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RESUMO

MARCHESINI, Paula Barroso Cruz. Potencial dos o0leos essenciais de Eremanthus
erythropappus e Cinnamomum zeylanicum e compostos isolados a-bisabolol e (E)-
cinamaldeido para o controle de Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae). 2020. 155p.
Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinéria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Compostos de origem vegetal tém sido apontados como promissores no controle de
carrapatos. Dessa forma, foi realizado um estudo de caracterizacdo fitoquimica dos Oleos
essenciais (OEs) da casca de Cinnamomum zeylanicum (canela) e do caule de Eremanthus
erythropappus (candeia) e avaliacdo da atividade carrapaticida desses OEs e dos compostos
majoritarios sobre larvas e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Além disso,
também foi avaliado a atividade carrapaticida de um composto acetilado, produzido a partir
do (E)-cinamaldeido, que foi o composto predominte no OE de canela. Os bioensaios com as
larvas ndo alimentadas foram realizados através do teste de pacote de larvas nas
concentragdes de 0,31 a 10,0 mg/mL. Para os OEs de canela, candeia, e para as substancias
isoladas, (E)-cinamaldeido, a-bisabolol e acetato de cinamila, foram observadas mortalidade
superior a 90% a partir das concentracdes de 2,0; 2,0; 2,5; 5,0; 5.0 mg/mL, respectivamente.
Para fémeas ingurgitadas foi realizado o teste de imersdo nas concentracdes de 2,5 a 60,0
mg/mL, sendo observado que apenas 0 acetato de cinamila apresentou baixa atividade. Um
percentual de controle acima de 95% foi observado para os OEs de canela e candeia, e para as
substancias (E)-cinamaldeido e a-bisabolol, nas concentra¢cdes de 20,0; 60,0; 20,0 e 20,0
mg/mL respectivamente. Com base nesses resultados, foi investigado a atividade do (E)-
cinamaldeido e a-bisabolol sobre cinquenta e uma populac@es de R. microplus, com diferentes
perfis de resisténcia a diferentes carrapaticidas comerciais. Para caracterizacdo de resisténcia,
foram utilizados os carrapaticidas a base de deltametrina (Piretroide — Butox®), amitraz
(Amidinico — Triatox®) e clorfenvinfos (Organofosforado — Supokill®) em sua concentracao
comercial no teste de imersao de fémeas. J& para o calculo da CLsg das larvas tradadas com os
compostos puros, foi realizado o teste de pacote de larvas nas concentracdes de 0,31 a 10,0
mg/mL. Nessa etapa também foram realizados testes com a cepa Porto Alegre (POA), uma
cepa sensivel para referéncia do célculo da Razdo de Resisténcia (RR). Com base nos
resultados gerados, ndo foi possivel inferir uma correlacdo entre a eficiéncia dos
carrapaticidas e os valores de CLso dos compostos puros testados, ndo sendo observado, dessa
forma, resisténcia cruzada, indicando que os diferentes resultados encontrados podem estar
relacionados com variagdes fenotipicas existentes entre as populacdes. Por fim, foi avaliado o
perfil lipidico do corpo gorduroso e ovos de fémeas ingurgitadas de R. microplus expostas a
concentragcdo de 10,0 mg/mL do (E)-cinamaldeido e do a-bisabolol. Para caracterizagéo do
perfil de lipidios, foram aplicadas as técnicas de cromatografia em camada delgada e
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa. Além disso, foi realizado um
estudo in silico com o intuito de se conhecer o0s possiveis alvos moleculares desses compostos
vegetais. Os resultados demonstraram alteragdes no perfil de lipidios presentes no corpo
gorduroso e ovos de fémeas tratadas com (E)-cinamaldeido ¢ a-bisabolol, evidenciando um
possivel mecanismo de acéo desses compostos.

Palavras — chave: Carrapato dos bovinos, carrapaticidas botanicos, sesquiterpeno,
fenilpropanoide, metabolismo energético.



ABSTRACT

MARCHESINI, Paula Barroso Cruz. Potential of the essential oils of Eremanthus
erythropappus and Cinnamomum zeylanicum and compounds isolated a-bisabolol and
(E)-cinnamaldehyde for the control of the Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae).
2020. 155p. Thesis (Doctorate in Veterinary Sciences). Institute of Veterinary Medicine,
Department of Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2020.

Compounds of plant origin have been identified as promising in the control of ticks. Thus, a
study was carried out on the phytochemical characterization of essential oils (EOs) of the bark
of Cinnamomum zeylanicum (cinnamon) and of the stem of Eremanthus erythropappus
(candeia) and evaluation of the tick activity of these OEs and the major compounds on
engorged larvae and females of Rhipicephalus microplus. In addition, the tick activity of an
acetylated compound, produced from (E)-cinnamaldehyde, which was the predominant
compound in cinnamon OE, was also evaluated. The bioassays with the non-fed larvae were
performed using the larval pack test at concentrations from 0.31 to 10.0 mg / mL. For the EOs
of cinnamon, candeia, and for the isolated substances, (E)-cinnamaldehyde, a-bisabolol and
cinamyl acetate, mortality of over 90% was observed from the concentrations of 2.0; 2.0; 2.5;
5.0; 5.0 mg / ml, respectively. For engorged females, the immersion test was performed at
concentrations of 2.5 to 60.0 mg / mL, and it was observed that only cinnamy| acetate showed
low activity. A control percentage above 95% was observed for cinnamon and cinnamon EOs,
and for substances (E)-cinnamaldehyde and a-bisabolol, at concentrations of 20.0; 60.0; 20.0
and 20.0 mg / mL respectively. Based on these results, the activity of (E)-cinnamaldehyde and
a-bisabolol was investigated on fifty-one populations of R. microplus, with different profiles
of resistance to different commercial ticks. For the characterization of resistance,
carrapaticides based on deltamethrin (Pyrethroid - Butox®), amitraz (Amidine - Triatox®)
and chlorfenvinphos (Organophosphate - Supokill®) were used in their commercial
concentration in the female immersion test. For the calculation of the LCso of the larvae
translated with the pure compounds, the larval pack test was performed at concentrations from
0.31 to 10.0 mg / mL. In this stage, tests were also performed with the Porto Alegre strain
(POA), a sensitive strain for reference in the calculation of the Resistance Ratio (RR). Based
on the results generated, it was not possible to infer a correlation between the efficiency of
ticks and the LCso values of the pure compounds tested, thus not observing cross resistance,
indicating that the different results found may be related to existing phenotypic variations
between populations. Finally, the lipid profile of the fatty body and eggs of R. microplus
engorged females exposed to a concentration of 10.0 mg / mL of (E)-cinnamaldehyde and a-
bisabolol were evaluated. To characterize the lipid profile, the techniques of thin layer
chromatography and gas chromatography coupled to a mass spectrometer were applied. In
addition, an in silico study was carried out in order to know the possible molecular targets of
these plant compounds. The results demonstrated changes in the profile of lipids present in
the fatty body and eggs of females treated with (E)-cinnamaldehyde and a-bisabolol, showing
a possible mechanism of action of these compounds.

Keywords: Cattle tick, botanical acaricide, sesquiterpene, phenylpropanoid, energy
metabolism.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os carrapatos sdo artropodes hematofagos obrigatérios, pertencentes a subclasse
Acari, superordem Parasitiformes e ordem Ixodida. Ja foram descritas 956 espécies de
carrapatos, divididos entre as familias Ixodidae (736 espécies), Argasidae (218 espécies),
Nuttallielidae (1 espécie) e Deinocrotonidae (1 espécie ja extinta) (APANASKEVICH et al.,
2019; DANTAS-TORRES et al., 2019; SUN et al., 2019; TOMLINSON; VENZAL et al.,
2019). Estudos referentes a evolucdo desses parasitos sdo controversos, havendo relatos de
que eles tenham evoluido a partir do parasitismo em anfibios na Gondwana (cerca de 390
milhGes de anos) (BARKER; MURRELL, 2008), e relatos dos quais a origem seria na
metade do periodo cretdceo em anfibios ou répteis (NAVA et al. 2009).

Esses ectoparasitos sdo caracterizados por parasitar mamiferos, aves, répteis e
anfibios, sendo responsavel por transmitir diferentes patdgenos como fungos, virus, bactérias,
protozoarios e até mesmo nematoides (SONENSHINE; ROE, 2013; YU et al., 2015). Além
de atuarem como vetores de diversas doencas (zoonoses), a picada de carrapatos também
pode levar a severas reacOes alérgicas e toxicas e causar, ainda, morte do animal atraves de
sintomas de paralisia. Mesmo com o0 avanco tecnolégico, bioldgico e medicinal no controle de
doencas transmitidas por vetores, como maléria, dengue e febre amarela, a ocorréncia de
doencas transmitidas por carrapatos, como a doencga de Lyme e Febre Maculosa, perduram e
até mesmo aumentaram nos ultimos anos (SONENSHINE; ROE, 2013). Outro fator
decorrente da infestacdo de carrapatos é o sucesso produtivo na criacdo de bovinos,
principalmente em regides tropicais e subtropicais, no qual a infestacdo por Rhipicephalus
microplus (Canestrini, 1888), impacta diretamente na economia, com reducdo na producao de
leite e depreciacdo de pele e couro em até 30% (DE LA FUENTE; KOCAN, 2006; GHOSH
et al., 2007). Dessa forma, o sucesso no controle efetivo desses carrapatos é essencial para
reducdo das perdas econdmicas e prevencao contra doencas (BENELLI et al., 2016).

Diferentes ferramentas tém sido abordadas com o intuito de promover o controle de
carrapatos, como desenvolvimento de vacinas (DIAZ-MARTIN et al., 2015), utilizagio de
feromonios (SONENSHINE, 2006), uso de substancias de origem vegetal (BENELLI et al.,
2016) e controle biolégico (MONTEIRO et al., 2019; MENDONCA et al., 2019). No entanto,
0 método predominantemente utilizado € o uso de carrapaticidas sintéticos (FURLONG et al.,
2007; HIGA et al., 2019), que tem sido fundamental para controle desses artropodes, mas que
0 USO constante, as vezes sem critérios técnicos, tem resultado na selecdo de populacdes
resistentes. Além disso, 0 uso recorrente desses produtos tem gerado preocupacgdes devido a
possiveis efeitos toxicos para organismos nao-alvo, residuos em produtos de origem animal e
contaminagdo do ambiente (FURLONG et al., 2007; RECK et al., 2014; HIGA et al., 2015;
KLAFKE et al.,, 2017; RAVINDRAN et al., 2018). Nesse sentido, é fundamental o
desenvolvimento de novas alternativas de controle que minimizem esses efeitos. Alguns
estudos tém apontado que os métodos alternativos, existentes até o momento, ndo seriam
capazes de promover a eliminacdo do uso de pesticidas sintéticos, no entanto, quando
associados com estratégias do manejo integrado de pragas (MIP), haveria uma consideravel
reducdo no uso de quimicos, suprimindo, dessa forma, os efeitos prejudiciais dos
carrapaticidas sintéticos (GURR; KVEDARAS, 2010; KISS et al., 2012).

De acordo com El-Wakeil (2013), o termo “controle alternativo” destina-se a produtos
de origem natural utilizados no controle de artropodes-praga em detrimento ao uso de
pesticidas comerciais, sendo a aplicacdo de produtos vegetais uma destas alternativas. Ja
existem formulagfes comerciais a base de compostos vegetais disponiveis no mercado como
MyggA® Natural (Corymbia citriodora Hook.), Citriodiol® (para-mentano-3,8-diol),
NeemAzal F® (neem), Colosso® (quimicos sisntéticos + citronelal), Cyperclor Plus®
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(quimicos sintéticos + citronelal), ECOSMART (6leo de alecrim + 6leo de folha de canela +
0leo de capim-limdo + geraniol), EcoTrol (6leo de alecrim + Gleo de horteld-pimenta) e
Essentria IC3® (dleo de alecrim, geraniol e dleo de horteld-pimenta). Nessa perspectiva, a
descoberta de novas moléculas oriundas de plantas, com potencial acaricida, tem sido alvo de
diversos estudos (ADENUBI et al., 2016, 2018a, b; BENELLI et al., 2016; PAVELA et al.,
2016; ROSADO-AGUILAR et al., 2017; BENELLI; PAVELA 2018).

Os 0leos essenciais da casca de Cinnamomum zeylanicum Blume (canela) e do caule
de Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish (candeia) sdo compostos vegetais que ja
tiveram sua atividade bioldgica evidenciada para alguns organismos (TEIXEIRA et al., 2015;
JYOTI et al., 2019) e apresentam como componentes majoritarios o (E)-cinamaldeido e a-
bisabolol, respectivamente que, por sua vez, tiveram atividade acaricida comprovada para o
carrapato dos bovinos R. microplus. Em adicional, de acordo com alguns autores, as
atividades biologicas de compostos botanicos podem ser potencializadas através de
modificacdes estruturais (alteracdes dos grupos funcionais), sendo interessante o estudo com
os seus derivados (KUMBHAR; DEWANG, 2001; MOSSA, 2016).

O mecanismo de acdo de compostos vegetais ainda € incerto. Dessa forma,
compreender como eles atuam no metabolismo intermediario, em especial no metabolismo
energético, dos carrapatos € fundamental, uma vez que esse metabolismo esta diretamente
ligado a inimeras reagdes orgénicas. Durante o desenvolvimento do carrapato, embriogénese
a fase adulta, hd a mobilizacdo de diferentes vias metabdlicas e substratos para atender suas
exigéncias energéticas (CAMPOS et al., 2006; SEIXAS et al., 2012). Essas informaces
podem vir a contribuir para o estabelecimento de novas estratégias de controle, com novos
alvos metabdlicos, de forma a tornar o controle mais sustentavel e racional, reduzindo o
processo de resisténcia (GAUDENCIO, 2016).

Diante desse quadro, a presente proposta tem como objetivo avaliar e comparar a
atividade acaricida dos Oleos essenciais de C. zeylanicum e E. erythropappus, dos seus
constituintes majoritarios, a-bisabolol e (E)-cinamaldeido, e derivado acetilado desse Ultimo
(acetato de cinamila), sobre larvas ndo alimentadas e fémeas ingurgitadas de R. microplus,
bem como verificar o efeito desses compostos puros em diferentes populagdes deste ixodideo,
com diferentes perfis de susceptibilidade a acaricidas comerciais, €, por fim, investigar sua
acao sobre o perfil lipidico do corpo gorduroso e ovos de fémeas ingurgitadas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalus microplus

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) é uma espécie de carrapato pertencente ao
Filo Arthropoda, classe Arachnida, subclasse Acari, ordem Ixodida, superfamilia Ixodoidea,
familia Ixodidae, cujo status taxondmico sofreu algumas mudancas, desde sua descricao.
Descrito originalmente como Haemaphysalis micropla, por Canestrini, em 1888, a espécie foi
reclassificada no género Boophilus por Curtice (1891), recebendo a denominagdo de
Boophilus microplus. Durante o século passado, uma série de reclassificagdes foram feitas,
contudo, o nome B. microplus acabou retornando como a proposta valida e foi mantido até o
inicio do século XXI, quando, a partir de pesquisas realizadas com ferramentas de biologia
molecular, associadas aos conhecimentos de filogenia, pesquisadores reclassificaram o género
Boophilus como subgénero de Rhipicephalus, proposta que foi aceita pela comunidade
cientifica e se mantém como vélida atualmente, alterando o nome da espécie para R.
microplus (MURREL; BARKER, 2003; PEREIRA, 2008; LABRUNA et al., 2009).

R. microplus é originario do continente asiatico, sobretudo, india e ilha de Java
(NUNES et al., 1982), e co-evoluiu junto com as racas zebuinas, sendo disseminando para
outros continentes gracas as extensas migragdes de bovinos, oriundas do mercado de
exportacdo, ocorridas entre os séculos XVII e XIX (BARRE; UILENBERG, 2010;
ESTRADA-PENA et al., 2006). De acordo com Gonzales (1995), a sua introducéo no Brasil
ocorreu no inicio do século XVIII, por meio da compra de animais provenientes do Chile,
realizada pelo estado do Rio Grande do Sul. Atualmente, R. microplus apresenta uma ampla
distribuicdo geogréafica, sendo encontrado em diferentes paises nas regides tropicais e
subtropicais do mundo. E conhecido por ter os bovinos como hospedeiros preferenciais, mas,
em areas muito infestadas, também pode parasitar outros animais como caprinos, ovinos,
cervideos e equinos (PEREIRA, 2008; MATIAS et al., 2013).

O ciclo biolégico de R. microplus € monoxeno, no qual larvas, ninfas e adultos se
desenvolvem em apenas um hospedeiro, e possui duas fases: uma fase de vida no ambiente,
denominada fase ndo parasitaria; e uma fase de vida sobre o animal, denominada como fase
parasitaria. No ambiente, durante a fase ndo parasitaria, as larvas podem sobreviver sem se
alimentar, por um periodo de cerca de 3 a 4 meses, mas esse tempo vai variar de acordo com
as condices ambientais. Nessa fase, as larvas apresentam o comportamento de se
aglomerarem nas regides superiores das gramineas, apresentando geotropismo negativo, e
ficam mais ativas com presenca de dioxido de carbono, odores caracteristicos, alteracdes de
luz e vibragdes: fatores que favorecem o seu encontro com o hospedeiro (SONENSHINE;
ROE, 2013; ZERINGOTA et al., 2019). Iniciando a fase parasitaria, as larvas se fixam nos
bovinos e comegam a se alimentar de fluidos linfaticos e exsudatos celulares. Depois do sexto
dia de fixacdo, passam pelo processo de muda, dando origem as ninfas. Ap6s a muda, as
ninfas irdo buscar um novo sitio de fixacdo, iniciando o processo de alimentacdo por
hematofagia durante cerca de seis dias e, na sequéncia, também passam pelo processo de
muda dando origem aos adultos (escudo completo nos machos e incompleto nas fémeas)
(SUTHERST et al.,, 1978), que apresentam dimorfismo sexual. As fémeas fecundadas
comecgam o processo de ingurgitamento rapido, periodo correspondente, aproximadamente, ao
vigésimo primeiro dia de alimentacdo. A duracdo da fase parasitaria (inicio e término do
repasto sanguineo) compreende, em media, 0 periodo de trés semanas. Quando totalmente
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ingurgitada, a fémea nominada teledgina, desprende-se do bovino e inicia a fase de vida ndo
parasitaria, onde, no solo, procura um local protegido dos raios solares e alto nivel de
umidade para realizacdo da postura. O processo de oviposi¢do dura em torno de quatorze dias
e a eclosdo das larvas se inicia, aproximadamente, apos o sétimo dia do término da postura em
condicBes Otima (27°C e umidade >80%) (SUTHERST et al., 1978; GUGLIELMONE et al.,
2006; SONENSHINE; ROE, 2013) (Figura 1).

A preocupacéo a respeito do impacto econémico de R. microplus é de &mbito global.
Estimativas do fim do século passado, apontavam que mais de 75% da populacdo bovina era
acometida por essa parasitose (CORDOVES, 1997) e, no cenario atual, acredita-se que perdas
anuais podem chegar a 30 bilhdes de ddlares no mundo (LEW-TABOR; RODRIGUEZ
VALLE, 2016) e 3,4 bilhdes de dolares / ano somente no Brasil (GRISI et al., 2014). Essas
perdas estdo relacionadas a danos diretos devido a espoliacdo sanguinea, predisposicdo a
instalacdo de miiases, desvalorizagdo do couro, estresse, diminuicdo na ingestdo de alimentos,
perda de ganho de peso e diminuicdo na producdo de leite. De acordo com Jonsson et al.
(1998; 2001), cada fémea ingurgitada resulta em perda de 8,9 + 2,1 mL de leitee 1,0 £ 0,38 g
de peso vivo, o que corresponde a 0,081 MJ de perda de energia metabolizavel. Além disso,
existem as perdas indiretas provocadas pelo parasitismo, que estdo relacionadas ao fato desse
carrapato atuar como vetor dos protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemia e da bactéria
Anaplasma marginale, agentes etiolégicos da babesiose e anaplasmose bovina, doencas
agrupadas no complexo denominado Tristeza Parasitaria Bovina, e que pode acarretar a morte
do animal, devido a ocorréncia de anemia hemolitica, taquipnéia, inapeténcia, ictericia, febre
e apatia (LABRUNA; MACHADO, 2006; FURLONG et al., 2007; PEREIRA, 2008
MATIAS et al., 2013; TABOR, et al., 2017).

FASE DE VIDA PARASITARIA

6 % ““_’ooigiono
[ RN

METALARVA TELEGGINA
NEJGINA PARTENOGINA

LARVA INFESTANTE ¢—— woé/ecn.osio e POSTURA
FASE DE VIDA LIVRE

Figura 1 - Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus microplus (Fonte: GONZALES, 1975).



2.2. Controle de carrapatos: carrapaticidas comerciais e resisténcia

O uso de carrapaticidas sintéticos, com ativos de diferentes classes quimicas, é a
ferramenta mais utilizada no controle de R. microplus. Esses carrapaticidas podem ser de
contato (pulverizag&o, imersdo, pour on) ou sistémico (injetaveis ou pour on). Entretanto, sua
utilizacdo em ampla escala, as vezes sem critério, tem levado a uma reducdo da eficacia
desses produtos, o que, atrelado ao ciclo de vida curto e elevadas taxas de reproducéo,
acarreta na selecdo de populacbes resistentes (FURLONG, 2005; ABBAS et al. 2014;
GUERRERQO et al. 2014). Diversas formulagdes comerciais tém caido em desuso nas ultimas
décadas, justamente por esse processo de desenvolvimento de resisténcia por parte do
carrapato aos principais grupos quimicos disponiveis no mercado (WILLADSEN, 2004;
ABBAS et al. 2014). Desde a década passada, estudos vem evidenciado que a maior parte dos
carrapaticidas disponiveis no mercado brasileiro possuem baixa eficacia devido ao fenémeno
de resisténcia (FURLONG et al., 2007).

Atualmente, ha relatos de populacgdes, de diferentes regides do Brasil, que apresentam
fenotipo de resisténcia as diferentes classes quimicas, como piretroides, amidinicos,
organofosforados, fenilpirazois, lactonas macrociclicas e benzofenilureas (FURLONG et al.,
2007; RECK et al., 2014; HIGA et al., 2015; KLAFKE et al., 2017). Recentemente, registro
de populagdes resistentes a todas as classes quimicas e o aumento de registro de cepas
multirresistentes deixam esse cenario mais preocupante (RECK et al., 2014; KLAFKE et al.,
2017).

Devido a esse quadro de resisténcia, a busca por novas moléculas carrapaticidas € um
processo natural, no entanto, é um procedimento extremamente demorado e oneroso, sendo 0s
entraves, encontrados pela industria, relacionados aos elevados custos envolvidos no
desenvolvimento / descoberta de uma nova molécula, juntamente com aspectos socio-
politicos, relacionados a fatores de toxidade ambiental, seguranca alimentar e residuos
alimentares de um novo produto (HENNESSY, 1997, KISS et al., 2012). Segundo Willadsen
(2004), como fatores limitantes para as empresas investirem no desenvolvimento de novos
compostos, temos a rapida velocidade do aparecimento de resisténcia a um novo produto,
cerca de dez anos, e o fato dessa nova classe quimica ser mais onerosa que a anterior.
Acredita-se que estes custos possam chegar a US$ 100 milhdes (GRAF et al., 2004). Nesse
sentido, a indUstria tem realizado a associacdo de diferentes principios ativos a fim de
potencializar a acdo dos produtos, todavia, ja existem relatos de resisténcia para essas
associacoes (FURLONG et al., 2007).

O fendmeno da resisténcia pode estar relacionado a mudanca da frequéncia génica de
uma populacédo, por meio da selecdo artificial, que pode ser percebida pela perda de eficacia
de um dado principio ativo, sendo necessario uma dose superior a letal, para controle da maior
parte da populacdo de um organismo alvo (FAO, 2004; FURLONG et al, 2007; GEORGE,
2014; FAO, 2018). A resisténcia é um processo natural, sendo uma resposta genética a
evolucgéo das populacdes de uma dada espécie, transmitida aos seus descendentes, em virtude
de uma presséo de selegdo, como a aplicacdo de pesticidas. Além disso, fatores ambientais
também podem acarretar alteracdes no fenotipo e gendétipo de um individuo (CONWAY;
COMINS, 1979; CONDER; CAMPBELL, 1995).

A Food and Agriculture Organization (FAO, Estados Unidos) preconiza o teste de
imersdo de adultos (TIA) e teste de pacote de larvas (aplicado nos estagios imaturos) (TPL)
para o diagndstico fenotipico de resisténcia em carrapatos. Esses métodos permitem avaliar o
perfil fenotipico de susceptibilidade de diferentes populaces do parasito aos carrapaticidas
(KLAFKE et al., 2006). Além da analise fenotipica, o diagndstico de resisténcia pode ser
realizado por diferentes técnicas bioquimicas e moleculares (LE GALL et al., 2018).



A partir da aplicacdo dos carrapaticidas, ha a penetracdo da droga atraves da cuticula
do carrapato chegando ao interior de seus corpos. A partir disso, sofrem reacdes de
biotransformacdo alcancando seus respectivos sitios de acdo. Os mecanismos fisioldgicos
envolvidos no processo de resisténcia estdo relacionados a fatores como: a) reducdo na
penetracdo do farmaco através da cuticula do artropode; b) resisténcia por insensibilidade de
sitio de acdo (mutacdo de nucleotideo em regido codificadora de determinado gene); c)
resisténcia metabolica (aumento no nivel de enzimas encarregadas de realizar o metabolismo
de drogas, como citocromo-P450 monooxigenases - P450, glutationa S-transferases - GST e
esterases; ou uma associacao desses fatores (FFRENCH-CONSTANT et al., 2004; LI et al.,
2007). Dentre as principais classes carrapaticidas comerciais, utilizadas em produtos de
contato, destacam-se a deltametrina (piretroide sintético), amitraz (amidinico) e clorfenvinfos
(organofosforado).

Os piretréides sdo uma classe de pesticidas sintéticos, desenvolvidos com base na
estrutura das piretrinas, compostos presentes em plantas do género Chrysanthemum spp.,
componentes do inseticida natural piretro, caracterizados por apresentarem em sua
conformacdo uma fracdo acida, contendo dois carbonos quirais, uma ligacdo éster e uma
fracdo alcool, que pode conter um carbono quiral, particularidade que permite reacdes
estereoespecificas relacionadas ao seu mecanismo de acdo (CASIDA et al., 1983; ELLIOTT,
1995). S&o conhecidos por atuarem no metabolismo das P450 e esterases (enzimas) (MILLER
et al., 1999), além de agirem insensibilizando o canal de sodio, alterando a permeabilidade da
membrana ao Na*, provocando hiperexcitacdo neural e subsequente morte dos invertebrados
(VIOVERBERG et al., 1982; GUERRERO et al.,, 2001). Em carrapatos, a resisténcia a
piretroides ja foi descrita em alguns paises como Brasil, india, Colombia, México, Australia,
Iran, Uruguai e Argentina (SCHNITZERLING et al., 1989; BAGHERWAL et al., 1995;
ROMERO et al., 1997; ENAYATI et al., 2010; MENDES et al., 2011; RODRIGUEZ-VIVAS
etal., 2012; KLAFKE et al., 2017).

O amitraz, pertencentes ao grupo das formamidinas, € um po cristalino que apresenta
alta solubilidade em solventes orgéanicos, sendo instavel em pH acido e em ambientes de
elevada temperatura e luminosidade (MELO et al., 2002). Séo caracterizados por atuarem nas
esterases e GST, agindo também na insensibilizacdo do receptor de octopamina (receptor
adrenérgico), levando a uma hiperestimulacdo das sinapses octopaminérgicas, causando
tremores e convulsdo (L1 et al., 2004; JONSSON et al., 2018). A resisténcia de carrapatos ao
composto amitraz ja foi descrita por diferentes estudos (CHEN at al., 2007; CHEVILLON et
al., 2007; LOVIS et al., 2013; KLAFKE et al., 2017).

