Universidade Federal de Juiz de Fora
Faculdade de Ciéncias Biologicas

Mestrado Em Ciéncias Bioldgicas - Comportamento e Biologia Animal

Livia Senra de Souza Duque

Oleos essenciais de Leptospermum scoparium, Origanum vulgare e Litsea cubeba sobre
Rhipicephalus microplus: atividade acaricida, influéncia dos solventes e busca por fragdes

com maior bioatividade

Juiz de Fora

2021



Livia Senra de Souza Duque

Oleos essenciais de Leptospermum scoparium, Origanum vulgare e Litsea cubeba sobre
Rhipicephalus microplus: atividade acaricida, influéncia dos solventes e busca por fragdes

com maior bioatividade

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
graduagdo em Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Juiz de Fora, como
requisito parcial para obtengdo do grau de
Mestre. Area de concentragdo: Comportamento
e Biologia Animal.

Orientador: Prof. Dr. Ralph Maturano Pinheiro

Coorientadora: Dra Paula Barroso Cruz Marchesini

Juiz de Fora

2021



Livia Senra de Souza Duque

Oleos essenciais de Leptospermum scoparium, Origanum vulgare e Litsea cubeba sobre

Rhipicephalus microplus: atividade acaricida, influéncia dos solventes e busca por fragdes

Aprovada em 30 de Julho de 2021.

com maior bioatividade

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Biologicas -
Comportamento e Biologia Animal, da
Universidade Federal de Juiz de Fora como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Ralph Maturano Pinheiro (Orientador)
Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof. Dr. Alexander Machado Auad
Emprese Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) — Gado de Leite/JF

Profa. Dra. Viviane Zeringdta Rodrigues Cotta
Universidade Federal do Mato Grosso



AGRADECIMENTOS

Em especial a Deus por toda for¢a e sabedoria para percorrer meu caminho.

Todo meu carinho e agradecimento a minha mae Marly, minha rainha, minha forga,
mulher lutadora e guerreira que nunca mediu esforcos pelos filhos.

Minha filhota Brenda, pedaco de mim, que me completa, me alegra ¢ me empurra para a
vida e ao meu AMOR Bruno, sempre parceiro, amigo, companheiro e que juntos construimos
nossa familia e nossas vidas. Sempre acreditaram em mim sem me deixar desanimar. Vocés sdo
incriveis. AMO VOCES!!

Agradeco as minhas irmas Luciane e Luciana pelo exemplo a seguir.

Aos meus grandes amigos Eliane e Felipe, que no decorrer dos anos se tornaram irmaos e
insistiram para eu entrar nessa vida alucinante que ¢ a p6s graduacao.

Agradeco imensamente a toda equipe do Laboratério de Artropodes Parasito (LAP);
Rafael Nascimento, por ter me levado para o laboratorio, pelas dicas, ajuda e ensinamentos.
Tatiane Novato pela recepcao, ensino ¢ amizade. Mariana Oliveira pela parceria, amizade,
cumplicidade e as risadas que juntamente com o Diego Melo davam vida ao LAP, sem vocés o
LAP ¢ muito monotono. E principalmente a Paula Barroso Marchesini pelo acolhimento,
paciéncia, grandes ensinamentos, amizade, dedicacdo e coorientagdo do meu trabalho.
Paulitinha, serei eternamente grata a vocé. Obrigada por tudo!

Agradecer ao meu orientador, Prof. Dr. Ralph Maturano pelo acolhimento, apoio,
direcionamento e confianga. Ao Prof. Dr. Alexander Machado Auad que me acolheu ainda na
graduagdo e desde entdo vem contribuindo sempre para meu crescimento académico. Aos
colaboradores Prof. Dr. Caio Marcio de Oliveira Monteiro, Prof. Dr. Geovany Amorim Gomes
e a Dra. Marcia Cristina de Azevedo Prata, sem a parceria de vocés nada seria possivel.

Aos membros presentes na banca, pelas contribuigdes e aprimoramento deste estudo.

Ao Programa de Pdés-Graduacao em Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz
de Fora — Comportamento e Biologia Animal, principalmente a Marlu, Dayane e Priscila pela
atencdo e paciéncia em todas as questdes administrativas.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdao de Aperfeigoamento de

Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.



“Nada ¢ absoluto. Tudo muda, tudo se move, tudo gira, tudo voa e desaparece.”

(Frida Kahlo)



RESUMO

A utilizacdo de produtos naturais na pesquisa de carrapaticidas para o controle de
Rhipicephalus microplus tem aumentado a cada ano e com resultados promissores. Neste
sentido, o presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizacdo fitoquimica dos oleos
essenciais (OEs) de Leptospermum scoparium, Origanum vulgare e Litsea cubeba, assim como
avaliar a atividade acaricida desses OEs em solucdes preparadas com a utilizacdo de etanol,
dimetilsulfoxido (DMSO) e Tween 80 sobre larvas e fémeas de R. microplus. Além disso,
objetivou-se também a realizagdo do isolamento de trés fragcdes de L. scoparium e a avaliagao
da atividade carrapaticida dessas fragdes nos mesmos estagios ja& mencionados. Os resultados
da cromatografia gasosa e espectrometria de massas evidenciaram que cis-calameneno
(29,82%), carvacrol (64,85%) e geranial (42,44%) foram os compostos majoritario de L.
scoparium, O. vulgare e L. cubeba, respectivamente. Ja as fra¢des isoladas de L. scoparium
foram: Al, rica em hidrocarboneto sesquiterpénico, A2 e A3 ricas em f- tricetonas. Os
bioensaios com as larvas nao alimentadas foram realizados por meio do teste de imersao de
larvas com todos os OEs nas concentragdes de 2,5 a 10,0 mg/mL e nas concentragdes 0,625 a
10 mg/mL para as trés fragdes obtidas com o OE de L. scoparium. Foram observadas
mortalidade de 100% das larvas em todas as concentragdes tratadas com o OE de L. scoparium
quando diluidos em DMSO e etanol, bem como nos tratamentos com OE de O. vulgare quando
diluido em DMSO. J4 o OE de L. cubeba obteve mortalidade acima de 99% somente nas
concentragdes de 10mg/mL utilizando os mesmos solventes. Para fémeas ingurgitadas, foi
realizado o teste de imersdo nas concentragdes de 2,5 a 10,0 mg/mL, sendo observado
percentual de controle acima de 90% somente nas maiores concentragdes dos OEs de L.
scoparium e O. vulgare quando diluidos em DMSO e etanol. J4 o OE de L. cubeba nao
alcancou 90% de controle em nenhum dos tratamentos. Nos testes com as fragdes de L.
Scoparium a mortalidade das larvas nas fragdes rica em P-tricetonas (A2 e A3) foi acima de
97% a partir da concentracdo de 2,5 mg/mL, enquanto a fragdo Al, rica em hidrocarbonetos
sesquiterpenos, na mesma concentragdo (2,5 mg/mL), ndo chegou a 22%. No teste de imersao
de fémeas o percentual de controle foi superior a 98% ja na menor concentracdo (2,5 mg/mL)
da fracdo Al, enquanto nos tratamentos com as fracdes A2 e A3, os controle foram de 16 e
50%, respectivamente. Sendo assim, podemos concluir que os OEs de L. scoparium, O. vulgare
e L. cubeba apresentam atividade acaricida sobre R. microplus, bem como as as fragdes
derivadas do OE de L. scoparium.

Palavras-chave: acaricida botanico, solventes, B-tricetonas, sesquiterpenos.



ABSTRACT

The use of natural products in the research of tick control for Rhipicephalus microplus has
increased every year and with promising results. In this sense, the present study performed the
phytochemical characterization of the essential oils (EOs) of Leptospermum scoparium,
Origanum vulgare and Litsea cubeba, and evaluated the acaricidal activity of these EOs in
solutions prepared using ethanol, dimethylsulfoxide (DMSO) and Tween 80 on larvae and
females of R. microplus. In addition, the isolation of three L. scoparium fractions was also
performed and their acaricidal activity was tested in the same stages already mentioned. The
results of Gas Chromatography and Mass Spectrometry showed that cis-calamenene (29.82%),
carvacrol (64.85%) and geranial (42.44%) were the majority compounds of L. scoparium, O.
vulgare and L. cubeba, respectively. The isolated L. scoparium fractions were: Al, rich in
sesquiterpene hydrocarbon, A2 and A3 rich in B-tricetones. Bioassays with unfed larvae were
performed by immersion test of larvae with all EOs at concentrations from 2.5 to 10.0 mg/mL
and at concentrations from 0.625 to 10 mg/mL for the three fractions obtained from L.
scoparium EO. We observed 100% mortality of larvae in all concentrations treated with L.
scoparium EO when diluted in DMSO and ethanol, as well as in treatments with O. vulgare EO
when diluted in DMSO, while L. cubeba EO obtained over 99% mortality only in
concentrations of 10 mg/mL using the same solvents. For engorged females, the immersion test
was performed in concentrations from 2.5 to 10.0 mg/mL. A control percentage above 90%
was observed only in the highest concentrations of L. scoparium and O. vulgare EOs diluted in
DMSO and ethanol, while L. cubeba EO did not reach 90% control in any of the treatments. In
tests with L. scoparium fractions, larval mortality in the fractions rich in B-trichetones (A2 and
A3) was above 97% at a concentration of 2.5 mg/mL, while in Al fraction, rich in
sesquiterpene hydrocarbons, at the same concentration (2.5 mg/mL), it did not reach 22%. In
the Adult Immersion Test, the percentage of control was higher than 98% in the lowest
concentration (2.5 mg/mL) of Al fraction, while in the treatments with fractions A2 and A3,
the controls were 16 and 50%, respectively. Thus, we can conclude that the EOs of L.
scoparium, O. vulgare and L. cubeba have acaricidal activity on R. microplus, as well as the

fractions derived from the L. scoparium EO.

Keywords: botanical acaricide, solvents, B-trichetones, sesquiterpenes.
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1 INTRODUCAO

Entre os carrapatos presentes na regido Neotropical, destaca-se o exotico carrapato-dos-
bovinos, Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888), como a espécie de maior importancia
econdmica. Somente no Brasil, estimativas apontam que os prejuizos relacionados ao
parasitismo deste ixodideo sdo de aproximadamente 3,24 bilhdes de dolares por ano (GRISI et
al., 2014). O controle desse ectoparasito ¢ realizado com o uso de carrapaticidas sintéticos,
que, quando utilizados sem critérios técnicos, podem provocar danos a satide do animal, do
ser humano e contaminacao ambiental (FURLONG et al., 2004, 2007; AMARAL et al.,
2011).

