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RESUMO

Os carrapatos séo importantes vetores de doencas em animais e humanos. O carrapato
dos bovinos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) € responsavel por
Sérios prejuizos a pecuaria brasileira considerando-se os custos do controle, perda de
receita devido a menor producéo de leite e carne, danos ao couro, aléem da transmissao
de doencas. O uso de plantas medicinais e de seus derivados com acdo carrapaticida é
considerado um excelente recurso frente a formacdo de resisténcia aos produtos
guimicos. Diante da necessidade de alternativas mais eficazes e com menores
impactos ambientais o objetivo desse estudo foi avaliar a acdo carrapaticida in vitro do
eugenol, do 6leo essencial e do hidrolato de Syzygium aromaticum (cravo-da-india).
Adicionalmente, também foi investigada a atividade carrapaticida do 6leo essencial e do
eugenol quando incorporados em uma formulacdo. O 6leo essencial e o hidrolato de
cravo-da-india foram obtidos pelo processo de hidrodestilacdo dos botdes florais secos
da planta. A caracterizacdo quimica do 6leo essencial de cravo-da-india por CG/EM
revelou a presenca dos componentes majoritarios eugenol (83,97%), cariofileno
(3,04%), humuleno (0,42%) e acetato de eugenol (12,58%). Os carrapatos provenientes
de diversas regifes geogréficas foram tratados com o0s compostos em estudo em
diferentes etapas de seu ciclo. No teste de pacote de larvas foi avaliada a mortalidade
com concentracdes de eugenol, 6leo essencial e hidrolato que variaram de 0,1 a 2,0%.
O indice de producdo de ovos, a eclosdo larval e a eficacia carrapaticida foram
avaliados atraves do teste de imersdo de fémeas ingurgitadas, em que foram utilizadas
concentracdes de eugenol e Oleo essencial de 1,25 a 10%. O eugenol e o dleo
essencial promoveram 100% de mortalidade em larvas a partir das concentracfes de
0,25 e 0,5%, respectivamente. O hidrolato n&o apresentou atividade carrapaticida nas
concentracoes testadas. No teste de imersdo de fémeas o eugenol e o 0leo essencial
apresentaram resultado de eficacia superior a 95% a partir da concentracdo de 5,0%,
inibindo completamente a ecloséo larval na concentracdo de 10%. O uso do eugenol,
substancia purificada (99-100%) n&o proporcionou superioridade significativa nas
eficacias de tratamento em relacdo ao 6leo essencial de cravo, o que reforca o
potencial do uso do 6leo essencial de cravo como carrapaticida, uma vez que o0 mesmo
€ uma alternativa de fécil acesso, baixo custo e com alto rendimento no processo
extrativo. A formulacdo desenvolvida ndo promoveu melhores eficacias de tratamento
guando comparada a solu¢éo etandlica, 0 que sugere que novas pesquisas deverao ser
realizadas sob a perspectiva de testar o 6leo essencial de cravo em outras formulacdes
gue possam melhorar sua atividade. Além disso, testes in vivo sdo recomendados para
validacdo da eficiéncia do ativo em condi¢cbes de campo.

Palavras-chave: Carrapato bovino. Syzygium aromaticum. Oleo essencial. Eugenol.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus.



ABSTRACT

Ticks are important vectors of diseases in animals and humans. The cattle tick
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) has caused serious harm to
livestock raising in Brazil, considering the costs of controlling it, revenue loss as a result
of a smaller production of milk and meat, and leather damage, in addition to transmitting
diseases. The use of medicinal plants and their derivatives with acaricide action is
considered an alternative against the formation of chemicals resistance. Due to the need
for more efficient alternatives with less environmental impact, this study aims to evaluate
the acaricide action in vitro of eugenol, essential oil and hydrolate of Syzygium
aromaticum (clove). Additionally, it has also investigated the acaricide activity of the
essential oil and eugenol when incorporated into a formulation. The extraction of the
essential oil and hydrolate was performed by steam distillation of dried flower buds of
the plant. The chemical characterization of clove essential oil by GC/MS revealed the
presence of the major components eugenol (83.97%), caryophyllene (3.04%), humulene
(0.42%), and eugenol acetate (12.58%). The ticks from different geographical areas
were treated with the test compounds in different stages of the tick cycle. In the larval
packet test, mortality was assessed at concentrations of eugenol, essential oil and
hydrolate ranging from 0.1 to 2.0%. The eggs production levels, the larvae hatching, and
their efficiency on ticks were assessed using the adult immersion test, in which eugenol
and essential oil were used at concentrations of 1.25 to 10%. The eugenol and the
essential oil caused 100% mortality of larvae, starting at 0.25 and 0.5%, respectively.
The test with hydrolate showed no activity at the concentrations tested. In the adult
immersion test, the eugenol and the essential oil showed results greater than 95%
efficacy at concentrations of 5.0%, completely inhibiting the larvae hatching at 10%. The
use of eugenol, purified substance (99-100%), gave no significant superiority in efficacy
of treatment with the clove essential oil, which strengthens the potential use of clove
essential as an acaricide, being it a low cost and accessible alternative, with high yield in
the extraction process. The formulation developed did not promote better efficacies of
treatment when compared to ethanol solutions, which suggests that further research
should be conducted from the perspective of testing the essential oil of cloves in other
formulations that can improve their activity. Furthermore, in vivo tests are recommended
for an active efficiency in field conditions validation.

Keywords: Cattle tick. Syzygium aromaticum. Essential oil. Eugenol. Rhipicephalus
(Boophilus) microplus.
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos sao ectoparasitos hematofagos capazes de transmitir uma grande
variedade de patdégenos aos vertebrados, incluindo virus, bactérias, protozoérios e
helmintos. S&o os principais transmissores de patdogenos em animais domésticos e
selvagens, perdendo apenas para oS mosquitos como vetores de doencas humanas
(DE LA FUENTE et al., 2008; YU et al., 2015).

O carrapato dos bovinos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887)
(Acari: Ixodidae), é o ectoparasito mais importante em areas de exploragdo pecuaria,
tanto em regides tropicais quanto subtropicais, sendo responsavel por severas perdas
econOmicas, representadas tanto pela acdo direta do carrapato no bovino, como pelo
custo dos sistemas de controle. (AMERICA,1972; BROGLIO-MICHELETTI et al., 2009;
MICHELETTI et al.,, 2010). Estudos sugerem que as perdas, apenas no Brasil,
representem um total de 3,24 bilhdes de délares por ano (GRISI et al., 2014).

Além de causar espoliacdo sanguinea por hematofagismo no animal, este
parasito provoca lesdes no couro sendo, também, o principal transmissor dos
protozoarios Babesia bovis, Babesia bigemina e da rickétsia Anaplasma marginale,
causadores respectivamente da babesiose bovina e anaplasmose, conhecidas
popularmente como “tristeza parasitaria bovina” (CHAGAS et al. 2002; TRINDADE et
al., 2011).

Os carrapaticidas sintéticos ainda sdo os principais meios de controle deste
parasito, entretanto sua utilizacdo tem se tornando menos viavel em termos praticos e
econdmicos devido a poluicdo ambiental, a contaminacéo da carne e leite dos animais,
ao alto custo e ao fenbmeno da resisténcia (PIVOTO et al., 2010; PIMENTEL, 2005.;
SANTOS et al., 2012).

A necessidade de produtos carrapaticidas mais seguros, menos agressivos ao
homem e ao meio ambiente, tem estimulado a busca de novos acaricidas, como 0s
obtidos a partir de plantas medicinais. Acredita-se que 0 uso de extratos vegetais e
Oleos essenciais, de forma isolada ou associada, possam reduzir o indice da resisténcia
aos acaricidas comerciais (BROGLIO-MICHELETTI et al., 2009; MARTINEZ-
VELAZQUEZ et al., 2011).
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O uso de produtos naturais pode ser benéfico ndo s6 por reduzir os problemas
enfrentados pelos acaricidas comerciais, tais como o desenvolvimnto de resisténcia e a
contaminagcdo ambiental, mas também por prolongar a vida Gtil dos produtos quimicos
comerciais aplicados para controle de parasitos através da associacdo de substancias
vegetais bioativas com os produtos sintéticos (CHAGAS, 2004).