Organofosforados sdo compostos derivados do &cido fosférico, desenvolvidos para
substituirem os organoclorados, devido problemas de contaminacdo, e representam a classe de
carrapaticidas mais utilizada no Brasil (GEORGE et al., 2008). Atuam metabolicamente nas
esterases (VILARINO et al., 2003) e na inibicdo do sitio de acdo da acetilcolinesterase,
mantendo os canais de sodio abertos, provocando hiperexcitacdo e morte dos artropodes
(FUKUTO, 1990; FOIL et al., 2004). Da mesma forma que nos grupos quimicos anteriores,
ha relatos na literatura que evidenciam resisténcia de carrapatos a esse composto (ORTIZ et
al., 1995; ROMERO et al., 1997; ROSARIO et al., 1997; MENDES et al., 2011).

2.3 Pesticidas botanicos
O emprego de inseticidas botanicos na agricultura era um dos principais métodos de

controle de artrépodes até a primeira metade do século XX, sendo apontado como a primeira
geracdo de inseticidas. Entretanto, com a descoberta e desenvolvimento das classes de



pesticidas quimicos, ocorreu drastica reducdo no uso desses produtos de origem vegetal
(KHATER, 2012).

As plantas apresentam, em sua composi¢do quimica, metabdlitos primarios, compostos
por substancias essenciais a sua sobrevivéncia como proteinas, lipideos, cidos nucléicos, e 0s
metabdlitos secundarios, que ndo estdo diretamente relacionados com a manutencdo dos
processos fisiologicos e estrutura da planta, mas garantem a sua sobrevivéncia, permitindo a
interacdo com o meio no qual esta inserida, defesa quimica contra predadores e patdgenos e
respostas a estresses abidticos (SIMOES et al., 2003; LOPEZ-BUCIO et al., 2006). Dessa
forma, todas as plantas produzem metabdlitos secundérios, em maior ou menor concentracao,
que podem exibir atividades bioldgicas contra artrépodes, sendo relacionadas a acdo de
repeléncia, intoxicacdo, efeitos na regulacdo de crescimento e alteragdes no comportamento
alimentar (HANIFAH et al., 2011; KHETRAPAL; VODWAL, 2016). Como exemplo de
plantas tradicionalmente ditas como pesticidas, temos Azadirachta Indica A. Juss. (neem),
que apresenta atividade para mais de 400 espécies de artropodes-praga, Chrysanthemum
cinerariaefolium Vis. (piretrina), Nicotiana tabacum L. (nicotina), Schoenocaulon officinale
A. Grang (sabadina) e Ryania Speciosa Vahl. (Rianodina) (KOUL et al., 2003;
KHETRAPAL; VODWAL, 2016).

Os produtos vegetais podem ser utilizados na forma de extrato, 6leo essencial (OE) ou
compostos isolados (KOUL et al., 2003; KHETRAPAL; VODWAL, 2016). Os 06leos
essenciais (OEs) foram descobertos na Idade Média pelos Arabes. S&o misturas volateis, de
odor marcante, composto por uma matriz complexa, com cerca de 20 a 60 componentes, e a
concentracdo de cada substancia pode variar consideravelmente, dependendo de fatores
bidticos, como espécie vegetal, gendtipo da populacdo da planta e interagdo ecoldgica com
outros organismos (bactérias, fungos, nematoides artrépodes e outras plantas); e fatores
abioticos, como composi¢do do solo, época do ano, umidade relativa, incidéncia de radiacdo
solar entre outros. Em geral, sua obtencdo é dada pela técnica de hidrodestilagdo ou arraste a
vapor, e as substancias que predominam em OEs podem ser divididas em dois grupos, de
acordo com a sua biossintese. Um grupo composto pelos terpenos e terpendides, incluindo 0s
monoterpenos e 0s sesquiterpenos; e 0 grupo representado pelos compostos aromaticos e
alifaticos, conhecidos como fenilpropandides (BAKKALI et al., 2008).

Nos ultimos anos, tem crescido o nimero de pesquisas direcionadas a investigacao da
atividade de substancias de origem vegetal sobre carrapatos, incluido artigos de revisdo
(POHLIT et al., 2011; ADENUBI et al. 2016, 2018a, b; BENELLI et al. 2016; PAVELA et
al. 2016; ROSADO-AGUILAR at al., 2017; BENELLI; PAVELA 2018; NWANADE et al.,
2020), evidenciando a importancia etno-veterinaria, e o potencial dessas substancias para o
desenvolvimento de novos carrapaticidas.

De acordo com Kiss et al. (2012), o emprego de substancias de origem vegetal como
um produto acaricida teria, como vantagens, o custo de producdo, relativamente baixo, a
diminuicdo do processo de resisténcia, devido ao efeito sinérgico de inimeros compostos
ativos presentes nos OEs e extratos vegetais, e seu baixo poder residual, relacionado ao seu
elevado grau de biodegradacdo. Além disso, quando comparado com pesticidas quimicos, a
regulamentacéo e liberacdo de carrapaticidas botanicos, frente aos orgaos fiscalizadores, seria
menos onerosa em algumas regides do mundo (KISS et al., 2012).

Como exemplo de OEs com atividade sobre carrapatos, temos o 6leo de Lippia alba
(Mill.) que ja teve sua atividade acaricida e repelente evidenciada para larvas ndo alimentadas
e fémeas ingurgitadas de R. microplus (PEIXOTO et al., 2015; DA SILVA LIMA et al.,
2016) e ninfas ndo alimentadas de Amblyomma cajennense sensu lato (SOARES et al., 2010).
Os OEs de Eucalyptus citriodora (Hook) e Cymbopogon nardus (L.) também tiveram sua
atividade acaricida demonstrada para larvas de Amblyomma sculptum Berlese, 1888 e
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Dermacentor nitens (Neumann, 1897) (CLEMENTE et al., 2010). Nesse mesmo sentido, a
atividade do 6leo Ocotea elegans (Mez) foi evidenciada para larvas e fémeas de R. microplus,
sendo apontado o potencial da planta como composto acaricida (FIGUEIREDO et al., 2018).
Em estudo recente, de Queiroz et al. (2020) observaram a atividade do 6leo de Ricinus
communis L. sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus e constataram reducéo no processo de
oviposicdo e alteracbes morfoldgicas no sistema reprodutor.

Anélogos semi-sintéticos de compostos vegetais tém sido alvo de alguns estudos, na
tentativa de desenvolver formulacGes botanicas estaveis, seguras e biologicamente mais ativas
que o seu precursor (KIM et al., 2015). O processo de acetilacdo, em particular, substituicdo
do grupo hidroxila por um grupo acetila, confere maior seguranca a molécula, além de tornéa-
la menos toxica para o ambiente e organismos ndo-alvo (DAMASCENO et al., 2014;
ANDRE et al., 2016; ANDRE et al., 2017). Estudos evidenciaram que alguns derivados
acetilados potencializaram a acédo inseticida (SCOTTI et al., 2014), bactericida (MATHELA
et al., 2010; MYANGAR; PATEL, 2011), nematicida (ELOH et al., 2019) e acaricida
(FERRARI et al., 2008; RAMIREZ et al., 2016).

Conforme dito anteriormente, o desenvolvimento de resisténcia frente a um acaricida
botanico é mais lento devido a presenca de diferentes compostos bioativos. Nesse sentido,
surge a necessidade de investigar se 0s mecanismos envolvidos no processo de resisténcia a
carrapaticidas sintéticos podem influenciar na susceptibilidade dos carrapatos a compostos
vegetais, indicando resisténcia cruzada (KISS et al., 2012). Rosado-Aguilar et al. (2010),
investigaram a acdo de quinze extratos de plantas sobre larvas ndo alimentadas de uma
populacdo de R. microplus resistente a piretroide, amitraz e organofosforado, e observaram
mortalidade acima de 95% para seis espécies de plantas, demonstrando a auséncia de
resisténcia cruzada. Em outro estudo, foi avaliado a acdo de dois OEs de Lippia gracilis
Schauer (diferentes quimiotipos) e 0s compostos puros, timol e carvacrol, sobre larvas de R.
microplus de diferentes populacbes (uma cepa suscetivel e outra resistente a
organofosforado), sendo observado que os OEs foram mais ativos na populacdo resistente.
Com relagédo aos compostos puros, timol resultou em atividade semelhante nas duas cepas e 0
carvacrol foi mais toxico na cepa resistente (COSTA-JUNIOR et al., 2016). Por fim, Singh et
al. (2018) observaram a agdo do acaricida botanico comercial Essentria® IC-3 (10% de OE de
alecrim, 2% de OE de hortela-pimenta, 5% de geraniol) sobre dez populacdes de R. microplus
com diferentes susceptibilidades a carrapaticidas quimicos, sendo constatado um baixo nivel
de resisténcia ao composto vegetal em populacdes ja resistentes a carrapaticidas sintéticos.

2.4 Fenilpropanoides

Fenilpropanoides sdo moléculas aromaticas que apresentam como precursor o
fenilpropano (via do chiquimato), estrutura central C6-C3. Esses compostos apresentam baixo
peso molecular e ocorrem em menor frequéncia, se comparados aos terpenos, entretanto,
algumas espécies de plantas exibem esses compostos como componentes majoritarios
(BAKKALI et al., 2008), como é o caso da Cinnamomum zeylanicum Blume, Nemuaron
vieillardii (Baill.), Arisaema anurans Mart., Piper aduncum L., Pimpinella anisum L.,
Syzygium aromaticum L. (OZCAN; CHALCHAT, 2006; FRANZ; NOVAK 2009, SILVA et
al., 2009; LEBOUVIER et al., 2016; SANTOS et al., 2017; JIA et al., 2018).

Relacionados com a formacdo de diferentes metabdlitos secundarios como
flavonoides, isoflavonas, cumarinas e tocoferdis (NATELLA et al. 1999; IRITI; FAORO
2009), os fenilpropandides estdo associados a respostas a estresses bioticos e abioticos e a
defesa contra predadores e patdgenos das plantas (BALLESTER et al.,, 2006; 2013;
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CAJUSTE; LAFUENTE, 2007). Acredita-se que essa defesa esteja relacionada com
caracteristicas antioxidantes e subsequente eliminacéo de radicais livres (KORKINA, 2007).

A acdo bioldgica de fenilpropandides j& foi relatada para bactérias (KEPA et al.,
2018), fungos (SHREAZ et al. 2011), nematoides (WUYTS et al., 2006), protozoarios
(NOCITO et al.,, 2007) e insetos (CHENG et al., 2009). Para carrapatos sua acdo foi
evidenciada para diferentes estagios e espécies (Figura 2).
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Figura 2 — Exemplos de fenilpropandides descritos com atividades sobre carrapatos.

Sobre a agdo acaricida, Martinez-Velazquez et al. (2011) observaram atividade
acaricida dos 6leos essenciais de Pimenta dioica (L.) Merr. e Ocimum basilicum Linn sobre
larvas ndo alimentadas de R. microplus e atribuiram o potencial acaricida a presenca dos
fenilpropandides metil-eugenol e eugenol nos o6leos. Silva et al. (2009) avaliaram o extrato
hexanico de Piper aduncum L., contendo 94,84% de dilapiol, sobre larvas ndo alimentadas e
fémeas ingurgitadas de R. microplus e apontaram que a atividade sobre os carrapatos foi
gracas a presenca do fenilpropandide. O potencial acaricida dos OEs de Ocimum gratissimum
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L. e Ocimum urticaefolium Roth foi evidenciado para larvas ndo alimentadas de R. microplus,
sendo identificado o eugenol como componente majoritario e bioativo de ambos os 06leos
(HUE et al., 2015). Em estudo recente, Jioti et al. (2019) avaliaram a atividade dos OEs de
Syzygium aromaticum (L.) e Cinnamomum zeylanicum Blume, que continham o0s
fenilpropandides eugenol e (E)-cinamaldeido como componentes majoritarios,
respectivamente, sobre larvas ndo alimentadas de R. microplus, e observaram elevada
mortalidade.

O eugenol puro teve sua atividade acaricida e repelente evidenciada sobre R.
microplus (BROWN et al., 1998; MONTEIRO et al, 2012; ZERINGOTA et al., 2013;
FERREIRA et al., 2017), Ixodes ricinus Linnaeus 1758, (THORSELL et al., 2006; DEL
FABBRO; NAZZI, 2013), Dermacentor nitens Neumann, 1897 (MONTEIRO et al, 2012),
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Latreille, 1808) e Amblyomma sculptum Berlese, 1888
(SENRA et al., 2013b). Senra et al. (2013b) investigaram a acdo do fenilpropandide trans-
anetol sobre larvas ndo alimentadas de R. microplus e D. nitens e observaram mortalidade
superior a 90,0% a partir da concentracdo de 15 pL/mL. O (E)-cinamaldeido, fenilpropandide
comumente encontrado nas plantas do género Cinnamomum, ja teve sua atividade
evidenciada para larvas ndo alimentadas de R. microplus, A. sculptum, D. nitens, R.
sanguineus (s.I.) (SENRA et al., 2013a,b; NOVATO et al., 2015).

2.5 Sesquiterpenos

Os terpenos sdo formados pela juncdo de unidades de isopreno (CsHs), sendo
classificados em monoterpenos (C10, duas unidades), sesquiterpenos (C15, trés unidades),
diterpenos (C20, quatro unidades), sesterpenos (C25, cinco unidades), triterpenos (C30, seis
unidades) e tetraterpenos (C40, oito unidades) (MAHMOUD; CROTEAU, 2002; KIYAMA,
2017). Os sesquiterpenos sdo compostos insaturados que podem ser lineares, ramificados ou
ciclicos. Sua biossintese ocorre no citoplasma das células vegetais, através da via do
mevalonato e podem ser classificados, de acordo com sua conformacédo ciclica em: &ciclicos,
monociclicos e biciclicos (BASER; DEMIRCI, 2007).

Por possuirem estruturas quimicas diversas, 0s sesquiterpenos possuem variada
atividade bioldgica (ZHANG et al., 2017), incluindo acdo anti-inflamatéria (LEITE et al.,
2011; MARTINEZ et al., 2012), antitumoral (ZHAI et al., 2010), antimicrobiana
(KAMATOU; VILJOEN, 2010), antimalarica (MORADI-AFRAPOLI et al., 2013), inseticida
(PRIESTLEY et al., 2006) e acaricida (DINIZ, 2014; LAGE et al., 2015) (Figura 3). Devido a
sua caracteristica lipofilica, os terpenos exibem potencial citotoxico, levando a alteracGes
bioquimicas, fisioldgicas e comportamentais em artropodes (PRATES; SANTOS, 2009).

A acdo de Oleos essenciais sobre carrapatos, que apresentam sesquiterpenos como
componentes majoritarios, tem sido amplamente relatada na literatura. Lebouvier et al. (2013)
observaram a acao dos 6leos essenciais de Callitris sulcata (Parl.), Neocallitropsis pancheri
(Carr.), Araucaria columnaris Hook, cuja composicao havia predominéncia de sesquiterpeno,
e concluiram que a agéo acaricida observada para R. microplus era devida a presenca desses
terpenos. O o6leo essencial de Drimys brasiliensis Miers, contendo o sesquiterpeno
ciclocolorenona, também apresentou atividade sobre R. microplus (RIBEIRO et al. 2008). Em
adicional, foi constatada a atividade acaricida e efeito sinérgico dos sesquiterpenos presentes
no 6leo essencial de Calea serrata Less sobre R. microplus (RIBEIRO et al. 2011).

Chagas et al. (2016) evidenciaram a atividade do OE de duas espécies de planta do
género Croton, ricas com sesquiterpeno germacrene, sobre R. microplus. Nesse mesmo
sentido, Facey et al. (2005) investigaram o efeito do 6leo essencial de Hyptis verticillata Jacq,
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com predominancia de sesquiterpenos oxigenados, e observaram atividade sobre fémeas
ingurgitadas de R. microplus. Em outro estudo, foi demonstrada atividade de diferentes
extratos de Artemisia annua L, contendo lactonas sesquiterpénicas como componentes
majoritarios, sobre o carrapato dos bovinos (CHAGAS et al., 2011). Lage et al. (2015)
avaliaram efeito do dleo essencial Baccharis dracunculifolia DC e seu composto majoritario
isolado, o sesquiterpeno nerolidol, sobre R. microplus, sendo demonstrado atividade
carrapaticida do OE e do nerolidol.

Zhang et al. (2009a) observaram que o sesquiterpeno isolado isolongifolenona
apresentou atividade repelente sobre Amblyomma americanum (L.) e Ixodes scapularis Say.
Para essas mesmas especies de carrapatos, foram relatadas acdo repelente do alcool
sesquiterpénico elemol (CARROLL et al., 2010), sendo também evidenciada a acdo do (-)-
10-epi-y-eudesmol sobre A. americanum (TABANCA et al., 2013). Flor-Weiler et al. (2011)
observaram a toxidade do sesquiterpeno nootkatona sobre ninfas de A. americanum,
Dermacentor variabilis (Say), I. scapularis e R. sanguineus (s.l.), sendo observado potencial
acaricida do composto em todas as espécies testadas. Além disso, foi observada acdo
repelente, in vivo e in vitro, do nootkatona sobre A. americanum e |. scapularis, em estudos
de campo, em area endémica para doenca de Lyme (DIETRICH et al. 2006; SCHULZE et al.,
2011; JORDAN et al., 2012).

Diniz (2014) avaliou a atividade do OE de quatro quimiotipos da planta Siparuna
guianensis Aublet e do alcool sesquiterpénico a-bisabolol sobre larvas e fémeas de R.
microplus. A anélise fitoquimica dos OEs identificou a presencga do a-bisabolol em dois dleos,
justamente os que exibiram maior atividade para larvas e fémeas de R. microplus, sendo
observado que, em ambos 0s testes, 0 a-bisabolol puro resultou em maior atividade quando
comparado com os OEs.
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Figura 3 — Exemplos de sesquiterpenos descritos com atividades sobre carrapatos.
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2.6 Viabilidade econdmica dos compostos vegetais

Os ativos naturais sdo amplamente utilizados nas inddstrias farmacéuticas, cosmeéticas
e de géneros alimenticios, com um faturamento em torno de US$ 60 bilhdes por ano. Segundo
a ONU (Organizacdo das NagGes Unidas) a procura por medicamentos fitoterapicos tem
crescido exponencialmente, cerca de 7% ao ano, abrangendo trés mil espécies de plantas, o
que corresponde a 400 mil toneladas/ano (EMATER, 2020). Além disso, de acordo com
Miresmailli e Isman (2014), o segmento de biopesticidas cresce cerca de 16% ao ano, com
estimativa para 2025 de alcangar 20% do mercado.

O fenilpropanoide eugenol, por exemplo, componente majoritario do OE do cravo da
india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry), é comumente utilizado na industria de
alimentos e cosméticos (ZHANG et al., 2009b; CHATTERJEE et al., 2015) além de ter
aplicabilidade direta na area da odontologia, como componente selador em obturacGes e
produto antisséptico de higiene bucal (MAZZAFERA, 2003). Outro exemplo é o OE de
Lavandula angustifélia Mill. (lavanda), utilizado na confeccdo de produtos de higiene
pessoal, perfumes, cosméticos, paes, sorvetes, balas e chicletes, sendo o mercado do OE de
lavanda estimado em 1150 toneladas anuais (KIM; LEE, 2002).

O (E)-cinamaldeido, fenilpropanoide extraido de plantas do género Cinnamomum, é
utilizado como componente aromatizante em sorvetes, goma de mascar, bebidas, doces,
carnes processadas, medicamentos, cosméticos e perfumes. E considerado um composto de
alta viabilidade econdmica, sendo o seu uso industrial estimado entre 100-1000 toneladas por
ano (BICKERS et al., 2005; HOOTH et al., 2014). O OE de Eremanthus erythropapus (DC) é
a principal fonte de a-bisabolol, serquiterpeno com atividade anti-inflamatéria, analgésica,
antibidtica e anti-irritante, sendo amplamente utilizado nas industrias de cosméticos, farmacos
e alimentos. No Brasil, 0 mercado desse terpeno gira em torno de 120 toneladas por ano,
sendo 98% desse total exportado para a Europa (OLIVEIRA et al., 2009).

A composicdo dos OEs ¢ diretamente influenciada por fatores como época da colheita
da planta, biogeografia do local de coleta, quimiotipo da espécie vegetal, método de extracao
e alteracBes do microclima no qual a planta esta inserido (DJOUAHRI et al, 2013). De acordo
com Miresmailli e Isman (2014), grande parte dos fabricantes de pesticidas botanicos
terceirizam a obtencdo dos OEs e realizam um rastreio desses compostos de acordo com
alguns marcadores, como a quantidade de um composto-chave, previamente determinado,
para garantir qualidade ao produto, sendo importante, para fins comerciais, realizar estudos
para uma melhor compreensao dos principios ativos presentes nos OEs e métodos de extracao
para estabelecer padrdes de forma a obter um produto final uniforme. Segundo Jetter e Paine
(2004), pesticidas botanicos costumam ser mais onerosos que os sintéticos, no entanto devido
a crescente preocupacdo com o impacto ambiental e residuos nos produtos, os consumidores
estdo dispostos a arcar com esses gastos.

2.7 Seguranca clinica dos compostos vegetais

Em geral, os pesticidas botanicos sdo considerados uma alternativa segura em
comparacdo ao uso de pesticidas sintéticos, principalmente por serem compostos de baixo teor
residual. Entretanto, alguns autores acreditam que esses compostos transmitem uma imagem
de falsa seguranga, uma vez que poucos metabolitos secundarios tenham sido submetidos a
testes toxicoldgicos e que alguns compostos apresentaram efeitos nocivos para mamiferos
(SHAALAN et al., 2005; KISS et al., 2012). Madzimure et al. (2011) investigaram a atividade
acaricida do extrato aquoso Lippia javanica (Burm F.) e a sua toxidade em camundongos,

12



sendo observado que as concentragfes de 12,5, 25,0 e 37,5% foram toxicas, causando letargia
e morte de alguns animais, no entanto, essas concentracdes foram mais altas do que a
necessaria para obtencdo de um efeito acaricida efetivo (5%).

Os principais 6rgdos fiscalizadores, como o Comité de Especialistas em Aditivos
Alimentares da FAO/OMS, FDA e Conselho da Europa, estabeleceram um limiar de
seguranca clinica para utilizacdo de diferentes compostos vegetais (FEMA, 1965; Conselho
da Europa, 2000; FAO, 2011; JECFA, 2020). O (E)-cinamaldeido e a-bisabolol, objetos de
estudo do presente trabalho, foram reconhecidos como substancias geralmente seguras
("GRAS"), sendo aprovada sua utilizacdo como ingrediente aromatizante e saborizante pela
FAO/OMS, sendo ainda determinada a faixa entre 0-0,7 mg/Kg de peso corporal de (E)-
cinamaldeido e 0-0,09 mg/kg de a-bisabolol, para ingestdo diéria, sem efeito toxicologico
para humanos.

O (E)-cinamaldeido em concentragdes elevadas causa irritacdo na pele. No entanto, 0s
orgdos fiscalizadores, até 0 momento, ndo o consideram um produto que possa causar cancer
ou represente risco a saude (PUBCHEM, 2020a). Em excesso no organismo, esse composto é
excretado pela urina, na forma de &cido cinamico, metabdlico que também néo € considerado
toxico (JECFA, 2020). Esse fenilpropandide possui um total de 13.790 patentes registradas
(PUBCHEM, 2020), o que demonstra um interesse comercial e cientifico na molécula. Como
exemplo de patentes, temos a sua utilizacdo como modulador alostérico de receptor nicotinico
de acetilcolina (Registro US9926285); modulador de receptores da esfingosina, um
constituinte dos esfingolipidios (Registro US9975863); atividade antibacteriana (Registro
US2018265523) e sete registros de atividade acaricida (Registros US1355336 / US503737 /
US438131 / US2852416 / US638940 / US515309 / US3093628) (PUBCHEM, 2020a). O
(E)-cinamaldeido foi registrado como produto repelente para uso em aves na EPA (Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) e, atualmente, estd com o registro pendente
(Registro 1107/2009) como pesticida botanico no Comissdo Europeia (EU Pesticides
Database).

Com relagdo ao a-bisabolol, em excesso, ele também é excretado na urina, na forma
de acido glucurénico, ndo apresentando, até entdo, preocupacdo com relacdo a sua seguranca
clinica (FAO, 2011). Esse sesquiterpeno apresenta 1.297 patentes (PUBCHEM, 2020b), no
qgual podemos destacar sua utilizacdo como modulador heterociclico da sintese lipidica
(Registro US8871790); em tratamento e/ou cuidados com a pele e seu uso em composic¢oes
cosméticas ou farmacéuticas (Registro US9725483); em tratamento, reducdo ou prevencao de
infeccOes causadas por bactérias resistentes a medicamentos (Registro US8937062)
(PUBCHEM, 2020b). E um composto amplamente utilizado em produtos para higiene
pessoal, cosméticos, inclusive em criancas e recém-nascidos (PUBCHEM, 2020b).

2.8 Mecanismo de a¢ao dos compostos vegetais em artropodes

Sobre 0 mecanismo de agdo dos compostos vegetais em artropodes-praga, acredita-se
que devido ao seu carater hidrofébico essas substancias podem atuar mecanicamente sobre o0
parasito, através da obstrucdo dos espiraculos ou atuando nas ceras cuticulares, ocasionando
estresse hidrico e, por consequéncia, a morte do individuo (BURGESS, 2009). Outros estudos
mostram um efeito toxico no sistema nervoso de insetos tratados com oOleos essenciais,
atuando, por exemplo, na inibicdo da enzima acetilcolinesterase, no bloqueio dos canais de
cloro controlados pelo acido gama-aminobutirico (GABA), nos receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChRs), receptores de octopamina e tiramina (MILLS et al., 2004; LOPEZ;
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PASCUAL-VILLALOBOQOS, 2010; REGNAULT-ROGER et al., 2012; PAVELA; BENELLI,
2016).

Como exemplo da agdo de substéncias de origem vegetal em artropodes, temos o
monoterpeno timol agindo como potencializador dos receptores GABA em Drosophila
melanogaster (Meigen, 1830) (PRIESTLEY et al., 2003), o fenilpropanoide eugenol atuando
no sistema octopaminérgico, se ligando aos receptores de octopamina, de Periplaneta
americana (Linnaeus, 1758) (ENAN, 2005a, b) e os monoterpenos carvacrol, a-terpineol e
timol agindo nos receptores de tiramina (CAMPOS et al., 2018). Para carrapatos, a acdo de
diferentes compostos vegetais, como extratos, 0leos essenciais e compostos isolados e sua
citotoxicidade tém sido descritas para diferentes espécies e 6rgdos (ARNOSTI et al., 2011;
DENARDI, et al., 2011; SAMPIERI et al., 2012; MATOS et al., 2014; 2019; 2020; LIMA DE
SOUZA et al., 2019; KONIG et al., 2019).

Com relacdo ao sistema reprodutivo, Denardi et al. (2010; 2011) avaliaram a ac&o do
extrato de Azadirachta indica A. Juss (neem) sobre fémeas de R. sanguineus s.l e observaram
que, apesar de ndo ocorrer mortalidade nas maiores concentragcfes testadas, ocorreu inimeras
alteracdes nos o0citos dessas fémeas, afetando, principalmente, o processo de vitelogénese. O
efeito citotoxico do 6leo de andiroba (Carapa guianensis Aubl) também foi demonstrado para
fémeas semi-ingurgitadas de R. sanguineus s.I, sendo observado alteracGes estruturais
significativas nos oo6citos (VENDRAMINI, 2012). Nesse mesmo sentido, estudos
evidenciaram a acdo do Oleo essencial de Ricinus communis L. (mamona) e do extrato de
Acmella oleracea (L.) RK Jansen (jambu) sobre o sistema reprodutor masculino de
Amblyomma cajennense stricto (s.s.) e constataram alteracdes morfologicas nas glandulas
acessorias e espermatides, o que promove modificacbes no desenvolvimento e producdo dos
gametas (SAMPIERI et al., 2012; ANHOLETO et al., 2017).