O uso constante e/ou inadequado de carrapaticidas tem resultando em grande pressao de
selecdo, propiciando o surgimento de populagdes de R. microplus resistentes a todas bases
quimicas disponiveis no mercado, incluindo a presenga de populagdes multirresistentes
(FURLONG et al., 2007; HIGA et al., 2015; KLAFKE et al., 2017; RECK et al., 2014).
Pesquisas com o6leos essenciais (OEs), extratos vegetais e seus constituintes isolados vém
sendo desenvolvidas no intuito de abordar novas tecnologias para controle desse artropode
(BENELLI; PAVELA, 2018; BORGES, 2011; ELLSE; WALL, 2014; NWANADE et al.,
2020). Nesse sentido, os OEs apresentam potencial para o desenvolvimento de produtos com
esta finalidade. Os OEs sdo compostos por uma mistura, que varia de 20 a 60 substancias
produzidas pelo metabolismo secundario de plantas (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA,
2017) e apresentam fungdes ecoldgicas que variam desde atracdo de polinizadores a protecao
contra herbivoros e patégenos (ALJAAFARI et al., 2021). Por serem compostos por varios
tipos de moléculas, os OEs podem possuir sitios de acdes diferentes, levando ao
desenvolvimento mais lento de resisténcia; além disso, por serem compostos biossintetizados,
possuem degradacdao mais rapida quando langcados do ambiente (BORGES, 2011; CATTO,
2013; ROSADO-AGUILAR et al., 2017).

Os produtos naturais extraidos de plantas sao usados ha milhares de anos para diversos
fins, como aditivos para conservar e real¢ar o sabor dos alimentos, ¢ em medicamentos,
cosméticos e biopesticidas. Dentre as vdarias espécies produtoras de OEs com atividade
biocidas, podemos destacar, Leptospermum scoparium (Myrtaceae), arbusto nativo da Nova
Zelandia com grande importancia econdmica, tanto pelo mel quanto pelo 6leo essencial (OE)
que produz. Sua utilizagdo na industria tem contemplado varios segmentos, desde
suplementos alimentares a preparagdes farmacéuticas e medicinais (PORTER; WILKINS,

1998), com atividade antimicrobianas e antioxidantes (STEPHENS et al., 2005), atividade
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inseticida (DAM et al., 2019; MUTURI et al., 2020) e acaricida (JEONG et al., 2009; FANG
et al., 2016). Os OEs de Origanum vulgare (Lamiaceae) e Litsea cubeba (Lauraceae) tém sido
amplamente estudados e suas atividades vém sendo demonstrada para diferentes organismos
também, como fungos (NARDONI et al., 2019; BURGGRAF; RIENTH, 2020), bactérias
(ZHANG et al., 2012; CATTELAN et al., 2013) e insetos (CHAKIRA et al., 2017; XIE et al.,
2019).

Na busca por OEs e compostos extraidos de plantas que possuam atividade acaricida, o
primeiro passo ¢ a realizacdo de estudos de triagem para avaliar a atividade dos OEs
juntamente com a caracterizacdo da composicdo quimica da amostra, para identificar as
substancias majoritarias que possam estar relacionadas com a atividade bioldgica (BEADLES
et al.,, 1973; SPARKS et al., 2017; ADENUBI et al., 2018). Para realizacdo destes testes de
triagem, ¢ necessaria a diluicdo desses Oleos em solventes ou surfactantes especificos
(RAVINDRAN et al., 2011), tais como alcoois, dimetilsulfoxido (DMSO) e Tween 80,
devido a natureza hidrofébica das substincias presentes nos OEs. Alguns estudos
demonstraram que a escolha do solvente pode potencializar a atividade dessas substancias
sobre carrapatos (SCORALICK et al., 2012, MATOS et al., 2014).

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade
carrapaticida dos OEs de L. scoparium, O. vulgare e L. cubeba, em solugdes preparadas com
a utilizagdo dos solventes etanol, (DMSO) e Tween 80, além de avaliar a atividade
carrapaticida de trés fragdes do OE de L. scoparium sobre larvas ndo alimentadas e fémeas

ingurgitadas de R. microplus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 - Rhipicephalus microplus

Carrapatos s3o ectoparasitos hematofagos pertencentes ao filo Arthropoda, classe
Arachinida, sub-classe Acari, aproximando-se a 900 espécies descritas dentro de trés familias
com espécies atuais: Ixodidae, Argasidae e Nuttallielidae (SONENSHINE; ROE, 2013).
Dentre as varias espécies existentes na familia Ixodidae, podemos destacar Rhipicephalus
microplus (Canestrini, 1888), conhecida como carrapato-do-boi, originario da Asia, embora
atualmente apresente ampla distribuicdo geografica (PEREIRA; LABRUNA, 2008;
BURGER, 2014) (Figura 1). Essa espécie ¢ registrada no Brasil desde o inicio do século
XVIII e, atualmente, esta presente em todas as regides do pais, com intensidade variando de
acordo com o clima, a vegetacdo e a raca dos hospedeiros. Tem os bovinos como hospedeiros

preferenciais e sdo considerados um dos mais importantes inimigos da bovinocultura

(CORDOVES, 1997).

Figura 1 - Distribuicao geografica mundial do Rhipicephalus microplus

¢ Rh, (B0.) annulatus
*Rh. (80.) sustrals
s Rh. (Bo.) microplus

Fonte: BURGER, 2014.

O ciclo bioldgico de R. microplus ¢ monoxénico , ou seja, todas as fases se alimentam

em unico hospedeiro. O ciclo deste ixodideo divide-se em duas fases: fase parasitaria e nao
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parasitaria (Figura 2). O inicio da fase parasitiria se d4 com a fixacdo das larvas no
hospedeiro, ingerindo inicialmente, exsudatos celulares e fluidos linfaticos (SUTHERST et
al., 1978). Apos 6 dias, aproximadamente, as larvas realizam muda e tornam-se ninfas, dando
inicio a ingestdo de sangue por aproximadamente 6 dias até se tornar adultos. Esta fase se
encerra apds 18 a 22 dias, com o desprendimento das fémeas ingurgitadas e morte dos
machos. A fase ndo parasitaria inicia com a queda das fémeas no ambiente, onde ocorre a
ovipostura e incubacdo dos ovos e termina quando as larvas encontram um hospedeiro
susceptivel. Este periodo pode variar de 45 a mais de 120 dias, dependendo das condi¢des
abiotica as quais os carrapatos sdo expostos. Durante a fase de vida livre, as larvas podem
sobreviver durante um periodo de 3 a 4 meses sem se alimentar, podendo alcancar até 6 meses

em periodos de frio até que encontre o hospedeiro (GUGLIELMONE et al., 2006).

Figura 2 - Ciclo biologico de Rhipicephalus microplus

FASE DE VIDA PARASITARIA

zx“ﬁﬁ
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rIHFﬁ ME TaMIMNFL

NECGING PARTENCOGING

PRE-POSTURA

l
B N %

LARVA INFESTANTEe—— OVOS/ECLOSAD &—— POSTURA
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Fonte: GONZALES, 1995.

Hé4 décadas que as infestagdes por parasitos vém causando grandes prejuizos na
pecuaria brasileira (GRISI et al., 2002, 2014), e R. microplus, tem sido considerado um dos
ectoparasitos mais prejudiciais aos bovinos, causando perdas acima de 3,24 bilhdes de ddlares
anuais (GRISI et al., 2014). Durante a hematofagia, os ixodideos podem ingerir at¢ 3 mL de
sangue, uma grande carga parasitaria, podem levar o hospedeiro a anemia (PFAFFLE et al.,

2009). Além dos danos diretos causados pelo parasitismo, 0s carrapatos atuam como vetores
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de bactérias, protozoarios e virus, que podem causar diversas doencgas nos animais (DE LA
FUENTE et al., 2017; ISMAIL; MCBRIDE, 2017). Além disso, os prejuizos causados por R.
microplus vao além do econdmico, pois, a maneira mais usual de controle desta praga ainda ¢
o uso de carrapaticidas sintéticos, aos quais podem provocar danos a satde do animal, do ser
humano e também a contaminagdo do ambiente (FURLONG et al., 2004, 2007; AMARAL et
al., 2011; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2018).

2.2 - Formas de controle

2.2.1 - Carrapaticidas comerciais

Desde o século XIX, ¢ persistente a procura por produtos que controle R. microplus. De
acordo com Angus (1996), o uso dos acaricidas de forma sistematica, seja por contato,
(pulverizagdo, imersdo ou pour on) ou sist€émico (injetaveis), vem ocorrendo desde de 1896,
dando inicio ao processo de resisténcia a varias substancias. Durante muitos anos, variados
principios ativos (avermectinas, formamidinas, organofosforados e piretroides) foram
considerados como preponderantes no desenvolvimento da pecuaria (DE CASTRO;
NEWSON, 1993; MARTINS et al., 2006). Todavia, o uso exacerbado desses produtos e sem
orientacdes técnicas tem provocado aumento da resisténcia de varias espécies (FURLONG et
al., 2007; HIGA et al., 2015; KLAFKE, 2008; KLAFKE et al., 2017; LE GALL et al., 2018;
RECK et al., 2014).

Nas ultimas décadas, estudos vem evidenciando que varias bases quimicas de
carrapaticidas  (piretroides, amidinicos, organofosforados, fenilpiraz6is, lactonas
macrociclicas e benzofenilureas) disponiveis no mercado brasileiro tem apresentado baixa
eficacia no controle das populagdes de R. microplus de diferentes regides do pais, além do
aumento de registro de cepas multirresistentes, evidenciando assim um cenario preocupante
(FURLONG et al., 2007; HIGA et al., 2015; KLAFKE et al., 2017; RECK et al., 2014).

A resisténcia as bases quimicas pode ser um processo natural (resposta genética a
evolucdo das populagdes) ou selegdo artificial devido a perda de eficacia de um principio
ativo, sendo necessario uma dose superior a letal, para controle da maior parte da populagao

de um organismo alvo (FURLONG et al., 2007; GEORGE et al., 2014).

2.2.2 - Compostos vegetais
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Com o intuito de amenizar os prejuizos causados pelos carrapaticidas sintéticos € na
expectativa de produtos que possam ajudar no controle de diversas pragas, muitos trabalhos
com varias substancias de origem vegetal, tais como Oleos esséncias, extratos vegetais e
substancias isoladas, vém sendo testados e apresentando resultados promissores (BENELLI;
PAVELA, 2018; BORGES, 2011; ELLSE; WALL, 2014; NWANADE et al., 2020). A
descoberta de moléculas de origem vegetal para o controle de pragas, apresenta como
vantagens propriedades biocidas com mais de um principio ativo, tornando assim, o
desenvolvimento da resisténcia mais complexo e também a degradagdo mais rapida dos
possiveis residuos no ambiente, quando comparados com bases elaboradas em laboratorio
(BORGES, 2011; CATTO, 2013; ROSADO-AGUILAR et al., 2017).

Uma alternativa para o desenvolvimento de novos carrapaticidas € a utilizagdo de
substancias encontradas nos OEs de plantas (ROSADO-AGUILAR et al., 2017). Esses 0leos
sao compostos pela mistura de 20 a 80 substancias produzidas pelo metabolismo secundarios
de plantas (BAKKALI et al., 2008) e atuam na mediacdo de relagdes ecoldgicas, como
atragdo de polinizadores e dispersores de sementes, bem como, no combate a herbivoros e
patogenos (VERPOORTE, 2000).