Segundo Singh et al. (2015) a atividade dos produtos naturais pode ser devido
aos efeitos de um Unico composto ou a combinacdo de um ou mais compostos ativos
presentes na planta. Como o efeito acaricida dos constituintes quimicos de plantas é
normalmente exercido por meios diferentes, incluindo sinergismo, o desenvolvimento de
resisténcia contra acaricidas botanicos se torna mais dificil.

O cravo-da-india - Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry representa uma
das mais ricas fontes de compostos fendlicos, como o eugenol, o acetato de eugenol e
0 acido gélico. Possui propriedades acaricida, antioxidante, antiagregante plaquetaria,
antimicrobiana e antifingica, o que demonstra grande potencial para produtos
farmacéuticos, cosméticos, alimenticios e aplicacdes agricolas (AFFONSO et al., 2012;
CORTES-ROJAS; DE SOUZA; OLIVEIRA, 2014; DE MELLO et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2009).

Diferentes tipos de extratos podem ser obtidos de folhas e outras partes da
planta. De acordo com a técnica de extracdo, cada extrato contém uma complexa
mistura de diferentes metabdlitos secundarios (ONG, 2004). Oleos essenciais s&o
fracBes volateis obtidas principalmente por hidrodestilacdo ou destilacdo a vapor de
plantas medicinais arométicas. Os maiores constituintes dos 6leos essenciais sdo 0s
monoterpenos e sesquiterpenos (MOHAMED; EL-EMARY; ALI, 2010). As solucdes
aquosos obtidas como sub-produtos da destilacdo, usando um aparato do tipo
Clevenger, sdo conhecidas como hidrolato. Como s&o obtidos em quantidades
superiores aos 6leos e contém em sua maioria componentes hidrofilicos bioativos, os
hidrolatos representam uma viavel alternativa para investigagdo cientifica e uso em
futuras aplicacdes farmacéuticas (DE LIMA et al., 2006; DAMIANI et al., 2014).

Estudos fitoquimicos do Oleo essencial de Syzygium aromaticum revelam a
presenca do eugenol como componente majoritario, acompanhado por acetato de

eugenila, isoeugenol e [-carofileno. Muitos efeitos bioldgicos do eugenol em
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invertebrados tem sido investigados, sendo ja& relatadas suas atividades como
inseticida, acaricida e de repeléncia contra insetos (WALIWITIYA et al., 2009; YANG et
al., 2003; BROWN et al., 1998; KIM et al., 2003; ISMAN, 2000).

Embora ja existam estudos relatando a acdo carrapaticida do eugenol e do 6leo
essencial de S. aromaticum frente a espécie R. microplus, ndo foram encontrados em
pesquisas bibliograficas e em bases de dados estudos comparando a atividade desses
compostos utilizando a mesma metodologia, populacdo e fase biolégica deste parasito.
Além disso, ndo ha relatos da agdo do eugenol quando incorporado em uma forma
farmacéutica que garanta sua estabilidade e facilite a aplicacdo e permanéncia do
produto por um tempo maior no animal. Outras inovacdes deste trabalho foram a
avaliacao da atividade do 6leo essencial de cravo-da-india na fase larval deste parasito
e a investigacdo da atividade carrapaticida do hidrolato de cravo-da-india.

Diante do exposto o presente estudo teve como proposta investigar as
propriedades carrapaticidas in vitro do hidrolato, do 6leo essencial e do principal
constituinte de Syzygium aromaticum, o eugenol, em larvas e fémeas de R. microplus.
Adicionalmente, foi realizada a avaliagdo da atividade carrapaticida do 6leo essencial e

do eugenol incorporados em uma formulag&o farmacéutica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CARRAPATO Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Acari:
Ixodidae), é conhecido popularmente como carrapato bovino ou carrapato do boi,
porém pode esporadicamente parasitar outros animais, como equinos € ovinos
(CHAGAS et al., 2003). E um parasito extremamente bem adaptado as condicdes de
clima de grande parte do pais, o que aliado a presenca de seus hospedeiros
distribuidos por mais de 80% do territdrio nacional, se torna um problema de grandes
proporcdes para a bovinocultura brasileira (POTARROYO; SOSSAI, 2004).

Segundo Brito et al. (2010), cada fémea ingere durante sua fase parasitaria
0,5mL a 1,0mL de sangue e determina uma perda média, no bovino, estimada em 1,0g
de peso vivo/carrapato e 8,9mL de leite, resultando em anemia e perdas na producao
de leite e carne. Nos pontos de fixagdo, as lesdes e as reacdes inflamatérias causam
danos ao couro do animal facilitando a penetragédo de larvas e moscas causadoras das
bicheiras e do berne (FURLONG et al., 2005).

O carrapato também é o vetor dos protozoarios Babesia bovis, Babesia bigemina
e da rickéttsia Anaplasma marginale, que sao os agentes causadores, respectivamente,
da babesiose e da anaplasmose, constituindo juntos um complexo de enfermidades
com sinais clinicos e epidemiologia similares denominada “Tristeza Parasitaria Bovina”,

responsavel por altos indices de mortalidade nos animais (PEREIRA, 2012).

2.1.1 Ciclo de vida do carrapato

O ciclo de vida do carrapato dos bovinos € monoxeno, ou seja, necessita de um
hospedeiro em seu ciclo de vida (Figura 1). E dividido em duas fases distintas: uma nos
bovinos, denominada de fase de vida parasitaria, e a outra, no solo, denominada fase
de vida livre (ROCHA, 2011; SONENSHINE, 1991).

Na fase de vida parasitaria, a larva, fixada no bovino, se desenvolve

respectivamente em metalarva, ninfa e metaninfa, que podem sair como machos
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(neandros) ou fémeas (nedgenas). As nedgenas sao fecundadas e iniciam o processo
de ingurgitamento ainda no animal. Em aproximadamente 5 dias, tem o seu tamanho
aumentado de 3 a 4 vezes, sendo denominadas teleéginas, fémea ingurgitada ou
fémeas cheias de sangue. Ocorre, em seguida, o desprendimento do bovino, iniciando-
se a fase de vida livre (AGNOLIN et al., 2012).

Na fase de vida livre, no solo, a fémea ingurgitada procura um local Umido e
escuro para a realizacdo da postura, que pode chegar a 3.000 ovos, morrendo apés
terem completado a postura. Num periodo de aproximadamente quatro semanas,
dependendo da temperatura (27°C) e da umidade do ar de, aproximadamente 70%,
ocorre a ecloséo larval. Estas larvas, por geotropismo negativo, se instalam no apice do
talo das plantas e ficam a espera do hospedeiro, o bovino, iniciando a fase parasitaria
(FURLONG et al., 2005).

Figura 1 — Ciclo de vida do carrapato dos bovinos

-4
7 Y -

Fonte: Barreto, 2008.

Com o conhecimento do ciclo de vida dos carrapatos, nos diversos meses do
ano, € possivel melhorar a eficiéncia no seu controle, utilizando-se o chamado sistema
estratégico de controle, que consiste na intensificagdo do tratamento carrapaticida na

época em que O carrapato estd mais susceptivel. Este controle, integrado com outras
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praticas de manejo relacionadas aos animais e a pastagem possibilitam a diminui¢do da
populagéo de carrapatos (MICHELETTI et al., 2010; SANTOS et al., 2009).

2.1.2 Controle do carrapato

A pecuaria bovina € um dos setores mais importantes do agronegdcio brasileiro e
consequentemente da economia nacional, sendo a pecuaria leiteira uma das atividades
mais tradicionais do meio rural brasileiro, além da pecuéria de corte que € considerada
um dos pilares do agronegocio no Brasil (BRASIL, 2014). Segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil possui 0 segundo maior rebanho de bovinos
do mundo, que totalizou em 2014, 212.34 milhdes de cabecas (BRASIL, 2014).

A rentabilidade da atividade pecuéria pode ser diminuida significativamente pelos
efeitos dos parasitos que afetam o gado. Em 2014 as perdas econdmicas no pais,
relacionadas ao carrapato dos bovinos, foram estimadas em 3,24 bilhdes de dolares,
perdas estas representadas tanto pela acdo direta do parasito no bovino, bem como
pelo custo dos sistemas de controle (RAYNAL; JOSE TADEU; SILVA, 2013; DE MELLO
et al., 2014; GRISI et al., 2014).