O efeito citotoxico dessas substncias também foi avaliado nas glandulas salivares
desses carrapatos. Arnosti et al. (2011) constataram que o 6leo de R. communis promove uma
aceleracdo no processo de degeneracdo das células acinares de fémeas de R. sanguineus s.1,
levando a mudancas na atividade secretora desse 6rgdo, acarretando alteraces fisioldgicas de
Orgdos considerados vitais para a sobrevivéncia desse parasito. Matos et al. (2019) analisaram
a acao do monoterpeno timol nas glandulas salivares dessa mesma espécie de carrapato e
também verificaram degeneragdo dos 4cinos.

Os 06leos essenciais de A. indica e C. guianensis e o composto puro timol também
tiveram sua atividade evidenciada sobre o singanglio de R. sanguineus s.l., sendo observado
danos celulares no cortex desse 6rgao, que podem promover alteracdes nas diferentes funcdes
neurais, além de ser capaz de causar a morte do ectoparasito (ROMA et al., 2015; REMEDIO
et al., 2014; MATOS et al., 2019). Em adicional, foi observada a acdo do timol sobre o érgéo
de Gené em R. sanguineus s.1, sendo observado danos nas glandulas tubulares e acessorias,
afetando diretamente a viabilidade dos ovos (MATOS et al., 2020).

Recentemente, Cardoso et al. (2020) descreveram o potencial dos terpenos carvacrol,
timol, eucaliptol, citral e R-(-)-carvona na inibig&o da acetilcolinesterase em duas cepas de R.
microplus (uma suscetivel e outra resistente as classes de carrapaticidas quimicos), sendo o
carvacrol e o timol os compostos que promoveram maior atividade inibitoria.

Né&o existem estudos sobre a agdo de compostos de origem vegetal no metabolismo de
lipidios em carrapatos. Uma melhor compreensdo de como essas substancias atuam, pode vir
a elucidar o mecanismo de acéo desses compostos, podendo, até mesmo, caracterizar novos
sitios de acéo.
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2.9 Metabolismo dos lipideos em carrapatos

Lipidios sdo biomoléculas orgénicas, com caracteristicas hidrofobicas ou anfipaticas
que apresentam baixa solubilidade em solventes polares e elevada solubilidade em solventes
apolares. Dessa forma, os lipidios precisam se associar com proteinas especificas
(lipoproteinas) para serem transportados dentro dos fluidos bioldgicos, sendo a parte proteica
dessa proteina, denominada apoproteina. (LEHNINGER, 1984; MARECHAL et al., 2011,
NELSON; COX, 2014; KLUCK, 2018).

Devido a sua ampla variagdo molecular, essas biomoléculas podem atuar em diferentes
funcbes, como: componentes estruturais de membranas bioldgicas, substratos energéticos,
segundos mensageiros, regulacdo da temperatura corporal, sistema imunoldgico, protecao
contra dissecacdo e infeccdo por patdgenos (DAVIS, 1974; GILBERT,; CHINO, 1974,
LEHNINGER, 1984; CABRAL, 2005). Por apresentar essas funcfes variadas, os lipidios
podem ser divididos em dois grupos. O primeiro grupo compreende os lipidios complexos,
que apresentam em seu arranjo estrutural &cidos graxos, sendo ainda classificados em lipidios
complexos apolares, como os triacilglicerdis, e polares, como os fosfolipidios. Ja o segundo
grupo é caracterizado pela auséncia de &cidos graxos, tal como o colesterol (LEHNINGER,
1984).

Estudos sobre o metabolismo energético em carrapatos sdo escassos sendo, muitas
vezes, utilizadas informacgfes baseadas em estudos com insetos, trabalhando-se com a
hip6tese de um mecanismo regulatério comum entre o filo Arthropoda (SONENSHINE; ROE
2013). De acordo com Bennett e Shotwell (1972), 70% dos lipidios totais presentes na
hemolinfa de insetos correspondem a lipidios neutros e 30% fosfolipidios. Como exemplos de
lipidios neutros descritos para carrapatos temos os triacilglicerideos (TG), acidos graxos
(AG), monoacilglicerdis (MG), diacilglicerol (DG), colesterol éster (CHOE) e fosfolipidios
(ARRIETA et al., 2006; RAIA et al., 2012; ANGELO et al., 2013; GAUDENCIO, 2016;
RIBEIRO, 2018; KLUCK et al., 2018; XAVIER et al., 2019).

Segundo Canavoso et al. (2001), ao longo do processo digestivo dos insetos, 0s
lipidios complexos sdo hidrolisados, liberando &cidos graxos que, por sua vez, Serdo
absorvidos pelas células intestinais desses artropodes. No epitélio intestinal, esses acidos
graxos sdo esterificados e convertidos em diacilglicerol, triacilglicerol e fosfolipideos, de
acordo com a demanda fisioldgica do individuo (CANAVOSO et al., 2001, ARRESE et al.,
2001). Esses lipidios sdo transportados por uma lipoproteina denominada lipoforina, via
hemolinfa, para todos os 6érgdos, sendo os fosfolipidios, diacilglicerol, colesterol e
hidrocarbonetos as principais formas encontradas (ATELLA et al., 2000, ATELLA et al.,
2012; SOULAGES; WELLS, 1994b). Em menor concentracdo, a lipoforina também
transporta carotenoides, precursor do hormonio juvenil (SOULAGES; WELLS, 1994,
ATELLA etal., 2000; ATELLA et al., 2012).

De acordo com Clark e Block (1959), os insetos ndo s@o aptos a sintetizar esteroides,
dependendo exclusivamente de esteroides presentes na dieta que sdo, portanto, utilizados na
producdo de esteroides especificos, como os ecdisteroides, de acordo com a necessidade de
cada espécie. Acredita-se que o teor de lipidios das fémeas ingurgitada aumenta em torno de
22 a 63 microgramas/carrapato do contetdo total de lipidios (SONENSHINE, 1991). O
sangue do hospedeiro do carrapato apresenta, em sua composicéo, diferentes esteroides, sendo
o colesterol considerado o mais importante, uma vez que eles participam da sintese de
diversos hormonios e feroménios (CHERRY, 1976). Nesse mesmo estudo foi observada a
utilizac&o do colesterol durante o processo de postura de fémeas ingurgitadas de R. microplus,
sendo constatado que o peso dessas fémeas é proporcional ao teor de colesterol presente
(quanto maior o peso da fémea, maior a quantidade de colesterol/mg), no qual um tergo desse
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substrato é transferido para os ovos. Além disso, foi observado que o metabolismo de
mantenca demanda baixa quantidade de colesterol, ocorrendo acimulo desse substrato quando
as exigéncias metabolicas forem sanadas. Em adicional, alguns estudos tém evidenciado a
presenca de ésteres de colesterol e hidrocarbonetos na cera, sintetizada pelo 6rgdo de Gené,
que envolve os ovos com o papel de proteger contra dissecacao, predacdo e patdgenos (LEES;
BEAMENT, 1948; ATKINSON; BINNINGTON, 1973).

O corpo gorduroso, analogo ao figado e tecido adiposo dos mamiferos, é o 6rgéo onde
ficam estocados a maioria dos lipidios em artrépodes, sendo responsavel por uma série de
fungbes como: sintese de algumas proteinas presentes na hemolinfa, armazenamento de
aminoacidos, detoxificacdo do metabolismo nitrogenado, producdo de peptideos
antimicrobianos e armazenamento e metabolizacdo de produtos toxicos. E considerado o
principal 6rgdo do metabolismo energético de insetos e carrapatos, sendo que mais de 90%
dos lipidios armazenados estdo sob a forma do triacilglicerol (ARRESE; WELLS, 1997,
CHAPMAN, 1998; CANAVOSO et al., 2001; COHEN, 2009; LIPOVSEK et al., 2011
ANGELDO et al., 2013).

Nos carrapatos, o corpo gorduroso estd presente em todos o0s estagios de
desenvolvimento (larva, ninfa, adultos) e é formado apenas por um tipo celular, os trofdcitos,
sendo descrita, ocasionalmente, a existéncia de nefrécitos adjacentes aos corddes dos
trofécitos (DENARDI et al., 2008; SONENSHINE; ROE, 2013) (Figura 4). Apontado como
tecido de preenchimento, esse orgao pode ser classificado de acordo com a sua localizacéo,
em duas formas: corpo gorduroso parietal (revestimento da parede interna do tegumento) e
corpo gorduroso perivisceral (ao redor dos 6rgdos) (DENARDI et al., 2008).

Figura 4. Representacdo esquematica das celulas do corpo gorduroso de fémeas semi
ingurgitadas de Amblyomma cajennense sensu lato. trR = trofécito tipo R; trC = trofdcito tipo
C; n=ndcleo (DENARDI et al., 2008).
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O corpo gorduroso dos carrapatos € menos evoluido quando comparado com o dos
insetos, principalmente no que se diz respeito ao processo de armazenamento de lipidios,
entretanto, sdo altamente ativos apos a alimentacdo e fecundacédo, exercendo papel essencial
na fase reprodutiva devido a sintese de vitelogenina (Vg) e ecdisterdides (SONENSHINE;
ROE, 2013). A Vg é uma proteina carreadora do grupo heme, produzida, principalmente, pelo
corpo gorduroso e células intestinais, podendo, ainda, ser sintetizada, em menor quantidade,
nos ovarios de algumas espécies de carrapatos apds periodo de ingurgitamento, sendo
secretada para a hemolinfa, quando sera transportada e incorporada nos ovos como vitelina
(Vt) (CHINZEI; YANO, 1985; DENARDI et al., 2008; SONENSHINE; ROE, 2013). O
grupamento heme carreado pela Vg é originario da degradacdo da hemoglobina advinda do
hospedeiro (GUDDERRA et al. 2002).

Durante o processo de hematofagia dos carrapatos, uma série de eventos bioquimicos
sdo desencadeados. Ha um aumento na producdo de ecdisteroides (esteroides poliidroxilados),
sendo o peso da fémea durante o processo de alimentacdo um fator estimulador para liberagéo
deste hormdnio na hemolinfa, que leva ao inicio da degeneracdo das glandulas salivares, ainda
no processo de repasto sanguineo (HARRIS; KAUFMAN, 1984, 1985; KAUFMAN, 1991;
FRIESEN; KAUFMAN, 2009). Apos término do ingurgitamento, as fémeas se desprendem
do animal, o processo de autélise das glandulas salivares se intensifica, juntamente com o
aumento da concentracdo de ecdisterdides na hemolinfa, estimulando a sintese da proteina
Vg, principal fonte energética do embrido (LOMAS; KAUFMAN, 1992). Esse estimulo da
producdo da Vg por ecdisterdides foi relatado para ixodideos e argasideos (FRIESEN;
KAUFMAN, 2002, 2004; HORIGANE et al., 2007; SONENSHINE; ROE, 2013), sendo a
ecdisona (20-hidroxiecdisona) o ecdisterdide indicado como o responsavel pelo inicio da
sintese proteica (NEESE et al., 2000; THOMPSON et al., 2005, 2007; ROE et al., 2008;
SONENSHINE; ROE, 2013).

No processo de ingurgitamento, hd ainda a producdo da enzima glicogéniosintase
quinase-3 (GSK-3), que apresenta acdo inibitéria na enzima glicogénio sintase (GS), sendo
importante na embriogénese (EMBI et al., 1980). A GS promove a transformacdo da uracila
difosfato-glicose (UDP-glicose) em uracila difosfato (UDP), fazendo com que 0 excesso de
glicose seja armazenado na forma de glicogénio. Dessa forma, com a GSK-3 ativa
(subsequente inativacdo da GS), ha disponibilidade de glicose para ser utilizada no
metabolismo embrionario (CROSS et al., 1995). Nos ovos dos carrapatos também se encontra
a glicolipoproteina BYC (Boophilus Yolk pro-Cathepsin), sintetizada no corpo gorduroso e
captada pelo ovocito em desenvolvimento, que age na degradacdo da Vt (LOGULLO et al.,
1998).

Durante o processo de vitelogénese, processo que compreende a producdo de Vg e
posterior incorporacao pelos oocitos, a Vg sofre modificagdes estruturais como glicosilagéo,
fosforilagdo e sulfatacdo, sendo, portanto, denominada de Vt (ENGELMANN, 1990;
BOLDBAATAR et al., 2008). Segundo ROSELL e COONS (1991b), o que difere a Vg da Vt
é o percentual de lipidios totais, incluindo lipidios neutros e fosfolipidios, ligados as
proteinas. Acredita-se que a Vt seja a responsavel pela coloracdo marrom escura dos ovos
(devido & presenca do heme) e que corresponda a 90% das proteinas totais do vitelo
(ROSELL; COONS, 1991a). No decorrer do desenvolvimento embrionario, grande parte dos
lipidios presentes nos ovos sdo consumidos durante o processo de oviposicao, sendo o teor de
triacilglicerdis, ésteres de colesterol e diacilglicerol os que exibem maiores baixas (IWUALA
etal., 1979; GUIZZO et al., 2012).

Alguns estudos tém evidenciado o perfil lipidico dos ovos em diferentes espécies de
carrapatos. Maroun e Kamel (1973), avaliaram a composi¢cdo dos ovos de Dermacentor
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andersoni (Stiles, 1908) e verificaram a ocorréncia de diferentes acidos graxos, como acido
palmitico, estearico, oleico e linoleico. Para a mesma espécie de carrapato, foram ainda
identificados diferentes fosfolipidios como a fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina,
esfingomielina, lisofosfatidilcolina, fosfatidilinositol, difosfatidilglicerol e acido fosfatidico
(HUSSEIN E KAMAL, 1977). Em outro estudo, envolvendo a andlise dos ovos de
Rhipicephalus decoloratus (Koch, 1844), foi observado em sua composicdo fosfolipidios,
acidos graxos livres, monoglicerideos, diglicerideos, triglicerideos, ésteres de colesterol e
colesterol (IWUALA et al., 1981). Para R. microplus foram identificados nos ovos, lipidios
neutros como colesterol esterificado, trigliceridios, acidos graxos, colesterol livre,
diacilglicerol, hidrocarbonetos e os fosfolipidios fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina,
fosfatidilinusitol, esfingomielina e acido fosfatidico (RAIA, 2012; GAUDENCIO, 2016).

Em um estudo recente, Kluck et al. (2018) observaram o transporte e o metabolismo
de lipidios de fémeas ingurgitadas R. microplus, durante o processo de postura, a partir da
introducdo de um é&cido graxo (4cido palmitico radioativo [®H]) na hemocele desses
ectoparasitos, sendo a rota desse lipidio analisado no corpo gorduroso, intestino, ovério e
orgdo de Gené, juntamente com a observacdo da conversdo de lipidios simples em lipidios
complexos, de forma a identificar as classes lipidicas utilizadas em cada érgdo ao longo da
oviposicdo. Depois da injecdo do acido graxo, os autores observaram gqueda na radioatividade
da hemolinfa durante os diferentes tempos observados, ao passo que foi aumentando a
incorporacdo do lipidio nos demais 6rgdos, sendo o corpo gorduroso e 0 ovario 0s Orgaos
metabolicamente mais ativos.

Com relacdo a conversdao do acido graxo em lipidios complexos, no decorrer da
postura, foi observado que o corpo gorduroso foi o érgdo que promoveu maior transformacéo
de &cido graxo em fosfolipidios, triacilglicerol, monoacilglicerol, sendo o ovario o segundo
6rgdo de importancia na conversdo das mesmas classes lipidicas. Ja em relacdo ao
diacilglicerol, o seu &pice de conversdo ocorreu no mesmo momento (quinto dia de
oviposicdo) no ovario, intestino e corpo gorduroso (KLUCK et al., 2018). A metabolizacdo do
acido graxo em colesterol esterificado foi intensificada no ovario, reforcando a ideia de
estocagem desse esteroide para formacéao dos ovos e sintese de ecdisterdides. Sobre o perfil de
acido graxo encontrado nos 6rgaos, verificou-se baixa concentracdo desse lipidio no intestino,
corpo gorduroso e ovario, 0 que ja era esperado, uma vez que, nesses 0rgaos, os acidos graxos
disponiveis sdo convertidos em lipidios mais complexos, sendo observada maior concentracao
no 6rgdo de Gené (KLUCK et al., 2018). A cera produzida por este érgdo é caracterizada por
apresentar, em sua constituicdo, principalmente, hidrocarbonetos de cadeia longa, acidos
graxos e glicerofosfolipidos (BOOTH, 1992; XAVIER et al., 2019).

Com o intuido de melhor compreender o metabolismo energético de carrapatos e sua
relacdo frente agente bioldgicos com potencial para controle de carrapatos, Angelo et al.
(2013) investigaram alteragbes no metabolismo lipidico do corpo gorduroso de fémeas
ingurgitadas de R. microplus frente infecgdo pelos fungos entomopatogénicos Metarhizium
anisopliae sensu lato (s.l.) e Beauveria sensu lato (s.l.). Nesse estudo, os autores observaram
que o teor de colesterol livre aumentou apds 24h de infeccdo nos dois tratamentos, sendo que
no tratamento com M. anisopliae, apds 48h de infec¢do, ocorreu um aumento no colesterol-
éster e triacilglicerol e reducdo na quantidade de colesterol livre. Gaudéncio (2016), por sua
vez, avaliou a acdo do acaricida fluazuron, regulador de crescimento que inibe a incorporagédo
de quitina na cuticula dos carrapatos, no perfil dos lipidios neutros da cuticula, corpo
gorduroso e postura de fémeas de R. microplus e ndo observou diferenca estatistica em
nenhuma das classes lipidicas nas diferentes variaveis.
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CAPITULO |

ATIVIDADE ACARICIDA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Cinnamomum
Zeylanicum (CANELA) E Eremanthus Erythropappus (CANDEIA),
COMPOSTOS MAJORITARIOS E ACETATO DE CINAMILA SOBRE
Rhipicephalus microplus.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo caracterizar quimicamente os 6leos essenciais (OEs) de
Cinnamomum zeylanicum (canela) e Eremanthus erythropappus (candeia) e avaliar e
comparar a atividade carrapaticida dos 6leos essenciais, juntamente com 0s seus compostos
majoritarios e do derivado acetado de cinamila, sobre larvas ndo alimentadas e fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Os constituintes dos 6leos essenciais foram
identificados por cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG/EM). O derivado
acetilado foi obtido por meio de uma reacdo contendo anidro aceético e piridina. O produto foi
confirmado por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (1D), e carbono-13 (RMN
13C 125 MHz). Para avaliacdo do teste sobre larvas nao alimentadas foi realizado o teste de
pacote de larvas com concentragdes entre 0,31 a 10,0 mg/mL. Para fémeas ingurgitadas foi
realizado o teste de imersdo nas concentrac@es de 2,5 a 60,0 mg/mL. O (E)-cinamaldeido foi
identificado como composto majoritario do OE de C. zeylanicum, com 86,93 %. Para o OE de
E. erythropappus o a-bisabolol foi identificado como principal composto (78,41%). Os OEs
resultaram em mortalidade superior a 90%, para larvas, a partir da concentracdo de 2.0
mg/mL. Para esse mesmo estagio, foi observada uma mortalidade de 100% para o (E)-
cinamaldeido, a-bisabolol e acetato de cinamila nas concentracées de 5,0, 10,0 e 10,0 mg/mL
respectivamente. Para fémeas ingurgitadas foi observado percentual de controle superior a
95% para 0 OE de canela, o (E)-cinamaldeido, OE de candeia e o a-bisabolol nas
concentragdes de 20,0, 20,0, 60,0, 20,0 mg/mL respectivamente; enquanto o acetato de
cinamila apresentou baixa atividade, com percentual de controle de 36,2% na sua maior
concentracdo (60,0 mg/mL). Estes resultados demonstram o potencial acaricida desses
compostos sobre R. microplus.

Palavras-Chave: Carrapatos dos bovinos, canela, candeia, (E)-cinamaldeido, (o))-bisabolol
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ABSTRACT

The aim of this study was to chemically characterize the essential oils (EOs) of Cinnamomum
zeylanicum (cinnamon) and Eremanthus erythropappus (candeia) and evaluate acaricidal
activity of EOs, together with their major compounds and the cinnamyl acetate derivative, on
unfed larvae and engorged females of Rhipicephalus microplus. EOs compounds were
identified through gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC/MS) and flame
ionization detection (GC/FID). The acetylated derivative (cinnamyl acetate) was obtained
through a reaction between acetic anhydrous and pyridine. The product was confirmed by
Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance (1H NMR 500 MHz) and carbon-13 (13C NMR 125
MHz). The Larval Packet Test (LPT) at concentrations ranging from 0.31 to 10.0 mg/mL and
Adult Immersion Test (AIT) at concentrations ranging from 2.5 to 60.0 mg/mL, were
performed. (E)-cinnamaldehyde was the major compound in the C. zeylanicum (86.93%) EO,
whereas o-bisabolol was the main compound in the E. erythropappus (78.41%) EO. In LPT,
these EOs result in larval mortality rate higher than 90% from the concentration 2.0 mg/mL,
while (E)-cinnamaldehyde, a-bisabolol and cinnamyl acetate resulted in 100% larval
mortality rate in the concentrations of 5.0, 10.0 and 10.0 mg/mL, respectively. In AIT, the
percent control greater than 95% was observed for cinnamon EO, (E)-cinnamaldehyde,
candeia EO and o-bisabolol at concentrations of 20.0, 20.0, 60.0 and 20.0 mg/mL
respectively; while cinnamyl acetate showed low activity, with a percent control of 36.2% in
the highest concentration (60.0 mg/mL). We can conclude that EOs of cinnamon and candeia
and major compounds showed high acaricidal activity, while the acetylated derivative of (E)-
cinamaldehyde showed low activity.

Keywords — Cattle tick, cinnamon, candeia, (E)-cinnamaldehyde, a-bisabolol
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888), conhecido como carrapato dos bovinos,
pode causar diversos prejuizos, tanto na pecudria leiteira, quanto na criacdo de gado de corte;
sendo considerados uma limitacdo para o sucesso produtivo na pecuéria bovina (LABRUNA,;
MACHADO, 2006; FURLONG et al., 2007). Somente no Brasil, 0s prejuizos causados por
esse ectoparasito podem chegar a 3,24 bilhdes de dolares anuais (GRISI et al. 2014), enquanto
no mundo, sdo estimados prejuizos anuais entre 22 a 30 bilhdes de dolares (LEW-TABOR,;
RODRIGUEZ VALLE, 2016).

A utilizacdo de carrapaticidas sintéticos € o método predominante de controle de
carrapatos, devido a sua acao relativamente rapida, econémica, e de facil disponibilidade no
mercado (ABBAS et al., 2014). Contudo, o uso continuo pode gerar alguns problemas como
contaminacdo do ambiente, intoxicacdo de animais, morte de organismos nao-alvo, residuos
no leite e carne, além do desenvolvimento de populagdes resistentes (SONENSHINE, 1993;
KOUL et al., 2008, MENDES et al., 2013, KUMAR et al., 2019). Tais aspectos tem motivado
a busca por desenvolvimento de novas tecnologias de controle de carrapatos (ADENUBI et al,
2018).

Nesse sentido, estudos com oOleos essenciais (OEs), obtidos de plantas aromaticas,
podem mitigar o uso de produtos sintéticos no controle de carrapatos, apresentando-se como
uma opcdo ecoldgica e sustentavel (Eco-friendly). A obtencdo a partir de recursos renovaveis,
o retardo na selecdo de individuos resistentes, por apresentarem uma mistura complexa de
compostos e 0 menor risco de contaminacdo para 0 ambiente e animais, devido a baixa
toxicidade para mamiferos e alta biodegradabilidade, sdo alguns dos aspectos favoraveis para
0 uso de OEs (BORGES, 2011; CATTO, 2013; CHAGAS et al., 2014). Entre as plantas que
possuem OEs com potencial para controle de carrapatos, podemos citar espécies das familias
Asteracea e Lauraceae.

Cinnamomum zeylanicum Blume (Canela) (sinonimia - Cinnamomum verum) é uma
planta da familia Lauraceae, cujo OE ja teve sua atividade biolégica demonstrada sobre
bactérias (CHAO et al., 2000; DUSAN et al., 2006; SHAHVERDI et al., 2007; MISHRA et
al., 2008), fungos (RANASINGHE et al., 2002; CARMO et al., 2008), insetos (YANG et al.,
2005) e carrapatos (MONTEIRO et al., 2017; JYOTI et al., 2019). O principal constituinte do
6leo essencial da casca de C. zeylanicum é o (E)-cinamaldeido, um fenilpropandide que
também ja teve sua atividade demonstrada para bactérias, insetos e carrapatos (ALI et al.,
2005; LEE et al., 2008; SHEN et al., 2012; SENRA et al., 2013a,b; NOVATO et al., 2015).

Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish (Candeia) (sinonimia - Vanillosmopsis
erythropappa), espécie arborea nativa do Brasil, € uma planta da familia Asteracea. Seu OE
apresenta atividade bioldgica para fungos (HILLEN, et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2015) e
até onde sabemos, ndo héa relatos da atividade carrapaticida. O OE E. erythropappus é a
principal fonte do a-bisabolol, sesquiterpeno que ja teve sua atividade evidenciada para
diferentes bactérias (SOUSA et al., 2008; KAMATOU; VILJOEN 2010) e também, atividade
anti-inflamatéria (LEITE et al., 2008, VILA et al., 2010) e anticancerigena (KAMATOU;
VILJOEN 2010).

Estudos com a realizacdo de modificagdes estruturais em substancias extraidas de OE,
atraveés da alteracdo de grupos funcionais, tém sido realizados no intuito de potencializar a
atividade biologica ou aumentar a biosseguranca dessas substancias (KIM et al., 2015). Entre
as possiveis modificacdes, encontra-se o processo de acetilacdo, com a introducdo de um
grupo acetato. O processo de acetilagdo, substituindo o grupo hidroxila (-OH) pelo grupo
acetato, confere a molécula maior permeabilidade cuticular, o que facilita a absor¢édo no
artropode (LANUSSE; PRICHARD, 1993), além de apresentar menor toxidade para
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mamiferos (ANDRE et al. 2016; 2017), tornando sua utilizagdo como acaricida mais seguro
para o animal e para o ambiente. Em alguns estudos também foi demonstrado que o processo
de acetilacdo pode aumentar a atividade dessas substancias sobre bactérias, insetos e
carrapatos (JACK et al., 2006; MATHELA et al., 2010; SCOTTI et al., 2014, RAMIREZ et
al., 2016).

O objetivo do presente estudo foi realizar a caracterizacdo quimica e avaliar a
atividade carrapaticida dos 6leos essenciais do caule de E. erythropappus, e da casca de C.
zeylanicum, bem como, dos seus compostos majoritarios e do derivado acetilado do (E)-
cinamaldeido (=acetato de cinamila), sobre larvas ndo alimentadas e fémeas ingurgitadas de
R. microplus.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Origem das substancias

O OE de E. erythropappus (Candeia) foi gentilmente fornecido pela empresa Atina -
Ativos Natural - Ltda (Pouso Alegre, Minas Gerais - MG) que obtém o 6leo por destilacdo a
vapor do caule das espécies vegetais cultivadas em Minas Gerais. J& 0 OE de C. zeylanicum
(Canela) foi adquirido comercialmente da empresa Laszlo® (Belo Horizonte - MG). Este 6leo
é originario do Sri Lanka e obtido por destilacdo a vapor da casca de C. zeylanicum. O a-
bisabolol foi fornecido pela Citréleo Industria e Comércio LTDA (Torrinha, Sdo Paulo,
Brasil) (95% de pureza), enquanto o (E)-cinnamaldeido e &lcool cinamilico (usado para a
producdo de acetato de cinamila) (Figura 1) foram comprados da Sigma-Aldrich (98% de
pureza).