O Brasil esté entre os quatro maiores produtores de OEs do mundo (BIZZO, 2009). Este
fato se deve a grande extensdo territorial e vasta diversidade vegetal, que oferece grande
variedade de plantas e, consequentemente, de metabolicos secunddrios que podem ser

investigados para desenvolvimento de novos carrapaticidas (ELLSE; WALL, 2014).

2.3 - Oleos Essenciais

Os OEs apresentam propriedades aromadticas, flavorizantes e conservantes que vem
sendo utilizados desde a antiguidade (BURT, 2004; SURBURG; PANTEN, 2006). Segundo
Bakkali et al. (2008), existem aproximadamente 3000 OEs, dos quais pouco mais de 10 % sdo
utilizados nos mais variados segmentos, sendo aqueles utilizados no mercado agricola os que
mais vem se destacando no quesito seguranca e regulamentacdo (REGNAULT-ROGER et al.,
2012).

No grupo das Angiospermas, varias familias se destacam por apresentarem espécies
produtoras de OEs, dentre elas Myrtaceae, Lauraceac e Lamiaceae. Os OEs podem ser
extraidos de diversas partes da planta, podendo variar em quantidade, qualidade e
composicao, dependendo do local de extragdo. Apresentam como principal caracteristica a

volatilidade, seguida do aroma, sabor, cor e estabilidade (WATERMAN, 1993).
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Dentre as familias mencionadas, podemos destacar trés espécies que vém sendo
estudadas a respeito da caracterizagdo de atividade biocida; Leptospermum scoparium J.R. &
G. Forst, Origanum vulgare L. e Litsea cubeba (Lour.). Varias pesquisas ja evidenciaram que
OEs obtidos a partir de amostras dessas plantas apresentam atividade antimicrobiana,

antifungica e inseticida (DAM et al., 2019; NARDONI et al., 2019; XIE et al., 2019).

2.3.1 - Leptospermum scoparium

Conhecida também por Manuka, Erica-japonesa e arvore-chd, L. scoparium é um
arbusto semi-lenhoso de folhas verdes com fragrancia forte e flores pequenas de cor rosa a
branco, pertence a familia Myrtaceae, nativa da Austrdlia e Nova Zelandia e introduzida na

Gra-Bretanha e Havai (GOVAERTS et al., 2008). L. scoparium tem grande importancia

econdmica com a produgao de arbustos ornamentais, oleos essenciais ¢ mel (STEPHENS et

al., 2005) (Figura 3).

Figura 3 - Leptospermum scoparium

Fonte: International Plant Name Index, IPNI 021).

Haé relatos na literatura do uso dessa planta pelos primeiros colonos de seu pais de
origem como suplementos alimentares ¢ no preparo farmacéutico ¢ medicinal (PORTER;
WILKINS, 1998; CHEN et al., 2014). Atividades biocidas tém sido relatadas com frequéncia,
tais como, antibacterianas (SONG et al., 2019) e inseticida (MUTURI et al., 2020). O mel de
Manuka, um derivado de L. scoparium, tem sido extensivamente estudado, e devido aos
numerosos compostos fenolicos, incluindo os flavonoides e acidos fenolicos, vem
apresentando atividades antibacteriana, antioxidante (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2014),
cicatrizante (BISCHOFBERGER et al., 2016) e anticancerigenas (AFRIN et al., 2017).

O OE de L. scoparium pode ser obtido por destilagio a vapor das folhas e ramos,
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(MADDOCKS-JENNINGS et al., 2005) ¢ bastante aromatico e de cor amarelo claro. De
acordo com a posicdo geografica, estacdo do ano, idade do vegetal e caracteristicas genéticas,
a composicao quimica do OE de L. scoparium pode apresentar grande variabilidade a sua
caracterizacdo e gera diferentes quimiotipos espontaneos (LIS-BALCHIN et al., 2000;
MADDOCKS-JENNINGS et al., 2005). Segundo Porter e Wilkins (1998), s6 na Nova
Zelandia foram identificados quatro quimiotipos diferentes devido aos compostos
caracterizados nos diferentes exemplares analisados; I) rico em tricetonas; II) rico em linalool
e eudesmol; III) rico em pineno e I'V) auséncia de tricetonas, linalool e eudesmol.

Os compostos mais encontrados no OE de L. scoparium s3o: as tricetonas
leptospermona, flavesona, isoleptospermona, (Figura 4) cadina 3,5-dieno e o amorfeno; os
terpendides como os sesquiterpenos, um grupo importante em termos de concentragcdo e
atividade biologica (Porter and Wilkins 1998), bem como os terpenos e monoterpenos cuja
concentra¢do pode variar de 3 a 40% de acordo com o quimiotipo (MADDOCKS-JENNINGS
et al., 2005).

Figura 4 - Formulas estruturais dos componentes majoritarios do 6leo essencial de
Leptospermum scoparium

Leptospermona Izoleptospermona Flavesona cis-Calameneno

Fonte: PUBCHEM, 2020.

A agdo antimicrobiana do OE de L. scoparium tem sido extensivamente investigada e
tem sido atribuida, principalmente, as tricetonas; leptospermona, isoleptospermona e
flavesona (Van VUUREN et al., 2014; CHEN et al., 2014). A leptospermona, além das
caracteristicas ja mencionadas, se mostrou bastante eficiente como inseticida e com
propriedades anti-helminticas (LIS-BALCHIN, et al., 1996). Porém nos quimiotipos com
pouca ou nenhuma tricetonas, os sesquiterpenos tem sido os responsaveis por desempenhar a
atividade anti-séptica, antibacteriana, analgésica e anti-inflamatéria (MADDOCKS-

JENNINGS et al., 2005).
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2.3.1.1 - B-tricetonas

Viarias plantas da familia Myrtacea nativas da Australia e Nova Zelandia apresentam na
sua composi¢ao quantidades relativamente alta de B-tricetonas, tais como leptospermona, iso-
leptospermona e flavesona (DAY AN et al., 2007). O inicio da sintetizagao das tricetonas pode
ter sido a partir da descoberta das propriedades herbicidas de leptospermona oriunda de
Callistemon spp, desde entdo milhdes de dolares tem sido investido no desenvolvimento e
comercializacdo de andlogos a leptospermona (DAYAN et al., 2007). Com a grande
comercializa¢do desses compostos como herbicidas, varios estudos ja foram realizados para
avaliar o impacto ecotoxicoldgico de P-tricetonas naturais e sintéticas na diversidade da
comunidade bacteriana, sendo demonstrado que a dissipagdo da leptospermona e sulcotriona
ocorre dentro de 45 dias no solo (CALVAYRAC et al., 2012; ROMDHANE et al., 2016;
ROMDHANE et al., 2019). Nesse mesmo sentido, Romdhane et al. (2019) afirmam também
que a leptospermona e sulcotriona apresentaram meia-vida semelhante quando usadas em
dose agrondmica, enquanto que ao usar uma dose mais alta, a leptospermona apresentou uma
meia-vida mais curta que sulcotriona, confirmando que um composto natural € mais
facilmente biodegradavel do que um sintético (ROMDHANE et al., 2018).

A atividade antimicrobiana das f-tricetonas ja foi comprovada contra varias bactérias,
tais como, Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis tendo
sua atividade diretamente relacionada ao rompimento das membranas citoplasmaticas devido
a sua natureza hidrofébica (Van KLINK et al., 2005). A atividade antiviral das B-tricetonas,
flavesona e leptospemona, ja foi avaliada sobre o virus simples do herpes tipo 1- HSV-1 e
tipo 2- HSV-2, nesse estudo foi verificado que o pré-tratamento das células hospedeiras antes
da infecg¢do viral reduziu a replicagdo do HSV-1 em 41% (SCHNITZLER, 2019).

Uma série de B-tricetonas tem sido estudada e vem apresentando uma alta bioatividade
também contra artropodes (SPOONER-HART, 2013; PARK et al., 2017; MUTURI et al.,
2020). No estudo realizado por Spooner-Hart, (2013) avaliando a atividade de varias B-
tricetonas sobre o acaro Tetranychus urticae Koch 1836, concluiu-se que as P-tricetonas,
flavesona, leptospemona e isoleptospermona, mostraram alta atividade para o organismo
testado. Dentre os trabalhos avaliando a acdo das B-tricetonas em artropodes, Spooner-Hart,
(2013) observou que a inibi¢do de ATP estd diretamente relacionada com a quantidade de -
tricetonas existente na planta, ou seja, quanto maior as concentracdes de B-tricetonas maior a

percentagem de inibicdo de ATP (SPOONER-HART, 2013).
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2.3.2 - Origanum vulgare

Origanum vulgare ¢ conhecido como Orégano (Figura 5), pertencente a familia
Lamiaceae, ¢ nativa da Europa mediterrdnea com referéncias no uso culinario e medicinal
desde os povos pré-historicos (RODRIGUES, 2002; LORENZI; MATOS, 2008). O termo
“Origanum” vem de duas palavras gregas: ouro (montanha) e ganos (enfeite). Atualmente tem
sido bastante cultivado na regido sul e sudeste do Brasil. E uma planta com uma enorme
versatilidade, apresentando dentre elas, propriedades terapéuticas, tais como; analgésico, anti
reumatica, anti séptica, desinfetante, parasiticida, (CATTELAN et al., 2013; BHAT et al.,
2018; BENEDEC et al., 2018).

Figura 5 - Folhas e flores de Origanum vulgare

Fonte: International Plant Name Index, IPNI (2021).

Fatores bidticos e abiodticos podem influenciar na composi¢do quimica, qualidade e
quantidade de 6leo essencial presente nos vegetais (SIMOES et al., 2003). Estudos
comprovam que 0s principais componentes responsaveis pelo potencial biocida desta planta
sd0 os compostos fendlicos carvacrol e timol, além dos hidrocarbonetos monoterpenos p-
cimeno (Figura 6) e terpineno (GOULAS; KONTOMINAS, 2007), sendo o carvacrol,
geralmente, o principal componente do OE de O. vulgare. O carvacrol ¢ um composto
fenolico hidrofobico, com atividade antibacteriana (BURT, 2004), antifungica (GUARDA et
al., 2011), inseticida (MUDRONCEKOVA et al., 2019) e acaricida (NOVATO et al., 2018).
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Figura 6 - Formulas estruturais dos componentes majoritarios do 6leo essencial de Origanum

vulgare
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Fonte: PUBCHEM, 2020.