A aplicacdo de carrapaticidas, com diferentes grupos quimicos, ainda € a
maneira mais utilizada para controlar os carrapatos dos bovinos. Segundo Furlong et al.
(2007), desde o século XIX ocorrem pesquisas com o intuito de obter novos produtos
com acao neste ectoparasito.

A maioria dos produtos utilizados para controlar as pragas, especialmente na
agricultura, era constituida de compostos inorganicos e de extratos de vegetais, com
destaque para a nicotina e a rotenona. O ano de 1939 marcou uma brusca transicéo na
metodologia do controle das pragas com a descoberta, por Paul Mduller, das
propriedades inseticidas do DDT (Dicloro-difenil-tricloroetano). Pelo seu notavel poder
residual, o DDT foi amplamente divulgado e extensivamente utilizado como inseticida e
carrapaticida em bovinos. Entretanto, este mesmo efeito residual levou a restricdo do
seu emprego devido ao seu acumulo no ambiente e na cadeia alimentar, assim como o

aparecimento da resisténcia dos carrapatos a esta substancia. Apenas 0s programas
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de controle da malaria em &reas endémicas continuaram utilizando este produto e
houve proibicdo de uso em diversos paises (LARINI, 1999).

A prética de utilizacdo dos produtos quimicos sintéticos nem sempre é efetiva e
sustentavel (ALVES et al., 2012). O uso de acaricidas favorece a selecéo de linhagens
resistentes, diminuindo o periodo de protecado dos produtos e aumentando o custo do
tratamento. Os produtores fazem uso indiscriminado desses pesticidas, causando na
maioria das vezes, reducdo de sua eficacia e gerando grandes possibilidades de
desenvolvimento de resisténcia ao composto usado (ANDREOTTI et al., 2002).

Além disso, o uso de acaricidas pode levar a intoxicacdes dos animais e
contaminacdo do ambiente, pelo efeito residual na natureza. Também h& um risco
vigente relacionado a presenca de residuos de carrapaticidas nos alimentos. Muitos
produtores ndo respeitam 0s prazos da caréncia e a proibicdo da utilizacdo de
determinados produtos em animais lactantes. Somado a isto, sabe-se que o0s
produtores rurais ndo utilizam equipamentos de protecao individual, levando a riscos de
toxicidade aguda e cronica durante a aplicacado do produto no animal (CHAGAS et al.,
2002; FURLONG et al., 2007).

Embora sejam considerados uma possivel estratégia frente aos parasitos, 0 uso
de vacinas e controles biolégicos ainda estdo em fase experimental e somente no futuro
serdo capazes de competir, em nivel de mercado, com métodos convencionais. 1Sso
mostra que mesmo com o0 eventual surgimento de estirpes resistentes, o
desenvolvimento de novos produtos quimicos, constitui o instrumento mais eficaz para
o controle do carrapato atualmente (SAKAMOTO et al., 2013).

2.1.3 Resisténcia aos carrapaticidas

A resisténcia € a habilidade que um organismo possui de sobreviver a doses
letais para um organismo susceptivel. Antes da administracdo de um novo acaricida, 0s
alelos que conferem resisténcia s&o raros. Entretanto, quando um novo produto é
utilizado, individuos resistentes que apresentam a vantagem seletiva sobrevivem ao
tratamento, reproduzem e déo origem a populacdes de carrapatos também resistentes
(POHL, 2012).
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Fatores como falta de critério para a aquisicdo do carrapaticida, utilizacdo de
doses abaixo das preconizadas do produto, desconhecimento de eficacia terapéutica e
da acdo dos carrapaticidas, além da auséncia de estratégia no combate do carrapato
por falta de conhecimento do ciclo bioldgico, levam ao aparecimento da resisténcia
(MERLINI et al., 1998).

O grande motivador para o desenvolvimento de novos acaricidas foi a ocorréncia
da resisténcia, porém ndo se pode esperar que seja descoberto um novo principio ativo
a cada ocorréncia de resisténcia, pois 0s custos para o desenvolvimento de novos
produtos sédo elevados, além de pressdes dos 6rgdos ambientais de baixos niveis de
residuos a alimentos e reduzida toxicidade ambiental (GRAF et al., 2004).

O problema da resisténcia do Rhipicephalus (Boophilus) microplus aos
carrapaticidas vem aumentando consideravelmente em todas as regides onde ele esta
presente e que utilizam produtos quimicos como principal recurso para o seu controle.
Este fato pode ser observado in vivo, verificando-se o efeito dos compostos acaricidas
sobre os carrapatos no hospedeiro, ou em laboratério, por meio da imerséo in vitro de
fémeas ingurgitadas e larvas ndo alimentadas (SOUZA et al., 2008).

Sabatini et al. (2001) citaram o teste de imersdo de larvas (TIL) (Larval
Immersion Test - LIT) (SHAW, 1966) e o teste do pacote de larvas (TPL) (Larval Packet
Test - LPT) (STONE; HAYDOCK, 1962) como métodos utilizados para deteccdo da
resisténcia. A analise das respostas relacionadas a um questionario aplicado pelo
Grupo de Trabalho da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)
sobre a resisténcia em parasitas (Working Group on Parasite Resistance/WGPR)
demonstra que o método mais amplamente utilizado nos laboratorios envolvidos com o
diagndstico de resisténcia a pesticidas, em populacdes de carrapatos, é o Teste de
Imersédo de Adultos — TIA (Adult Immersion Test - AIT) (FAO, 2004).

Diversos séo os protocolos disponiveis para a identificacdo de cepas resistentes
de carrapatos. No entanto, para facilitar o monitoramento global da resisténcia e
fornecer uma base histdrica para a comparacao dos resultados dos testes, devem ser
adotados métodos diagnosticos padronizados. Em vista disso e seguindo o conselho de
especialistas, desde 1975, a FAO tem recomendado a realizacdo do Teste do Pacote

de Larvas — TPL para investigacao da resisténcia em cepas de campo do carrapato dos
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bovinos, especialmente para acaricidas organofosforados e piretréides sintéticos
(KEMP et al., 1999).

2.2 PRINCIPAIS CLASSES DE CARRAPATICIDAS QUIMICOS, MECANISMO DE
RESISTENCIA E TOXICIDADE.

2.2.1 Organofosforados

Os organofosforados s&o compostos orgéanicos derivados do &cido fosférico
(SARTOR; BICUDO, 1999) e compreendem um grupo grande e diverso de substancias
guimicas com propriedades inseticidas, acaricidas e helminticidas. Alguns compostos
organofosforados também possuem propriedades herbicidas ou fungicidas
(BLAGBURN; LINDSAY, 2003).

Estes compostos atuam principalmente ligando-se e inibindo a
acetilcolinesterase (AChE), enzima amplamente distribuida nos nervos, musculos e no
fluido e elementos do sangue. Sua funcdo € regular a neurotransmissao nas sinapses
destruindo o neurotransmissor acetilcolina (ACh). A AChE termina a atividade da ACh
hidrolisando-a na fenda sinaptica. A inibicdo ocorre porque o composto organofosforado
mimetiza a estrutura da ACh. A ligacdo da AChE e organofosforados resulta na
transfosforilagédo da enzima (BLAGBURN; LINDSAY, 2003). Este processo resulta no
acumulo de ACh nos locais onde este neurotransmissor € liberado, promovendo
hiperexcitabilidade e hiperatividade no parasita, seguindo-se de incoordenacéo
muscular e morte (SARTOR; BICUDO, 1999).

No Brasil a resisténcia a organofosforados foi notada inicialmente em 1963, no
Rio Grande do Sul (RS), sendo este o primeiro caso de resisténcia a esses compostos
relatado na Ameérica do Sul (WHARTON; ROULSTON, 1977).