A C
= O\ﬂ/

Figura 1 — Estrutura quimica do (E)-cinamaldeido (A), alcool cinamilico (B) e acetato de
cinamila (C).
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2.2 Anélises quimicas dos 6leos essenciais

Os 0leos essenciais foram submetidos a anélise qualitativa da composigdo quimica em
cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massa (CG/EM), equipamento Shimadzu
modelo GC-2010 (quadrupolo), com impacto de elétrons a 70 eV, coluna RTX-5MS
metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Restek), modo de injecdo com divisdo de
fluxo 1:100, gés carreador hélio com fluxo 1,00 mL.min™%, temperatura do injetor 250 °C,
temperatura da linha de transferéncia de 250 °C e fonte de ions a 230 °C. Programacéo do
forno cromatogréfico: temperatura inicial de 70 °C, com rampa de aquecimento de 4 °C.min
! até 180 °C e acréscimo de 10 °C/min até 250 °C ao término da corrida (34,5 min).

A andlise quantitativa da composicéo quimica dos 6leos foi realizada em cromatdgrafo
a gas acoplado a detector de ionizacdo por chama (CG/DIC), instrumento Shimadzu
modelo CG-2010 Plus, com coluna RTX-5 metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm),
modo de injecdo com divisdo de fluxo 1:30, gas carreador nitrogénio com fluxo 1,0 mL.min%,
temperatura do injetor 250°C, temperatura do detector de 280°C. A programagdo do forno
cromatografico foi similar a usada na analise realizada em CG/EM.

O percentual dos constituintes foi calculado através da area de integral de seus
respectivos picos, relacionadas com a area total de todos os constituintes da amostra. Os
diversos constituintes do 6leo essencial foram identificados através da comparacédo visual de
seus espectros de massas com aqueles existentes na literatura (ADAMS, 2009), espectros
fornecidos pelo banco de dados (NIST08) do equipamento e pela comparacao dos indices de
retencdo disponiveis na literatura (ADAMS, 2009; EL-SAYED, 2018). Uma solu¢do padrao
de n-alcanos (C7-C30) foi injetada nas mesmas condicGes cromatograficas da amostra, e foi
utilizada para obter os indices de retencdo conforme descrito por Van Den Dool e Kratz
(1963).

2.3 Preparagéo do derivado acetilado

No presente estudo o (E)-cinamaldeido apresentou maior atividade do que o a-
bisabolol, por isso, utilizamos apenas esse fenilpropanoide para producdo de um derivado
acetilado (acetato de cinamila). O processo de acetilacdo do (E)-cinamaldeido foi realizado de
acordo com Oliveira et al., (1999), no Laboratério de Produtos Naturais da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Para realizagdo desse processo, foi utilizado o
alcool cinamilico. Em um baldo com capacidade de 25 mL, foi adicionado o alcool cinamilico
(4,44 g), o anidrido acético (8,88 mL) e piridina (6,66 mL). Os reagentes foram colocados
sobre agitacdo com o auxilio deu um agitador magnético e placa agitadora, durante 24 horas.
Ao produto da reacdo foi adicionado cloroférmio e a solucéo residual foi lavada com solugéo
de &cido cloridrico (10%) até que todo a piridina fosse retirada do sistema através da
formagéo do sal soluvel.

2.4 Confirmacao do produto acetilado

Para confirmagdo do produto, foi realizada analise com espectros de Ressonancia
Magnética Nuclear (1D), sendo obtidos em espectrémetro Bruker AVANCE Il 11,5 T (500
MHz para H e 125 MHz para 3C), central analitica IQ-UFRRJ. Como padrdo interno para
referéncia de deslocamento quimico foi usado tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos
quimicos (8) foram obtidos em partes por milhdo (ppm) ¢ as constantes de acoplamento (J)
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em Hertz (Hz). Para as analises de RMN foi utilizado solvente cloroférmio deuterado
(CDCls).

2.5 Origem dos carrapatos

Os carrapatos foram coletados de bovinos, naturalmente infestados, cedidos pelo
Laboratorio de Parasitologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa
Gado de Leite, localizada em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

2.6 Teste de pacote de larvas (TPL)

Nos testes de larvas ndo alimentadas, os OEs e os compostos puros, foram diluidos em
etanol 70% (agua-etanol v/v), enquanto o a-bisabolol foi diluido em etanol 50% (&gua-etanol
v/v). Foram utilizadas as concentra¢gdes de 0,31, 0,62, 1,25, 2,0, 2,5, 5,0 mg/mL, sendo
acrescida a concentracao de 10,0 mg/mL nos testes realizados com o acetato de cinamila e a-
bisabolol.

Para avaliagéo da atividade dos OEs e compostos puros foi utilizado o teste de pacote
de larvas proposto por Stone e Haydock (1962) e adaptado por Monteiro et al. (2012).
Aproximadamente 100 larvas ndo alimentadas foram adicionadas no centro de papel de filtro
(6 x 6 cm), que em seguida, foi dobrado ao meio e vedado nas extremidades com clipes. Na
sequéncia, cada lado do papel filtro foi umedecido com 90 uL das solugdes teste, totalizando
180 pL. Também foram formados trés grupos controles (etanol 50%, etanol 70%, agua
destilada), e para cada grupo foram feitas 10 repetices.

Os pacotes foram armazenados em estufa climatizada a 27°C e UR>80% por 24 horas,
e apods esta etapa, foi feita a quantificacdo de larvas mortas e vivas.

2.7 Teste de imersao de adultos (T1A)

Nos testes com fémeas, foi utilizado Dimetilsufoxido (DMSO) 3% (agua-DMSO v/v)
como solvente. Foi utilizada a metodologia proposta por Drummond et al. (1973), no qual
grupos com 10 fémeas ingurgitadas (cada fémea = 1 unidade experimental), com pesos
homogéneos (p>0,05), foram imersos por cinco minutos nas concentragdes de 2,5, 5,0, 10,0,
20,0, 40,0, 60,0 mg/mL (10 por concentracdo). Além desses tratamentos, foram realizados
dois grupos controles (DMSO 3% e agua destilada). Ap6s a imersdo, cada fémea foi pesada
individualmente e acondicionada em placa de Petri (6x6 cm), individuais, para realizacdo de
ovipostura, os grupos foram mantidos em cémara climatizada, nas condigdes citadas
anteriormente, para realizacdo da ovipostura. Ap6s quinze dias, cada postura foi pesada,
colocada em uma seringa indivual, com a extremidade distal cortada, sendo fechada com
algodao hidrdfilo e levada a caméra climatizada, nas mesmas condices citadas anteriormente,
por quinze dias. Apos essa estapa, foi realizada a leitura do percentual de ecloséo das larvas.

Foram avaliados o peso da fémea antes da postura (mg), peso da postura (mg) e o
percentual de eclosdo das larvas (%). Esses valores foram utilizados para avaliagdo do
percentual de controle (DRUMMOND et al., 1973).
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2.8 Andlise estatistica

As anélises estatisticas utilizadas nos dois testes foram realizadas no programa Biostat
5.0 (AYRES et al., 2007). Os tratamentos foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Para dados distribuidos de forma ndo normal, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Student-Newman-Keuls. Para o
calculo da concentragdo letal 50 (CLso), a anélise Probit foi realizada no software R-Studio
(versdo 1.2.5001 - 2019).

3 RESULTADOS
3.1 Composicao quimica
No Oleo essencial da casca de C. zeylanicum foi observado predominéancia de
fenilpropandides (94,06%), entre eles, o composto majoritario foi o (E)-cinamaldeido (86,93
%). Na analise quimica do 6leo essencial do caule de E. erythropappus, foram identificados

sesquiterpenos oxigenados (82,19%), hidrocarbonetos sesquiterpénicos (13,17%), e o
sesquiterpeno a-bisabolol foi 0 composto majoritario (78,41%) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composigdo quimica, indice de retencdo calculado (IRc), indice de retencéo obtido
da literatura (IRLit) (ADAMS, 2007), percentagens dos componentes identificados e das
classes (%) no 6leo essencial da casca de Cinnamomum zeylanicum e do caule de Eremanthus

erythropappus.
Componentes Cinnam_omum Eremanthus erythropappus
zeylanicum

IRc  IRurT (%) IRc IRLIT (%)
Aldeido aromético 3,71 - - -
Benzaldeido 966 960 3,71 - - -
Fenilpropandides 94,06 - - -
(E)-Cinamaldeido 1280 1270 86,93 - - -
(E)-0-Metdxi cinamaldeido 1537 1528 7,13 - - -
Acido graxo saturado - - - 1,10
Acido isovalérico - - - 849 835 1,10
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 13,17
y-curcumeno - - - 1483 1482 0,61
S-selineno - - - 1486 1490 0,25
a-selineno - - - 1496 1498 0,27
(2)-a-bisaboleno - - - 1505 1504 3,36
S- bisaboleno - - - 1513 1505 1,86
(E)-y-bisaboleno - - - 1517 1531 0,95
(E)-a-bisaboleno - - - 1547 1547 5,87
Sesquiterpenos oxigenados 82,19
2, (7Z)-bisaboladien-4-ol - - - 1627 1619 0,29
Oxido de a-bisabolol B - - - 1664 1658 1,72
(E)-bisabol-11-ol - - - 1675 1668 1,77
a-bisabolol - - - 1700 1685 78,41
Total Identificado 97,77 96,46

3.2 Confirmacéao da acetilagao

Os espectros de Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN!H) e de
carbono-13 (RMN*C), para confirmacio do produto acetilado, estdo representados na figura
2. O produto final foi pesado, apresentando massa de 5,25 g com rendimento de 90%.
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Figura 2 - Espectro de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN H e RMN 3C) para
confirmacéo do acetato de cinamila.

3.3 Teste pacote de larvas

O 6leo essencial da casca de C. zeylanicum resultou em mortalidade de 64% na
concentracdo de 1,25 mg/mL, com diferenca (p<0,05) em relacdo ao grupo controle (0,0%). A
mortalidade foi superior a 95% a partir da concentracdo 2,0 mg/mL, chegando a 100% na
concentracdo de 2,5 mg/mL (Tabela 2). O (E)-cinamaldeido resultou em mortalidade de
larvas com diferencas (p<0,05) em relagdo ao grupo controle, a partir da concentracdo de 1,25
mg/mL (29,2%). Foi observado mortalidade superior a 95% a partir da concentracdo de 2,5
mg/mL, e somente a maior concentracdo (5,0 mg/mL) ocorreu mortalidade de 100% das
larvas. Com relacdo ao derivado acetilado do (E)-cinamaldeido, a concentracdo de 2,0 mg/mL
resultou em mortalidade de 44% das larvas, com diferengas em relagdo ao grupo controle
(p<0,05). Nas maiores concentracfes (5,0 e 10,0 mg/mL), a mortalidade foi de 99 e 100%
(Tabela 2).

O OE de E. erythropappus ocasionou mortalidade de larvas ndo alimentadas de R.
microplus acima de 90% a partir da concentragdo de 2,0 mg/mL, chegando a 100% na
concentracdo de 2,5 mg/mL, com diferencas (p<0,05) em relacdo ao controle (0,0%). O a-
bisabolol na concentracdo de 2,0 mg/mL resultou em mortalidade de 32,1%, com diferencas
(p<0,05) em relagdo ao controle. Mortalidade superior a 95% foi observada a partir da
concentragdo 5,0 mg/mL, com mortalidade de 96,7%, chegando a 100% na concentragédo de
10,0 mg/mL (Tabela 2).
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Tabela 2 — Mortalidade média de larvas ndo alimentadas de Rhipicephalus microplus
tratadas com diferentes concentracdes de Cinnamomum zeylanicum, (E)-cinamaldeido,
acetato de cinamila, Eremanthus erythropappus e a-bisabolol em condic¢Bes de laboratorio
(27£1°C e UR 80+10%) (Média £ desvio padréo).

Tratamentos Cinnamf)mum (E)-cinamaldeido A(?etato' de Eremanthus a-bisabolol
zeylanicum cinamila erythropappus

Controle - H,0 0,0240,0 0,040,0 0,0°0,0 0,020,0 0,0240,0
Controle -Solvente* 0,0%40,0 0,0%+0,0 0,0°+0,0 0,0%40,0 0,0%40,0
0,31 mg/mL 0,0°40,0 0,0°+0,0 0,0°0,0 0,0+0,0 0,0°40,0
0,62 mg/mL 21,0%44,5 15,9%+18,9 0,0°0,0 0,040,0 0,0240,0
1,25 mg/mL 64,0°+6,4 29,2047 2 6,0°+8,9 4,0°+4,66 0,0%0,0
2,00 mg/mL 99,0°+2,9 63,7°6,2 44,0"422,9  92,6°46,31  321%+253
2,50 mg/mL 100,0°+0,0 95,3%+3 4 47,0°+11,3  100,0°#0,0  80,4%+13 1
5,00 mg/mL 100,0°+0,0 100,0%+0,0 99,0°+2,8 100,0°+0,0 96,7945,2
10,00 mg/mL 100,0°40,0 100,0%+0,0

Letras diferentes na mesma coluna significam diferencas significativas no nivel de 5%.

*Controle Cinnamomum zeylanicum, Eremanthus erythropappus, (E)-cinamaldeido e Acetato de cinamila =
etanol 70%.

*Controle a-bisabolol = etanol 50%

... — Concentra¢do ndo testada.

Os valores de CLso para C. zeylanicum, (E)-cinamaldeido, acetato de cinamila, E.
erythropappus e a-bisabolol sobre larvas de R. microplus foram de 0,94, 1,38, 2,31, 1,61, 2,20
mg/mL, respectivamente, ocorrendo sobreposi¢do de intervalo de confianca entre (E)-
cinamaldeido e E. erythropappus e entre acetato de cinamila e a-bisabolol (Tabela 3).

Tabela 3 — Concentracdo letal (CLso) de Cinnamomum zeylanicum, (E)-cinamaldeido, acetato
de cinamila, Eremanthus erythropappus e a-bisabolol sobre larvas ndo alimentadas de
Rhipicephalus microplus.

Tratamentos CLso IC Valor de p
Cinnamomum zeylanicum 0,94 0,50-1,05 <0,01
(E)-cinamaldeido 1,38 1,21-1,58 <0,01
Acetato de cinamila 2,31 2,02-2,65 <0,01
Eremanthus erythropappus 1,61 1,47-1,77 <0,01
a-bisabolol 2,20 1,92-2,53 <0,01

IC — Intervalo de confianc¢a (95%),
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3.4 Teste de imersdo de adultos

Como nao foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos controle agua
e controle solvente, foi utilizado os dados de biologia reprodutiva do grupo controle solvente
para o calculo do percentual de controle dos demais tratamentos. O peso das fémeas antes da
postura, ndo diferiu entre os tratamentos (p>0,05). Com relacdo ao 6leo de C. zeylanicum, nao
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) para o peso da massa de ovos entre as
concentracdes testadas e o grupo controle. O percentual de eclosdo referente ao tratamento
com a menor concentragdo (2,5 mg/mL) foi de 16,6% (p<0.05), enquanto no grupo controle,
foi observado percentual de eclosdo de 85,4%. Nas maiores concentracdes (40,0 e 60,0
mg/mL), ndo ocorreu eclosdo de nenhuma larva. O percentual de controle do 6leo foi superior
a 90% a partir da concentracdo de 5,0 mg/mL, chegando a 99 e 100% nas concentracdes de
10,0 e 40,0 mg/mL (Tabela 4).

No tratamento com (E)-cinamaldeido, a média do peso da massa de ovos dos grupos
tratados variou entre 101 e 0 mg, diferindo (p<0,05) do valor encontrado no grupo controle
(145,0 mg). O mesmo foi observado para o percentual de eclosdo, com valores dos grupos
tratados variando entre 28,5 e 9,4%, enquanto no controle foi observado valor de 96,3%. Na
menor concentracdo (2,5 mg/mL) o percentual de controle foi de 73,4%, chegando a 100% na
concentragédo de 20,0 mg/mL (Tabela 4).

Para o acetato de cinamila ndo foi observada diferenca entre o peso médio da postura
das fémeas do grupo controle em relagdo aos grupos tratados (p>0,05). Para o percentual de
eclosdo, as trés maiores concentracdes (20,0, 40,0 e 60,0 mg/mL) resultaram em valores
inferiores (58,1, 58,0 e 56,6% - p<0,05, respectivamente) ao valor observado no grupo
controle (80,1%). Nenhum dos tratamentos resultou em percentual de controle superior a
50%, chegando ao maximo 42,6% na concentracdo de 20,0 mg/mL (Tabela 4).

Para o OE de E. erythropappus, a partir da concentragdo de 10,0 mg/mL, foi
observado reducdo (p<0,05) no peso da massa de ovos (21,4 mg) se comparado ao grupo
controle (67,7 mg). Com relacdo ao percentual de eclosdo larval, ocorreu diferenca
significativa (p<0,05) entre o controle (84,2%) e os grupos tratados a partir da concentracdo
de 5,0 mg/mL, com valores variando entre 39,7 e 0,0%. O percentual de controle na
concentracdo de 2,5 mg/mL foi de 52,4%, chegando a 100% na maior concentracao (60,0
mg/mL) (Tabela 4).

Nos testes com o a-bisabolol, com relacdo ao peso da massa de ovos, foi observado
diferencas (p < 0,05) a partir da concentracdo de 10,0 mg/mL (76,1 mg), enquanto no
controle, foi observado valor de 145,0 mg. Para o percentual de eclosdo, a concentracdo de
5,0 mg/mL resultou em percentual de 47,3% de ecloséo, com diferenca (p < 0,05) em relacdo
ao grupo controle 96,3%. O percentual de controle foi de 100% a partir da concentragdo de
20,0 mg/mL (Tabela 4).
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Tabela 4 — Valores referente a média do peso das fémeas antes da postura (mg), peso da
massa de ovos de fémeas ingurgitadas e percentuais de eclosdo larval e controle de
Rhipicephalus microplus, tratadas com diferentes concentragbes de Cinnamomum
zeylanicum, (E)-cinamaldeido, acetato de cinamila, Eremanthus erythropappus e o-
bisabolol, em condicGes de laboratdrio (27+1°C e UR 80+10%) (Média + desvio padrao).

. Percentual
Peso das fémeas Peso da
Percentual de de
EO ou composto Tratamentos antes da postura massa de x
eclosdo (%) controle
(mg) ovos (mg) )
Controle 221,9%+17,8 81,0%+18,7 85,4%+7,5
(n) (10) (10) (10)
Cinnamomum 2,5 mg/mL 222,2°+31,1 50,8%+54,1 16,6°+10,1 88,9
zeylanicum (n) (10) (10) (06)
5,0 mg/mL 222,6%+20,7 33,2%+33,7 4,4°+2 8 97,8
(n) (10) (10) (07)
10,0 mg/mL 222,0°+15,9 32,28+41,4 1,4°+1,9 99,3
(n) (10) (10) (07)
20,0 mg/mL 222,9°+18,4 38,3%+40,2 0,3°+0,8 99,8
(n) (10) (10) (06)
40,0 mg/mL 222,5%+14,2 33,5%45,4 0,0 100,0
(n) (10) (10) 4)
60,0 mg/mL 222,4%+20,7 36,6°£39,0 0,0 100,0
(n) (10) (10) ®)
Controle 251,4%4+26,5 145,0%+13,7 96,3*+2,4
(n) (10) (10) (10)
(E)- 2,5 mg/mL 251,8%35,6 101,1°+42,4  28,5°+24,7 73,4
cinamaldeido (n) (10) (10) (10)
5,0 mg/mL 251,9%+30,3 95,3%+40,9 35,7°+27,1 68,6
(n) (10) (10) (10)
10,0 mg/mL 251,4%+26,6 58,0°+41,6 9,4°+1,8 94,9
(n) (10) (10) (07)
20,0 mg/mL 251,5%+33,9 0,0 100,0
(n) (10) (10) )
40,0 mg/mL 251,8%+24,1 0,0 100,0
(n) (10) (10) )
60,0 mg/mL 251,3%+21,7 0,0 100,0
(n) (10) (10) )
Controle 226,3%+11,8 132,4°+18,2 80,12+9,4
(n) (10) (10) (10)
Acetato de 2,5 mg/mL 226,7%+17,9 129,8%+12,3 77,00+£11,1 1,4
cinamila (n) (10) (10) (10)
5,0 mg/mL 227,28+19,9 115,3%+44,2 74,4°+137 16,0
(n) (10) (10) (09)
10,0 mg/mL 226,2°+7,5 127,5%+6,8 68,0+8,8 14,8
(n) (10) (10) (10)
20,0 mg/mL 227,6%+13,6 101,0%+54,8 58,1°+28,6 42,6
(n) (10) (10) (08)
40,0 mg/mL 226,9%+22,3 113,4%+43,3 58,0°+25,1 35,5
(n) (10) (10) (09)
60,0 mg/mL 225,5%+16,6 112,7%+41,3 56,6"+8,2 36,2
(n) (10) (10) (09)
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Controle 201,8°+12,8 67,7°422,2 84,2°+12,3
(n) (10) (10) (10)
Eremanthus 2,5 mg/mL 202,0£22,3 49,2%+37,3 55,22+36,3 52,4
erythropappus (n) (10) (10) (08)
5,0 mg/mL 201,0+11,0 41,2%+39,9 39,7°£32,0 71,1
(n (10) (10) (08)
10,0 mg/mL 201,1%+12,7 21,4°°+26,2 37,5%+29,9 85,9
(n) (10) (10) (06)
20,0 mg/mL 201,9°+18,9 58,3%£30,6 16,5°+19,7 83,1
(n) (10) (10) (08)
40,0 mg/mL 202,4°+21,7 23,4>+23,4 11,7°+15,2 89,9
(n) (10) (10) (07)
60,0 mg/mL 202,6%+17,5 2,0°46,3 0,0 100,0
(n) (10) (10) (01)
Controle 251,42+26,5 145,0%£13,7 96,3%+2,4
(n) (10) (10) (10)
a-bisabolol 2,5 mg/mL 251,7%+20,7 136,02+14,7 74,5%+16,9 3,2
(n) (10) (10) (10)
5,0 mg/mL 251,6°+26,4 94,62°+54,6 47,3°+33,1 45,6
(n) (10) (10) (09)
10,0 mg/mL 251,6°+26,6 76,1°+58,4 47,5°+23,7 51,7
(n) (10) (10) (07)
20,0 mg/mL 251,6°+17,9 5,5P+22,9 0 100,0
(n) (10) (10) (02)
40,0 mg/mL 251,3%+26,3 0,0°+0,0 100,0
(n) (10) (10) ©)
60,0 mg/mL 251,3%+24,6 0,0°+0,0 100,0
(n) (10) (10) ©)

Letras diferentes na mesma coluna significam diferencas significativas no nivel de 5% para 0 mesmo OE ou o

mesmo composto
(n) Tamanho da amostra
Controle = DMSO 3.

... — Dado de percentual de ecloséo ndo coletado devido a auséncia de postura no tratamento.

O célculo da CLso para C. zeylanicum, (E)-cinamaldeido, E. erythropappus e a-
bisabolol sobre as fémeas de R. microplus, resultou em valores de 0,57, 1,50, 1,93, 6,99
mg/mL, respectivamente. Para o acetato de cinamila, essa analise ndo foi realizada, uma vez
que o percentual de controle observado nédo atingiu 50% (Tabela 5).

Tabela 5 — Concentracdo letal (CLso) de Cinnamomum zeylanicum, (E)-cinamaldeido, acetato
de cinamila, Eremanthus erythropappus e a-bisabolol sobre fémeas ingurgitadas de

Rhipicephalus microplus.

Tratamentos CLs0 IC Valor de p
Cinnamomum zeylanicum 0,57 0,10-3,25 <0,01
(E)-cinamaldeido 1,50 0,58-3,86 <0,01
Acetato de cinamila
Eremanthus erythropappus 1,93 1,0-3,53 <0,01
a-bisabolol 6,99 6,06-8,05 <0,01

IC — Intervalo de confianc¢a (95%),
... —Nné&o calculado.

55



4. DISCUSSAO

Andlise fitoquimica para caracterizacdo dos constituintes de OEs tém sido uma
ferramenta amplamente utilizada para identificacdo de compostos com atividades bioldgicas.
Além disso, a busca por analogos desses compostos bioativos tem sido foco de estudos
recentes, na tentativa de potencializacdo da atividade e aumento da biosseguranca dessas
moléculas (KIM et al., 2015; KONIG et al., 2019). No presente estudo apresentamos dados
sobre a caracterizacdo quimica de dois OEs e atividade acaricida desses 6leos, juntamente
com seus compostos majoritarios, (E)-cinamaldeido e a-bisabolol, sobre R. microplus; além
de trazer dados a respeito da atividade do acetato de cinamila sobre esse mesmo ixodideo.

A atividade do OE de C. zeylanicum sobre R. microplus ja foi evidenciada em alguns
estudos (MONTEIRO, 2013; MONTEIRO et al., 2017; SANTOS et al., 2017; JYOTI et al.,
2019). No entanto, esses estudos diferem em relacdo a composi¢do quimica do OEs, e tais
diferencas podem estar relacionadas a biogeografia do local de coleta, genética da planta,
parte da planta utilizada para extracdo e diferentes métodos utilizado para obtencdo do OE
(PAVELA; BENELLI et al.,, 2016). Jyoti et al. (2019), avaliaram o OE da casca de C.
zeylanicum, contendo 64,4% do (E)-cinamaldeido, sobre larvas de R. microplus, e observaram
uma CLsg de 0,86 mg/mL. De forma semelhante, no presente estudo, o OE da casca de canela,
contendo 86,93% de (E)-cinamaldeido, resultou em uma CLsg de 0,94 mg/mL. Com relacdo
ao composto majoritario, (E)-cinamaldeido, observamos uma mortalidade de 95,3% das larvas
tratadas na concentracdo de 2,5 mg/mL, corroborando com os resultados encontrados por
Senra et al. (2013a), que na mesma concentracdo observaram uma mortalidade de 99,2%.

Para fémeas ingurgitadas de R. microplus ndo encontramos relatos sobre a atividade
do OE da casca de canela. No entanto, Monteiro et al. (2017) relataram um percentual de
controle de 27,3%, com a utilizagio do OE obtido das folhas de C. zeylanicum, na
concentracédo de 25,0 mg/mL, sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus. No estudo realizado
por Monteiro et al., (2017), o OE essencial apresentava apenas 4,0% de (E)-cinamaldeido, e o
constituinte majoritario foi o benzoato de benzila (65,4%). Em outro estudo, Santos et al.
(2017), observaram eficacia de 100% com exposicao de fémeas ingurgitadas de R. microplus
ao OE de canela, na concentracdo de 100,0 mg/mL. A amostra de OE utilizada por Santos et
al. (2017) apresentava 41,27% de (E)-cinamaldeido em sua constituicdo quimica, nesse estudo
0s autores néo especificaram qual a parte vegetal que foi utilizada para obtencdo do OE. Em
nosso estudo, ja na concentracdo de 2,5 mg/mL, foi observado um percentual de controle de
88,9%, e na forma pura, o (E)-cinamaldeido, na concentracdo de 2,5 mg/mL, resultou em um
percentual de controle de 73,4%. O conjunto de dados apresentados no presente estudo,
somado aos resultados apresentados por outros autores indicam que o (E)-cinamaldeido puro
possui boa atividade acaricida, e o percentual desse fenilpropanoide na composicao quimica
do OE de canela apresenta importante influéncia na atividade acaricida desse OE.

Diniz (2014) observou a acdo do OE de Siparuna guianensis Aublet, com 62,6% de a-
bisabolol, sobre larvas de R. microplus e verificou um percentual de mortalidade de 86,6% na
concentracdo de 10 mg/mL. No presente estudo, a acdo do OE de E. erythropappus na
concentracdo de 2,0 mg/mL ocasionou mortalidade superior a 90,0% de larvas de R.
microplus, e percentual de controle superior a 85,0% sobre fémeas ingurgitadas, a partir da
concentracdo de 10,0 mg/mL. EI-Moneim et al. (2012) também avaliaram acdo do OE de
Chamomilla recutita (L.) Rauscher, rico em a-bisabolol (35,2%), sobre o &caro Tetranychus
urticaee e verificaram 100,0% de mortalidade na concentragéo de 4,0% do dleo.