2.3.3 - Litsea cubeba

Litsea cubeba ¢ uma planta nativa do continente asidtico com propriedades medicinais,
cultivada principalmente na China, Malasia, Indonésia, Taiwan e outras partes do sul da Asia
(SI et al., 2012, ZHANG et al., 2012) (Figura 7). Pertencente a familia Lauraceae, também
conhecida como pimenta-chinesa e May Chang, ¢ uma arvore de pequeno porte e possui
folhas, flores, caule e raiz bem aromatizada de onde pode-se extrair o 6leo essencial que
possui inimeros beneficios na industria quimica, alimenticia e medicinal, com bioatividades
antibacterianas (LU et al., 2019), antifungicas (NARDONI et al., 2019) acaricidas
(PUMNUAN et al., 2010) e inseticidas (NOOSIDUM et al., 2008).

Figura 7 - Frutos e folhas de Litsea cubeba

Fonte: International Plant Name Index, IPNI (2021).

A composi¢do do OE L. cubeba pode variar de acordo com a estrutura da planta
utilizada e também a forma de extragdo do o6leo, sendo o neral (63,75%) o principal

constituinte do fruto; as flores t€ém em maior quantidade  (33%) e as folhas com cineol
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(14%). Nas raizes e caule foram encontrados, respectivamente, neral (22%) e B-felandreno

(19%) (WANG; LIU, 2010) (Figura 8).

Figura 8 - Formulas estruturais dos componentes majoritarios do 6leo essencial Litsea

cubeba
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Fonte: PUBCHEM, 2020.

2. 4 - Solventes e surfactantes na solubiliza¢ao de OEs

Estudos com OEs tem demonstrado que esses compostos apresentam atividade
acaricida, porém, para identificar a atividade dos OEs e dos compostos extraidos de plantas, ¢
fundamental realizar a triagem da amostra para conhecer a composi¢do quimica,
possibilitando a identificagdo da substdncia majoritaria ¢ o potencial envolvimento na
atividade biologica do composto. Para a execucdo do teste de triagem os OEs precisam ser
diluidos em solventes ou surfarctantes, devido a natureza hidrofobica das substancias
presentes nos OEs, solventes como etanol, DMSO e Tween 80 tem sido amplamente utilizado
(CRUZ et al., 2013; De SOUZA CHAGAS et al., 2016; NWANADE et al., 2020). Alguns
estudos demonstraram que a atividade dos compostos sobre os carrapatos pode ser
potencializada de acordo com a escolha do diluente (SCORALIK et al., 2012, MATOS et al.,
2014).

Solventes sdo compostos liquidos ou mistura de compostos organicos ou aquosos, que
possuem a propriedade de dissolver outras substincias. Como exemplos de solventes
podemos destacar o etanol e o DMSO (RUSSEL, 1981).

O etanol ¢ um solvente polar prético de féormula molecular CoHsOH. Em seu estado
puro e na temperatura normal apresenta-se sob a forma liquida incolor, inflamavel, volatil,
toxico e de odor caracteristico (RUSSEL, 1981). O etanol tem sido considerado o
representante economicamente mais importante dos alcoois alifaticos e como solvente perde

apenas para a agua, de modo que sua utilizagcdo encontra-se em quase todas as industrias
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(SHREVE, 1997).

O DMSO, de férmula molecular C>H¢SO, é um solvente com caracteristicas
importantes para a quimica, pois além de ser utilizado como solvente e reagente, apresenta
diversas atividades bioldgicas (SANTOS et al., 2003). Entre 1866 ¢ 1867, foi descrito pelo
quimico russo Alexander Zaytsev a notavel capacidade como solvente do DMSO, sendo que
sua primeira aplicacdo industrial para este fim se deu somente a partir da década de 1940.
Uma das mais importantes atividades biologicas observadas no DMSO ¢ a sua capacidade de
atravessar as membranas celulares (KOLB et al., 1967).

Viarios farmacos sdo transportados através da membrana com a ajuda desse solvente
(EVANS et al., 1993). Essas caracteristicas importantes do DMSO podem ser explicadas pela
natureza de sua estrutura quimica. Sendo um solvente aprotico altamente polar, apresenta alta
afinidade por hidrogénios em ligacdes polares, de modo que essas liga¢des sdo mais forte que
as formadas pelas moléculas de agua (ALSUP; DEBOWES, 1984).

Os surfactantes sdo produtos capazes de promover a solubilidade de substancias
hidrofobicas em agua. Essa caracteristica se deve as longas cadeias carbdnicas (hidrofobicas)
com um grupo hidrofilico em uma de suas extremidades. O Tween 80, formula CesH124026, €
um surfactante nao-idnico utilizado para emulsificar 6leo em adgua (FENG et al., 2006). Sua
utilizacdo abrange vdrios setores da economia, sendo utilizado na industria dos cosméticos
(MORENO, 2000), farmacéutica (HU et al., 2003), agricola (JIN et al., 2007) e laboratoriais
(KAREKAR et al., 2000; GRIPPA et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 - Origem dos carrapatos

Foram utilizadas larvas ndo alimentadas e fémeas ingurgitadas de R. microplus (Cepa
GYN), obtidas por meio de infestacdes artificiais em bezerros, mantidos no Galpao de
Experimentacdo de Grandes Animais da Escola de Veterindria e Zootecnia (EVZ) da

Universidade Federal de Goias (CEUA - 032.17).

3. 2 - Obtencgao e diluicdo dos oleos essenciais

Os OEs das folhas de L. scoparium (Lote 1754 / Local de origem: Australia), O. vulgare
(Lote 0824 / Local de origem: Turquia) e dos frutos de L. cubeba (Lote 0653 / Local de
origem: China), foram adquiridos comercialmente da empresa - Laszlo@ (Belo
Horizonte/MG).

Nos testes com diferentes solventes, foram utilizados o etanol a 50%, DMSO a 3% e
Tween 80 a 3% (em agua destilada v/v) para preparacdo nas concentracdes de 2,5, 5 e 10
mg/mL dos OEs. Nos testes com as fragdes obtidas do OE de L. scoparium (descritas no item
3.4) foram utilizadas as mesmas concentracdes (2,5, 5 ¢ 10 mg/mL) diluidas em etanol a 50%,
para o teste de imersdo de fémeas ingurgitadas, enquanto nos testes de imersdo de larvas,
também foram utilizadas as concentragdes de 0,625 e 1,25 mg/mL. Além dos tratamentos com
os OEs, também foram formados grupos controle de 4gua e com os respectivos solventes, sem

a presenca do OEs.

3. 3 - Analise dos compostos volateis por cromatografia a gas - espectrometria de massa

(GC-MS)

Os OEs e as fracdes foram analisadas qualitativa e quantitativamente no Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais e Sinteses da Universidade Estadual Vale do Acarau -CE, em
equipamento Shimadzu modelo GCMS-QP2010 (quadrupolo) equipado com uma coluna
RTX-5MS metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Restek), modo de inje¢do com
divisdo de fluxo 1:100, gas carreador hélio com fluxo 1,00 mL.min-1, temperatura do injetor
250 °C, temperatura da linha de transferéncia de 250 °C e fonte de ions a 230 °C. O forno

cromatografico foi programado para temperatura inicial de 70 °C, com rampa de aquecimento



26

de 4 °C min-1 até¢ 180 °C e acréscimo de 10 °C/min até 250 °C ao término da corrida (34,5
min). Os espectros de massa foram registrados no modo de ioniza¢do de elétrons (EI), com
uma energia de ionizagao de 70 eV.

Para calcular a porcentagem dos constituintes, foi usada a area integral e seus
respectivos picos, relacionando com a area total dos constituintes da amostra. Os diversos
constituintes dos OEs foram identificados através da comparacao visual de seus espectros de
massas com aqueles existentes na literatura (ADAMS, 2009) e no banco de dados (NIST08)
do equipamento, além da comparagdo dos indices de retencdo disponiveis na literatura
(ADAMS, 2009; EL-SAYED, 2018). Uma solu¢do padriao de n-alcanos (C7-C30) foi injetada
nas mesmas condi¢des cromatograficas da amostra para obter os indices de reten¢ao conforme

descrito por Van Den Dool e Kratz (1963).

3. 4 - Fracionamento cromatografico do 6leo essencial de Leptospermum scoparium

Para essa etapa, cerca de 25g do referido OE foi submetido a cromatografia em coluna
de gel de silica (70 - 230 mesh, Vetec) empregando a série eluotropica constando de hexano e
acetato de etila puros, e em misturas binarias com polaridades crescentes. Esse processo
resultou em um total de 45 fragdes, que foram analisadas por cromatografia de camada
delgada (CCD). Com isso, as fragdes com o mesmo perfil cromatografico foram reunidas,
gerando, assim, trés novas fracdes. Em seguida, as fragdes foram analisadas em cromatdgrafo
a gas acoplado e a espectrometro de massas (CG/EM). Essa anélise possibilitou identificar os
constituintes de cada fracdo o que favoreceu a selecdo das seguintes fracdes: Al (fracdo 1),
rica em compostos apolares e resultante da eluicdo com hexano puro; A2 (fragdes 24 a 26) e
A3 (fragdes 27 a 33), ambas ricas em B-tricetonas e resultantes da eluicdo com hexano/acetato

de etila nas propor¢des de 199:1 e 49:1.

3.5 - Teste de Imersao de Larvas (TIL)

Foi utilizado teste de imersdo de larvas proposto por Shaw et al. (1966), em que
aproximadamente 50 larvas foram imersas por cinco minutos em 2,0 mL das solucdes
testadas, dentro de Eppendorf (2,0 mL), sob constante agitagdao. Apds cinco minutos, as larvas
foram colocadas sobre duas folhas de papel toalha para retirada do excesso da solugdo, e

posteriormente transferidas para envelopes de papel filtro (6 x 6 cm), vedadas com clips do
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tipo binder. Em seguida, os grupos experimentais foram acondicionados em estufa do tipo
B.0.D (Biological Oxygen Demand) em temperatura de 27+1°C e umidade relativa de
80+5%. Apds 24 horas, foi realizada a contagem de larvas vivas e mortas para determinacao
do percentual de mortalidade.

Para esses experimentos foram testados os OEs de L. scoparium, O. vulgare, L. cubeba
e as fragdes do OFE de L. scoparium. Ao todo, foram formados 46 grupos (42 tratamentos, €
04 controles). Cada tratamento foi composto por 10 réplicas por grupo experimental, e o

experimento foi repetido duas vezes no tempo.

3. 6 - Teste de Imersao de Adultas (TIA)

Para esse experimento foi utilizada a metodologia proposta por Drummond et al.
(1973). As fémeas ingurgitadas foram divididas em 40 grupos (36 tratamentos e 04 controles),
contendo 10 carrapatos (cada carrapato uma repeticdo) com pesos previamente
homogeneizados (p>0,05). O experimento também foi repetido duas vezes no tempo. Cada
grupo foi imerso por cinco minutos nas solucdes testadas e, apds esse tempo, as fémeas foram
colocadas sobre folhas de papel filtro para retirada do excesso da solucao e individualizadas
em placas de cultivo celular.