Os mecanismos da resisténcia aos organofosforados ainda precisam ser
melhores elucidados, mas sabe-se que existe relagdo com insensibilidade a
acetilcolinesterase (FOIL et al.,, 2004), através do aumento do metabolismo das
esterases localizadas no intertegumento de teledginas resistentes e com a

superexpressédo dessas enzimas em larvas (VILLARINO et al., 2001).
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Os organofosforados surgiram por volta de 1950, e tinham como proposta
substituir os organoclorados que possuiam um efeito residual longo, e com isso uma
grande contaminagdo ambiental consequente (WALL & SHEARER, 2001). Essa classe
ndo gera uma contaminacdo ambiental tdo grande quanto os organoclorados, porém
apresenta risco de intoxicagfes severas dos animais. Apesar disso, ainda € uma classe

amplamente utilizada no mercado veterinario brasileiro (MAGALHAES et al., 1985).

2.2.2 Piretroides

Os piretréides exercem seus efeitos primariamente modulando a cinética de
abertura dos canais de sodio nos nervos. Esta acdo resulta em descargas repetitivas ou
na despolarizacdo da membrana e subsequente morte do artropode-alvo. Pesquisas
recentes também indicam que os inseticidas piretréides suprimem os complexos acido
y-aminobutirico (GABA), receptores de glutamato e canais de Ca?* ativados por
voltagem (BLAGBURN; LINDSAY, 2003).

Foram identificados dois padrdes de resisténcia para este grupo: o primeiro por
insensibilidade do sitio de acdo da droga, através de uma alteragdo do sitio de acao
das esterases, tornando-o0s insensiveis por mutacdes do gene relacionados aos canais
de sodio. A proteina codificada por esse gene altera sua estrutura, o que o torna
resistente ao piretroide (HE et al., 1999; LI et al., 2008; CHEN et al., 2009). O segundo
mecanismo, menos entendido, envolve a resisténcia metabdlica, através da
desativacdo da droga mediada pela acdo de esterases e de citocromo P450 (MILLER et
al., 1999).

De um modo geral os piretroides sd@o caracterizados por possuirem baixa
toxicidade. Contudo Chauhan et al. (2007) concluiram em seu trabalho com linfocitos
humanos e células de medula éssea de camundongos que a exposi¢ao in vitro e in vivo
a uma formulacdo comercial de deltametrina, o0 mais importante piretroide inseticida
usado no Brasil (LORINI; FILHO, 2007), pode causar efeitos genotoxicos em
mamiferos. A deltametrina também induziu aberracdes cromossdmicas e micronucleos
em células de medula 6ssea de ratos (GARRIDO FRENICH, A. et al., 2005).
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2.2.3 Formamidinas

7

O amitraz é a Unica formamidina ectoparasiticida atualmente utilizada na
medicina veterinaria (BLAGBURN; LINDSAY, 2003). O mecanismo de acdo deste
farmaco ainda ndo foi totalmente esclarecido, mas foi observado que este farmaco
penetra rapidamente em larvas de carrapato, inibindo a monoaminoxidase (MAO). Esta
enzima mitocondrial possui acdo catalisadora no processo de desaminagdo de
catecolaminas, resultando em aumento dos niveis de noradrenalina e serotonina no
sistema nervoso central do parasito. H4 evidéncias da atuacdo deste produto nos
canais de soOdio da membrana nervosa do carrapato, inibindo a sintese de
prostaglandinas, além de ser um agonista em receptores B-adrenérgicos (SARTOR;
BICUDO, 2006).

Nas teledgenas as formamidinas inibem o processo de liberacdo de ovos,
impedindo a contracdo da musculatura responsavel pela oviposicdo (SARTOR;
BICUDO, 2006). Assim como seu mecanismo de acdo, 0 mecanismo de resisténcia ao
amitraz ainda ndo esta completamente elucidado. Sabe-se apenas que algumas
popula¢gdes de R. microplus resistentes apresentam aumento de atividade enzimética
de esterases e glutationa-S-transferases (LI et al., 2004). Ainda segundo esses
autores, sugere-se que o provavel mecanismo de resisténcia ao amitraz seja a
insensibilidade do sitio de ligacdo, presumivelmente o receptor de octopamina.

Essa classe de ectoparasiticidas possui baixa toxicidade para mamiferos, porém
tem comprovado potencial carcinogénico, 0 que reduziu sua utilizagcdo (TAYLOR et al.,
2007).

2.2.4 Lactonas macrociclicas

As lactonas macrociclicas sdo um grupo de drogas com acdo endo e
ectoparasiticida, especificamente para nematoides e artropodes. Sdo produtos de
fermentacdo ou derivados de fungos habitantes do solo, do género Streptomyces. Além
de possuirem atividade de amplo espectro, sdo eficazes em concentragdes muito
baixas (BLAGBURN; LINDSAY, 2003).
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O mecanismo de acdo das lactonas macrociclicas é potencializar a acgao
inibidora neuronal mediada pelo GABA, promovendo hiperpolarizagdo neuronal do
parasito e, portanto, inibindo a transmissdo nervosa. Em insetos demonstrou-se
também a acdo desses compostos em canais de cloro GABA independentes onde ha
aumento na condutancia da membrana do musculo, pelo bloqueio para a resposta do
acido iboténico, que € um ativador especifico do portdo-glutamato, comumente
encontrado no inseto. Como consequéncia, ha um aumento da permeabilidade da
membrana aos ions cloro, resultando em reducéo da resisténcia da membrana celular.
Desta forma, essas moléculas provocam ataxia e paralisia nos insetos e nematodeos
(SARTOR; BICUDO, 2006).

Marques et. al. (1995), trabalhando na avaliagdo do efeito da ivermectina a 1%,
solucao injetavel, no tratamento de bovinos naturalmente infestados pelo R. microplus,
observaram que no dia 8 PT (pos-tratamento) a eficiéncia foi de 100%, até o dia 29 PT
a eficacia foi aproximadamente 99%, e no dia 36 PT foi de 80,1%.

A maior parte da eliminacdo da ivermectina ocorre na forma inalterada nas fezes
(TAYLOR et al., 2007). Estes residuos no ambiente podem alterar o micro habitat de
uma diversificada fauna de artropodes, afetando também peixes e outros organismos
aquaticos (MARCHIORI et al., 2000). Os animais atingidos por esta lactona
macrociclica fazem parte de uma cadeia ecoldgica e isto pode causar danos aos
ecossistemas de uma forma geral (WALL & SHEARER, 2001).

2.2.5 Fenilpirazois

O principal representante dessa classe de acaricidas é o Fipronil (COLLINS;
CALLCOTT, 1998). O mecanismo de acdo deste farmaco ocorre de duas maneiras:
pela inibicdo dos canais de cloro ativados por GABA (acido gama-aminobutirico) (COLE
et al., 1993), ligando-se aos canais de cloro e, consequentemente, inibindo o fluxo de
ions para dentro da célula nervosa o que resulta em hiperexcitacdo do sistema nervoso
(RAUH et al., 1990); outra forma de acdo ocorre sobre o0s canais ativados por
glutamato, que existem especificamente em invertebrados, mas ndo em mamiferos
(ZHAO et al., 2004).
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Guerreiro et. al. (2012), relatam que a atividade em dois sitios de acgéo
desempenha um papel fundamental em retardar ou prevenir a formacao de altos niveis
de resisténcia a esta droga. Sao escassos 0s relatos da resisténcia ao fipronil em
amostras de campo, ocorrendo descricdo de casos apenas no Uruguai e Brasil.
Estudos sobre os mecanismos de resisténcia ainda nao foram relatados.

Um dos grandes problemas observados € a ocorréncia de risco de exposicao
ocupacional para seres humanos quando o fipronil é utilizado, por exemplo, pelo
operador de pulverizacdo. O fipronil é pouco penetrante em pele humana e quando
ocorre é improvavel ser maior que 1% - 3% da dose aplicada. Apesar disto, neste tipo
de ocupacdo, podem ser observados sintomas como reacfes ocular, respiratoria,

gastrointestinal e outras reacdes sistémicas, de forma reversivel. (TINGLE et al., 2003).

2.3 UTILIZAGAO DE PLANTAS MEDICINAIS COMO ALTERNATI VA AOS PRODUTOS
CARRAPATICIDAS

E reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados
de plantas, no desenvolvimento de drogas terapéuticas (CALIXTO, 1997). As plantas
medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacolégica e o desenvolvimento de
medicamentos, ndo somente quando seus constituintes sdo usados diretamente como
agentes terapéuticos, mas também como matérias-primas para a sintese, ou modelos
para compostos farmacologicamente ativos (WHO, 1998).