Esses resultados demonstram acdo de mais um 0leo essencial, E. erythropappus, rico
em sesquiterpeno (78,41% a-bisabolol) no controle de carrapatos. De acordo com Paluch et
al. (2009) os sesquiterpenos, produzidos por diferentes familias de plantas, podem ser

56



utilizados para afetar o comportamento e até mesmo ocasionar a mortalidade de alguns
artropodes. Para carrapatos, a acdo de OE, ricos em sesquiterpenos, ja foi registrada para
plantas da familia Araucariaceae (LEBOUVIER et al., 2013), Asteraceae (RIBEIRO et al.,
2011, LAGE et al., 2014), Cupressaceae (LEBOUVIER et al., 2013), Lamiaceae (FACEY et
al., 2005), Winteraceae (RIBEIRO et al., 2008).

A atividade do o-bisabolol puro ja foi evidenciada para larvas e fémeas de R.
microplus, resultando em mortalidade de 98,9% na concentragdo de 5,0 mg/mL para larvas e
um percentual de controle de 98,1% sobre fémeas, a partir da concentracdo de 40,0 mg/mL
(DINIZ, 2014). No presente trabalho, a mortalidade de larvas na concentracdo de 5,0 mg/mL
foi de 96,7%, enquanto para fémeas, esse sesquiterpeno resultou em percentual de controle de
100,0% na concentracdo de 20,0 mg/mL, percentual este maior do que o encontrado no OE de
candeia nessa mesma concentracdo (83,1%). Essa diferenca nos resultados com fémeas
ingurgitadas pode estar relacionada com o solvente utilizado. No estudo realizado por Diniz
(2014), o solvente utilizado foi o Tween 80, enquanto no presente estudo foi utilizado o
DMSO. Pesquisas tem demonstrado que determinados tipos de solventes podem potencializar
o efeito de OEs (DAEMON et al., 2012), e 0 DMSO tem sido apontado como bom veiculo
para preparacdo de solucGes para testes carrapaticidas em testes com fase ingurgitada de
carrapatos (Comunicacao pessoal).

Outro aspecto interessante, é que no estudo realizado por Diniz (2014), avaliando a
atividade de 4 amostras de OE de S. guianensis, foi observado que as duas amostras que
continham o sesquiterpeno a-bisabolol (> 62,6%) apresentaram maior atividade sobre larvas e
fémeas de R. microplus, do que as duas amostras que ndo tinham esse composto na
composi¢do quimica. Esses resultados indicam que a presenca do a-bisabolol pode ser um
fator primordial para a elevada atividade acaricida desses OEs.

Comparando os valores de CLso entre os OEs e seus compostos majoritarios (OE de
canela x (E)-cinamaldeido e OE de candeia x a-bisabolol), verificamos que os OEs
apresentaram maior atividade sobre larvas ndo alimentadas de R. microplus. Para fémeas
ingurgitadas o OE de candeia também apresentou maior atividade do que o a-bisabolol. Essa
maior atividade dos OEs pode ser resultado de um efeito sinérgico ou aditivo, devido a
associacao dos compostos majoritarios com outras moléculas presentes nos OEs de canela e
candeia, que podem potencializar a atividade acaricida. Esse fato tem sido demonstrado por
diversos estudos que avaliam a atividade de OEs sobre diferentes artrépodes pragas
(MIRESMAILLLI et al., 2006; SINGH et al., 2009; MONTEIRO et al. 2017; JYOTI et al.,
2019).

Recentemente, alguns estudos tém explorado a busca por analogos de moléculas
bioativas a fim de potencializar a sua agdo, e nesse sentido, a producdo de derivados
acetilados, com a substituicdo do grupo hidroxila por um grupo acetato é uma das alternativas
que vem sendo investigada (NOVATO et al., 2018). No presente estudo, tanto nos testes com
larvas como nos testes com fémeas ingurgitadas, foi observado que o acetato de cinamila
apresentou menor atividade acaricida do que o (E)-cinamaldeido. Essa diferenca na atividade
foi mais acentuada nos testes com fémeas ingurgitadas, uma vez que na maior concentragdo
(60,0 mg/mL%) o percentual de controle foi somente de 36%. Lee et al. (2019) compararam a
atividade acaricida do OE de casca de canela, do (E)-cinamaldeido e do acetato de cinamila
sobre Dermanyssus gallinae (De Geer), e observaram que o acetato de cinamila foi o Unico
gue ndo apresentou resposta repelente e acaricida sobre esses acaros.

Para carrapatos, essa potencializacdo de compostos acetilados é controversa. Ramirez
et al. (2016) observaram menor atividade do carvacrol em relagcdo ao seu derivado acetilado
(acetato de carvacrol), para larvas ndo alimentadas e fémeas ingurgitadas de R. microplus.
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Entretanto, Novato et al. (2018) observaram que o carvacrol, timol e eugenol apresentaram
maior atividade sobre larvas de R. microplus, do que os seus derivados acetilados.

Com a excecdo do acetato de cinamila, todos os compostos analisados nesse estudo
ocasionaram reducdo significativa na viabilidade dos ovos produzidos pelas fémeas
ingurgitadas de R. microplus. Esses resultados corroboram com outros estudos que avaliaram
a atividade de OEs sobre fémeas ingurgitadas e verificaram marcante reducdo na viabilidade
dos ovos. O fato observado no presente estudo pode estar relacionado com a agdo dos OEs
sobre o ovario e 6rgdo de Gené das fémeas ingurgitadas. Alguns estudos demonstraram que 0s
OEs e compostos isolados ocasionam uma série de alteragdes morfofisioldgicas sobre os
odcitos de fémeas ingurgitadas, como danos no nucleo e vesicula germinativa, vacuolizacao
no citoplasma, rompimento e deformagdo de membrana e reducdo no nimero de granulos de
vitelo (ARNOSTI et al.,2011; MATOS et al, 2014; KONIG et al., 2019; SOUZA et al., 2019).
Além do ovério, recentemente um trabalho evidenciou a acdo deletéria do monoterpeno timol
no orgao de Gené (MATOS et al., 2019). Futuramente, estudos sobre a acdo dos OEs de
canela e candeia, bem como, do (E)-cinamaldeido ¢ do o-bisabolol sobre esses 6rgaos,
utilizando ferramentas de analises morfoldgicas e bioquimicas podem elucidar melhor os
mecanismos que resultam na reducdo da viabilidade dos ovos produzidos pelas fémeas
ingurgitadas.

Concluimos que os OEs de C. zeylanicum e E. erythropappus, e 0S seus compostos
puros, possuem atividade acaricida sobre R. microplus, apresentando potencial para o
desenvolvimento de novos carrapaticidas; e que os OEs apresentaram maior atividade do que
0s compostos puros. Por outro lado, o acetato de cinamila apresentou baixa atividade
acaricida. Estudos adicionais devem ser conduzidos para elucidar os possiveis modos de acao
dos OEs e seus compostos majoritarios, acao para outras espécies e estagios de carrapatos,
além da realizacdo de testes de toxidade e desenvolvimento de formulagBes para
implementacdo de um possivel produto comercial.
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CAPITULO 1I

ATIVIDADE CARRAPATICIDA DO (E)-CINAMALDEIDO E o-
BISABOLOL SOBRE POPULACOES DE Rhipicephalus microplus
(ACARI: IXODIDAE) COM DIFERENTES PERFIS DE RESISTENCIA
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo investigar a atividade acaricida do (E)-cinamaldeido e
do o-bisabolol sobre populacbes de Rhipicephalus microplus, com diferentes perfis de
resisténcia. Para caracterizacdo da suscetibilidade das populagbes aos carrapaticidas, foi
realizado o teste de imersdo de fémeas ingurgitadas (50 populacGes de campo) com 0s
carrapaticidas deltametrina, amitraz e clorfenvinfds. Para determinar os valores de CLso para
0 (E)-cinamaldeido (populagdes 1 a 25) ¢ a-bisabolol (populacbes 26 a 50), foi utilizado o
teste de pacote de larvas nas concentracGes de 0,31, 0,62, 1,25, 2,0, 2,5, 5,0 e 10,0 mg/mL.
Nessa etapa também foi realizado um teste com a cepa suscetivel Porto Alegre (POA), que foi
utilizada como referéncia para célculo da Razdo de Resisténcia (RRso). A deltametrina ndo
resultou eficacia superior a 95% para nenhuma das populacbes (ndo ultrapassando 35%),
enquanto o amitraz e o clorfenvinfos resultaram em eficacia superior a 95% para 3 (6%) e 15
(30%) populacgdes, respectivamente. Nos testes de larva, os valores da ClLsg do (E)-
cinamaldeido variaram entre 0,3 e 2,36 mg/mL e para o a-bisabolol variaram entre 1,57 a 3,01
mg/mL. A RRsg para o (E)-cinamaldeido indicou que vinte populacfes (80%) apresentaram
valor inferior a 1,0 e nenhuma populacéo teve RRso superior a 1,5. Para o a-bisabolol, apenas
duas populacbes (8%) apresentaram RRso inferior a 1,0, enquanto 3 populagdes (12%)
apresentaram resisténcia incipiente a esse sesquiterpeno (RRso entre 1,5 a 2,0). Os resultados
indicam que todas as populac@es estudas apresentaram baixa suscetibilidade a pelo menos um
dos carrapaticidas comerciais testados. Além disso, comparado os resultados de CLso do (E)-
cinamaldeido ¢ a-bisabolol para as populac@es de campo e cepa suscetivel (POA), é possivel
inferir que ndo existe resisténcia cruzada do (E)-cinamaldeido e a-bisabolol com os
carrapaticidas avaliados, e que as diferencas nos resultados de CLso se devem a variacGes
populacionais.

Palavras-chave: Carrapato bovino, carrapaticidas botanicos, fenilpropanoide, sesquiterpeno,
resisténcia cruzada
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ABSTRACT

The present study aimed to investigate the acaricidal activity of (E)-cinnamaldehyde and a-
bisabolol on populations of Rhipicephalus microplus with different resistance profiles. The
Adult Immersion Test (AIT) was used to characterize the susceptibility of engorged female
tick populations (50 field populations) at the package insert concentration of the following
pesticides: deltamethrin, amitraz, and chlorfenvinphos. The Larval Packet Test (LPT) was
used to determine the LCso values for the (E)-cinnamaldehyde (populations 1 to 25) and a-
bisabolol (populations 26 to 50) botanical acaricides at the concentrations of 0.31, 0.62, 1.25,
2.0, 2.5, 5.0 and 10.0 mg/mL. At this stage, a test was also performed with the susceptible
strain Porto Alegre (POA), which was used as a reference for calculating the resistance ratio
(RR). Deltamethrin did not show efficacy >95% for any of the populations, whereas amitraz
and chlorfenvinphos presented efficacy >95% for three (6%) and 15 (30%) populations,
respectively. In the larval tests, the LCso values of (E)-cinnamaldehyde and a-bisabolol varied
from 0.3 to 2.36 mg/mL and from 1.57 to 3.01 mg/mL, respectively. The RRso for (E)-
cinnamaldehyde showed twenty (80%) populations with values <1.0 and no population with
values >1.5. As for a-bisabolol, only two (8%) populations presented RRso values <1.0,
whereas three (12%) populations showed incipient resistance to this sesquiterpene (RRso
between 1.5 and 2.0). The results indicate that all studied tick populations showed low
susceptibility to at least one of the commercial pesticides tested. In addition, comparison
between the LCso values of (E)-cinnamaldehyde and a-bisabolol for field populations and the
susceptible strain POA suggests that there is no cross-resistance of (E)-cinnamaldehyde and
a-bisabolol for the ticks evaluated, and that the differences in the LCso values are due to
population variations.

Keywords: Bovine tick, botanical acaricides, phenylpropanoid, sesquiterpene, cross-resistance
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1 INTRODUCAO

O carrapato bovino, Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888), é um ectoparasito de
relevancia mundial, que se caracteriza por cargas parasitarias elevadas, gerando consideraveis
perdas econdmicas. No Brasil, que apresenta o segundo maior rebanho bovino do mundo
(218,23 milhdes de cabecas) (IBGE, 2016), o parasitismo por esse carrapato ocasiona perdas
anuais estimadas em 3,24 bilhdes de dolares (GRISI et al., 2014). Esses prejuizos sdo
decorrentes da acdo direta do carrapato, ocasionando perda de sangue, reacdes alérgicas e
inflamatorias, estresse dos animais e predisposicdo a miiases; e indiretas, pela transmissao de
agentes patogénicos e custos com medicamentos, equipamentos e médo de obra para o
tratamento dos animais (FURLONG et al., 2004).

Atualmente, o uso de carrapaticidas sintéticos ¢ a ferramenta mais utilizada no
controle desse carrapato. Contudo, por ser o método mais efetivo e com melhor custo
beneficio, esses produtos tem sido amplamente utilizados; e essa constante utilizacdo, as
vezes sem critérios técnicos, somado ao ciclo de vida curto e elevadas taxas de reproducdo,
tem propiciado a selecdo de populac@es resistentes (FURLONG et al., 2007; ABBAS et al.
2014; GUERRERO et al., 2014). Atualmente, ja existem registros de populagdes resistentes a
todas as classes quimicas utilizadas como carrapaticidas, incluindo populacdes
multirresistentes (RECK et al., 2014; KLAFKE et al., 2017). Diante do atual cenéario, novas
alternativas de controle tém sido investigadas, e nesse sentido, os 6leos essenciais (OEs) tem
recebido atencdo especial (ROSADO AGUILAR et al., 2017; ADENUBI et al., 2018).

Os OEs séo constituidos por complexas misturas naturais, com diferentes moléculas
que podem ser divididas em dois grupos de acordo com a sua biossintese: um grupo composto
pelos terpenos e terpendides, do qual fazem parte 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos; e um
grupo contendo compostos aromaticos e alifaticos, denominados de fenilpropandides
(derivados do fenilpropano) (BAKKALI et al., 2008; ROSADO-AGUILAR et al., 2017).

Presente no OE de plantas do género Cinnamomum (canela), o fenilpropandide (E)-
cinamaldeido ja teve a sua atividade bioldgica evidenciada para fungos (SHREAZ et al.
2011), bactérias (CHANG et al. 2008), insetos (CHENG et al., 2008; CHENG et al., 2009) e
diferentes espécies de carrapatos (Senra et al., 2013a, Senra et al., 2013b, Novato et al., 2015;
MONTEIRO et al., 2017). Ja o sesquiterpeno a-bisabolol & uma das principais substancias
presentes nos OE da Matricaria chamomilla (camomila) e Eremanthus erythropappus
(candeia) (AMARAL et al., 2008; SOUSA et al., 2008). Esse sesquiterpeno apresenta
atividade antihelmintica (SOUZA et al., 2008), anti-inflamatéria (LEITE et al., 2011, VILA et
al., 2010), antimicrobiana e anticancerigena (KAMATOU e VILJOEN, 2010).

Pouco se sabe sobre a variacdo de toxicidade que um OE e/ou substancia isolada de
OE pode apresentar em diferentes populaces de uma determinada espécie de artropode; bem
como se as populagdes resistentes a pesticidas comerciais também seriam resistentes aos OEs
(resisténcia cruzada). Em insetos, existem informagdes divergentes, com estudos que
evidenciam que populages resistentes aos inseticidas também apresentam certa resisténcia
aos OEs (LEE, 2002; TAK et al.,, 2020), e pesquisas que ndo observam essa resisténcia
cruzada (CHOI et al., 2010). Costa Junior et al. (2016) realizaram um estudo com duas
populacbes de R. microplus, uma suscetivel e outra resistente a organofosforados, e
observaram que o carvacrol (substancia encontrada em OE de Lippia spp.) foi 3,2 vezes mais
toxico para uma cepa suscetivel. Singh et al. (2018) avaliaram a atividade de uma associagdo
de OE e um terpenoide (OE de alecrim + OE de hortela-pimenta + geraniol) sobre populacdes
suscetiveis e resistentes de R. microplus e observaram que quatro populacdes resistentes aos
carrapaticidas quimicos, apresentaram resisténcia incipiente a essa mistura. Assim, o0 presente
trabalho propbe avaliar a atividade acaricida de substancias de duas classes quimicas

69



encontradas em OEs, o fenilpropanoide (E)-cinamaldeido e o sesquiterpeno a-bisabolol, sobre
populactes de campo de R. microplus, com diferentes perfis de resisténcia aos carrapaticidas
sintéticos comerciais.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Carrapatos

Foram utilizadas populacdes aleatérias de carrapatos, provenientes de amostras
(fémeas ingurgitadas) enviadas por produtores rurais de diferentes regibes do Brasil ao
Laboratorio de Parasitologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria - EMBRAPA
Gado de Leite, localizada em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Para realizacdo do estudo
foram utilizadas um total de 50 populagdes, provenientes dos estados de Minas Gerais (36),
Sdo Paulo (5), Espirito Santo (3), Parana (3), Rio de Janeiro (2) e Bahia (1) (Figura 1). Dessas
50 populacdes, 25 foram utilizadas para os testes com o (E)-cinamaldeido (Populagfes de 1 a
25) e 25 para os experimentos com o a-bisabolol (Populagdes de 26 a 50). Também foi
utilizada uma cepa sensivel de referéncia (Porto Alegre — POA), cedida pela Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

a-bisabolol (E)-cinamaldeido

0 100 200 300 km
I S —

Figura 1 — Distribuicdo geografica das populagdes de Rhipicephalus microplus utilizadas nos
testes com (E)-cinamaldeido (populagdes de 1 a 25) e a-bisabolol (populagdes de 26 a 50).
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Parte das fémeas ingurgitadas foi utilizada para realizacdo do teste de imerséo de
adultos (TIA) com carrapaticidas comerciais, enquanto outra parte foi acondicionada em
camara climatizada, com temperatura e umidade controlada (27 + 1 °C e UR de 80 + 10 %),
por 15 dias, para realizacdo da postura. Apds esse periodo, a massa de ovos foi pesada em
aliquotas de 200 mg e acondicionadas em seringas com extremidade distal cortada e vedadas
com algodéo hidréfilo. Essas seringas foram mantidas nas mesmas condicdes de temperatura
e umidade citadas anteriormente, permitindo a obtencéo das larvas utilizadas nos testes com
(E)-cinamaldeido e a-bisabolol. Para realizacdo do teste de pacote de larvas foram utilizadas
larvas com 15 a 21 dias de idade, pos ecloséo.

2.2 Teste de imersédo de adultos (T1A) com carrapaticidas comerciais

O perfil de suscetibilidade aos carrapaticidas comerciais em cada amostra das
populacdes de campo foi realizado através do teste de imersdo de fémeas ingurgitadas
(DRUMMOND et al., 1973). Foi utilizado deltametrina (piretroide sintético), na concentracdo
de 25 pg/mL (Butox®, MSD Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), amitraz (amidinico), na
concentracdo de 250 pg/mL (Triatox®, MSD Saude Animal, S&o Paulo, Brasil) e
clorfenvinfos (organofosforado), na concentracdo de 500 pg/mL (Supokill®, UCBVET Saude
Animal, Jaboticabal, SP, Brasil). Todos carrapaticidas foram diluidos em &gua, conforme
recomendado na bula.

Os testes com os carrapaticidas comerciais foram realizados no Laboratério de
Parasitologia da EMBRAPA Gado de Leite. As fémeas de cada populacdo foram separadas
em quatro grupos (10 fémeas por grupo) com pesos homogéneos (p>0,05) (fémeas pesadas
em grupos). Em seguida, cada grupo foi imerso por cinco minutos nas solucdes da
concentracdo comercial dos carrapaticidas deltametrina, amitraz e clorfenvinfés. Também foi
formado um grupo controle, utilizando &gua destilada. Apds a imersdo, as fémeas ingurgitadas
foram colocadas em placas de Petri (10 fémeas por placa) e acondicionadas em camara
climatizada (27 £ 1 °C e UR de 80 + 10 %) para a realizacdo de postura. Ao final do periodo
de postura, as massas de ovos foram transferidas para seringas individuais, e mantidas nas
mesmas condic¢des de temperatura e umidade citadas anteriormente para posterior avaliacao
do percentual de eclosdo, por estimativa visual.

A partir dos valores de peso das fémeas ingurgitadas antes da postura (mg), peso da
massa de ovos (mg) e percentual de eclosdo (%), foi realizado o célculo de eficacia dos
tratamentos de acordo com Drummond et al. (1973).

2.3 Teste de pacote de larvas (TPL) com (E)-cinamaldeido e a-bisabolol

Foi utilizado o teste de pacote de larvas proposto por Stone e Haydock (1962) e
adaptado por Monteiro et al. (2012). O (E)-cinamaldeido, com emissdo de certificado de grau
de pureza igual a 99%, foi adquirido comercialmente junto a empresa Sigma-Aldrich (San
Luis, MO, US). O a-bisabolol (grau de pureza igual a 95%) foi gentilmente cedido pela
empresa Citréleo Industria e Comercio LTDA (Torrinha, SP, Brasil). Para realizacdo dos
testes de larvas ndo alimentadas, o (E)-cinamaldeido foi diluido em etanol 70% (&gua
destilada + etanol v/v) nas concentragdes de 0.31, 0.62, 1.25, 2.0, 2.5, 5.0 (mg/mL), enquanto
0 a-bisabolol foi diluido em etanol 50% (&gua destilada + etanol v/v) nas concentracGes de
0.62, 1.25, 2.0, 2.5, 5.0, 10.0 (mg/mL).

Aproximadamente 100 larvas ndo alimentadas, com 15 a 21 dias de idade, foram
colocadas no centro de um papel de filtro (6 x 6 cm), que em seguida, foi dobrado ao meio e
vedado nas extremidades com clipes binder. Apos a formagéo dos pacotes, cada lado do papel
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filtro foi umedecido com 90 pL das concentragdes mencionadas anteriormente, totalizando
180 pL por pacote. Também foi formado um grupo controle, exposto somente ao solvente
(etanol) na concentragdo utilizada para cada substancia. Para cada grupo foram feitas 10
replicas, sendo realizado também tratamentos com grupo controle (solvente etanol 50%,
etanol 70%, agua deslitada).

Os pacotes contendo os carrapatos foram acondicionados em camara climatizada (27 £
1 °C e UR de 80 + 10 %) por 24 h, e transcorrido esse periodo, foi feita a quantificacdo de
larvas mortas e vivas para obtencéo do percentual de mortalidade.

2.4 Analise estatistica

Por apresentarem distribui¢cdo ndo normal, de acordo com o teste de Tukey, as medias
das eficacias dos carrapaticidas foram comparadas por meio do teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Student-Newman-Keuls, utilizando o software Bioestat 5.3.

A CLso do (E)-cinamaldeido e do a-bisabolol foi determinada pela anélise de Probit
(Finney, 1971), utilizando o programa POLOPC® (LeOra Software, 1987, Berkeley, CA,
USA). A razéo de resisténcia (RRso) foi calculada a partir do valor da CLso de determinada
populacdo pela CLso da cepa suscetivel (POA) (Robertson e Preisler, 1992). De acordo com 0s
valores de RRso, as populagdes foram classificadas da seguinte forma: < 1,5 = populagéo
suscetivel; 1,5 a 2,0 = resisténcia incipiente; > 2,0 = populacéo resistente (Castro-Janer et al.,
2010). A relagéo entre a maior e menor CLso foi obtida a partir da divisdo do valor de maior
CLso, pelo valor da menor CLsp.

Para investigar possivel correlacdo entre a suscetibilidade das populacbes de R.
microplus ao (E)-cinamaldeido, a-bisabolol e aos carrapaticidas comerciais, foi aplicado o
teste de correlagéo de Pearson (p>0,05), utilizando o software Biostat 5.3.

3 RESULTADOS
3.1 Eficacia dos carrapaticidas e (E)-cinamaldeido

Com relacdo aos dados obtidos no teste de imersdo de fémeas ingurgitadas
(populacBes 1 a 25), foi possivel verificar que a deltametrina (piretroide) ndo resultou em
eficacia superior a 95% para nenhuma das popula¢des estudadas, apresentando valores entre
0,0 e 35,0%. Para o amitraz (amidinicos), foi observado eficacia superior a 95% para trés
populacbes (12%) e valores de eficacia variando entre 0,0 a 99,1%. Os valores de eficacia
para clorfenvinfés variaram entre 4,0 e 100%, com eficacia superior a 95% em oito
populaces (32%) (Tabela 1).

Para o (E)-cinamaldeido, os valores de CLso variaram entre 0,23 a 2,36 mg/mL, e a
relacdo entre a maior e menor CLso foi de 10,26 vezes, enquanto para cepa POA, foi
observado CLsg de 1,57 mg/mL. O célculo da RRso revelou que vinte populagdes (80%)
apresentaram valor inferior a 1,0, uma vez que para essas populagdes foram encontrados
valores de CLsg inferiores ao valor observado para cepa referéncia POA (CLso 1.57 mg/mL), e
nenhuma populagdo apresentou RRso superior a 1,5 (Tabela 1). Sobre a analise de correlagéo
de Pearson, ndo foram observadas correlagdes entre os valores de CLsg do (E)-cinamaldeido e
os valores de eficacia para deltametrina (p = 0,68 e R = 0,09), amitraz (p = 0,54 e R =0,13), e
clorfenvinfés (p = 0,38 e R = 0,19).
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Tabela 1 — Eficécia de diferentes carrapaticidas (%) e valores de concentracéo letal 50% (CLso) do (E)-cinamaldeido (mg/mL) em populagdes de Rhipicephalus
microplus. Estudo conduzindo em condic6es de laboratério (27 £ 1 °C e UR de 80 + 10 %).

Carrapaticidas* (E)-cinamaldeido
Populacéo Origem P (%) AM (%) OF (%) CL 50 I.C. RRso

Cepa Sensivel Porto Alegre/RS 1,57 1,3-1,8 1,00
1 Santa Rita do Ibitipoca/MG 0,0 8,4 71,8 0,23 0,1-0,3 0,14 (0,10-0,20)
2 Pecanha/MG 3,9 10,6 44,3 0,50 0,2-0,5 0,31 (0,32-1,17)
3 Ipiau/BA 0,0 46,1 84,4 0,51 0,4-0,6 0,32 (0,31-0,34)
4 Cristinas/ MG 19,9 54,4 55,4 0,58 0,5-0,7 0,36 (0,36-0,37)
5 Santa Tereza D'Oeste/PR 10,3 3,2 88,4 0,77 0,3-1,6 0,49 (0,26-0,87)
6 S&o Jodo Evangelista/MG 8,1 91,5 82,8 0,96 0,8-1,0 0,61 (0,59-0,62)
7 Ritapolis/ES 35,0 67,3 98,4 1,02 0,9-1,1 0,64 (0,64-0,66)
8 Araxa/MG 29,2 60,0 100,0 1,02 0,9-1,1 0,64 (0,62-0,68)
9 Pecanha/MG 0,0 3,2 21,1 1,04 1,0-1,2 0,66 (0,65-0,80)
10 Vassouras/RJ 25,4 93,3 1,04 0,9-1,2 0,66 (0,66-0,66)
11 Bonfim/MG 0,0 86,5 4,0 1,05 0,9-1,2 0,66 (0,65-0,68)
12 Santa Cruz do Escalvado/MG 3,5 85,1 96,6 1,13 1,0-2,4 0,71 (0,13-0,75)
13 Santo Antbnio do Grama/MG 0,9 99,0 100,0 1,19 1,0-1,3 0,75 (0,72-0,79)
14 Bom Jardim de Minas/MG 0,0 0,0 100,0 1,23 1,0-1,3 0,78 (0,75-0,80)
15 Desterro de Entre Rios/MG 9,6 56,3 99,9 1,24 1,1-14 0,78 (0,76-0,81)
16 Prados/MG 0,0 48,8 33,5 1,28 1,1-14 0,81 (0,78-0,85)
17 Pinheiral/RJ 0,0 1,30 1,1-14 0,82 (0,79-0,86)
18 Barbacena/MG 12,3 15,5 84,6 1,38 1,1-1,2 0,87 (0,68-0,89)
19 Ouroeste/SP 22,2 99,1 95,0 1,42 1,2-1,6 0,90 (0,87-0,92)
20 Durandé/SP 1,4 83,2 75,9 1,51 1,3-1,6 0,96 (0,90-1,02)
21 Carmo do Cajuru/MG 0,0 63,7 93,9 1,58 1,4-1,7 1,00 (0,96-1,05)
22 Medianeira/PR 6,9 14,5 98,8 1,70 1,5-1,9 1,12 (1,08-1,17)
23 Jodo Neiva/ES 2,7 0,8 44,3 1,80 1,6-1,9 1,46 (1,09-1,20)
24 Belo Vale/MG 0,0 95,3 82,4 1,90 1,6-2,2 1,21 (1,21-1,20)
25 Jequitinhonha/MG 25,3 34,8 90,2 2,36 1,4-3,8 1,50 (1,08-2,09)

Eficacia média (média + desvio padrdo) 3,5+ 10,6 48,8°+358  86,5°+ 27,7

CLso média (média * desvio padrao) 1,21+ 0,47

Diferenga — maior CLso / menor CLso 10,26 x

Carrapaticidas utilizados: P = Piretroide (Deltametrina); AM = Amidina (Amitraz); OF = Organofosforado (Clorfenvinfos).