Os grupos experimentais foram acondicionados em estufa do tipo B.O.D em
temperatura de 27+1°C e umidade relativa de 80+5% para realizacdo de oviposicao por 15
dias. Ao término desta etapa, a massa de ovos de cada fémea foi pesada em balanca analitica e
transferida para seringa de plastico (10 mL), com extremidade distal cortada, vedada com
algodao hidrofilo. Essas seringas foram mantidas em B.O.D nas mesmas condigdes anteriores
para incubacdo dos ovos e, apos cerca de 20 dias, foi feita a avaliagdo do percentual de

eclosdo larval utilizando o método proposto por (FIGUEIREDO et al., 2018).

3. 7 - Analises estatisticas

Os parametros, peso da fémea antes da oviposi¢do (mg), peso da massa de ovos (mg) e
percentual de eclosdo de larvas (%) foram avaliados durante o experimento e, a partir desses
resultados, foi feito o calculo do percentual de controle (%) de acordo com as féormulas
propostas por Drummond et al. (1973).

Para comparagdo do percentual de controle das fémeas e mortalidade das larvas foi
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utilizado o software Biostat ver. 5.3 (AYRES et al. 2007). Primeiramente foi realizado o teste
de normalidade para avaliar a distribuicdo dos dados. Para dados que apresentaram
distribuicdo normal, os valores médios dos tratamentos foram comparados por teste Anova
seguido do teste de Tukey. Para os dados que apresentaram distribuicdo ndo normal foi

utilizado o teste de Kruskal-Walis seguido do teste de Student-Newman-Keul.
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4 RESULTADOS

4. 1 - Avaliagdo da atividade acaricida dos OEs de Leptospermum scoparium, Origanum

vulgare e Litsea cubeba

4.1.1 - Composi¢ao quimica dos 6leos essenciais

A andlise em GC/MS dos EOs investigados neste trabalho, possibilitou a identificacao
de 57 compostos diferentes. Suas porcentagens, indices Kovats calculados (IKC) em uma
coluna RTX-5MS e indices Kovats da literatura (IKLit) estdo sumarizados na tabela 1. Dessa
forma, no OE das folhas de L. scoparium foram observados quatro grupos de constituintes;
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (61,75%), sendo o cis-calameneno (29,82%) o composto
majoritario desse grupo; P-tricetonas (33,53%) com destaque para leptospermona (22,05%);
sesquiterpenos oxigenados (3,70%); e hidrocarbonetos monoterpénicos (1,01%). O o6leo
essencial de folhas de O. vulgare apresentou em sua constituicio monoterpenos oxigenados
(71,11%), sendo o carvacrol o composto majoritdrio (64,85%); hidrocarbonetos
monoterpénicos (27,27%); hidrocarboneto sesquiterpénico (1,38%) e sesquiterpeno oxigenado
(0,24%). Para o OE dos frutos de L. cubeba foram encontrados monoterpenos oxigenados
(80,69%), sendo os componentes predominantes o geranial (42,44%) e neral (32,00%);
hidrocarbonetos monoterpénicos (17,11%); cetona alifatica insaturada e hidrocarboneto

sesquiterpénico, totalizando pouco mais de 2,0% (Tabela 1).



Tabela 1 — Composic¢ao quimica, indice de Kovats calculado (IKC), indice de Kovats da
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literatura (IKvrit) (Adams, 2009), percentagens dos componentes identificados e das classes

quimicas dos oleos de Leptospermum scoparium (LS), Origanum vulgare (OV) e Litsea

cubeba (LC)

Constituintes IKc IKLvit % LS % OV % LC
Hidrocarbonetos monoterpénicos 1,01 27,27 17,11
o-tujeno 933 930 - 0,60 -
a-pineno 940/942? 939 1,01 1,66 1,21
Canfeno 957 /958 954 - 0,28 0,27
Sabineno 978 975 - - 1,48
B-pineno 983 /985 979 - 0,39 1,01
Mirceno 990 /993 990 - 1,65 0,97
o-terpineno 1023 1017 - 0,94 -
p-cimeno 1031 1024 - 13,70 -
Limoneno 1036 1029 - - 12,17
y-terpinene 1065 1059 - 8,05 -
Cetona alifatica insaturada - - 1,09
6-metil-5-hepten-2-ona 986 985 - - 1,09
Monoterpenos oxigenados - 71,11 80,69
1,8-cineol 1040 1031 - - 1,25
Linalol 1102 1096 - 2,34 1,18
Citronelal 1157 1153 - - 0,64
(Z)-isocitral 1168 1164 - - 0,42
4-terpinenol 1183 1177 - - 0,24
(E)-isocitral 1184 1180 - - 0,80
a-terpineol 1194 1188 - - 0,43
Nerol 1234 1229 - - 0,42
Neral 1248 1239 - - 32,00
Geraniol 1259 1252 - - 0,87
Geranial 1276 1267 - - 42,44
Timol 1295 1290 - 3,92 -
Carvacrol 1307 1299 - 64,85 -
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 61,75 1,38 1,09
o-cubebeno 1354 1351 2,27 - -
0-copaeno 1381/1384* 1376 6,73 - -
o-gurjuneno 1415/1418* 1409 0,79 - -
(E)-cariofileno 1425%/1429/1430° 1419 1,26 1,38 1,09
B-gurjuneno 1442 1433 - - -
Aromadendreno 1446 1441 2,40 - -
trans-muurola-3,5-dieno 1456 1453 0,86 - -
a-himachaleno 1459 1451 - - -
9-epi-(E)-cariofileno 1467 1466 0,70 - -
trans-cadina-1(6),4-dieno 1479 1476 1,69 - -
y-muuroleno 1481 1479 1,59 - -
a-amorfeno 1487 1484 - - -
B-selineno 1492 1490 4,95 - -
a-selineno 1505 1498 4,51 - -
o-muuroleno 1509 1500 0,61 - -
B-himachaleno 1509 1500 - - -
cis-calameneno 1533 1529 29,82 - -
trans-cadina-1,4-dieno 1542 1534 3,57 - -

a-corocaleno 1632 1623
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Constituintes IKc IK it % LS % OV % LC
- Tricetonas 33,53 - -
Flavesona 1551 1547 5,90 - -
iso-leptospermona 1623 1622 5,58 - -
Leptospermona 1633 1630 22,05 - -
Sesquiterpenos oxigenados 3,70 0,24 -
Elemol 1557 1549 - - -
(E)-nerolidol 1571 1463 - - -
Gleenol 1591° 1587 1,27 - -
oxido de cariofileno 1593 1583 - 0,24 -
Globulol 1600 1590 - - -
Guaiol 1606 1600 - - -
1-epi-cubenol 1636 1628 1,69 - -
Cubenol 1650 1646 0,74 - -
Bulnesol 1677 1671 - - -

Ester aromatico - - -
benzoato de benzila 1776 1760

Total identificado 99,99 100,00 99,98

¢ Valor de IK¢ obtido apenas para componente de LS. ® Valor de IK¢ obtido apenas para componente
de LC.

Leptospermum scoparium (LS), Origanum vulgare (OV) — obtido das folhas por hidrodestilagdo
Litsea cubeba (LC) — obtido dos frutos por hidrodestilagao

4.1.2 - Atividade carrapaticida dos 6leos essenciais sobre larvas ndo alimentadas

Nao ocorreu diferengas (p>0,05) em relacdo a mortalidade dos carrapatos nos grupos
controles de dgua e controle solventes (DMSO, etanol e Tween 80), sendo observados valores
inferiores a 3% em todos os grupos. Todos os tratamentos com o OE de L. scoparium diluidos
em DMSO e etanol resultaram em 100% de mortalidade. Ja nos tratamentos com o surfactante
Tween 80, a mortalidade variou entre 82,7% ¢ 99,2%. Todos os tratamentos com o OE de L.
scoparium, independente do solvente ou da concentragdo, resultaram em mortalidade
superiores (p<0,05) ao percentual de mortalidade encontrado nos grupos controle (Tabela 02).

Nos tratamentos com OE de O. vulgare, a mortalidade foi de 100% em todas as
concentragdes quando o OE foi diluido com DMSO, resultando em diferencas (p<0,05) em
relacdo aos grupos controle (dgua e solvente), enquanto nos tratamentos contendo o solvente
etanol, somente a maior concentragdo (10 mg/mL) resultou em 100% de mortalidade
(p<0,05). Nos grupos com o OE diluido em Tween 80, a taxa de mortalidade variou de 7,4 a
45,5%, com diferenca (p<0,05) para os grupos controle, apenas na concentracdo de 10
mg/mL.

Nos testes com OE de L. cubeba, o percentual de mortalidade da concentracao de 10
mg/mL foi superior a 99%, quando o OE foi diluido em DMSO e em etanol (p<0,05); no

entanto, a mesma concentracdo do OE de L. cubeba, diluida no surfactante Tween 80,
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resultou em mortalidade inferior a 7% (Tabela 2).

Tabela 2 — Percentual de mortalidade de larvas de Rhipicephalus microplus, tratadas com
diferentes concentragdes dos 6leos essenciais de Leptospermum scoparium, Origanum
vulgare e Litsea cubeba, em diferentes diluentes (solventes ou surfactante), em condi¢des de

laboratorio (27 = 1°C e UR> 85 + 5%)

ol ol Trat ; Solventes
€0 essencla ratamentos DMSO (3%)  Etanol (50%) Tween 80 (3%)
Controle HO 0,02+0,0 0,02+0,0 0,02+0,0
Controle solvente 1,424+3,0 0,02+0,0 2,6°+1,9
Leptospermum 2,5 mg/mL 100,0°+0,0 100,0°+0,0 82,7%+14,6
scoparium 5,0 mg/mL 100,0°+0,0 100,0°+0,0 98,7%+1,2
10 mg/mL 100,0°+0,0 100,0°+0,0 99,2¢+1,6
Origanum 2,5 mg/mL 100,0°+0,0 0,4°+1,0 7,422 2
vulgare 5,0 mg/mL 100,0°+0,0 0,72+1,0 39,424+53.0
10 mg/mL 100,0°+0,0 100,0°+0,0 45,5%422.5
Litsea cubeba 2,5 mg/mL 40,22+4 0 4,28+4 0 3,922 9
5,0 mg/mL 59,1%¢+9.0 64,2°+30,0 4,5+1,9
10 mg/mL 99,3430 99,6°+0,8 6,5°+3.8

Meédias seguidas de letras diferentes minusculas na coluna apresentam diferencas significativas
(p<0,05).
Leptospermum scoparium (LS), Origanum vulgare (OV) e Litsea cubeba (LC)

