sobre os

carrapatos objetos deste estudo. No teste TPL uma eficacia de mais de 95% nas
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concentragfes acima de 2,5% de 6leo essencial de T. minuta foi observada para A.
miniatus. Uma eficacia semelhante foi alcancada com uma concentracao de 20% para 0s

demais carrapatos (Ixodidae).

Ainda na Tabela 2, no teste TIA, das quatro espécies de carrapatos avaliadas, A.
miniatus apresentou a eficacia recomendada de 95%, a partir da concentracdo com 5%
de T. minuta. Enquanto isso, sobre as demais espécies de carrapatos T. minuta

apresentou eficacia satisfatoria, repetindo os resultados verificados no TPL.

Nenhuma atividade acaricida significativa com o uso do 6leo comercial de nim
(Azadirachta indica), foi observada contra larvas de R. microplus, em ambos os testes
(Tabela 3).

As quatro espécies de carrapatos em estudo foram avaliadas usando os acaricidas
comerciais disponiveis no mercado regional e os dados obtidos nos ensaios para pacote
larval (TPL) e teste de imersdo de adultos (T1A) sdo apresentados na Tabela 4.

Discussao

O dbleo de T. minuta demonstrou eficacia satisfatdria contra as quatro espécies de
carrapatos deste estudo. Sua eficacia na concentracdo de 20% foi comparavel aos
acaricidas convencionais aqui avaliados e alcangou mais de 95% de controle efetivo, tal
como exigido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e do Abastecimento no Brasil.

Os extratos de plantas podem proporcionar uma alternativa viavel para 0s
acaricidas convencionais, pela disponibilidade local e obtencdo a um baixo custo, além
de serem de facil aceitacdo pela comunidade em geral. Moyo et al. (2009) verificaram
reducdo na carga parasitaria de R. microplus ao utilizarem extrato de T. minuta obtido
por infusdo, enquanto que Ayacko (2008) relatou uma eficacia de 55% quando utilizou
uma decoccao.

E importante notar que o nivel de atividade acaricida dos compostos pode variar,
dependendo da espécie da planta, das condi¢des de crescimento e da forma de extracdo
das substancias ativas, o que afeta diretamente a atividade dos mesmaos. Por esta razéo,
o0s estudos sobre a composicdo quimica de derivados de plantas e seus efeitos deve dar
especial atencdo aos pontos acima mencionados. O processo de extragdo de solventes,
as aplicacOes das técnicas de coleta de material no campo, a selecdo e conservagdo de
plantas também precisam ser bem avaliadas (KNAAK; FIUZA, 2010).
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Os Oleos essenciais sdo distribuidos num ndmero limitado de familias, tal como
Asteraceae, e acumulam-se em 6rgaos vegetativas em diferentes partes da planta, como:
as flores, folhas, cascas, raizes, rizomas, frutas e as sementes. Na maioria dos casos, a
funcdo bioldgica dos compostos terpenodides permanece indefinida. Entretanto é
concebivel, que eles tenham um papel ecolégico, sendo que 0 mecanismo de acao toxica
ainda ndo foi esclarecido. Observacdes sugerem claramente que o poténcial de atividade
inseticida dos monoterpendides, como acontece com 0S outros inseticidas, depende de
varios fatores, incluindo a dose, espécie da planta, a superficie de aplicacdo, via de
penetracdo e método de aplicacdo (Enan, 2001).

Hé evidéncias de que o sistema octopaminergico € alvo de varios monoterpendides,
quer sejam antagonistas ou agonistas. Os monoterpendides sdo altamente seletivos
contra insetos e sdo mais seguros para 0 ambiente do que os inseticidas frequentemente
utilizados, tais como organofosforados, carbamatos e piretroides sintéticos (Enan,
2001).

Os resultados mostraram que o carrapato A. miniatus € pelo menos cinco vezes
mais sensivel ao 6leo essencial do que os carrapatos da familia Ixodidae, entretanto para
que o produto obtido de T. minuta venha a se tornar um acaricida alternativo, é
importante considerar uma formulagdo que seja eficiente e de baixo custo. Produtos
vegetais podem ser utilizados em associacdo ou até mesmo como substitutos para os
compostos sintéticos. Portanto, novos estudos de acompanhamento sdo necessarios para
validar esta estratégia com o material obtido desta planta. Uma das vantagens de se usar
extratos de plantas é o desenvolvimento mais lento da resisténcia, em consequéncia do
envolvimento de diferentes principios ativos com diferentes mecanismos de acdo
(OLIVO et al., 2009).