As plantas medicinais se destacam como alternativa aos produtos quimicos
convencionais e tornaram-se base para pesquisas cientificas no controle de doencas e
parasitos. Tal fato deve-se a grande variedade de espécies vegetais existentes no
Brasil, em torno de 55.000, sendo o Brasil considerado o pais de maior biodiversidade
do planeta (ALVES et al., 2012; CHUNGSAMARNYART et al., 1991).

Segundo Agnolin e colaboradores (2009), as plantas sdo alternativas aos
carrapaticidas comerciais devido a grande variabilidade de espécies existentes, baixo
custo, facil disponibilidade, rapida degradacado, auséncia de contaminacédo do ambiente

e, consequentemente, dos animais e do homem.
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A utilizagdo de produtos naturais minimiza o desequilibrio ecolégico e a
contaminacdo ambiental causada pelo uso intensivo de produtos quimicos sintéticos.
No entanto, pesquisas na area veterinaria utilizando plantas medicinais, apesar de
crescente, ainda séo incipientes (AGNOLIN et al., 2009; ALVES et al., 2012).

Segundo Singh et al. (2015) a atividade dos produtos naturais pode ser devida
aos efeitos de um Unico composto ou através de um grupo de substancias que podem
agir sinergicamente dificultando a selec&o de carrapatos resistentes.

Algumas plantas tém sido utilizadas em pesquisas de controle de carrapatos,
como opcao de reducéo da utilizacdo de produtos acaricidas sintéticos, tais como o Nim
(Azadirachta indica), o Capim-gordura (Melinis multiflora Beauv), o Capim-colonido
(Panicum maximum), o Timbo (Ateleia glazioveana Baill), Lim&o-bravo (Zanthoxylium
tingoassuiba), Citronela-de-Java (Cymbopogon winterianus), Alecrim-da-horta
(Rosmarinus officinalis) e mais recentemente o cravo-da-india (Syzygium aromaticum)
(AGNOLIN, 2009; MARTINEZ-VELAZQUEZ et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2014;).

O controle de carrapatos com plantas medicianais eficazes podera trazer
grandes vantagens para o0 produtor, porém, se o extrato utiizado n&o for
comprovadamente eficaz, existe o risco de infestacdo massiva no rebanho, com
consequéncias severas, como queda na producdo, além de perda de animais
(CASTRO et al. 2010).

2.4 OLEOS ESSENCIAIS

A evolucéo da interface quimica das plantas devido a interagdo com organismos
circundantes tornou-as fontes de inseticidas naturais e compostos antimicrobianos
guimicos que sdo produzidos com o0 objetivo de se defender contra esses agentes.
Estes compostos séo tipicamente lipofilicos, com potencial toxico em processos
bioquimicos béasicos e com consequéncias fisiolégicas e comportamentais para 0s
organismos (PRATES; SANTOS, 2002).

Os dleos essenciais originam-se do metabolismo secundério das plantas, sendo
constituidos por uma mistura de compostos, principalmente monoterpenos,

sesquiterpenos, e derivados oxigenados (alcoois, aldeidos, éster, éteres, cetonas,
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fendis e Oxidos). Outros compostos volateis incluem fenilpropanodides e substancias
contendo enxofre ou nitrogénio (BAJPAI et al., 2008).

A composicao dos 6leos essenciais ndo esta condicionada somente a espécie da
planta. A origem da planta, a parte utilizada, o estagio de desenvolvimento, a interacao
com insetos e predadores, as condicbes climaticas e de crescimento, como
temperatura, solo e fertilizantes e as condi¢cdes de destilacdo e estocagem sédo capazes
de exercer influéncia sobre o conteido de metabdlitos volateis. Além disso, o0 método
de extracdo usado para obter o 6leo essencial pode afetar a sua composi¢cdo quimica
(BESTEN et al., 2012; OLADIMEJI et al., 2001; OZCAN; ERKMEN, 2001).

Os oOleos essenciais sdo considerados fontes em potencial de substancias
biologicamente ativas, principalmente contra microrganismos (OLIVEIRA, et al., 2011).
A aplicagcdo de Oleos essenciais como ingredientes funcionais em formulacdes
alimenticias, cosméticas ou ainda em formulagdes sanitizantes, tem despertado grande
interesse no setor industrial devido a tendéncia dos consumidores em utilizarem,
preferencialmente, produtos farmacéuticos ou alimenticios de origem natural
(MARTINAZZO et al., 2007; SCHERER, 2009).

Os Oleos essenciais possuem varias fungbes nas plantas, entre elas a de
defendé-las contra o ataque de insetos, acaros e patdgenos, ao exercer efeito toxico
nesses organismos (CASTAGNINO, 2012). Para uso humano os estudos tém apontado
algumas propriedades farmacoldgicas dos 0leos, entre as quais se destacam atividades
antivirais, antiespasmaddica, analgésica, antioxidante, antimicrobiana, acaricida,
antifingica, cicatrizante, expectorante, antiinflamatoria, vermifuga e relaxante. (LIMA et
al., 2006; NASCIMENTO et al., 2007; PACKER; LUZ, 2006; TEPE et al., 2004).

A estrutura quimica dos 6leos essenciais € composta por elementos basicos
como o carbono, oxigénio e hidrogénio, uma vez que sdo formados por uma mistura de
diversas moléculas organicas, como: hidrocarbonetos, &alcoois, ésteres, aldeidos,
cetonas, fenois e outras (CASTRO et al., 2004). A grande maioria, no entanto, €
constituida de derivados arilpropanoides ou de terpenos, preponderando os ultimos
(STRAPAZZON, 2004).

Apesar de aproximadamente 90% da composicdo dos Oleos essenciais serem

compostos de terpenos, no 6leo essencial do cravo-da-india, o eugenol (Figura 4), um
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fenilpropanoide, € o composto mais abundante, com teores maiores que 70%
(ANDRADE, 2010).

Os fenilpropanoides se formam a partir do acido chiquimico (1), que forma as
unidades basicas dos acidos cinamicos (2) e p-cumarico (3), onde esses Ultimos, por
meio de reducdes enzimaticas produzem propenilbenzenos (4) e/ou alilbenzenos (6) e,
por meio de oxidagdo com degradacdo das cadeias laterais, geram aldeidos aromaticos
(5); ciclizagdes enzimaticas intramoleculares produzem cumarinas (7) (Figura 2)
(SIMOES et al., 2004).

Figura 2: Biossintese dos fenilpropanoides.
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Fonte: SIMOES et al., 2004.

2.4.1 Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry — CRAVO-DA-INDIA

A planta Syzygium aromaticum (Figura 3) pertence a familia Myrtaceae. E uma
arvore de grande porte, podendo atingir de 12 a 15 m de altura e o seu ciclo vegetativo
alcanca mais de cem anos. Originaria da Indonésia, o cravo-da-india é a gema floral
seca da planta e foi disseminada pelos alemées para outros paises. Zanzibar e
Madagascar sao os principais produtores de cravo-da-india, seguidos pela Indonésia.
No Brasil, praticamente apenas a Bahia, produz esta especiaria na forma comercial
(AFFONSO et al., 2012; MAZZAFERA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 3: Arvore (A), folhas (B), frutos (C) e botdes florais secos (D) do
cravo-da-india.

o

Fonte: (AFFONSO et al., 2012)

Embora o cravo-da-india seja referenciado na maioria das vezes como Syzygium
aromaticum outros sinbnimos botanicos sdo encontrados como Caryophyllus
aromaticus L. (VOSS-RECH, et al. 2011), Eugenia aromatica (L.) Baill. (MORAIS et al.,
2009), Eugenia caryophyllata Thunb. (SILVESTRI et al., 2010), Jambosa caryophyllus
(Sprengel) Nied. (SHARMA et al, 2016) e Myrtus caryophyllus Spreng
(PUGAZHVENDAN; ELUMALI, 2013), devendo ser incluidos nas pesquisas
bibliograficas das acdes biolégicas do cravo-da-india.
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O dleo essencial de seus botdes florais pode ser extraido por hidrodestilacdo e
possui como componente majoritario o eugenol, um fenilpropanoide volatil de amplo
uso nas industrias farmacéuticas. Contém ainda em sua composi¢cdo, acetato de
eugenol, B-cariofileno e humuleno (Figura 4) (CORTES-ROJAS et al., 2014).