Comparando os percentuais de mortalidade larval entre os solventes, nas mesmas
concentragdes, foi observado que os OEs tém acdo diferente dependendo do solvente
utilizado. Ao utilizar DMSO, ou Etanol, como solventes, a agdo dos OEs apresentou maior
atividade. O OE de L. scoparium foi o que apresentou menor variagdo nos resultados entre os
solventes no percentual de mortalidade larval, de modo que todos os tratamentos diferiram do
grupo controle (p<0,05). Ja nos tratamentos com os OEs de O. vulgare e L. cubeba, foi
observado diferenca ao utilizar Tween 80 em relagdo aos tratamentos com o DMSO e etanol
(p<0,05); Quando foi utilizado o solvente Tween 80 o percetual de mortalidade variou entre 6
e 45,5 %, entretanto, ndo foi observado diferenca significatica entre os tratamentos e o grupo
controle (p>0,05), diferente dos tratamentos do DMSO e etanol que apresentaram diferencga

para o grupo controle (p<0,05) (Figura 9).
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Figura 9 - Comparacio dos solventes no percentual de mortalidade larval dos Oleos
Essenciais de Leptospermum scoparium, Origanum vulgare e Litsea cubeba
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4.1.4 - Atividade carrapaticida dos 6leos essenciais sobre fémeas ingurgitadas

Nao houve diferencas (p>0,05) quanto a quantidade e a viabilidade de ovos produzidos
pelas fémeas dos grupos controle (agua e solventes — Tabela 3). Fémeas tratadas com o OE de
L. scoparium diluido em DMSO e em etanol, produziram menos ovos (p<0,05) a partir das
concentragdes de 5,0 e 10 mg/mL, respectivamente, em relagcdo ao grupo controle, enquanto
nos grupos em que o OE foi diluido em Tween 80, ndo foram observadas diferengas (p>0,05)
entre os tratamentos com o OE (nas diferentes concentragdes) e grupos controle. Em relagao a
viabilidade dos ovos, todos os grupos tratados com o OE de L. scoparium, diluido em etanol,
resultaram em percentual de eclosdo larval inferior (p<0,05) em relagdo aos grupos controle
(dgua e solvente), enquanto nos grupos em que o OE foi diluido em Tween 80 e DMSO,
somente os tratamentos com a maior concentracao resultaram em reducao (p<0,05) na eclosao
larval. O percentual de controle nos tratamentos com os solventes, etanol e DMSO chegou a
99 e 100%, na maior concentragdo (10 mg/mL), enquanto no tratamento com Tween 80, o
percentual de controle na maior concentracdo foi de 17%.

Nos tratamentos com OE de O. vulgare, utilizando DMSO e etanol como solventes,

foram observadas as menores médias de peso de postura, apresentando diferengas (p<0,05)
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em comparacdo aos grupos controle (agua e solvente), nas duas maiores concentragdes (5,0 e
10 mg/mL). J& nos grupos utilizando o Tween 80 para diluir o OE, ndo foram observadas
diferencgas significativas (p>0,05) entre os tratamentos € os grupos controle (dgua e solvente).
Ao analisar a viabilidade dos ovos, foi observado um menor percentual de eclosdo (p<0,05)
nas maiores concentragdes dos grupos tratados com OE de O. vulgare diluidos com etanol e
DMSO, respectivamente, em comparagdo com o grupo controle. Em contrapartida, todos os
tratamentos utilizando Tween 80 ndo diferiram significativamente (p>0,05) dos grupos
controle. Os maiores percentuais de controle foram observados nas concentracdes de 5,0 e 10
mg/mL (87,7 e 99,4%), utilizando o etanol como solvente, e na concentragdo de 10 mg/mL,
utilizando DMSO (92%). Entretanto, os percentuais de controle observado nos tratamentos
com Tween 80 ndo foram superiores a 25% (Tabela 3).

Nos testes do OF de L. cubeba, com relacao ao peso da massa de ovos, nos tratamentos
com etanol, foram observadas diferencas (p<0,05), em comparagao com 0s grupos controle,
em todos os tratamentos. Nos grupos tratados com o OE diluido em DMSO, essas diferengas
foram observadas somente nas concentragdes de 5,0 e 10,0 mg/mL. J4 nos tratamentos com
Tween 80, nao foram observadas diferengas (p>0,05). Com relacao ao percentual de eclosao
das larvas, nos tratamentos que utilizaram o etanol como solvente, foram observadas
diferenca (p<0,05) em relacdo aos grupos controle nas concentragdes de 5,0 e 10,0 mg/mL,
resultando em percentual de controle de 62 e 87%, respectivamente. Nos tratamentos com
DMSO como solvente, o percentual de eclosdao das larvas diferiu (p<0,05) dos controles nos
tratamentos com as concentragdes de 5,0 e 10,0 mg/mL, e o maior percentual de controle foi
na concentracao de 5,0 mg/mL (38,1%). Para os tratamentos que utilizaram o Tween 80 como
solvente, ndo foi observada diferencas (p>0,05) do percentual de eclosdo das larvas entre

nenhum dos tratamentos € o maior percentual de controle observado foi de 30% (10 mg/mL).
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Tabela 3 - Peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos, percentual de eclosdo de

larvas e percentual de controle de Rhipicephalus microplus tratadas com diferentes

concentragdes dos oleos essenciais de Leptospermum scoparium, Origanum vulgare e Litsea

cubeba em diferentes diluentes (solventes ou surfactante), em condigdes de laboratério (27 +

1°C e UR> 85 + 5%)
Peso da fémea Peso da massa Percentual de  Percentual
Solventes Concentragdes antes da de ovos (mg) eclosdo de de controle
postura (mg) larvas (%) (%)*
Grupos H,O 267,6°+29,8 157,12 16,0 95,52 4+2,9
controle DMSO 3% 267,4*+47,2 149,5°421,7 92,8°+8,3 7,3
Etanol 50% 268,0°+31,2 152,9*+20,8 94,9°+5.5 3,3
Tween 80 3% 266,2°+41,9 152,22422.6 93,8%+9,0 4,2
2,5 mg/mL 267,5°+35,1 146,3°+42,7 85,5+30,6 16,5
Leptospermum ~ DMSO 3% 5,0 mg/mL 267,3*+31,5 139,9°+21,1 56,5°+£37,8 472
scoparium 10,0 mg/mL 267,0+47,7 6,1°+8.8 0,0°+0,0 100,0
2,5 mg/mL 266,9°+28,3 131,4%+29 4 48,1°+29,1 57,7
Etanol 50% 5,0 mg/mL 267,8°+38,9 141,6%°+24,5 36,9°+33,7 65,2
10,0 mg/mL 265,7°+43,8 77,4°+63,0 1,847 99,0
2,5 mg/mL 266,7°+47,6 146,0°+£26,9 93,8°+7,4 8,4
Tween 80 3% 5,0 mg/mL 267,3*+17,3 142,5°4+22,2 89,0%+9.8 15,3
10,0 mg/mL 266,9°4+23,5 142,9°+18,0 86,2+12,7 17,6
2,5 mg/mL 266,4* £32,7 140,4%+16,2 84,5%+13,3 20,5
Origanum DMSO 3% 5,0 mg/mL 266,9* 60,4 126,3%*+37,4 70,5%£24.4 40,4
vulgare 10,0 mg/mL 266,0 £42,2 52,8°£68,3 22,4°£30,8 92,0
2,5 mg/mL 266,3* £36,8 148,6°+25,9 77,7°+34,5 22,6
Etanol 50% 5,0 mg/mL 266,4*£21,0 56,2°+53,2 32,6+33,8 87,7
10,0 mg/mL 267,7* £29,5 34,4°+39,6 2,3%+3.7 99,4
2,5 mg/mL 267,3* £51,7 135,8°+34,5 93,0°+9,2 15,6
Tween 80 3% 5,0 mg/mL 267,7* +46,9 123,6°+37,8 92,0°+6,6 24,2
10,0 mg/mL 267,5* £50,1 138,8+30,3 89,3%£18,1 17,2
2,5 mg/mL 266,2°+57,5 144,4+32 5 94,7°+£5,4 8,3
Litsea cubeba DMSO 3% 5,0 mg/mL 266,5+74,4 114,0°+36,5 81,0v+21,6 38,1
10,0 mg/mL 277,5°+57,8 124,7°+17,8 79,6°+21,6 36,1
2,5 mg/mL 256,12£55,4 126,4°+18,6 82,82+15,0 27,0
Etanol 50% 5,0 mg/mL 266,2*+51,7 127,9°+22.1 43,5°+35,8 62,7
10,0 mg/mL 267,0°+47,6 86,1°+£64,7 22,5%+27.3 87,0
2,5 mg/mL 266,9°+53,6 138,0%+26,9 86,1°£15,0 20,5
Tween 80 3% 5,0 mg/mL 267,2°+48,9 141,6%+26,6 93,6°+4,1 11,5
10,0 mg/mL 266,8°+45,5 126,2°+19,9 82,9°+30.,4 30,0

Médias seguidas de letras diferentes minusculas na coluna, apresentam diferencas significativas

(p<0,05)

* Percentual analisado em cima do controle dgua
Percentual de controle calculado de acordo com Drummond et al. (1973).

Leptospermum scoparium (LS), Origanum vulgare (OV) e Litsea cubeba (LC)
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4. 2 - Avaliacao da atividade acaricida das fracdes do OF de Leptospermum scoparium

4.2.1 - Composi¢ao quimica das fragoes do OE de L. scoparium

As fragdes Al, A2 e A3, resultantes do fracionamento cromatografico do OE de L.
scoparium, foram analisadas em CG/EM conduzindo a identificagdo de 22 constituintes que
sao listados na Tabela 4, juntamente com suas porcentagens, indices Kovats calculados (IKc)
em uma coluna RTX-5MS e indices Kovats da literatura (IKy)

A andlise da composicdo quimica das fragdes revelou que em nenhuma delas houve
isolamento das trés B-tricetonas, no entanto, verificou-se que mais de 95% da composi¢ao das
fracdes A2 e A3 ¢ formada por substancias dessa classe quimica, com predominio da
leptospermona nas duas fragdes (Tabela 4). Além disso, constatou-se que a fracdo Al ¢
formada apenas por constituintes apolares, com predominancia de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, sendo o cis-calameneno (46,94%) o composto majoritario. Nessa fracdo nao

foram encontradas B-tricetonas.
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Tabela 4 — Composicao quimica, indice de Kovats calculado (IKC), indice de Kovats da
literatura (IKvrit) (Adams, 2009), percentagens dos componentes identificados e das classes
quimicas as quais eles pertencem (%) nas fragdes Al, A2 e A3, resultantes do fracionamento

cromatografico do dleo essencial de folhas de Leptospermum scoparium (LS)