No presente trabalho, comparou-se o efeito do 6leo comercial de Nim com o de T.
minuta. A uma concentracdo de 5%, o Oleo essencial de T. Minuta apresentou baixa
eficacia contra carrapatos Ixodidae. No entanto, obteve resultados satisfatorios contra A.
miniatus. Varios estudos sobre o efeito do extrato de Nim, com resultados variaveis,
tém sido conduzidos em diferentes espécies de carrapatos, tais como Amblyomma
hebraeum, Rhipicephalus evertsi, Hyalomma truncatum, R. (B.) decoloratus, R. (B.)
microplus e Hyalomma anatolicum excavatum (WILLIAMS, 1993; KALAKUMAR et
al, 2000; WEBB; DAVID, 2002).
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O uso do 6leo de nim sobre animais naturalmente infestados com R. microplus,
conforme verificado por Benavides et al. (2001), demonstrou eficacia semelhante ao de
um acaricida comercial com base quimica Amitraz. Estes autores também observaram
alta eficacia (100% de controle na reproducao) in vitro quando um extrato a base de éter
foi usado, enquanto que o extrato & base de alcool resultou numa reducdo de 70% na
reproducdo de carrapatos. Os extratos de neem a base de etanol foram consideradas
eficazes na inibicdo da oviposicdo. Williams (1993), Abdel-Shafy e Zayed (2002)
também concluiram que o Nim pode ser usado para o controle de carrapatos em
concentragdes econdmicas de 1,6% a 3,2%. Por outro lado, Sousa et al. (2000)
produziram uma emulsdo concentrada de frutos verdes, que foi testado em
concentracdes de 0,25 e 0,5% e mostrou uma eficacia variando de 46,7-82,6% e 16,6-
89,0%, respectivamente. Fato semelhante foi observado por Broglio-Micheletti et al.
(2010), que analisaram a eficiéncia de um extrato a base de hexano e 6leo de Nim na
concentracdo de 2%, e encontraram uma eficacia in vitro de 73,2% e 65%,

respectivamente, contra R. microplus.

Estes resultados foram encontrados em diferentes laboratérios e condicGes, sendo
que a eficacia do extrato ndo atingiu 95%, o que é exigido pelo Ministério da

Agricultura no Brasil.

Os dados dos ensaios de TIA e TPL, utilizando formulagbes comerciais,
corroboram com resultados de outros autores que demonstraram resisténcia de R. (B.)
microplus. Apenas acaricidas contendo mistura de cipermetrina, clorpirifds, citronela e
butéxido de piperonila, e outra, contendo diclorvds e clorpirifés apresentaram eficacias
superiores a 95% contra os carrapatos ixodideos (ANDREOTTI et al., 2011).

Considerando que A. miniatus e A. cajennense foram sensiveis a todos os produtos
quimicos testados, enquanto que R. sanguineus foi apenas resistente a cipermetrina,
sendo este um principio ativo com amplo uso para esta espécie. Os dados reforcam a
nocdo de gque o uso sistematico de um mesmo principio ativo, sobre diferentes espécies
de carrapatos, exerce pressdes seletivas que resultam em diferentes niveis especificos de
eficécia.

Os resultados de Knaak e Fiuza (2010) mostraram que a producéo de 6leo essencial
é viavel e rentdvel. No entanto, para a obtencdo de produtos de alta qualidade e que
sejam competitivos no mercado, sdo necessarios incentivos para o desenvolvimento de

técnicas modernas de cultivo, selecdo e melhoramento de plantas. Assim, devem ter
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continuidade as pesquisas que buscam novos compostos acaricidas 0s quais podem ser
extraidos de plantas nativas e/ou cultivadas, a serem utilizados de forma integrada ou
ndo com as alternativas de controle existentes. Em dltima analise, tais novas descobertas

podem conduzir a uma reducgdo no impacto da utilizacao de produtos quimicos.