Figura 4. Estruturas do eugenol (A), do acetato de eugenol (B), do B-cariofileno (C), e do
humuleno (D).
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Fonte: O autor (2016) — (ChemDraw Pro 8.0)

2.5 EUGENOL

O eugenol, principal constituinte quimico do 6leo essencial de cravo-da-india,
apresenta comprovadas atividades como antibacteriano, antimicético, antimicrobiano,
antiinflamatoério, anestésico, antisséptico, antioxidante, repelente, inseticida e
carrapaticida (BARNES et al., 2012; ZERINGOTA et al, 2013).

Pode ser produzido sinteticamente, sendo o método mais pratico realizado
através da alilacdo de guaiacol com cloreto de alilo. Contudo, o eugenol é

predominantemente preparado a partir de fontes naturais de 6leo essencial, misturando
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0 O0leo com um excesso de sodio aquoso (3%) ou solucdo de hidroxido de potassio e
agitando, até que todo o eugenol se converta em um sal alcalino fendlico. A por¢do ndo
fendlica insollvel é extraida com um solvente ou por meio de destilacdo. Apds remocao
da porcdo nao dissolvida, a solugdo alcalina fendlica é acidificada a baixas
temperaturas e o eugenol liberado purificado por destilacdo fracionada (BEDOUKIAN,
P.Z., 1986).

O processo de hidrodestilacdo dos botdes florais secos Syzygium aromaticum,
resulta na obtencédo do 6leo essencial e do hidrolato. O 6leo essencial pode também ser
obtido através da percolacdo do material vegetal com um solvente organico apolar e
posterior filtracdo e evaporacdo. Para o isolamento do eugenol a partir do Oleo
essencial de cravo, pode-se também empregar a técnica de cromatografia liquida por
coluna classica, realizada atraves da eluicdo gradiente de hexano e diclorometano e da
separacdo das fracbes de interesse obtidas, apds andlise e identificacdo por CG/EM
(SUDARMA; ULFA, 2009).

O eugenol &€ um composto extremamente versatil e foi incluido como um
ingrediente em cosmeéticos e varios perfumes populares, sorvetes, produtos de
panificagdo e doces, antissépticos bucais, produtos farmacéuticos e composi¢des para
dentistas (BARCELOUX, D.G., 2008; CHANG et al., 2002). Em odontologia € utilizado
em combinacdo com oOxido de zinco para formar um cimento polimerizado usado para
procedimentos cirdrgicos, recheios temporarios, agentes de nivelamento e de polpa e
forros da cavidade (BOHNERT et al., 2008).

Foi identificado em varias plantas aromaticas, tais como Myristica fragrans (noz-
moscada), Cinnamomum verum (canela), Cinnamomom cassia (Canela Saigon),
Ocimum gratissimum e Ocimum basilicum (manjericdo). No entanto, a planta Syzygium
aromaticum pode ser considerada a principal fonte natural deste composto, uma vez
gue 0 mesmo representa 45 a 90% do total do 6leo. O eugenol comercial é derivado do
Oleo de cravo, de canela ou manjericdo obtido por destilacdo a vapor, que depois é
refinado e purificado (ZHENG et al., 1992; BARCELOUX et al., 2008; BEDOUKIAN,
P.Z., 1986).
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2.6 MECANISMO DE ACAO DO EUGENOL E DO OLEO ESSENCIA L DE CRAVO-
DA-INDIA

Como consequéncia de sua vasta gama de atividades farmacologicas e
biolégicas, os estudos sobre o eugenol e produtos a base de cravo se mantém como
uma prioridade de investigacdo, sendo também importante elucidar seus mecanismos
de acéo, quando possivel (RAJA et al., 2015).

O mecanismo de acdo dos Oleos essenciais nos artrOpodes ainda é
desconhecido, mas sugere-se que por meio do contato, podem interagir com o
tegumento do inseto agindo em enzimas digestivas e neuroldgicas, ocorrendo o rapido
aparecimento de sinais toxicos (KNAAK; FIUZA, 2010).

A enzima acetilcolinesterase (AChE), responséavel por hidrolisar a acetilcolina nas
sinapses colinérgicas, tem sido alvo de pesticidas e sua inibicdo pelos
organofosforados levam a paralisia e morte de artropodes (RIBEIRO, 2012). Algumas
pesquisas tem apontado o eugenol, como um potente inibidor da AChE, o que justifica
sua alta atividade frente a R. microplus (DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009).

Alternativamente, a natureza hidrofébica dos Oleos essenciais pode exercer
efeitos mecéanicos simultdneos, como a desregulacdo cuticular e bloqueio dos
espiraculos, o que leva a morte dos parasitos por estresse hidrico ou asfixia
(BURGESS, 2009; ELLSE; WALL, 2014).

2.7 TOXICIDADE DO EUGENOL E DO OLEO ESSENCIAL DE CR AVO-DA-INDIA

Em contraste com muitas outras moléculas e produtos naturais, a toxicidade do
eugenol e do 6leo de cravo tem sido razoavelmente bem estudados, apesar de faltarem
estudos de toxicidade cronica. Sado reconhecidos como “seguros” (GRAS - Generally
Recognized as Safe) em produtos alimentares pelo FDA, mas a ingestao acidental de
grandes quantidades de oOleo de cravo pode ter graves consequéncias (KAMATOU;
VERMAAK; VILJOEN, 2012).

O potencial do eugenol e do 6leo de cravo para induzir hipersensibilidade

cutanea tardia ou para provocar reacdes devido a sensibilizacdo cutanea foi avaliada no
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homem. A andlise dos dados demonstrou que o eugenol isolado ou 6leo de cravo tem
um potencial muito baixo para causar esses efeitos (ROTHENSTEIN et al., 1983). Em
outro estudo, eugenol foi capaz de induzir dermatite de contato alérgica em cobaias,
contudo essa alergia so foi confirmada em concentra¢des superiores a 25% (OHSUMI,
et al., 1996).

A toxicidade de vérias substancias como cinamaldeido, 6leo essencial de canela,
Oleo essencial de Cymbopogon (lemongrass), timol, 6leo essencial de tomilho, éleo
essencial de cravo, eugenol e extrato de raiz de gengibre, foram avaliadas por Koci et
al. (2015) em células caninas renais de tubulo proximal usando ensaio de viabilidade e
marcadores de lesdo renal. Das substancias volateis empregadas o 6leo essencial de
cravo e o0 eugenol foram os que apresentaram menor toxicidade.

Issac et al. (2015) investigou a toxicidade aguda e sub-aguda do clovinol (extrato
seco concentrado de cravo) em machos e fémeas de ratos wistar, verificando que em
um periodo de 24 horas ap0s administracdo de altas doses (1.25 a 5 g/kg b.w.) de seu
extrato ndo foi observado nenhuma mortalidade, reacdo adversa, mudancgas clinicas ou
de comportamento nos animais estudados. Além disso, nenhuma mudanca no padrao
de alimentacdo e no peso dos animais foi encontrada. No estudo de toxicidade sub-
aguda, apos 28 dias de administracdo do clovinol nas concentracdes de 0.5, 1.0 e 2.5
g/kg b.w., o extrato mais uma vez, nao foi capaz de induzir mortalidade,
comportamentos e sinais clinicos anormais ou mudancas no ganho de peso dos
animais, quando comparado com o grupo controle. O clovinol também néo provocou
mudancgas significantes (p>0.05) em nenhum parametro bioquimico ou hematolégico,
perfil renal e marcadores da funcdo hepatica, indicando a seguranca do uso de extratos
a base de cravo.

O metileugenol, um dos componentes que podem ser encontrado no 6leo
essencial de cravo da india ndo causou danos no DNA do figado, pulméo, bexiga,
medula éssea ou rim de ratos wistar expostos a 400 e 1000 mg/kg. No entanto, quando
a concentracdo foi aumentada para 2000 mg/kg, metileugenol causou danos no DNA e
na medula 6ssea (DING et al., 2011).

A Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a

Organizagdo mundial da saude (WHO) tem permitido a ingestdo diaria de 2.5 mg de
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eugenol por peso para humanos (WHO, 1982). Além disso, o FDA tem classificado o
eugenol como seguro, além de considerar 0 mesmo como nao carcinogénico e nao
mutagénico (RAJA et al., 2015).

Um novo ativo, pleiteado como acaricida deve ter, inicialmente, niveis aceitaveis
de toxicidade aos seres humanos, aos animais e ao ambiente. Em seguida, caso o ativo
tenha comprovada seguranga s&o iniciados os estudos de eficacia e do
desenvolvimento de formulacdo (GRAF et al., 2004). Diante dos dados de toxicidade
apresentados na literatura, o 6leo essencial de cravo e o eugenol, caso tenham eficacia
carrapaticida comprovada, representam um potencial para o desenvolvimento de novos

produtos carrapaticidas.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a composi¢do quimica do 6leo essencial de Syzygium aromaticum e
avaliar a atividade carrapaticida do 6leo, do eugenol e do hidrolato frente a larvas e
fémeas de R. microplus. Além disso, este estudo também teve o objetivo de investigar a
atividade carrapaticida do 6leo essencial e do eugenol quando incorporados em uma

formulacao farmacéutica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Extrair o 6leo essencial e obter o hidrolato de Syzygium aromaticum (cravo-da-
india).

» Determinar a composicdo quimica do 6leo essencial de cravo-da-india.

» Desenvolver uma formulagédo de contato para incorporacéo do 6leo essencial e do
eugenol e analisar a estabilidade macroscopica das formulagfes por meio da
avaliacdo das caracteristicas organolépticas e do pH.

» Avaliar a acao carrapaticida in vitro do eugenol, do 6leo essencial e do hidrolato de
Syzygium aromaticum frente as larvas de R. microplus.

* Avaliar a acdo carrapaticida in vitro do 6Oleo essencial e do eugenol frente a
fémeas ingurgitadas de R. microplus.

* Avaliar a atividade carrapaticida das formula¢gdes adicionadas do 6leo essencial e

do eugenol frente as larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus.
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4 METODOLOGIA E ESTRATEGIAS DE ACAO

4.1 LOCAIS DE DESENVOLVIMENTO DOS TRABALHOS

O dleo essencial foi obtido dos botdes florais secos de Sygyzium aromaticum. As
extracOes foram realizadas no Laboratorio de Farmacotécnica da Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF).

A andlise dos Oleos por CG/EM foi realizada na CentralBio da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) e a avaliacdo carrapaticida in
vitro, foi realizada no Laboratério de Artropodes Parasitos no Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFJF.

4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Os botdes florais secos de Sygyzium aromaticum foram adquiridos no comeércio
da cidade de Juiz de Fora - Minas Gerais e o produto eugenol, com 99,0 a 100,0% de
pureza (Biodinamica, lote 547/14) foi adquirido em um estabelecimento de produtos
odontologicos.

4.3 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

Empregou-se o processo de hidrodestilacdo utilizando um sistema de Clevenger
modificado em vidro acoplado a um baldo de fundo redondo de 2000 mL, tendo como
fonte de calor uma manta de aquecimento a 100°C (FARMACOPEIA, 2010). Para cada
extracdo foram utilizados 150 g dos botdes florais com 1000 mL de agua destilada.
Apobs 3,0 h cessou-se a destilagdo, sendo que o 6leo e o hidrolato foram separados por
diferenca de densidade. Foram realizadas duas extracdes do Oleo essencial, 0s
produtos das duas extracdes foram misturados e utilizados nas analises.

Ao Oleo essencial foi adicionado Na>SOa, para a separacao de residuos de agua.

O mesmo entéo foi filtrado e armazenado em frasco de vidro ambar, lacrado e protegido
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da luz. As amostras foram acondicionadas sob refrigeracdo a -5°C, sendo

posteriormente submetidas as analises.

4.4 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

A andlise qualitativa e quantitativa do Oleo essencial de cravo-da-india foi
realizada na CentralBio da Faculdade de Farmacia da UFJF em cromatdgrafo a gas
acoplado a espectrometro de massas quadrupolo, modelo QP 2010 Plus (SHIMADZU)
a 70 Ev em coluna capilar (Rtx-5MS Restek, EUA — 30 m X 0,25 mm X 0,25 um), sendo
a fase estacionaria composta de 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano e como fase
movel foi utilizado o gas hélio.

Para a obtencdo dos espectros de massas foi utilizada varredura linear e
monitoramento seletivo de ions para determinagdo das amostras. A faixa de massas foi
de m/z 41-300.

Para a preparacdo da amostra, foi realizada uma diluicdo de 1:100 utilizando
acetato de etila como solvente. A injecao foi realizada utilizado um volume de 1 yL com
divisao de fluxo de 1:10.

Para a andlise cromatogréafica foi utilizado o Injetor AOC — 20i na seguinte
condicdo: temperatura inicial da coluna de 100 a 220 °C com taxa de aquecimento de 3
°C/minuto. As temperaturas de injetor e interface foram mantidas em 250 °C e 280 °C
respectivamente. O gas de arraste utilizado foi o hélio com fluxo de 1 mL/min
(OLIVEIRA et al., 2009).

Uma avaliacdo qualitativa dos picos obtidos foi realizada por meio da
comparacao entre similaridade dos espectros de massa dos picos obtidos em relacao
ao banco de dados da biblioteca de espectros (NIST11l) do equipamento. Foi
considerada satisfatoria uma similaridade maior ou igual a 94% (Apéndice A).

Através do Software LabSolutions CGMS 2.7 foi realizada a integragdo dos 4
picos principais, sendo possivel inferir a quantidade relativa dos componentes

majoritarios presentes no oleo essencial.
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4.5 DESENVOLVIMENTO DA FORMULAGCAO

A formulacdo base desenvolvida para a incorporacdo do eugenol e Oleo
essencial de cravo-da-india constituiu-se de uma solucdo etandlica a 30%, na qual
foram incorporados conservante parabeno, agentes umectante e de penetracao,
tensoativo e co-tensoativo (Figura 5). A formulacdo desenvolvida utilizada como veiculo
para o 6leo essencial e eugenol, foi preparada por agitacdo manual e estd apresentada
na tabela 1.

Tabela 1: Formulacdo base desenvolvida para incorporacdo dos
componentes de estudo.

Componente Funcéo Concentracdo

Tween 80 Tensoativo 2%

DMSO Agente de 506
penetracao

Glicerina Umectante 5%

Lauril Co-tensoativo 0,1%

Nipagin Conservante 0,1%

Etanol 30% Solucéo base gsp 100%

Figura 5. Formulacdes desenvolvidas

A: Formulacédo base; B: Formulacdo contendo eugenol a 5%; C: Formulagdo contendo
6leo essencial de cravo-da-india a 5%.
Fonte: o autor (2016)

As formulagcbes adicionadas do Oleo essencial e do eugenol foram submetidas

ao teste de centrifugacéo e ao estudo de estabilidade preliminar, conforme preconizado
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no Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos, elaborado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2004).

Primeiramente amostras das formulacdes foram submetidas a um processo de
centrifugacao a 3000 rpm por 30 minutos e avaliadas visualmente ao final do teste. O
teste de centrifugagéo produz estresse na amostra simulando um aumento na forga de
gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis
instabilidades tais como precipitacdo, separacdo de fases, formacdo de caking,
coalescéncia entre outras.