. Fracoes
Constituintes IKc IKLit Yl o 3
Hidrocarboneto monoterpénico 1,22 - -
o-pineno 940 939 1,22 - -
Monoterpeno oxigenado - 0,49 -
1,8-cineol 1037 1031 - 0,49 -
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 98,78 - -
o-cubebeno 1354 1351 3,94 - -
0-copaeno 1381 1376 10,52 - -
o-gurjuneno 1414 1409 1,18 - -
(E)-cariofileno 1425 1419 2,24 - -
Aromadendreno 1445 1441 4,09 - -
9-epi-(E)-cariofileno 1467 1466 1,26 - -
trans-cadina-1(6),4-dieno 1478 1476 2,09 - -
y-muuroleno 1481 1479 2,81 - -
B-selineno 1491 1490 8,15 - -
a-selineno 1500 1498 6,97 - -
o-muuroleno 1504 1500 1,13 - -
y-cadineno 1519 1513 0,83 - -
cis-calameneno 1529 1529 46,94 - -
trans-cadina-1,4-dieno 1538 1534 5,08 - -
a-calacoreno 1549 1545 1,54 - -
- tricetonas - 97,44 96,01
Flavesona 1448 1547 - 17,56 21,81
iso-leptospermona 1623/1624* 1622 - 22,50 6,13
Leptospermona 1634 1630 - 57,38 68,07
Sesquiterpenos oxigenados - 2,06 3,99
Gleenol 1589 1587 - - 3,99
Cubenol 1650 1646 - 2,06 -
Total identificado 100,00 99,99 100,00

aValor de IK¢ obtido apenas para componente de A2

4.2.2 - Atividade acaricida das fragdes do OE de L. scoparium sobre larvas nio

alimentadas

Os tratamentos com as fracdes A2 e A3, ricas em P-tricetonas, resultaram em um
percentual de mortalidade superior a 46% desde a menor concentragdo (0,625 mg/mL) e
superior a 97% a partir da concentragdo de 2,5 mg/mL. A fracdo Al, composta

majoritariamente de hidrocarbonetos sesquiterpénicos, resultou em mortalidade de 10 e 98%
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na menor (0,625 mg/mL) e maior (10,0 mg/mL) concentracdo, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 — Percentual de mortalidade de larvas de Rhipicephalus microplus, tratadas com
diferentes fragcdes do Oleo essencial de Leptospermum scoparium em condigdes de laboratorio

(27 + 1°C e UR> 85 + 5%)

Tratamentos Al A2 A3
Controle H,O 54*+3,0 5,4*+3,0 5,4*+3,0
Controle Etanol 6,4*+6,0 6,4*+6,0 6,4°+6,0
0,625 mg/mL 10,28%+3 4 53,2%422.6 46,4%+2,1
1,25 mg/mL 5,5°42,1 50,5%+20,8 86,8™x11,4
2,5 mg/mL 21,9%+6,6 99,2°+1,0 97,920
5,0 mg/mL 89,7°9+9,6 100,0°+0,0 100,0%+0,0
10 mg/mL 98,99+1,5 100,0°+0,0 100,0%+0,0

Médias seguidas de letras diferentes mintisculas na coluna apresentam diferengas significativas
(p<0,05)

4.2.3 - Atividade acaricida das fragcdes do oleo essencial de L. scoparium sobre

fémeas ingurgitadas

As fémeas ingurgitadas de R. microplus de todos os grupos tratados com a fracdo Al
produziram menos ovos (p<0,05) do que as fémeas dos grupos controle, enquanto nos
tratamentos com as fracdes A2 e A3, somente a maior concentracdo (10 mg/mL) resultou na
diminui¢do (p <0,05) de ovos produzidos. Em relagdo a viabilidade dos ovos, foi observado
que todos os grupos tratados apresentaram percentual de eclosdo larval inferior (p<0,05) em
relagdo aos grupos controle, com excecao do grupo tratado com a fragcdo A2, na menor
concentragdo (Tabela 6). Nos tratamentos com a fragdo Al, todos os tratamentos resultaram
em percentual de controle superior a 95%, enquanto nos tratamentos com as fracdes A2 e A3,

resultado semelhante foi observado somente na maior concentragao (Tabela 6).
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Tabela 6 - Peso da fémea antes da postura, peso da massa de ovos, percentual de eclosdo e
percentual de controle de Rhipicephalus microplus tratadas com diferentes fragcdes dos 6leos

essenciais de Leptospermum scoparium, em condigdes de laboratorio (27 £ 1°C e UR > 85 +

5%)
Peso da fémea Peso da Percentual de  Percentual
Fragcdes Concentracdes antes da massa de eclosdo de de controle
postura (mg) ovos (mg) larvas (%) (%)
Etanol 50% 195,3%+53,8 99? +41,66 87,7°+9,2
Al 2,5 mg/mL 197,3* £38,5 27,6"+40,3 5,8°+11,5 98,3
5,0 mg/mL 198,6* £38.,6 19,4°+41,5 4.8°+6.4 99,0
10,0 mg/mL 198,7¢ 29,8 2,6 +82 0,0°+0,0 100
A2 2,5 mg/mL 197,7* £32,1 107* £19,8 72,82+29.9 16,4
5,0 mg/mL 197,22 £40,1 85,2%+48,2 37,7°+28.6 65,5
10,0 mg/mL 195,32 4493 0,0°+0,0 0,0°+0,0 100
A3 2,5 mg/mL 195,2% £35,1 90,4*+38,1 50,2°+30,5 50,7
5,0 mg/mL 197,8%+32,2 89,6°+44,7 52,9°4+31.,8 48,7
10,0 mg/mL 196,4* £47.8 0,0°+0,0 0,0°+0,0 100

Médias seguidas de letras diferentes mintsculas na coluna apresentam diferencas significativas

(p<0,05)
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5 DISCUSSAO

A busca por produtos naturais extraidos de plantas para serem utilizadas no controle de
carrapatos tem se intensificado nas tltimas décadas (BORGES et al., 2011; BENELLI et al.,
2016; PAVELA et al., 2016; ROSADO-AGUILAR at al., 2017, BENELLI; PAVELA, 2018;
KONIG et al., 2019). Caracterizar substancias encontradas em OEs ¢ de grande importancia
para identificagdo dos compostos responsaveis pela atividade no organismo alvo (KIM et al.,
2015), assim como a triagem de solventes que visem a potencializagdo desses compostos. No
presente estudo, evidenciamos as diferengas nas atividades dos OEs de L. scoparium, O.
vulgare e L. cubeba de acordo com o solvente utilizado, mostrando que a escolha do solvente
pode influencia na atividade carrapaticida dos OEs. Também apresentamos o primeiro relato
da atividade do OE de L. scoparium e fracdes de seu OE dessa planta sobre carrapatos.

A caracterizacdo fitoquimica do OE da folha de L. scoparium ja foi evidenciada em
diferentes estudos (PORTER; WILKINS,1998; DOUGLAS, 2004; FANG et al.,, 2016;
MUTURI, 2020), porém, diferencas quantitativas e/ou qualitativas da composi¢do quimica
foram observadas nos resultados desses estudos. No presente trabalho, foi evidenciado o
hidrocarboneto sesquiterpénico, cis-calameneno, em maior proporcao, seguido da B-tricetona,
leptospermona; sendo estes resultados semelhantes aos dados encontrados por Muturi et al.
(2020). Entretanto, nos estudos de Porter e Wilkins (1998), Douglas et al. (2004) e Fang et al.
(2016), as analises quimicas revelaram que a leptospermona foi o composto majoritario. Essas
diferencas podem estar relacionadas ao local de origem da planta, gendtipo/linhagem, a época
de colheita ou at¢ mesmo a parte da planta utilizada para obtengdo do OE (PAVELA;
BENELLI, 2016).

A andlise fitoquimica do OE de O. vulgare revelou que o carvacrol, monoterpeno
oxigenado, foi o composto majoritario, assim como observado em outros estudos disponiveis
na literatura (BHAT et al., 2018; XIE et al., 2019; BURGGRAF; RIENTH, 2020).

Na composi¢do do OE de frutos L. cubeba do presente estudo, os monoterpenos
oxigenados, totalizaram mais de 80% dos compostos, sendo o geranial e neral os compostos
majoritarios. O limoneno, hidrocarboneto monoterpénico, foi o terceiro constituinte mais
abundante detectado nesse 0leo. Esses também foram os compostos majoritarios encontrados
em estudo com L. cubeba coletadas de oito localidades na China (SI et al., 2012). Essas
variagdes observadas sdo descritas por Nardoni et al. (2019), no qual foi relatado grandes
variagdes percentuais entre estes trés compostos majoritarios. Essas diferengas observadas no

EO L. cubeba podem, em ultima andlise, ser resultado de diferentes métodos de extracao ou
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purificacdo, ou até¢ mesmo da interacdo gene e ambiente (SI et al., 2012).

Em relacdo as atividades dos OEs, pode-se afirmar que o potencial do OE de L.
scoparium tem sido evidenciado para diversos organismos como bactérias (PORTER;
WILKINS, 1998; JEONG et al., 2018; SONG et al., 2019;), fungos (CHEN et al., 2014),
insetos (PARK et al., 2017; MUTURI et al., 2020) e acaros (JEONG et al., 2009); porém, sua
acdo biocida nunca foi relatada em carrapatos. Este estudo demonstrou que o OE de L.
scoparium apresentou 100% de eficacia contra larvas ndo alimentadas e fémeas ingurgitadas
de R. microplus, dependendo da concentracdo e solvente. Esse OE apresentou em sua
composicao quimica, mais de 60% de hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Outros estudos com
OEs ricos em sesquiterpenos tais como, biciclogermacreno (LEBOUVIER et al., 2013)
nerolidol (LAGE et al.,, 2015) e o oa-bisabolol (MARCHESINI et al., 2020) também
evidenciaram a atividade carrapaticida desses OEs. Por serem compostos lipofilicos, os
terpenos (incluindo os sesquiterpenos) apresentam grande potencial citotoxico, podendo
causar alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e comportamentais em artropodes (PRATES;
SANTOS, 2002). Kim et al. (2003) relataram que quanto maior a caracteristica lipossoltavel
de um composto quimico, maior ¢ capacidade de penetragdo no tegumento de insetos.

O presente trabalho demonstrou que OE de O. vulgare apresenta atividade sobre R.
microplus. Os 6leos essenciais do género Origanum tem sido largamente estudado e sua
atividade ja foi documentada para diversos organismos, tais como: bactérias (CATTELAN et
al., 2013), fungos (BURGGRAF; RIENTH, 2020), insetos (MUDRONCEKOVA et al, 2019;
XIE et al., 2019), &caros (SHANG et al., 2016; MAHMOUD et al.,, 2019) e também
carrapatos (COSKUN et al., 2008; CORREA, 2017). De acordo com Lopez et al. (2018), o
mecanismo de toxicidade do género Origanum esta relacionado ao carvacrol, monoterpeno
que geralmente ¢ o composto majoritario do OE de plantas desse género. Cruz et al. (2013),
ao avaliarem a atividade carrapaticida de Lippia gracillis sobre R. microplus, atribuiram a
atividade carrapaticida desse OE a presenca carvacrol. Senra et al., (2013 a, b) demonstraram
que o carvacrol apresenta atividade para R. microplus, Rhipicephalus sanguineus sensu lato
(s.1.), Dermacentor nitens Neumann, 1897 e Amblyomma sculptum (Berlese, 1888). O
carvacrol, composto majoritario do OE de O. vulgare provoca forte inibicdo da AChE (PARK
et al., 2016) e acdo na ligagdo dos receptores GABA (Acido gama-aminobutirico) de insetos
(TONG; COATS, 2010; TONG et al., 2013), bem como alteragdes morfologicas nos ovarios e
inibi¢do na producdo dos odcitos de fémeas ingurgitadas de R. sanguineus (SOUZA et al.,
2019). Porém, Corréa (2017) ao analisar a atividade do OE de O. vulgare sobre R. microplus

concluiu que o 6leo ndo apresentou atividade para larvas. Essas diferengas encontradas, entre
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os resultados, podem ser oriundas da cepa do carrapato utilizada, do composto majoritario
presente no OE (4 terpineol) e o solvente utilizado para diluicdo do OE (Tween 80 3%).