... = ndo avaliado.

* - Calculado segundo Drummond et al, (1973). Teste com fémeas ingurgitadas.

Médias comparadas por Kruskal-Walis/Student-Newman-Keuls, com nivel de significancia de 5%.
CLso = Concentragéo Letal 50%. Teste com larvas ndo alimentadas.

I.C. = Intervalo de confianca.

RRso = Raz&o de Resisténcia.



3.2 Eficacia dos carrapaticidas e a-bisabolol

No teste de imersdo de fémeas ingurgitadas (populacbes 26 a 50) com os
carrapaticidas, foi possivel observar que os valores de eficicia para deltametrina variaram de
0,0 a 52,6%, ndo sendo observada eficacia acima de 95% para nenhuma das populacées
avaliadas. Os valores de eficacia para o amitraz variaram entre 0,0 e 84,8%, ndo sendo
constatada, novamente, eficécia superior a 95%. Para o clorfenvinfos os valores de eficacia
variaram entre 0,0 e 100%, com eficacia superior a 95% em sete populagdes (28%) (Tabela
2).

Em relacdo ao a-bisabolol, foram encontrados valores de CLso entre 1,57 e 3,01
mg/mL, enquanto a CLso para cepa POA foi de 1,70 mg/mL e a relagdo entre a maior e menor
CLso foi de 1,92 vezes (Tabela 2). Para o a-bisabolol, apenas duas populacdes (8%)
apresentaram RRso inferior a 1,0, enquanto trés populacfes (12%) apresentaram resisténcia
incipiente, com RRso entre 1,5 e 2,0 (Tabela 2).

Né&o foram observadas correlacdes entre os valores de CLsg do a-bisabolol e a eficacia
da deltametrina (p = 0,28 e R = 0,24), amitraz (p = 0,17 e R = -0,28), no entanto, foi
observado uma fraca correlagéo entre a CLso a-bisabolol e a eficicia do clorfenvinfos (p =
0,04 e R =-0,42).
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Tabela 2 — Eficacia de diferentes carrapaticidas (%) e valores de concentragdo letal 50% (CLso) do a-bisabolol (mg/mL) em populagGes de Rhipicephalus
microplus. Estudo conduzindo em condic6es de laboratdrio (27 £ 1 °C e UR de 80 + 10 %).

Carrapaticidas* a-bisabolol
Populacéo Origem P (%) AM (%) OF (%) CL 5 I.C. RRso
Cepa Sensivel Porto Alegre/RS 1,70 1,4-2,0 1,0

26 Candeias/MG 60,6 1,57 1,3-1,7 0,92 (0,88-0,95)
27 Ecoporanga/ES 0,0 58,2 60,2 1,68 1,4-1,9 0,98 (0,98-0,99)
28 S&o Domingos do Prata/MG 3,4 68,9 69,6 1,78 1,4-2,1 1,04 (1,02-1,06)
29 Jodo Pinheiro/MG 11,9 56,5 100,0 1,86 1,6-2,1 1,09 (1,08-1,10)
30 S&o Jodo Del Rei/MG 8,7 18,5 76,2 1,88 1,6-2,1 1,10 (1,07-1,13)
31 Cachoeira Paulista/MG 13,5 56,4 82,3 1,93 1,7-2,1 1,13 (1,09-1,17)
32 S&o Vicente de Minas/MG 0,0 50,8 100,0 1,93 1,7-2,1 1,13 (1,09-1,17)
33 Matelandia/MG 17,6 63,9 98,6 1,95 1,7-2,2 1,14 (1,05-1,18)
34 Congonhal/MG 18,2 19,3 78,0 1,97 1,7-2,2 1,15 (1,14-1,17)
35 Lagoa Dourada/MG 12,1 0,0 63,3 2,03 1,6-2,1 1,19 (1,08-1,16)
36 Lima Duarte/MG 20,0 56,5 100,0 2,07 1,8-2,3 1,21 (1,15-1,27)
37 Franca/MG 9,1 46,9 100,0 2,10 1,7-2,5 1,23 (1,17-1,29)
38 Delfim Moreira/MG 79 62,2 76,7 2,14 1,8-2,4 1,25 (1,23-1,28)
39 Ituiutaba/MG 0,0 44,9 69,9 2,18 1,6-2,5 1,28 (1,11-1,26)
40 Santa Rita do Ibitipoca/MG 0,8 84,8 88,2 2,20 1,9-25 1,29 (1,26-1,32)
41 Rio Pomba/MG 0,0 31,2 20,9 2,28 1,9-2,6 1,34 (1,32-1,35)
42 Potirendaba/SP 0,0 0,0 37,3 2,34 2,0-2,7 1,37 (1,36-1,39)
43 Guaraciaba/MG 0,0 17,1 00 2,36 2,0-2,7 1,38 (1,36-1,41)
44 Pompeu/MG 0,0 18,7 0,0 2,39 2,0-2,7 1,40 (1,38-1,42)
45 Sao Sebastido do Oeste/MG 0,0 70,3 427 2,40 2,0-2,8 1,41 (1,40-1,42)
46 Campina Verde/MG 49 64,4 99,4 2,46 2,2-2,7 1,44 (1,36-1,53)
47 Lagoa Formosa/MG 0,0 27,3 74,2 2,47 2,2-2,7 1,45 (1,36-1,53)
48 Nanuque/MG 22,0 3,6 53,5 2,62 2,2-3,0 1,54 (1,52-1,56)
49 S&o Jodo Del Rei/MG 52,6 74,8 98,7 2,68 2,1-3,2 1,57 (1,50-1,64)
50 Alpinépolis/MG 19,6 48,5 3,01 2,5-3,5 1,77 (1,76-1,77)

Eficacia média (média + desvio padrdo) 4,92+ 121 50,8°+ 251 75,2°+ 30,6

CLso média (média * desvio padrao) 2,12+ 0,34

Diferenga — maior CLso / menor CLso 1,92 x

Carrapaticidas utilizados: P = Piretroide (Deltametrina); AM = Amidina (Amitraz); OF = Organofosforado (Clorfenvinfos).

... = ndo avaliado.

* - Calculado segundo Drummond et al, (1973). Teste com fémeas ingurgitadas.

Médias comparadas por Kruskal-Walis/Student-Newman-Keuls, com nivel de significancia de 5%.
CLso = Concentragéo Letal 50%. Teste com larvas ndo alimentadas.

I.C. = Intervalo de confianga.

RRso = Raz&o de Resisténcia.



4 DISCUSSAO

A resisténcia de R. microplus as principais classes carrapaticidas tem sido reportada
em diversas regibes tropicais e subtropicais do mundo, como no Brasil (RECK et al., 2014,
KLAFKE et al, 2017), México (RODRIGUEZ-VIVAS et al, 2014), Equador
(RODRIGUEZ-HIDALGO et al., 2017), india (JYOTI et al., 2016) e Africa do Sul
(ROBBERTSE et al., 2016). O uso de fitoquimicos tem sido apontado como alternativa no
controle de artrépodes-pragas, no entanto, ha divergéncias nos estudos sobre a a¢do dessas
substancias em populagdes, com diferentes perfis de resisténcia (LEE, 2002; CHOI et al.,
2010; COSTA-JUNIOR et al., 2016; SINGH et al., 2018). No intuito de melhor compreender
essas diferencas intraespecificas, o presente estudo descreve pela primeira vez a acdo de dois
compostos puros sobre 51 populagBes (incluindo cepa suscetivel) de uma mesma espécie de
carrapato, com diferentes perfis de resisténcia aos carrapaticidas comerciais.

De acordo o WAAVP (HOLDSWORTH et al., 2006), para ser eficaz, um
carrapaticida precisa apresentar uma eficécia igual ou maior a 95%. No presente trabalho foi
verificada baixa suscetibilidade das populacdes de R. microplus aos produtos comerciais, em
especial a deltametrina, uma vez que nao foi observada eficacia superior a 95% em nenhuma
das cinquenta populacGes testadas. Para o amitraz e o clorfenvinfos, eficacia superior a 95%
foi observada em trés populacbes (6%) e quinze populacdes (30%), respectivamente. Esses
dados corroboram com diferentes estudos que tem evidenciado um cenario desafiador em
relacdo a resisténcia de R. microplus aos carrapaticidas em diferentes regides do mundo
(RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2014; JYOT]I et al., 2016; KLAFKE et al., 2016; ROBBERTSE
et al., 2016; RODRIGUEZ-HIDALGO et al., 2017).

A CLso do (E)-cinamaldeido variou de 0,23 a 2,36 mg/mL, indicando uma relagdo de
10,26x entre a maior e a menor CLso, € um valor médio de 1,21 mg/mL, enquanto que a cepa
suscetivel (POA) apresentou um valor de CLso de 1,57 mg/mL. Esta alta diferenca sugere
variacdo na suscetibilidade entre diferentes populacdes em relacdo a um Unico composto
vegetal. Esses dados expandem o conhecimento existente na literatura a respeito da atividade
carrapaticida do (E)-cinamaldeido. Estudos anteriores demonstraram que o (E)-cinamaldeido
na concentracdo de 2,5 mg/mL resultou em mortalidade de 99,2, 98,5 e 100% para larvas nao
alimentadas de R. microplus, Dermacentor nitens Neumann, 1897 (SENRA et al., 2013a) e
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.1.) (SENRA et al., 2013b), respectivamente. Novato
et al. (2015) observaram valores de CLso para o (E)-cinamaldeido sobre larvas ndo
alimentadas de Amblyomma sculptum (Berlese, 1888) (1,40 mg/mL) e D. nitens (1,68
mg/mL), proximos ao valor médio de CLso encontrado no presente estudo para R. microplus
(1,21 mg/mL).

A variagdo entre as médias de CLso do a-bisabolol foi menor (1,57 e 3,01 mg/mL),
com valor médio de 2,12 mg/mL. A relacdo entre a maior e menor CLso foi de 1,92x, valor
inferior ao que foi observado para o (E)-cinamaldeido. Em estudo realizado por Diniz (2014),
a CLso do a-bisabolol puro para larvas ndo alimentadas de R. microplus foi de 2,40 mg/mL,
valor proximo ao encontrado para CLsp média desse sesquiterpeno, no presente estudo (2.12
mg/mL).

Alguns autores apontam que 0s mecanismos envolvidos no desenvolvimento de
resisténcia aos pesticidas comerciais ndo sdo capazes de conferir resisténcia aos produtos de
origem vegetal, uma vez que o modo de acdo seria diferente (ROSADO-AGUILAR et al.,
2017; TAK et al., 2020), embora existam dados que evidenciem uma possivel resisténcia
cruzada (LEE et al., 2002). Também ha resultados que sugerem um aumento na eficacia de
compostos vegetais em cepas resistentes aos carrapaticidas (COSTA-JUNIOR et al., 2016).
Lee et al. (2002) verificaram que uma cepa resistente a organofosforado do coledptero
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Oryzaephilus surinamensis (L.) apresentou resisténcia ao OE de lavanda, sugerindo a
existéncia de resisténcia cruzada. Estudo recente, com exposicdo de Aedes aegypti (resistente
a piretroides) a dois OEs, evidenciou a existéncia de discreta resisténcia cruzada (TAK et al,
2020). Em contraste, Choi et al. (2010) demostraram que os OEs de cravo e eucalipto
apresentaram atividade semelhante para populagdes de Pediculus humanus capitis (De Geer),
resistentes e suscetiveis a piretroides.

Para carrapatos, existem apenas dois estudos semelhantes disponiveis na literatura.
Costa-Janior et al. (2016) avaliaram a atividade carrapaticida do timol e carvacrol a duas
cepas de R. microplus (resistente e suscetivel a organofosforados), e observaram que a cepa
suscetivel foi 3,2x mais resistente ao carvacrol. Singh et al. (2018) investigaram a atividade de
um produto botanico comercial sobre 10 populacdes de R. microplus e observaram que duas
populacBes resistentes (pop 1 - piretroides e organofosforados / pop 2 - piretréides,
organofosforados, amitraz e fipronil) também apresentaram baixa resisténcia ao acaricida
boténico.

Pouco se sabe sobre os mecanismos de acdo dos diferentes compostos vegetais, no
entanto alguns estudos tém demonstrado que existem diferencas no modo de acdo de cada
substancia. Um ponto em comum observado € que esses compostos sdo capazes de alterar a
integridade da parede celular e membrana citoplasmatica de fungos, bactérias e carrapatos,
resultando em lise e subsequente extravasamento de conteudo intracelular (TURGIS et al.,
2009; DEVI et al., 2010; TIAN et al., 2012; MATOS et al., 2019; MATOS et al., 2020). Além
disso estudos apontam que compostos botanicos atuam no sistema nervoso de artrépodes,
podendo agir no neurotransmissor GABA (acido gama-aminobutirico), em receptores
nicotinicos, receptores de octopamina, na acdo da acetilcolinesterase e no bloqueio dos canais
de cloro (REGNAULT-ROGER et al., 2012; PAVELA; BENELLI, 2016).

A acdo do (E)-cinamaldeido sobre bactérias altera a permeabilidade celular, alterando
a integridade e potencial de membrana das células, levando a morte desses microorganismos
(ZHANG et al, 2016; WANG et al., 2018; DHARA e TRIPATHI, 2020). J& a a¢do do a-
bisabolol sobre protozoarios do género Leishmania induz alteracdes ultraestruturais, como
ruptura de mitocondria e condensacdo de cromatina, sugerindo que o tratamento com o
composto vegetal tenha causado apoptose e estresse oxidativo das células, mas sem alterar a
integridade da membrana plasmatica (CORPAS-LOPEZ et al, 2016). Para artropodes, ainda
ndo existem dados a respeito de como (E)-cinamaldeido e a-bisabolol atuam.

No presente estudo, nenhuma das populacGes apresentou RRso superior a 1,5 para o
(E)-cinamaldeido, indicando auséncia de resisténcia das populacbes de campo para essa
substancia, em relagdo a cepa suscetivel (POA). Além disso, também ndo foi observado
correlacdo entre a CLso do (E)-cinamaldeido e os valores de eficacia dos carrapaticidas. Para o
a-bisabolol apenas trés popula¢fes apresentaram RRso superior a 1,5, indicando resisténcia
incipiente. Também nédo foram observadas correlacdo entre a CLso do a-bisabolol e os valores
de eficacia para deltametrina e amitraz, e uma correlacdo fraca para clorfenvinfés. Esses
resultados vdo na contraméao da hipGtese de resisténcia cruzada, sugerindo que as variacoes de
CLso encontradas estariam associadas a caracteristicas especificas de cada populagdo de R.
microplus, podendo estar relacionadas com uma plasticidade fenotipica.

Diante do exposto, concluimos que os compostos (E)-cinamaldeido e a-bisabolol,
apresentam variada toxicidade sobre populagdes de R. microplus, contudo, ndo foi observado
correlacdo entre a resisténcia aos carrapaticidas sintéticos e maior resisténcia aos compostos
vegetais testados nas diferentes populaces. Tal fato é positivo para esforcos futuros para
desenvolvimento de carrapaticidas utilizando OEs como ingredientes ativos.
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CAPITULO I

PERFIL LIPIDICO DO CORPO GORDUROSO E OVOS DE FEMEAS
INGURGITADAS DE Rhipicephalus microplus EXPOSTAS AO (E)-CINAMALDEIDO
E o-BISABOLOL
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil lipidico no corpo gorduroso e ovos de
Rhipicephalus microplus ap6s a exposi¢do de fémeas com (E)-cinamaldeido e a-bisabolol.
Fémeas ingurgitadas, coletadas de bovinos artificialmente infestados, foram imersas em uma
concentragdo de 10,0 mg/mL de cada substancia. Em diferentes tempos (72h e 120h), foi
realizada dissecacdo dos corpos gordurosos dessas fémeas, para subsequente extracdo de
lipidios, a partir da utilizacdo de solventes organicos. Além disso, no quinto dia de postura,
foram coletadas aliquotas de 50,0 mg de massa de ovos de cada tratamento, para 0 mesmo
procedimento de extracdo de lipidios dos ovos. Apos extracao, foram realizadas duas técnicas
cromatogréaficas (cromatografia em camada delgada e cromatografia gasosa acoplada a um
espectrdmetro de massa) para caracterizacdo do perfil lipidico. Também foi realizada uma
analise in silico para predicdo dos possiveis alvos moleculares do (E)-cinamaldeido e do a-
bisabolol. Os resultados gerados na analise de cromatografia em camada delgada revelaram a
presenca de triacilglicerideos (TG), acidos graxos (AG) e colesterol (CHO) no corpo gorduroso
das fémeas ingurgitadas, e de colesterol-éster (CHOE), TG, AG e CHO nos ovos. Os resultados
também evidenciaram um aumento (p < 0,05) de CHO no corpo gorduroso apos tratamento
com (E)-cinamaldeido entre 72h (0,12 pg/corpo gorduroso) e 120h (0,46 ug/corpo gorduroso),
enguanto nos ovos provenientes de fémeas tratadas com essa substancia, houve reducéo (p <
0,05) na quantidade de CHO (0,21 ug), em comparacdo com o grupo controle agua (0,45 ug).
Na técnica de cromatografia gasosa, foram encontradas seis classes quimicas, nos quatro
tratamentos e foram observadas variaches entre essas substancias, principalmente
hidrocarbonetos e esteroides, nos diferentes grupos, sendo o (E)-cinamaldeido a substancia que
promoveu as maiores alteracdes. As predi¢des do estudo in silico demonstraram 763 possiveis
alvos moleculares para o (E)-cinamaldeido (dos quais 38 alvos foram selecionados), e 219 alvos
para o a-bisabolol (dos quais 20 alvos foram selecionados), relacionados ao metabolismo
energético, sistema imune e sistema nervoso, demonstrando ser uma excelente ferramenta para
direcionamento de estudos futuros. Este estudo fornece o primeiro relato de alteracGes no
metabolismo de lipidios de R. microplus expostos a compostos vegetais.

Palavras — Chave: Carrapato do boi, 6leos essenciais, fenilpropanoide, terpeno, metabolismo
energético
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the lipid profile in the fatty body and Rhipicephalus
microplus eggs after exposure of females with (E)-cinnamaldehyde and a-bisabolol. Engorged
females, collected from artificially infested cattle, were immersed in a concentration of 10.0 mg
/ mL of each substance. At different times (72h and 120h), the dissection of the fatty bodies of
these females was carried out, for subsequent lipid extraction, using organic solvents. In
addition, on the fifth day of laying, 50.0 mg aliquots of egg mass were collected from each
treatment, for the same lipid extraction procedure from the eggs. After extraction, two
chromatographic techniques were performed (thin layer chromatography and gas
chromatography coupled to a mass spectrometer) to characterize the lipid profile. An in silico
analysis was also performed to predict the possible molecular targets of (E)-cinnamaldehyde
and a-bisabolol. The results generated in the analysis of thin layer chromatography revealed the
presence of triacylglycerides (TG), fatty acids (AG) and cholesterol (CHO) in the fatty body of
engorged females, and cholesterol-ester (CHOE), TG, AG and CHO on the eggs. The results
also showed an increase (p <0.05) of CHO in the fatty body after treatment with (E)-
cinnamaldehyde between 72h (0.12 pg / fatty body) and 120h (0.46 ug / fatty body), while in
eggs from females treated with this substance, there was a reduction (p <0.05) in the amount of
CHO (0.21 pg), compared to the water control group (0.45 ug). In the gas chromatography
technique, six chemical classes were found in the four treatments and variations were observed
between these substances, mainly hydrocarbons and steroids, in the different groups, with (E)-
cinnamaldehyde being the substance that promoted the greatest changes. The predictions of the
in silico study demonstrated 763 possible molecular targets for (E)-cinnamaldehyde (of which
38 targets were selected), and 219 targets for a-bisabolol (of which 20 targets were selected),
related to energy metabolism, system immune system and nervous system, proving to be an
excellent tool for directing future studies. This study provides the first report of changes in the
metabolism of R. microplus lipids exposed to plant compounds.

Keywords: Bovine tick, essential oils, phenylpropanoid, terpene, energy metabolism
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888), conhecido popularmente como carrapato
bovino, pode causar prejuizos, tanto na pecuaria leiteira quanto na pecuéria de corte, sendo
considerado como um fator limitante no sucesso produtivo. Tradicionalmente, o controle desses
artropodes € realizado com a utilizacdo de carrapaticidas sintéticos (FURLONG et al., 2007;
ABBAS et al. 2014). Entretanto, a aplicacdo constante desses produtos tem resultado na selecao
de carrapatos resistentes a todas classes carrapaticidas disponiveis no mercado (FURLONG et
al., 2007; GUERRERO et al., 2014). Estudos recentes tém evidenciado um cenério ainda mais
preocupante, com registro de populages multirresistentes (RECK et al., 2014; KLAFKE et al.,
2017).

Diante de cenario mundial onde os conceitos de sustentabilidade e Satde Unica ganham
cada vez mais forga, existe uma demanda para desenvolvimento de novas tecnologias de
controle de carrapatos que possibilitem menor dependéncia do uso de carrapaticidas quimicos
(SAMISH, 2000). Nesse sentido, moléculas oriundas do metabolismo secundario de plantas
podem ser utilizadas para o desenvolvimento de novos carrapaticidas (ELLSE; WALL, 2014).
Dentre elas, destacam-se o fenilpropanoide (E)-cinamaldeido e o sesquiterpeno a-bisabolol, que
sdo substancias que ja tiveram sua atividade carrapaticida demonstrada para R. microplus
(SENRA et al., 2013; NOVATO et al., 2015; MARCHESINI et al., 2020). Esses dois
compostos sdo geralmente reconhecidos como substancias seguras ("GRAS™) por 0rgaos
fiscalizadores como Food and Drug Administration (FAQO), Food and Drug Administration
(FDA) e Flavor and Extract Manufacturers Association (FEMA). O (E)-cinamaldeido e 0 a-
bisabolol ja sdo utilizados nas industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética, com estimativas
anuais de producdo variando entre 100 e 1000 toneladas e 120 toneladas por ano,
respectivamente (BICKERS et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009; HOOTH et al., 2014).

Estudos tém demonstrado que moléculas encontradas na composic¢ao quimica de dleos
essenciais (OEs), como o monoterpeno timol, possuem a capacidade de reduzir a quantidade e
a viabilidade de ovos produzidos por fémeas ingurgitadas de R. microplus e Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (s.l.) (MONTEIRO et al., 2010; MATOS et al., 2020). Também tem sido
demonstrado o efeito citotdxico do timol e do carvacrol sobre ovarios de diferentes espécies de
carrapatos (MATOS et al, 2014; KONIG et al., 2019; SOUZA et al., 2019) e do timol sobre o
orgdo de Gene (MATOS et al., 2020). Contudo, além dos danos celulares nos ovarios e no 6rgédo
de Gené, podem existir outros mecanismos relacionados com a atividade dessas substancias
que resultem na reducdo da quantidade e viabilidade dos ovos produzidos por fémeas
ingurgitadas, como por exemplo, impacto sobre 0 metabolismo energético de carrapatos. De
acordo com Guizzo et al. (2012), ao longo do desenvolvimento embrionério, grande parte dos
lipidios, que constituem os ovos, sdo consumidos até 0 momento da eclosdo, indicando que
essas substancias sdo essenciais para 0 processo de embriogénese.

O corpo gorduroso dos carrapatos € caracterizado por estocar reservas nutricionais,
sendo importante no metabolismo e armazenamento de lipidios, carboidratos e proteinas, além
de promover sintese de peptideos antimicrobianos e atuar na detoxificacdo de compostos
nocivos (ARRESE; SOULAGES, 2010; SONENSHINE; ROE, 2013). Por ser um tecido de
preenchimento, este 6rgdo pode ser classificado, de acordo com a sua localiza¢do, em corpo
gorduroso parietal e corpo gorduroso perivisceral (DENARDI et al., 2008). Além disso, é um
6rgdo que apresenta grande importancia no processo reprodutivo, promovendo a sintese de
vitelogenina (\Vg), principal proteina do vitelo e fonte nutricional para embriogénese, e de
ecdisteroides que promovem degeneracdo da glandula salivar (poOs-ingurgitamento) e
estimulam o crescimento do ovario e biossintese de Vg (LOMAS; KAUFMAN, 1992;
SONENSHINE; ROE, 2013).
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Dessa forma, o metabolismo dos lipidios é fundamental para o desenvolvimento e
reproducdo dos carrapatos (ARRESE; SOULAGES 2010). Existem poucas informacdes a
respeito do efeito de carrapaticidas sobre o metabolismo dos lipidios em carrapatos, e até onde
sabemos, estudos nesse sentido, com compostos vegetais ainda ndo foram realizados. Um
melhor entendimento de como esses compostos agem no metabolismo energético desses
ectoparasitos podera vir a acrescentar novas informagGes sobre 0s mecanismos de agao dessas
moléculas e propiciar avanco no uso de OEs para controle de carrapatos. O presente estudo
objetivou caracterizar o perfil lipidico do corpo gorduroso e ovos de fémeas ingurgitadas de R.
microplus expostas ao (E)-cinamaldeido ¢ a-bisabolol além de avaliar os possiveis alvos
moleculares desses compostos através de uma analise farmacodinamica in silico.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local de realizacédo do estudo

Os bioensaios e a analise do perfil lipidico dos ovos e do corpo gorduroso de fémeas de
R. microplus, por cromatografia em camada delgada, foram realizados no Laboratorio de
Controle Microbiano (LCM) do Departamento de Parasitologia Animal da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. A andlise por cromatografia gasosa foi realizada no Instituto
Oswaldo Cruz, através da Plataforma Analitica de Produtos Naturais de Farmanguinhos/RJ.

2.2 Origem e diluicdo das substancias

O (E)-cinamaldeido e o a-bisabolol, com grau de pureza superior a 95%, foram
adquiridos comercialmente juntos a empresa Sigma-Aldrich (San Luis, MO, US) e Citrdleo
Industria e Comeércio LTDA (Torrinha, Sdo Paulo, Brasil), respectivamente. Para realizacdo
dos testes, essas substancias foram diluidas em dimetilsufoxido (DMSQO) 3% (agua destilada /
DMSO - v /v), na concentracdo de 10 mg/mL. A concentracdo foi selecionada com base em
testes anteriores (Marchesini et al., capitulo 1). Também foram formados dois grupos controles,
um com carrapatos expostos ao solvente (DMSO 3%) e outro com agua destilada.

2.3 Obtencao dos carrapatos

Para realizacdo do estudo, foram utilizadas fémeas ingurgitadas de R. microplus, obtidas
através de infestacdes artificiais em bezerros, sem contato com carrapaticidas quimicos,
mantidos na Estacdo para Pesquisas Parasitoldgicas W.O. Neitz. O procedimento foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/IV/UFRRJ — protocolo 9714220419). As
fémeas ingurgitadas recém desprendidas, naturalmente, foram coletadas, levadas para o
laboratdrio e lavadas com solucéo de hipoclorito de sodio a 0,05%, para assepsia da cuticula.