Concluséao

Conclui-se neste estudo que o 6leo essencial de T. minuta tem potencial acaricida
para o controle tanto em larvas quanto em adultos de quatro espécies de carrapatos no
Brasil. Além de ter demonstrado ser um larvicida eficaz, aparentemente ndo agride o
ambiente, sendo que 0s componentes ativos terpendides sdo atoxicos. De modo geral

sdo considerados seguros, sendo utilizados em fragrancias e como aditivos alimentares.

A concentragdo recomendada do dleo de T. minuta a ser usado como um acaricida e
de 20%, e a sua utilizagdo como fitoterdpico pode contribuir para a tendéncia de

integracdo de produtos naturais no manejo do carrapato no Brasil.

Futuros esfor¢os de investigacdo devem ser conduzidos com o objetivo de sintetizar
qguimicamente as moléculas ativas com atividade acaricida encontrado nos 6leos

esseciais e avaliar a sua eficacia.
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Tabela 1: Principais componentes quimicos do Oleo essencial de Tagetes minuta

(Asteraceae).

Tabela 2: Eficacia do extrato de 6leo de Tagetes minuta (Asteraceae) usando o Teste de
Imersdo de Adultos - TIA e o Teste de Pacote de Larvas -TPL com diferentes

concentracdes em quatro espécies de carrapatos.

Tabela 3: Eficécia do 6leo comercial de nim (Azadirachta indica), utilizando o Teste de
Imerséo de Adultos - TIA e o Teste de Pacote de Larvas - TPL.

Tabela 4: Eficacia dos acaricidas comerciais utilizando a concentracdo recomendada
pelos fabricantes para o controle do carrapato, usando o Teste de Imersdo de Adulto
(TIA) e o Teste do Pacote de Larvas (LPT).
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Composto Tempo de retencéo (min.) Percentagem de &rea
Limoneno (1) 9.52 6.96
B-Ocimeno (2) 9.62 511
Dihydrotagetone (3) 9.89 54.21
Tagetone (4) 11.60 6.73
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Especies de Concentragdes %
carrapatos
Teste 0,3 0,6 1,25 25 5 10 20 40
R. microplus TIA 5 5 9 22 45 79 95 100
TPL 2 2 35 26,5 58 92,5 100 100
R. sanguineus TIA 2 3 12 27 65 89 100 100
TPL 3 3 4 8 21 80 100 100
A. cajennense TIA 2 2 9 26 61 79 100 100
TPL 3 8,5 9 16 45 62,5 95 100
A. miniatus TIA 5 12 31 69 97 100 100 100
TPL 12 32 68 100 100 100 100 100
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Especies de Concentragdes %
carrapatos
Teste 0,3 0,6 1,25 2,5 5 10 20 40
R. microplus TIA 0,1 13 2,6 2 3 16 34 46
TPL 0 0,3 1 1.2 2,8 19 36 55
R. sanguineus TIA 1,1 2 2,9 59 7,8 19 42 55
TPL 0,3 0,9 14 2,9 6 15 39 45
A. cajennense TIA 0,6 2,1 3 3,4 53 16 38 41
TPL 11 1,0 2,9 2,8 4 15 37 56
A. miniatus TIA 0,3 10 53 74 96 100 100 100
TPL 9 26 61 79 100 100 100 100
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Espécies de Base quimica
carrapatos
Cpt, Ddvp, Ddvp, Ddvp,
Teste  Cipermetrina  Amitraz  Cpf, Dmt Cpt Cpf
Ct, *) *) *)
Bupi
*)
R. microplus TIA 14 39 98 28 16 100
TPL 36 26 100 35 28 100
R. sanguineus TIA 54 100 100 95 98 100
TPL 53 100 100 96 95 100
A. cajennense TIA 95 99 100 97 95 100
TPL 100 98 100 100 99 100
A. miniatus TIA 100 100 100 100 100 100
LPT 99 99 100 100 100 100

(*) AssociacGes. Abreviaturas: Cipermetrina: CPT; clorpirifés: CPF; Deltametrina:
Dmt; citronela: Ct; Butéxido de Piperolina: Bupi; Dichlorvés (DDVP): DDVP. O teste
TIA e o teste TPL foram realizados em triplicata.
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) A

Limonene (1) B-Ocimene (2)  Dihydrotagetone (3) ~ Tagetone (4)

Figura 1: Estruturas quimicas dos compostos identificados no 6leo essencial de Tagetes
Minuta (Asteraceae).