A atividade do OE de L. cubeba ¢ documenta para diversas espécies, incluindo
microrganismos (PUMNUAN et al., 2010; ZHANG et al., 2012; LU et al., 2019; WANG et
al., 2019) e artropodes (NOOSIDUM et al., 2008; YANG et al., 2014; CHAKIRA et al.,
2017; ZHANG et al., 2017; XIAO et al., 2020). No entanto, ao avaliar a atividade do OE de
L. cubeba, na concentragao de 100%, sobre R. microplus, Dutta et al. (2018) observaram
atividade parcial do OE no teste de imersao de adultos, no entanto no teste de campo nao foi
observado atividade do dleo para ninfas. Esses resultados diferem do presente estudo, visto
que a atividade do OE foi observada para ambos os estagios. Essas diferengas podem estar
relacionadas a metodologia utilizada, local de origem da planta (PAVELA; BENELLI, 2016),
cepa do carrapato (SINGH et al., 2016), bem como os constituintes quimicos presentes na
planta. Estudos evidenciam que os compostos majoritarios presente em L. cubeba, tais como
geranial e neral, tem atividade para Cladosporium oxysporum (CALDAS et al., 2016),
Dermatophagoides farinae e Tyrophagus putrescentiae (JEON; LEE, 2016), Cronobacter
sakazakii (SHI et al., 2016) e também para R. microplus (PEIXOTO et al., 2015; De SOUZA
CHAGAS et al., 2016).

Nos testes com os trés OEs, tanto para larvas quanto para fémeas, os OEs apresentaram
maior atividade quando diluidos em etanol e DMSO. Vale ressaltar que tanto o etanol como o
DMSO sao solventes de moléculas polares e/ou apolares e tem sido utilizados, em baixas
concentragdes, em varios experimentos in vitro ou in vivo e apresentam baixa toxicidade
quando usado em concentragdes adequadas (CHAGAS et al., 2003; GALVAO et al., 2017;
GONCALVES et al., 2007, RESENDE et al., 2012). Por serem solventes organicos
hidrofilicos, o etanol ¢ DMSO apresentam a importante caracteristica de atravessar as
membranas e carrear o agente toxico as células alvo. A interagdo dos agentes toxicos com a
agua ao redor da molécula enzimatica pode comprometer suas fungdes, modificar sua
estrutura espacial e resultar na desidratagdo da molécula (GORMAN et al., 1992; DU et al.,
2004). Nesse sentido, se a solubilidade do OE ndo estiver adequada, a passagem dos ativos
pelas membranas celulares pode ficar comprometida ou até mesmo impedida de chegar ao
local de agao (NASCIMENTO et al., 2007).

Surfactantes, ou tensoativos, como o Tween 80, tem como caracteristica a atividade
detergente devido as suas extremidades, sendo uma polar e outra apolar. Essas substancias

atuam envolvendo outras substancias em aglomerados micelares, facilitando sua dispersdo em

meios diferentes de polaridades (COX et al.,, 2000, TAKARADA et al.,, 2004). Os
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Surfactantes, ou tensoativos, podem formar microemulsdes do tipo dgua/oleo ou dleo/agua e
podem afetar as propriedades interfaciais de ambos os sistemas, agindo como um espacador
entre a membrana e o ativo (KALAITZAKI et al., 2015). Os OEs possuem caracteristicas
singulares que podem ser alteradas facilmente e interferir na sua eficacia (NASCIMENTO et
al., 2007), de modo que a dissolu¢do insuficiente dos componentes testados ¢ um dos fatores
que pode interferir em sua atividade. Se a solubilidade da formulacao nao for adequada, pode
haver comprometimento da passagem dos ativos pelas membranas celulares (KOGAN et al.,
2009), conforme descrito por Nascimento et al. (2007) quanto a atividade microbiana de OEs.
No presente trabalho, nos testes com as fragdes do OE de L. scoparium, ficou
evidenciado que as fragdes ricas em P-tricetonas (A2 e A3) apresentaram maior atividade
sobre larvas ndo alimentadas, enquanto a fragdo Al, rica no sesquiterpeno cis-calameneno
apresentou maior atividade sobre as fémeas ingurgitadas. Resultados semelhantes aos
encontrados por Muturi et al. (2020) ao analisar a atividade do OE e quatro fracdes de L.
scoparium sobre larvas de Aedes aegypti (L.), onde a fragdo rica em leptospermona foi a que
apresentou maior atividade, enquanto a fracdo rica em cis-calameneno ndo apresentou
atividade para as larvas desse inseto. Park et al., (2017) ao avaliarem a acdo inseticida do OE
e das fracoes de L. scoparium sobre Drosophila suzukii, concluiram que a fragdo apolar do
EO de L. scoparium nao apresentou atividade inseticida, enquanto a fracao polar e a fracao de
tricetonas exibiram atividade maior do que o OE. As ceras presentes na epicuticula dos
carrapatos tém fungao de prote¢dao contra o dessecamento, e a producdo desta cera ¢ mais
evidente em ninfas e fémeas (LEES, 1947; SONENSHINE, 1991). Nas fémeas, esta cera pode
ter sido um fator de prote¢do, dificultando a permeabilidade dos compostos através das
membranas. Assim, a maior atividade carrapaticida, sobre o estadgio imaturo, das fragdes ricas
em [-tricetonas pode estar relacionada a maior lipossolubilidade desses compostos na cuticula
das larvas ndo alimentadas. Uma vez que os ativos ultrapassem a cuticula, certas tricetonas
podem atuar rompendo o citoplasma das membranas devido a sua natureza hidrofébica sendo
toxicas para as células animais e bacterianas (Van KLINK et al., 2005; SONG et al., 2019).
Como relatado anteriormente, a fracdo Al, composta majoritariamente por
sesquiterpenos, tendo o cis-calameneno como composto majoritdrio, teve maior atividade
sobre as fémeas ingurgitadas. Por possuirem estruturas quimicas diversas, os sesquiterpenos
possuem um amplo espectro de bioatividade (BENELLI et al. 2018), o que pode ter
comprometido as fungdes reprodutivas das fémeas de R. microplus, reduzindo a quantidade e
qualidade dos ovos produzidos, com consequente percentual de controle elevado ja na menor

concentragdo. Varios estudos ja correlacionaram a acdo de terpenos as fungdes reprodutivas
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do ovario e 6rgdo de Gené de carrapatos, com alteragdes na forma e/ou desenvolvimento dos
oocitos (ARNOSTI et al., 2011; MATOS et al, 2014; KONIG et al., 2019; SOUZA et al.,
2019; MATOS et al., 2020). Nesse sentido, os sesquiterpenos presentes na fragdo Al, como o
composto majoritario cis-calameneno, podem ter atuado de maneira mais acentuada no
sistema reprodutivo das fémeas de R. microplus, interferindo na ovipostura e viabilidade dos
ovos. Essa hipotese merece ser futuramente investigada.

Comparando a atividade do OE de L. scoparium, diluido em etanol, com as fragoes,
podemos concluir que o OE apresentou melhor atividade para larvas ndo alimentas, enquanto
a fracdo Al, rica em hidrocarbonetos sesquiterpenos, apresentou atividade inferior. Esses
resultados sugerem que os constituintes presentes no OE podem estar agindo de forma aditiva
ou sinérgica, contribuindo igualmente para os efeitos toxicos observados. Outros estudos ja
relataram que os 6leos essenciais podem apresentar maior atividade do que seus compostos
isolados (MIRESMAILLI et al., 2006; SINGH et al., 2009) devido a mistura de moléculas
presentes nos OEs, que pode resultar em um efeito sinérgico. Em contra partida, as fragdes A2
e A3 (ricas em [-tricetonas) apresentaram maior atividade em larvas ndo alimentadas em

comparacao com o OE L. scoparium.
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6 CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos foi concluido que:

1 - Os OEs de L. scoparium, O. vulgare e L. cubeba apresentam atividade acaricida
sobre larvas ndo alimentadas e fémeas ingurgitadas de R. microplus, sendo o OE de L.
scoparium o mais ativo € o OE de L. cubeba o menos ativo.

2 - A fracdo Al do OE L. scoparium, rica em hidrocarbonetos sesquiterpénicos,
apresenta maior atividade sobre fémeas ingurgitadas, enquanto as fragdes A2 e A3, ricas em
B-tricetonas, mostraram maior atividade sobre larvas ndo alimentadas de R. microplus.

3 - A atividade de cada OE esta diretamente relacionada com o tipo de solvente
utilizado, quando os OEs foram diluidos em DMSO e etanol mostraram maior atividade

acaricida em comparagdo com o surfactante Tween 80 .
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A comunidade cientifica estd cada vez mais interessada em possibilidades para
potencializar o controle de carrapatos. Substincias naturais apresentam consideraveis
vantagens econdmicas, assim como redug¢do nos impactos ambientais e diminui¢do da
repercussdo em organismos ndo alvos. Os OEs de L. scoparium, O. vulgare e L. cubeba ¢ as
fracdes do OE L. scoparium demonstraram atividade in vitro sobre larvas ndo alimentadas e
fémeas ingurgitadas de R. microplus. Embora as fra¢des tenham resultados diferenciados para
cada estagio de desenvolvimento, os compostos estabeleceram elevado nivel de controle dos
carrapatos.

A redugdo na eficdcia dos carrapaticidas sintéticos promovem uma reflexdo a respeito
dos desenvolvimentos de resisténcias a farmacos € o quanto essa modificacdo influencia na
suscetibilidade dos carrapatos a compostos de origem vegetal. Assim sendo, ¢ fundamental
que estudos in vitro sejam realizados para identificar variados compostos de origem vegetal
com potencial atividade carrapaticida para diferentes estagios de desenvolvimento, assim
como futuras investigagdes devem ser realizadas para verificar, por meio de testes de campo,
a toxicidade desses OEs e fragdes sobre mamiferos e outros organismos ndo alvos, além da
conducdao de estudos histologicos/histoquimicos em carrapatos, de forma a elucidar os
mecanismos de a¢do desses compostos para tornar o controle de R. microplus mais seguro

para as pessoas que aplicam os carrapaticidas, hospedeiros e ambiente.
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