2.4 Exposicdo das fémeas ingurgitadas ao (E)-cinamaldeido e o a-bisabolol

Nessa etapa, quatro grupos contendo trinta fémeas ingurgitadas cada, com pesos
homogéneos (p>0,05), foram imersos por cinco minutos nas solu¢des de (E)-cinamaldeido e a-
bisabolol na concentracdo de 10,0 mg/mL e nas soluc¢des dos grupos controle (agua destilada e
DMSO 3%). Apos a imersao, as fémeas foram colocadas em placa de Petri (12 cm de diametro)
e mantidas em camara climatizada a 27°C+1 e UR% de 80+10%, (10 fémeas por placa). A
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dissecgdo dos corpos gordurosos, 10 fémeas para cada grupo, foi realizada com 72 h e 120 h
apos o tratamento.

As dez fémeas restantes, de cada grupo, foram mantidas em camara climatizada para
realizacdo de postura e a partir desses ovos foram feitas as avaliagdes de perfil lipidico. Para
essa analise foram utilizados ovos no quinto dia de postura, de forma a uniformizar a condigéo
nutricional desses ovos.

Os experimentos foram repetidos quatro vezes em cada tempo, em momentos distintos,
usando novas solugdes de (E)-cinamaldeido e o a-bisabolol.

2.5 Dissecc¢ao e extracéo dos lipidios do corpo gorduroso

A dissecc¢do das fémeas ingurgitadas de cada grupo foi realizada em tampé&o fosfato pH
7,4 a 4°C, com a utilizacdo de um microscopio estereoscopico, sendo que 10 fémeas de cada
grupo foram dissecadas ap6s 72h e 10 fémeas apds 120h. Na sequéncia, 0s corpos gordurosos
parietais foram colocados em eppendorfs (cinco 6rgdos por tubo) e, armazenados em freezer a
-20°C até 0 momento do processamento. O conteddo de um eppendorf foi usado para analise
por cromatografia em camada delgada e outro para analise em cromatografia gasosa. Para o
processamento, 0s corpos gordurosos foram macerados em tampéo fosfato pH 7,4 a 4°C,
centrifugados a 3.000 rpm durante cinco minutos. Apos essa etapa, o infranatante foi separado
e submetidoa extracdo dos lipidios.

Os lipidios foram extraidos conforme metodologia de Bligh e Dyer (1959), utilizando
cloroformio: metanol: agua (1: 2: 0,8) (v/v). Os corpos gordurosos periféricos, de cada grupo,
foram homogeneizados em tubo conico de vidro, um tubo por grupo testado, sendo acrescido
agua destilada para um volume final de 800 pL. Logo apds, foi acrescentado 2 mL de metanol
e 1 mL de cloroférmio. Esses tubos foram agitados no vortex, de cinco em cinco minutos, no
periodo de uma hora. Na sequéncia, todas as amostras foram centrifugadas por dez minutos em
uma velocidade de 3.000 rpm. Com o auxilio de uma Pipeta Pasteur, a fase inferior (analoga a
fase organica, contendo os lipidios) foi transferida para um outro tubo conico. Foram acrescidos
a essas amostras, 1 mL de cloroférmio e 1 mL de agua destilada, e o processo de centrifugacéo
foi repetido por dez minutos a 3.000 rpm. Finalizada essa etapa, a fase organica foi transferida
para outro tubo, seca por arraste de nitrogénio e armazenada a -20°C para futura analise.

2.6 Extracdo dos lipidios dos ovos

A massa de ovos do quinto dia de postura de 10 fémeas ingurgitadas foi homogeneizada
e em seguida, duas aliquotas de 50 mg de cada grupo foram acondicionadas em eppendorf (um
para cada técnica de cromatografia). Em seguida, as amostras foram acondicionadas em freezer
-20°C até o momento de extracdo dos lipidios.

Para extracdo dos lipidios, os ovos congelados foram macerados em 1 mL de 4gua, € na
sequéncia foi realizado o mesmo procedimento descrito no topico 2.5, utilizando cloroférmio:
metanol: gua (1: 2: 0,8) (v/v). ApoOs essa etapa, os lipidios foram analisados pelas diferentes
técnicas de cromatografia.

2.7 Analise dos lipidios por cromatografia em camada delgada
Os lipidios extraidos do corpo gorduroso e dos ovos foram analisados por cromatografia
em camada delgada unidimensional, em placas de silica gel (Merck®). Para aplicagdo nas

placas, os lipidios foram ressuspensos em 60 pL de cloroférmio, sendo que, antes da aplicacdo
das amostras, as placas foram previamente ativadas (aquecidas, entre placas de vidro, por
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170°C, durante 10 minutos). Os lipidios neutros foram separados por uma solugdo de hexano:
éter etilico: &cido acético (proporcao 60:40:1, viv) (KAWOOWA; LAW, 1988).

Na sequéncia, as placas de cromatografia foram mergulhadas em uma solucdo de
Cherring, constituida de sulfato de cobre 10% (p/v) e acido fosforico 8% (v/v). As placas foram
secas e, posteriormente, queimadas em forno Pasteur a 170°C por, aproximadamente, dez
minutos (RUIZ; OCHOA, 1997). Logo apos, as placas foram digitalizadas para a analise de
densitometria através do software Image Master Total Lab versdo 1.11 (GE Healthcare® -
Brazil Life Sciences, S&o Paulo, SP, Brazil). A quantificacdo dos lipidios foi realizada usando
como base a curva padrdo através de marcadores de &cido graxo (AG), colesterol (CHO),
colesterol éster (CHOE) e triacilglicerol (TG) adquiridos da empresa Sigma-Aldrich®, nas
concentracoes de 2ug, 4 ug, 6 nug, 8 uge 10 pg.

2.7.1 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa Biostat (versdo 5.0), sendo os
percentuais de média, de cada lipidio neutro encontrado, avaliados por ANOVA seguido do
Teste de Tukey (p<0,05). Para os dados ndo paramétricos, foi realizado o teste de Kruskal
Wallis seguido pelo teste de Student Newman Keulls (p<0,05).

2.8 Analises dos lipidios por cromatografia gasosa

Foram analisadas amostras do corpo gorduroso e dos ovos dos diferentes tratamentos,
em triplicata, por meio de cromatografia com fase gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas
(CG/EM), utilizando um cromatografo com fase gasosa Hewlett Packard 6890 e MS HP5972,
munido de um banco de dados WILEY 7n.1. Foi usada uma coluna capilar do tipo HP5MS com
0,25 um de espessura do filme, de 30 m de comprimento e 250 um de didmetro interno. Para
arraste foi utilizado o gés helio (ImL/min) e as separacdes foram realizadas com injetor a 250
°C, detector a 280 °C e a seguinte programacao de temperatura: 70°C aumentando, 2°C por
minuto, até a temperatura total de 290°C. Os parametros da operacédo de EM foram 70 eV, fonte
ibnica 250 °C, impacto de elétrons e a semelhanca dos constituintes quimicos foi comparada de
acordo com o perfil de fragmentacéo por Banco de dados WILEY.

2.9 Estudo in silico

Foi realizado um estudo in silico a fim de verificar as propriedades farmacodinamicas
do (E)-cinamaldeido e a-bisabolol. Para avaliar os possiveis alvos moleculares/ atividades
bioldgicas dos compostos nas fémeas e ovos de R. microplus, foi elaborada a notagdo SMILES
dos compostos no software livre Molinspiration Chem Informatics®.

As notacdes SMILES foram entdo inseridas na versdo online do software PASS online
para analise farmacodinamica. A partir dos resultados, foram selecionados os alvos moleculares
relacionados com o metabolismo de lipidios, devido ao objetivo central desse estudo. Contudo
também foram selecionados outros alvos relacionados a resposta imune, sistema nervoso e
sintese de quitina, com probabilidade de atividade superior a 0,3, que futuramente poderiam ser
estudados na tentativa de melhor compreender os mecanismos de acdo do (E)-cinamaldeido e
a-bisabolol em carrapatos.
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3 RESULTADOS

3.1 Anélise dos lipidios por cromatografia em camada delgada

Os corpos gordurosos parietais apresentaram em sua composicdo triacilglicerideos
(TG), &cidos graxos (AG) e colesterol livre (CHO), sendo realizado o calculo de pg/corpo
gorduroso. No periodo de 72h, ndo ocorreu diferenca significativa (p>0,05) nas concentragdes
de TG, AG e CHO, nos diferentes tratamentos (Figura 1). O mesmo foi observado na anélise
ap6s 120 horas (p>0,05). (Figura 1). Com relacdo a comparacao entre as classes lipidicas, nos
diferentes tempos, em um mesmo tratamento, o (E)-cinamaldeido resultou em aumento
significativo (p<0,05) de CHO, com média de 0,12 e 0,46 pg/corpo gorduroso para 0S
tratamentos de 72 e 120h respectivamente (Figura 2).
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Figura 1 — Média quantitativa (ug/corpo gorduroso) dos lipidios neutros triacilglicerol (TG), &cidos graxos livres (AG), colesterol livre (CHO)

presentes no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas ao (E)-cinamaldeido e a-bisabolol (10,0 mg/mL).Valores
obtidos a partir da analise densitométrica.
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Figura 2 — Concentracdo (ug/corpo gorduroso) de triacilglicerol (TG), acido graxo (AG) e colesterol livre (CHO), presentes no corpo gorduroso de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostas ao (E)-cinamaldeido e a-bisabolol (10,0 mg/mL). Valores obtidos a partir da analise
densitométrica. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste Kruskal wallis seguido do Student Newman Keulls.
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Com relagdo aos ovos das fémeas ingurgitadas de R. microplus, as classes lipidicas
identificadas foram colesterol-éster (CHOE), TG, AG e CHO (Figura 3). Na comparacao entre
os tratamentos foi possivel observar diferenca (p<0,05) na concentragdo de CHO do grupo
tratado com (E)-cinamaldeido (0,21 pg) em relagdo ao grupo controle agua (0,45 ug), grupo
controle solvente (0,33 pug) e grupo tratado com a-bisabolol (0,36 pg) (Figura 4).

FS

. . — CHOE

__  TAG

- "-’. AG

- S asasas CcHO

Figura 3 — Cromatograma dos lipidios neutros presentes nos ovos de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus expostas ao (E)-cinamaldeido e a-bisabolol (10,0 mg/mL). A placa de
silica da cromatografia em camada delgada foi escaneada e submetida a analise densitométrica.
FS: frente do solvente. O: origem. Cada lane na imagem representa um grupo experimental: 1
- controle agua; 2 - controle solvente; 3 - a-bisabolol; 4 - (E)-cinamaldeido. P - amostras padrao:
2; 4; 6; 8; 10 mg/mL). Colesterol éster (CHOE), triacilglicerol (TAG), &cidos graxos livres
(AG), colesterol livre (CHO). Cada grupo continha 50 mg de ovo no momento da extracdo de
lipidios.
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Figura 4 — Concentracdo (ug) de colesterol éster (CHOE), triacilglicerol (TG), acido graxo (AG)
e colesterol livre (CHO), presentes nos ovos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus, expostas ao (E)-cinamaldeido e a-bisabolol (10,0 mg/mL). Valores obtidos a partir
da analise densitométrica. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste
Kruskal wallis seguido do Student Newman Keulls.

3.2 Analise dos lipidios por cromatografia gasosa

Nas analises por CG/EM do corpo gorduroso, nos dois periodos de avaliacdo, foram
encontrados: hidrocarbonetos, fenol, fosfolipidios, esteroides, naftoquinona e substancia
contendo o nucleo oxaspiro. No entanto, foram constatadas diferentes constituicdes de
hidrocarbonetos e esteroides, indicando a presenca de diferentes substancias entre 72 e 120h
apos tratamento (Tabela 1).

Com relacdo aos diferentes tratamentos, 72h apds exposicdo, foram observadas
diferencas nas classes quimicas presentes. A naftoquinona presente nos grupos controles, agua
e DMSO 3%, estava ausente nos grupos tratados com compostos vegetais. Os hidrocarbonetos
tetradecano e pentadecano estavam presentes nos controles (agua e solvente) e a-bisabolol, e
ausentes no tratamento com (E)-cinamaldeido. Além disso, foi observado que trés esteroides
presentes no grupo controle dgua estavam ausentes nos demais tratamentos, incluindo o
controle solvente (Tabela 1). J& com relacdo a avaliacdo apds 120h, foi observado a presenca
de cinco hidrocarbonetos no grupo controle agua que ndo estavam presentes nos demais grupos.
Sobre a classe dos esteroides, trés deles, incluindo o colesterol, estavam ausentes nos dois
grupos controles (dgua e solvente) e estavam presentes nos grupos tratados com (E)-
cinamaldeido e a-bisabolol (Tabela 1).
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Na analise dos ovos, foram observadas alteracdes entre os tratamentos, com relagdo aos
esteroides. Foi verificado a presenca de trés esteroides nos controles (&gua e DMSO 3%), que
estavam ausentes nos grupos tratados com (E)-cinamaldeido e o a-bisabolol. Em contrapartida,
foi verificado a presenca de cinco esteroides presentes nos quatro grupos experimentais, dentre
0s quais estava o colesterol (Tabela 2).
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Tabela 1 - Substancias ou classes de substancias encontradas na analise de cromatografia
gasosa do corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas com
(E)-cinamaldeido ¢ o a-bisabolol na concentracdo de 10 mg/mL, ap6s 72h e 120h de tratamento.

Tempo Classe
de N° Quimica Substancia T.R. Agua Solvente Bisa Cina
exposicao
72h 1 Hidrocarboneto Tetradecano 19,534 + + + _
2  Hidrocarboneto Pentadecano 22,005 + _
3 Fenol 2,4-Di-tert-butilfenol 22,389  + + +
4 Hidrocarboneto Hexadecano 24,348 + _ + _
7,9-Di-tert-butil-1-oxaspiro
5 Oxaspiro (4,5) deca-6,9-diene-2,8- 31,279 + + + +
diona

6 N_a ftoqw_nona Desconhecido 33,156 + +
dimetoxilada - -
7 Fosfolipidio Desconhecido 35,204 + + + +
8 Fosfolipidio Desconhecido 38,694 + + + +
9 Esteroide Desconhecido 42,104 + _ _ _
10 Esteroide Desconhecido 42,301 + _ _ _
11 Esteroide Cholesta 3,5 diene 42,569 + _ _ _
12 Esteroide Colesterol 50,040 + _ + _
120 h 1 Hidrocarboneto Decano 16,935 + + _ _
2  Hidrocarboneto Tetradecano 19,531 + + _ _
3 Hidrocarboneto Desconhecido 22,003 + + _ _
4 Fenol 2,4-Di-tert-butilfenol 22,392 + + + +
5 Hidrocarboneto Hexadecano 24,357  + + _ _
6 Hidrocarboneto Desconhecido 26,826  + + _ _

7,9-Di-tert-butil-1-oxaspiro
7 Oxaspiro (4,5) deca-6,9-diene-2,8- 31,279 + _ + +
diona

N.a ftoqm_nona Desconhecido 33,151 + +
dimetoxilada - -
9 Fosfolipideo Desconhecida 35,206 + + + +
10 Esteroide Desconhecida 41,990 + _ _ _
11 Esteroide Desconhecido 42,104 + + _ _
12 Esteroide Desconhecido 42,306 + _ + _
13 Esteroide Desconhecido 42,589 + _ _ _
14 Esteroide Colesterol 50,047 _ _ + +
15 Esteroide Desconhecido 54,422 _ _ + +
16 Esteroide Desconhecido 58,377 + +

T.R. = tempo de retencdo (minutos); Solvente = DMSO 3%; Cina = (E)-cinamaldeido; Bisa = a-bisabolol.
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Tabela 2 - Substancias ou classes de substancias encontradas na analise de cromatografia
gasosa do quinto dia de postura de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas
com (E)-cinamaldeido e o a-bisabolol na concentracéo de 10 mg/mL.

N° Classe Quimica Substancia T.R. Agua Solvente Bisa Cina

1 Fenol 2,4-Di-tert- 22,392 + + + +
butilfenol

2 Oxaspiro 7,9-Di-tert-butil-1- 31,279 + + + +

oxaspiro (4,5) deca-
6,9-diene-2,8-diona

3 Fosfolipidio Desconhecida 35,207 + + + +
4 Fosfolipidio Desconhecida 38,699 + + + +
5 Ester Desconhecido 40,589 + + + +
6 Esteroide Desconhecido 42,108 + + _ _
7 Esteroide Desconhecido 42,307 + + + +
8 Esteroide Desconhecido 42,416 + + + +
9 Esteroide Cholesta 3,5 diene 42,569 + + _ _
10 Esteroide Desconhecido 48,471 + + _ B
11 Esteroide Colesterol 50,041 + + + +
12 Esteroide Desconhecido 54,422 + + + +
13 Esteroide Desconhecido 58,377 + + + +

T.R. = tempo de retencéo (minutos); Solvente = DMSO 3%; Cina = (E)-cinamaldeido; Bisa = a-bisabolol.

3.3 Estudo in silico

Ap0s a realizacdo das analises com a plataforma PASS online, foram encontrados 763
alvos moleculares/atividade para o (E)-cinamaldeido e de acordo com os critérios mencionados
na metodologia, foram selecionados 38 alvos, descritos na Tabela 3. Desses, 20 alvos estdo
relacionados ao metabolismo energético, 11 com resposta imune, sete com sistema nervoso e
um relacionado com a sintese de quitina (Tabela 3). Para o a-bisabolol, foram 219 possiveis
alvos/mecanismo de acdo, sendo selecionados 20, dos quais 12 sdo referentes ao metabolismo
dos lipidios, quatro a resposta imune, trés com sistema nervoso e um com 0 processo de
oviposicao (Tabela 3).

Esses resultados demonstram que ambos compostos apresentaram potencial para
funcionarem como reguladores do metabolismo lipidico e serem antagonistas do colesterol. O
(E)-cinamaldeido apresentou ainda potencial para funcionar como inibidor da sintese de
esteroides e da enzima 27-hidroxicolesterol 7-alfa-monooxigenase, enquanto o a-bisabolol
apresentou potencial para funcionar como inibidor da sintese de colesterol e da enzima
colesterol oxidase.
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Tabela 3 - Alvos farmacodinamicos do (E)-cinamaldeido e o a-bisabolol, selecionados a partir de analise na plataforma PASS online.

Atividade

(E)-cinamaldeido

a-bisabolol

Probabilidade de

Atividade/Alvo molecular

Probabilidade de Atividade/Alvo molecular

atividade atividade
Inducdo de alteracdes lipidicas 0,764 Inibidor da acil-CoA sintase do &cido graxo 0,711 Inibidor da fosfatidilcolina-esterol O-
aciltransferase
0,738 Inibidor da glicosilfosfatidilinositol fosfolipase D 0,689 Inibidor da ecdisona 20-hidroxilase
0,668 Inibidor da permeabilidade da membrana 0,588 Inibidor da acil-CoA sintase do acido graxo
0,650 Inibidor da ATPase translocadora de fosfolipidios 0,531 Antagonista de colesterol
0,593 Inibidor da 27-hidroxicolesterol 7-alfa- 0,478 Inibidor da hidrolase de alcenilglicerofosfocolina
monooxigenase
0,533 Inibidor da ecdisona 20-hidroxilase 0,471 Regulador do metabolismo lipidico
0,527 Inibidor da hidrolase de 0,431 Inibidor da sintese de colesterol
alcenilglicerofosfoetanolamina
0,525 Inibidor da prostaglandina-Al-Delta-isomerase 0,401 Inibidor do colesterol oxidase
0,434 Regulador do metabolismo lipidico 0,366 Inibidor da hidrolase de
alcenilglicerofosfoetanolamina
0,432 Inibidor da sintese de esteroides 0,338 Inibidor do esterdide N-
acetilglucosaminiltransferase
0,420 Inibidor da lipoproteina lipase 0,308 Inibidor da prostaglandina-Al-Delta-isomerase
0,414 Inibidor da citidililtransferase etanolamina-fosfato 0,306 Inibidor da lipoproteina lipase
0,401 Inibidor da fosfatidilglicerofosfatase
0,391 Antagonista do colesterol
0,377 Inibidor da fosfatidilcolina-esterol O-aciltransferase
0,365 Inibidor da Inositol-polifosfato 5-fosfatase
0,330 Inibidor da fosfatidilinositol diacilglicerol-liase
0,327 Inibidor da fosfolipase C
0,310 Antagonista de colesterol
0,304 Inibidor da alquilglicerofosfoetanolamina
fosfodiesterase
Inducdo de alteracBes em resposta 0,819 Inibidor de expressdo de JAK2 0,311 Antioxidante
imune 0,587 Inibidor da serina endopeptidase especifica de IgA 0,308 Inibidor de expressdo de JAK2
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Sistema nervoso

Sintese de quitina

Oviposicao

0,529
0,673
0,832
0,822
0,814
0,812
0,604
0,457
0,389

0,612
0,485
0,455
0,422
0,407
0,385

0,319

0,443

Inibidor da fosfatidilserina descarboxilase
Inibidor da catepsina T

Substrato GST P

Substrato GST P1-1

Estimulante da caspase 3

Substrato GST M

Estimulante do citocromo P450

Inibidor da catalase

Estimulante da caspase 8

Inibidor de GABA aminotransferase
Agonista do receptor GABA C
Antagonista Octopamina

Antagonista de neurotransmissor

Inibidor da captac8o de neurotransmissores

Inibidor da glutamato-1-semialdeido 2,1-
aminomutase
Blogueador de canal de sédio classe Ib

Inibidor da quitinase

0,459
0,350

0,326
0,309
0,306

0,367

Estimulante da caspase 3
Substrato GST A

Inibidor da acetilesterase
Ativador do canal de célcio (sensivel a tensdo)
Inibidor de GABA aminotransferase

Inibidor da ovulagéo - Inseticida
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4. DISCUSSAO

Os lipidios desempenham diversas fungdes nos artropodes, como fonte e
armazenamento de energia, composi¢cdo de membranas celulares, mensageiros quimicos
(horménios), producdo, composicao e viabilidade dos ovos (CANAVOSO et al., 2001; RYAN;
VAN DER HORST, 2000). Dessa forma, alteraces no metabolismo dos lipidios nos
carrapatos, devido a exposicdo com compostos de plantas, sinalizam um possivel mecanismo
de acdo dessas substancias, refor¢cando o seu potencial carrapaticida. O presente estudo descreve
pela primeira vez, a acdo de substancias de origem vegetal, encontrada em OEs, sobre a
composicao lipidica do corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de R. microplus, a dindmica de
mobilizacdo de lipidios para os ovos dessas fémeas, além de apresentar resultados de um estudo
in silico com possiveis alvos moleculares dessas substancias, que podem estar relacionados com
a atividade sobre carrapatos.

O CHO foi a classe lipidica mais abundante no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas
de R. microplus, seguido do TG e AG. Angelo et al. (2013) também observaram que o CHO foi
o principal lipidio encontrado no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de R. microplus,
diferindo dos dados da literatura sobre composicdo lipidica do corpo gorduroso de insetos
(CANAVOSO et al., 2001; PONTES et al., 2008), que apresentam maior composicdo de TG.
Esses resultados indicam que em carrapatos, possivelmente a mobilizacdo de lipidios se da de
forma diferente. Segundo Sonenshine e Roe (2013), muito do que sabemos sobre a fisiologia
de artropodes € baseado na classe Insecta, uma vez que é o grupo mais estudado, e muitas
extrapolacOes sdo feitas para outros individuos desse Filo, devido as aparentes semelhancas nos
mecanismos regulatérios, forma de desenvolvimento (metamorfose do estado juvenil para
adulto) e postura de ovos. No entanto, com 0 avanco nos estudos sobre acaros, é possivel
observar que esta hipOtese se sustenta até certo ponto, sendo encontradas algumas
particularidades importantes entre insetos e carrapatos. Os achados do presente estudo, a
respeito das classes lipidicas predominantes no corpo gorduroso de carrapatos reforcam esse
aspecto.

No presente estudo, a analise do perfil lipidico por meio da TLC, dentro de um mesmo
intervalo de tempo, demonstrou que os tratamentos com (E)-cinamaldeido e a-bisabolol ndo
ocasionaram alteragcdes na concentracdo de TG, AG e CHO no corpo gorduroso de fémeas
ingurgitadas. Gaudéncio (2016) ao investigar a atividade do acaricida fluazuron no corpo
gorduroso de fémeas ingurgitadas de R. microplus, também ndo constatou diferencas
significativas entre valores dos percentuais das classes lipidicas, entre o0 4° e 8° dia pos-
tratamento. Em alguns trabalhos que avaliaram alterac6es no perfil lipidico do corpo gorduroso
de fémeas ingurgitadas de R. microplus frente a infeccdo por diferente isolados fungicos, foi
possivel observar que os niveis de TG aumentaram, no decorrer do tempo (Angelo et al., 2013;
Sé et al, 2018), sendo observado, também um aumento de colesterol esterificado, 48h apds a
infeccdo por Metarhizium anisopliae s.I. (Angelo et al., 2013). Esses autores atribuiram essa
alteracdo devido ao processo de infeccdo, gerando uma maior demanda energética, a fim de
combater a infeccdo (Angelo et al., 2013; S& et al, 2018). Essa diferenca nos resultados pode
indicar que o mecanismo de acdo e/ou a resposta do carrapato quando desafiado por uma
substancia quimica é diferente, quando comparado com a resposta a infecgdo por um agente
bioldgico.

Comparando a concentracdo de CHO (ug/corpo gorduroso) no corpo gorduroso nos dois
periodos de avaliacdo (72 — 120h), foi possivel observar que o (E)-cinamaldeido propiciou um
aumento na quantidade dessa classe lipidica ap6s 120h. De forma concomitante, foi verificado
reducdo na quantidade de CHO nos ovos das fémeas tratadas com (E)-cinamaldeido. Segundo
Cherry (1976), um terco do colesterol presente nas fémeas ingurgitadas de R. microplus €
transportado para 0s ovos. Assim, a maior concentragdo de CHO no corpo gorduroso do grupo
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tratado com esse fenilpropanoide sugere que o (E)-cinamaldeido pode ter reduzido o aporte de
CHO para os ovos, durante o processo de ovipostura, fato que pode resultar na menor
viabilidade dos ovos. Esses resultados véo de encontro aos dados da biologia reprodutiva de R.
microplus, em que foi observado redugdo na quantidade e viabilidade dos ovos de fémeas
ingurgitadas expostas ao (E)-cinamaldeido, na concentracdo de 10,0 mg/mL (Marchesini et al.,
capitulo 1).

No presente, a andlise de cromatografia gasosa do corpo gorduroso evidenciou
diferengas entre as classes quimicas encontradas nos grupos controles, no qual haviam
substancias (hidrocarboneto e esteroides) presentes no controle agua que nao foram encontradas
no controle solvente. Em estudos para determinar a atividade de substancias de origem vegetal,
o ideal é escolher solventes que tenham pouco ou nenhum efeito sobre o carrapato alvo, com
intuito de determinar, de forma mais precisa, a atividade da molécula estudada (RESENDE et
al., 2012). Estudos demonstraram que o0 DMSO, em concentracfes inferiores a 5%, ndo causa
morte e alteracOes considerédveis na biologia reprodutiva de R. microplus (GONCALVES et al.,
2007; SHARMA et al., 2011). Talvez alteragGes de certas substancias utilizadas com solventes,
SO sejam detectadas em analises mais especificas, permitindo observar alteragdes que nédo
aparecem em avaliacOes de mortalidade e biologia reprodutiva. Estudos tem demonstrado que
o0 etanol em concentragdes inferiores a 50% n&o ocasiona mortalidade e altera¢Ges na biologia
reprodutiva de R. microplus e Rhipicephalus annulatus Neumann, 1904 (GONCALVES et al.,
2007; SHARMA et al., 2011; RAVINDRAM et al., 2011; MATOS et al., 2014a); contudo, em
analises histoldgicas, foi demonstrado que etanol, na concentracdo de 30%, ocasiona algumas
alteracdes morfofisioldgicas, incluindo vacuolizacéo citoplasmatica nos ovacitos (I e 1) de R.
sanguineus s.l. (MATOS et al., 2014b).

Embora a andlise por cromatografia gasosa tenha demonstrado algumas diferencas no
perfil das classes quimicas, ocasionadas pelo solvente, cabe destacar que as alteracdes foram
mais acentuadas nos grupos expostos ao a-bisabolol e ainda mais, no tratamento com o (E)-
cinamaldeido. A capacidade de alterar os constituintes do corpo gorduroso e impactar o
metabolismo energético de R. microplus pode ser um dos mecanismos de acdo dessas
substancias sobre carrapatos. Além disso, € possivel perceber que o (E)-cinamaldeido foi capaz
de suprimir um maior nimero de classes quimicas do que o a-bisabolol, fato que pode estar
relacionado com sua maior atividade sobre carrapatos. Em estudo com larvas ndo alimentadas
e fémeas ingurgitadas de R. microplus, Marchesini et al., (dados ndo publicados — capitulo 1)
demonstraram que o (E)-cinamaldeido apresentou maior atividade que o a-bisabolol, tanto para
larvas quanto para fémeas ingurgitadas. Em outro estudo, que avaliou a atividade dessas
substancias sobre 51 populac6es de R. microplus, também foram observados menores valores
de CLso para o (E)-cinamaldeido (Marchesini et al., 2020).

Ainda com relacdo a cromatografia gasosa, no periodo de 120h pos-tratamento, foi
observado que o CHO estava presente no corpo gorduroso dos grupos tratados com (E)-
cinamaldeido ¢ a-bisabolol e ausente nos grupos controles (dgua e solvente), ao passo que
estava presente na cromatografia gasosa dos ovos, nos quatro tratamentos. Embora o colesterol
esteja presente nos ovos, pode ser que ele esteja em uma quantidade inferior, contudo, para tal
confirmacdo, seria necessario realizar a quantificacdo dessa molécula. Na analise in silico foi
verificado que essas duas substancias apresentam potencial de inibicdo da lipoproteina lipase.
A lipase promove a quebra dos lipidios e a lipoproteina é responsavel por carrear os lipidios
para 0s demais tecidos (NELSON; COX 2014). Se ha uma inibicdo da lipoproteina lipase, ndo
h& a quebra dos lipidios, entdo ha um acimulo de lipidios no érgdo, corroborando com 0s
resultados da cromatografia gasosa, indicando um possivel efeito do (E)-cinamaldeido e a-
bisabolol, impactando a capacidade das fémeas metabolizar essa classe de lipidios e transporta-
la, resultando em prejuizos sobre o processo da embriogénese. Os achados na TLC, com a maior
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concentracdo de CHO no corpo gorduroso, no periodo de 120h, e menor concentracdo de CHO
nos ovos, no tratamento com (E)-cinamaldeido, reforcam essa hipdtese.

Na cromatografia gasosa do corpo gorduroso, ndo foi possivel detectar a presenca de
ecdisterides em nenhum dos grupos tratados, mas foram observados fragmentos de massa
referentes a substancias esteroidais, dentre eles 0 m/z 281 e m/z 207, que sdo caracteristicos de
alguns derivados de hormonios esteroidais (YILMAZ, 2015; LEE et al., 2010). O sinal base
ou fragmentos com grande intensidade relativa em m/z 207 pode ser uma indicagdo de
esteroides que sofreram fragmentacdo de massas no ndcleo dos anéis A, B e C e que apresentam
duas duplas ligagdes e uma hidroxila ligada ao carbono 3 no anel A de sua estrutura
(THURMAN et al., 2015). O sinal em m/z 281, por sua vez, pode ser devido ao fragmento de
massas referente aos anéis A, B, C, D e C 20 e Co1 apds clivagem (GRIFFITHS et al., 2012). Da
mesma forma, Renthal et al. (2019) ndo conseguiram identificar a ecdisterona (20-
hidroxiecdisona) ao analisar machos e fémeas alimentados de Amblyomma americanum
Linnaeus, 1758, mas detectaram espectros compativeis com um isdbmero de
desidrodeoxicdisona (m/z 464.338), sendo o nivel desse esteroide cinco vezes maior em fémeas
ingurgitadas, sugerindo que esta molécula seja um derivado da ecdisterona.

Na analise in silico, dos 38 alvos selecionados para o (E)-cinamaldeido, 20 apresentam
o0 potencial de atividade na inducdo de alteragdes lipidicas; para o a-bisabolol, dos 20 alvos
selecionados, 12 estdo relacionados com lipidios. Em relagdo ao (E)-cinamaldeido, foi
encontrado potencial de inibicdo da enzima que hidroxila o colesterol (27-hidroxicolesterol 7-
alfa-monooxigenase), que promove uma reacdo de oxirredugdo, enquanto para o a-bisabolol,
foi observado potencial de inibir a sintese de colesterol e inibir a enzima colesterol oxidase, que
transforma o colesterol em colesterol oxidado (oxisterol). Um estudo recente detectou enzimas
relacionadas com o metabolismo de esteroides em R. microplus, incluindo enzimas que
catalisam a desidrogenacdo de hidroxiesteroides e enzimas oxidorredutases, relatando a
presenca de proteinas de ligacdo com o oxisterol no orgao de Gené (XAVIER et al., 2019).
Estas proteinas estdo relacionadas com o metabolismo lipidico, transporte de esterol e
sinalizagdo celular (OLKKONEN; LI, 2013; RAYCHAUDHURI; PRINZ, 2010). Além disso,
de acordo com Veirlink e Ghisla (2009), a manipulacdo da enzima colesterol oxidase é uma
ferramenta biotecnologica com potencial uso inseticida. Dessa forma, alteracdes no
metabolismo do colesterol, provenientes ao uso do (E)-cinamaldeido e o a-bisabolol, poderiam
caracterizar novos sitios de acdo de substancias encontradas em OEs com potencial acaricida.

Ainda com relacdo ao metabolismo lipidico, foi observado que essas duas substancias
possuem potencial de inibi¢do da permeabilidade da membrana. Ao perder essa permeabilidade,
a célula perde o controle de osmorregulacdo, ocasionando uma série de efeitos deletérios,
incluindo a lise celular (variacdo oriunda da perda do meio isotdnico). Sabe-se que a a¢do sobre
a permeabilidade de membranas celulares, de eucariotas e procariotas, € um dos principais
mecanismos de acdo de OEs e substancias encontradas nesses 6leos (CAMPOS et al., 2019).
Em carrapatos, estudos recentes tém demonstrado que os monoterpenos timol e carvacrol,
encontrados em diferentes OEs, possuem a capacidade de ocasionar danos nas membranas de
células do 6rgdo de Gené, ovarios, singanglio e glandula salivar, podendo ocasionar inclusive
o rompimento da membrana (MATOS 2018; KONIG et al, 2019; SOUZA et al., 2019).

O (E)-cinamaldeido e a-bisabolol apresentaram o potencial de inibir ecdisona 20-
hidroxilase, ecdisterdide que estimula a sintese, secrecédo e absor¢do de Vg (THOMPSON et al.
2005). Além disso, o (E)-cinamaldeido apresentou capacidade de inibicdo da quitina (o que
poderia vir a interferir na muda) e o a-bisabolol tem o potencial de interferir no processo de
oviposicdo. Um estudo que pode reforcar essas predigdes avaliou o triterpeno azadiractina,
isolado da planta Azadirachta indica A. Juss, e observou uma redugéo no desenvolvimento de
oéciotos de fémeas de Rhodnius prolixus (Stal, 1859), afetando diretamente o indice de
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producdo de ovos, além de reduzir os niveis de ecdisterdides da hemolinfa, interferindo no
sistema neuroenddcrino e inibindo o processo de muda (GARCIA; AZAMBUJA, 2004).

A andlise in silico apontou 11 possiveis alvos relacionados a resposta imune que
poderiam ser alterados pela acdo do (E)-cinamaldeido e quatro para o a-bisabolol. Dentre esses
alvos, para as duas substancias, esta a atuacdo como substrato da enzima glutationa-S-tranferase
(GST) (relacionada ao estresse oxidativo) e estimulante da enzima caspase 3 (relacionada com
0 processo de morte celular). Para o (E)-cinamaldeido, também foi observado potencial para
inibir a enzima catalase (relacionado a regulacéo do estresse oxidativo). Matos (2018), analisou
a atividade do timol sobre o sistema enzimético de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus (s.1.),
e demonstrou que o timol ocasionou um aumento na concentragdo de GST e da caspase 3,
presente nos ovarios e 6rgao de Gené, contudo ndo foram observadas alteracdes nos niveis de
catalase. Em adicional, esse estudo demonstrou o potencial do (E)-cinamaldeido na inibicdo de
peptideos, o0 que poderia interferir na resposta imune, uma vez que o carrapato estd sendo
desafiado por esse composto, podendo vir a ativar alguma via de forma a tentar debelar a
concentracdo desse principio ativo no organismo. Para R. microplus, ja foram descritos alguns
peptideos como a defensina e ixodidina, identificadas nos hemocitos (FOGACA et al., 2004;
2006) e a microplusina, encontrada na hemolinfa, ovos e 6rgdo de Gene (FOGACA et al., 2004;
ESTEVES et al., 2009; XAVIER et al., 2019), que estdo relacionados com a resposta imune
desse parasito.

A acdo no sistema nervoso € uma das possiveis atividades preditas no estudo in silico,
sendo registrados sete possiveis alvos moleculares para o (E)-cinamaldeido (inibidor de GABA
aminotransferase, agonista do receptor GABA C, antagonista de octopamina, antagonista de
neurotransmissor, inibidor da captacdo de neurotransmissores, inibidor da glutamato-1-
semialdeido 2,1-aminomutase e bloqueador de canal de sddio classe Ib) e trés para o a-bisabolol
(inibidor da acetilesterase, ativador do canal de célcio, inibidor de GABA aminotransferase). A
maior parte das classes de carrapaticidas sintéticos sdo conhecidas por apresentarem agdo no
sistema nervoso de carrapatos, como organofosforados e carbamatos, que atuam na inibicéo da
acetilcolinesterase (AChE) e o0 amitraz que age na insensibilizacdo do receptor de octopamina
(ANDERSON; COATS, 2012; TEMEYER et al., 2013; JONSSON et al., 2018). Recentemente,
Cardoso et al. (2020) avaliaram pela primeira vez o potencial de diferentes terpenos na inibicdo
da AChE e observaram alta inibicdo frente a cinco substancias (carvacrol, timol, eucaliptol,
citral e R-(-)-carvona). Estudos similares ainda sdo escassos para carrapatos, contudo, para
insetos, onde existe um numero maior de investigacoes, existem dados demonstrando atividade
sobre os receptores de octopamina (timol, eugenol, alcool cindmico), tiramina (timol, carvacrol,
a-terpineol), no blogueio dos canais de cloro controlados pelo GABA (timol) e inibicdo do
citocromos P450 (Piper ssp.) (BELZILE 2000; ENAN, 2001; ENAN, 2005a,b; LOPEZ;
PASCUAL-VILLALOBOS, 2010; PAVELA; BENELLLI, 2016).

Concluimos que o (E)-cinamaldeido e o a-bisabolol possui efeito deletério sobre o
metabolismo energético de fémeas ingurgitadas de R. microplus, alterando o perfil de lipidios
encontrados no corpo gorduroso e ovos, indicando que esse é um dos mecanismos de agdo
dessas moléculas em carrapatos. Além disso, no estudo in silico, apresentamos uma série de
outros alvos onde essas moléculas podem estar atuando; informagfes que podem direcionar
estudos futuros para investigar outros mecanismos de a¢ao do (E)-cinamaldeido e o a-bisabolol
em carrapatos.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

CAPITULO |

1. Os 6leos esséncias (OEs) de Cinnamomum zeylanicum e Eremanthus erythropappus e
seus respectivos compostos majoritarios, (E)-cinamaldeido e o-bisabolol apresentam
atividade sobre larvas ndo alimentadas e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus.

2. Os valores de CLso dos OEs de C. zeylanicum e E. erythropappus foram menores que
os valores de CLsg dos compostos (E)-cinamaldeido e a-bisabolol para larvas e fémeas,
mostrando uma maior atividade dos OEs.

3. O acetato de cinamila mostrou menor atividade acaricida em comparagdo com o seu
precursor (E)-cinamaldeido.

CAPITULO I
1. Em média, o (E)-cinamaldeido mostrou maior atividade do que a-bisabolol.

2. Existe variacdo na susceptibilidade de diferentes populacdes de R. microplus frente ao
fenilpropandide (E)-cinamaldeido e ao sesquiterpeno a-bisabolol.

3. Nao existe correlacdo entre valores de eficiéncia dos carrapaticidas com 0s compostos
de origem vegetal, (E)-cinnamaldeido e a-bisabolol, ndo sendo observado, dessa forma,
resisténcia cruzada entre os principios ativos.

CAPITULO 11l

1. Os compostos (E)-cinamaldeido e a-bisabolol alteram o metabolismo lipidico de
fémeas ingurgitadas de R. microplus.

2. Com o decorrer do tempo, o fenilpropandide (E)-cinamaldeido altera,
quantitativamente, as reservas de colesterol presentes no corpo gorduroso de fémeas
ingurgitadas de R. microplus.

3. O (E)-cinamaldeido reduz, significativamente, o teor de colesterol na postura oriunda
de fémeas tratadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Alternativas que possam vir a potencializar o controle de carrapatos tém despertado o
interesse da comunidade cientifica, e a utilizacdo de substancias boténicas tem ganhado
destaque devido as inimeras vantagens que podem propiciar, como a reducdo nos custos e
impactos ambientais e menor espectro de agdo nos organismos ditos como n&o alvos. Os dleos
essenciais de Cinnamomum zeylanicum e Eremanthus erythropappus e os compostos (E)-
cinamaldeido e a-bisabolol apresentam atividade in vitro, sobre larvas ndo alimentadas e fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Embora o acetato de cinamila tenha resultado em
baixa atividade carrapaticida, ele € um composto de elevada biosseguranga. Dessa forma,
futuras investigacdes com o intuito de melhorar sua atividade, através de associacbes com
agentes de controle bioldgico ou até mesmo carrapaticidas sintéticos, poderiam vir a intensificar
a eficiéncia de controle desses artrépodes.

A crescente preocupacdo com a perda de eficacia de carrapaticidas sintéticos, nos faz
refletir se 0os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de resisténcia a esses farmacos
poderiam vir a influenciar a susceptibilidade dos carrapatos a compostos de origem vegetal. Os
dados gerados no capitulo I, evidenciam auséncia de correlacdo entre eficacia de carrapaticidas
comerciais e as substancias boténicas estudadas, demonstrando que ndo ocorre resisténcia
cruzada, reforcando, dessa forma, o potencial destes metabdlitos secundarios de plantas no
controle de carrapatos.

O metabolismo energético dos carrapatos é de extrema importancia para sua
sobrevivéncia, uma vez que esta relacionado com diversos processos fisioldgicos. O capitulo
Il desta tese, destacou alteracfes no perfil lipidico de fémeas de R. microplus tratadas com
compostos vegetais, que levam a uma reducdo no sucesso reprodutivo desses parasitos, uma
vez que hd uma queda na quantidade de massa de ovos postos pelas fémeas e reducdo no
percentual de ecloséo das larvas, o que contribui para um melhor entendimento do mecanismo
de acdo desses compostos.

Estudos in vitro sdo de fundamental importancia para selecionar compostos com
potencial carrapaticida para diferentes estagios e espécies de carrapatos, no entanto, nem
sempre os resultados obtidos em laborat6rio conseguem ser reproduzidos nos testes in vivo.
Dessa forma, é necessario intensificar estudos a campo e promover o desenvolvimento de
formulacGes, de forma a confirmar a atividade desses compostos vegetais e verificar sua
toxidade sobre outros organismos ndo alvo. Em adicional, uma analise comparativa sobre 0s
custos, facilidade de obtencdo e aplicacdo se faz necessario a fim de se eleger compostos que
propiciem melhor custo beneficio.
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Anexo A. Obtencdo de amostras de carrapatos enviadas para realizacdo de testes de
biocarrapaticidograma na Embrapa Gado de Leite

As populac@es de Rhipicephalus microplus utilizadas nos experimentos dos capitulos |
e 1l foram obtidas a partir de bovinos, naturalmente infestados. Amostras de carrapatos foram
enviadas por produtores rurais, via sedex, a Embrapa Gado de Leite, para realizacéo do teste de
eficacia com diferentes carrapaticidas.

A realizacdo do biocarrapaticidograma € uma pratica realizada pela EMBRAPA, desde
1997, de forma gratuita, com o intuito de determinar o melhor produto carrapaticida a ser
aplicado na propriedade rural. Para tal, os produtores precisam seguir algumas recomendacdes
para enviar amostras de carrapatos, como: deixar cerca de 2 animais sem contato com
carrapaticidas por um tempo determinado (25 dias para produto de contato e 35 dias para
produto sistémico); coletar 150 - 200 carrapatos; acondicionar esses carrapatos em um
recipiente fechado com pequenos furos para entrada de ar; colocar esse recipiente em uma
caixa, devidamente identificada, para ser enviada pelos correios; enviar por sedex para o
endereco indicado.

Identificacdo da caixa enviada pelos correios: EMBRAPA GADO DE LEITE
(carrapatos). Rua Eugénio do Nascimento, 610 Dom Bosco - Juiz de Fora — MG. CEP 36038-
330.

113



Anexo B. Manutencé&o das colonias de Rhipicephalus microplus

Os experimentos do capitulo 111, foram realizados com a utilizacdo de carrapatos obtidos
através de bezerros artificialmente infestados na estacdo experimental de estudos para Pesquisas
Parasitoldgicas W.O. Neitz, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),
CEUA/IV — protocolo 9714220419.

As infestacbes dos bezerros foram realizadas com larvas, a partir da utilizacdo de
seringas de 20 mL, com extremidade distal corta e fechada com algodao hidrofilo, que
continham, previamente, 500 mg de ovos. Fémeas ingurgitadas que comecaram a de desprender
dos animais (a partir do 21° dia de infestacdo), foram coletadas no estrado das baias, na qual os
bezerros estavam inseridos, e levadas ao Laboratorio de Controle Microbiano (LCM) do
Departamento de Parasitologia Animal (UFRRJ), para serem higienizadas.

Parte das fémeas recuperadas foi acondicionada em placa de Petri (12 cm de diametro)
e levada para camara climatizada (27+1°C e UR>80%) para realizacdo de postura, para
obtencdo de larvas e manutencdo da coldnia. A outra parte de fémeas foi utilizada para
realizagdo dos experimentos.
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Anexo C. Protocolo de aprovacgdo do comité de ética permitindo manutenc¢do da col6nia
de Rhipicephalus microplus por meio de infestacGes artificiais em bezerros

UERRJ Comisséo de Eticano CY'E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterindria  |J /5 A

FEHTIFICA.DH

Certificamas que a proposta intfulada *Manutenglo de colinia de Rhipicephalus microplus visando a avaliacio do efeito de fungos
entomopatogénicos mo seu comtrale®, protocalads sob o CELA n® 9714230419 o oo, sob a responsabifdade de Winla R E.
Pinheiro Bittencourt e equwipe; Patricls Sive Gilo; lsabele da Costa .ﬁng:h;.l-lurl-um Guedes Camanpo; Amanda Costa da Rocha
Corval; Laura Mibvega MeireMes; Allan Felipe Marclano; Emily Mesguita da Silva; Fernandas Sowsa Faria [ Ricardo de Oliveira
Barbosa; Jéssica Fiomodtl de Pauio; Julie Bhanna Tavares Ferreira; Thals Almeida Corréa - que envolve a producio, manutengio efou
utilizacha de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (eaceto o homeml), para firs de pesguisa dentifica ou ensing
- et de acordo com oS preceitos da Led 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Deoreto 6.899 de 15 de julbo de 2009, bem coma
com as normes editadas pelo Corsefho Nacional de Controle da Experdmentacia &nimal [CONCEA), ¢ fol aprovada pela Comizslio
de Etica no Usa de Animak da Irstituto die Veterdrdiris ds Universidade Federal Rural da Bio dhe Jareina [CELAJUFRA]) ra reurilio de

TO/0E 015,

We certify that the proposal “Maintenance of Rhipicephalus micropius colory aiming o evaluate the entomaopatogenic effect of
fungi®, wtilizing 3 Bovines (3 males), protocol number CEUA 9714220419 go owam, under the responsib®®y of Vanla R. E.
Pinheiro Bittencourt and team; Pabricia Silva Gdlo; lsabele da Costa .ﬁng:l'n;.l-lu.riana Guedes Camamo; Amanda Costa da Rocha
Corval; Laura Ndbvega Meirefies; AMan Felipe Marciamo; Emily Mesguita da Silve; Fermanda Sowsa Farla ; Ricado de Oifveira
Barbosa; Jéssica Fiorotti de Paulo; julie Rbanna Tavares Ferreiva; Thais Aimeida Corréa - which involves the prodwction,
mairterance andfor use of animals bedonging to the phylum Chondata, subphylum ¥Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or beaching - 5 in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2009, as well a5 with
the rubes isSued by the National Cowncil for Contral of &nimal Experimentation [CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on &nimal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeina (CELALUFRR]) in the meeting of

Ol 0015,

Firafidade da Proposta: Pesquiss [Académica)
Viglnoa da Propostac de 09019 a 0973024 Area: Parasita ogia Animal
Origem: Setor de Bovinooutura da UFRR)

Expicie:  Bovinos cexg:  Machos dade: 68 48 meses W 13
Linkagem: Mesticos das racas Holandesa e Gir Peso: 100 a £00 kg

Local do experimento: 0% animais serdo mantidos em baias na Estaclo para Pesquisas Parasitolégicas W. 0. Neitz do
Departamenta de Parasitologia Animal, instituto de Veterirdeia da UFRR).

Serapidica, 01 de cutubro de 2019

Fokio B Scett

-
Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Caros Alexandre Bey Matias
Coordenador da Comisslo de Etica no Uso de Animais Wice-Coorderador da Comiss3a de Etica no Usa de Animais
instituta de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterindida da Universidade Federsl Rural do Rio de
Janero Jareina
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Anexo D. Férmulas utilizadas para calculo de eficicia dos tratamentos

O teste de imersdo de adultos € o método preconizado pela Food and Agriculture
Organization (FAO, Estados Unidos), para avaliar a susceptibilidade dos carrapatos frente aos
carrapaticidas, levando em conta a utilizacao de formulas que avaliam o percentual de controle
do produto de acordo com a redugdo do nimero de carrapatos da proxima geracao.

No presente estudo, o calculo do percentual de controle foi realizado conforme
metodologia proposta por Drumonnd et al. (1973), no qual:

e Reproducéo estimada (RE) = % x PE x 20.000

RE do grupo controle — RE do grupo tratado

X 100

e Percentual de controle (%C) = RE do grupo controle

Onde:

PM = Peso médio da massa de ovos — média do peso da massa de ovos produzidos pela fémea,
individualmente;

Pl = Peso médio inicial — peso médio das fémeas ingurgitadas pés-tratamento, antes de
iniciarem a oviposicao;

PE = Percentual médio de eclosdo — média da estimativa visual do percentual de larvas
eclodidas em relagdo a massa de ovos postos de cada fémea.
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Anexo E. Artigo referente ao capitulo | submetido na Veterinary Parasitology

Elsevier Editcrial System(tm) for Veterinary
Parasitoclogy or 1ts open access mirror
Manuscript Drafc

Manuscript Number:

Title: Acaricidal activity of easential oils of Cinnamomum =zeylanicum
(Cinnamcn) and Eremanthus erythropappus (Candeia), major compounds and
cinnamyl acetate on Bhipicephalus microplus

Article Type: Original research paper

Keywords: Cattle tick, cinnamcon, candeia, (E)-cinnamaldehyde, c-bisabolol
Corresponding Author: Dr. Caio Marcio de Oliveira Monteiro, M
Corresponding Author's Institution: Uniwversidade Federal de Goias

First Author: Paula Marchesini

Order of Authors: Paula Marchesini; Debora Ramos Oliveira; Geovany Gomes;
Tigressa Helena Soares Rodrigues; Ralph Maturanco; Queli Cristina Fidelis;
Francisco Eduardo Aragdoc Catunda Junior; Mario Geraldo Carvalho; Vania
Rita Elias Pinhesiro Bittencourt; Caio Marcio de Qliveira Monteiro, M

Ahstract: The aim of this study was to chemically characterize the
esgential oils (EOs) of Cinnamomum zeylanicum (cinnamon) and Ersmanthus
erythropappus (candeia) and evaluate acaricidal activity of EDs, together
with their major compounds and the cinnamyl acetate derivative, on unfed
larvas and engorged females of Rhipicephalus microplus. E0s compounds
were identified through gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC/MS) and flame joniration detection (GC/FID). The acetylated
derivative (cinnamyl acetate) was cbtained through a reaction between
acetic anhydrous and pyridine. The product was confirmed by Hydrogen
Muclear Magnetic Rescnance (1H HME 500 MHz) and carbon-13 (13C HME 125
MH=z). The Larval Packet Test (LPT) at concentrations ranging from 0.31 to
10.0 mg/ml. and Adult Immersion Test (AIT) at concentrations ranging from
2.9 to €0.0 mg/mL, were performed. (E)-cinnamaldehyde was the major
compound in the C. zeylanicum (86.93%) EO, whereas o-bisabolcl was the
main compound in the E. erythropappus (78.41%) EOQ. In LPT, thess EOs
result in larval mortality rate higher than 9%0% from the concentration
2.0 mg/mL, while (E)-cinnamaldehyde, o-bisabolol and cinnamyl acetate
resulted in 100% larval mortality rate in the concentraticns of 5.0, 10.0
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Anexo F. Artigo referente ao capitulo Il publicado na Veterinary Parasitology

Contents lists available at ScienceDirect

Veterinary Parasitology

Journal homeapage: www alsevier com/locate/vetpar

Research paper

Acaricidal activity of (E)-cinnamaldehyde and a-bisabolol on populations of
Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) with different resistance profiles

Paula Marchesini °, Tatiane Pinheiro Novato ™ *, Simone Jaqueline Cardoso '“,

Marcia Cristina de Azevedo Prata“, Rafael Moreira do Nascimento °, Guilherme Klafke °,
Livio M. Costa-Jiinior’, Ralph Maturano ¢ Welber Daniel Zaneti Lopes ©,

Vania Rita Elias Pinheiro Bittencourt ”, Caio Monteiro®

* Programa de Pés-gradungio em Cléncas Veterindrios do Universidade Federal Rl do, Rio de Joneiro, BR-465, Km 7 - Seropédica, RJ, 23897000, Brosl

® Programa de Pds-grodisagao em Feologio da Universidade Pederal de Jidz de Fora, Rua José Lawengo Kelmer, 5/n - Comprs Universitgria, Jids de Fora, MG, 36036
S0, Brozil

© Embrapa Godo de Leite, Run Engénio do Nescimento, 610, Dom Bosco, Juis de Fora, MG, 36058-330, Brasil

? Pragrama de Pas-gradusgao em Ciencias Biologicas, Comportamento & Biologin Animal da Universidode Federal de Juiz de For o, Rua José Lourengo Kelmer, s/n
Compurs Universitirio, fuiz de Fora, MG, 36056300, Brazil

* Cemtro de Pesquisa em Saide Animal (IPVDF), Secretarin da Agricultura, Pecudria e Desenvolvimento Rural, Governo do Estodo do Rio Grande do Sl Estrada
Mimicipal do Conde, 6000, Eldorado do Sul, RS, Brosil

! Departamento de Pamlogia, Universidode Federnl do Marmfdao, Av. dos Portug 1966, Bacangu, Sao Luls, MA, CEP 65080-805, Brasil

* Departamento de kmenologio, Microbiologia, Porasitologio e Pamlogio, Instituto de Pamlogia Tropical ¢ Saide Priblica do Universidade Federal de Goids, Avenida
Esperanga, s/, Compus Semembain, Goignie, (0, 74.650-%00, Brosil
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