As amostras foram também submetidas ao teste de estabilidade preliminar,
conhecido também como Teste de Triagem, Estabilidade Acelerada ou de Curto Prazo.
As formulacfes foram acondicionadas em tubos de vidro transparente com tampa, a
fim de garantir boa vedacdo. O volume total do frasco ndo foi completado para permitir
possiveis trocas gasosas. A duracdo do estudo foi de 15 dias. As amostras foram
submetidas ao aquecimento em estufa a 37 + 2°C, ao resfriamento em refrigeradores a
5 + 2°C, a ciclos alternados de congelamento e aquecimento (ciclos de 24 horas a 50 +
2°C, e 24 horas a -5 £ 2°C), a exposicéo a luz solar e a temperatura ambiente sob ao
abrigo da luz. As amostras foram analisadas no tempo de 24 horas e ao 15° dia, quanto
as caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor), ao pH, bem como a separacéo

de fase por centrifugacao.
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4.6 AVALIACAO CARRAPATICIDA IN VITRO

4.6.1 Teste de pacote de larvas

Para a obtenc&o das larvas de R. microplus foram utilizadas fémeas ingurgitadas
provenientes de populacdes de campo. Para a realizacdo dos experimentos foram
utilizadas larvas com idade entre 15 a 28 dias pds-ecloséo.

No primeiro teste foi utilizado etanol a 50% como controle e como diluente em
todas as amostras. O eugenol, o 6leo essencial e o hidrolato de cravo-da-india foram
testados nas concentracdes de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0%.

Posteriormente repetiu-se o teste com o eugenol e 6leo essencial de cravo-da-
india quando incorporados na formulagdo base e também quando diluidos em etanol
50% frente as larvas de R. microplus de populacbes de campo provenientes de Sao
Carlos/SP. Para o controle negativo foi utilizada a formulacéo base e o etanol 50%. Os
estudos com o hidrolato ndo tiveram continuidade, devido o mesmo néo ter
apresentado atividade no teste inicial.

Foi usado o teste de pacote de larvas (STONE e HAYDOCK, 1962), modificado
por Monteiro et al. (2012), no qual aproximadamente 100 larvas foram colocadas em
folhas de papel de filtro, medindo 6 x 6 cm (Figura 6A). Posteriormente, as folhas foram
dobradas ao meio e as extremidades foram seladas com clips (Figura 6B). Em seguida,
cada um dos lados dos pacotes resultantes foi umedecido uniformemente com 90 pL
das solucdes de ensaio (Figura 6C). No grupo controle, as larvas foram tratadas apenas
com o solvente que foi usado para cada substancia testada. Foram realizadas 10
repeticdes para todos 0s grupos.

Os grupos experimentais foram mantidos em uma camara climatizada (27 £ 1 °C
e umidade relativa (UR)> 80%) (Figura 6D), com uma camara separada para cada
substancia, incluindo o grupo controle, para que ndo houvesse interferéncia entre as
substéancias testadas.

A mortalidade foi avaliada apds 24 h, a partir da contagem das larvas vivas e
mortas com o auxilio de uma bomba de vacuo (Figura 6E). A mortalidade foi expressa

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



Figura 6. Teste de pacote de larvas

A: Larvas ingurgitadas sendo colocadas no centro do papel filtro; B: Papel filtro
dobrado ao meio e fechado nas laterais com clips; C: Papel filtro sendo
umedecido com 90 pL; D: Cabine climatizada com temperatura 27+1°C e UR>
80%; E: Contagem de larvas vivas e mortas com a utilizagdo de uma bomba de
vacuo.

Fonte: O autor (2016)
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4.6.2 Teste com fémeas ingurgitadas

As fémeas foram selecionadas de um montante de aproximadamente 300
espécimes, fornecidos pelo laboratério de Parasitologia da Embrapa Gado de Leite —
MG, sendo populagdes de campo provenientes de Uberlandia-MG.

O eugenol e o 6leo de cravo-da-india foram testados nas concentracdes de 1,25;
2,5; 5,0 e 10,0% quando incorporados na formulacdo base e também quando diluidos
em etanol 50%. Para o controle negativo foi utilizada a formulagdo base e o etanol 50%
sem a adicdo dos componentes estudados.

O desenvolvimento dos testes foi fundamentado pela técnica de Drummond et al.
(1973), utilizando-se fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Na
amostra de carrapatos (Figura 7A) as fémeas foram selecionadas de acordo com o0s
critérios de tamanho e mobilidade e separadas em grupos (n=10), que foram tratadas
com os ativos em variadas concentracoes.

As fémeas foram mergulhadas nas formulagbes e nas solugbes e deixadas por
cinco minutos em imerséo (Figura 7B). Concluido o tempo de contato, foram coletadas
e fixadas separadamente no interior de um recipiente adaptado para o teste. Estas
foram mantidas por 15 dias sob temperatura controlada de 27(x1,0°C) e umidade
relativa acima de 80% (Figura 7C). Apés o periodo de incubagéo, foram realizadas as
pesagens da ovoposi¢cado de cada fémea (Figuras 7D e 7E).

Os ovos de cada fémea foram transferidos para seringas plasticas, com a
extremidade distal cortada e vedadas com algodao hidréfilo, sendo mantidas nas
mesmas condicbes das fémeas, por 20 dias, para a observacdo da eclosao larval
(Figura 7F).



Figura 7. Teste de imersao de fémeas ingurgitadas.

A: Placa de petri com fémeas de R. microplus; B: Imersdo no grupo
controle; C: Fémeas em BOD climatizada; D: Coleta da ovoposicao; E:
Pesagem da ovoposicao; F: Ovos na seringa lacrada.

Fonte: O autor (2016)

45



46

4.7.3 Avaliacdo da eficacia do tratamento

A avaliagdo da eficacia foi efetuada mediante a aplicacdo dos calculos
apresentados nas formulas 1, 2 e 3 conforme Drummond et al. 1973.

Formula 1: Reproducédo Estimada (RE) = peso ovos (mg) x % de ecloséo

peso das fémeas (mg)

Formula 2: Eficiéncia do Tratamento (%C) = RE do controle - RE do tratamento X 100

RE do controle

A eficécia do tratamento (Formula 2) é dependente do resultado da reproducéo
estimada média do grupo controle (Formula 1). O peso médio dos ovos multiplicado
pela porcentagem da ecloséo e dividido pelo peso das fémeas resulta na reproducao
estimada desta populagdo de carrapatos, sem nenhum tratamento (grupo controle).
Esta reproducédo estimada é confrontada com a dos tratamentos e o esperado é que a
reproducdo seja menor que a do grupo controle. Pode haver situagcbes em que 0s
tratamentos figuem com a reproducdo maior que a do grupo controle e assim, a eficacia

do tratamento tera resultado negativo.

Formula 3: indice de Produc&o de ovos (IPO) = peso massa ovos (mQ) X100
peso fémeas ingurgitadas (mg)

A pesagem de cada ovoposicao resultara no Indice de Producgédo de Ovos (IPO)
do grupo controle negativo e dos tratamentos. O esperado € que o tratamento tenha um
IPO menor em relacdo ao controle negativo e que seja decrescente conforme o
aumento da concentracdo dos ativos na formulacéo.

Para a avaliacdo da ecloséao larval (EL) empregou-se a leitura direta (%) de
larvas eclodidas no interior da seringa. A ecloséo larval nos indica a porcentagem, de O-
100%, de ovos que eclodirdo dos grupos controles e dos tratamentos. O esperado é
gue conforme se aumente a concentracdo dos ativos na formulagcao, a eclosao larval

tenha indice decrescente.
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Os resultados de eficacia de tratamento com as formulagdes contendo os 0Oleos
essenciais foram confrontados com os dados da Portaria 48, de 12 de maio de 1997 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 1997), que
estabelece um valor minimo de eficacia de 95% in vivo para que um produto possa ser

considerado um acaricida.

4.6.3 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
6.0. Os dados foram tratados por meio de analise de variancia (ANOVA), seguido por
teste de comparacbes multiplas. Foram consideradas como diferencas significativas,

valores de p<0,01 e p<0,05.



48

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE CRAVO-DA-INDIA

Ap6s o0 processo de hidrodestilagdo por 3 horas o rendimento médio das
extracbes do Oleo essencial de cravo-da-india, pelo método utilizado, alcangou
resultado de 7,13% para o 6leo e 28,2% para o hidrolato (Tabela 2). Foi observado
diferenca entre os rendimentos obtidos na primeira e na segunda extracdo que pode ser

explicada devido a variagdo na natureza da matéria-prima vegetal.

Tabela 2: Peso médio (g) de planta utilizada por extracéo e rendimento do 6leo essencial e do
hidrolato de cravo-da-india (mL) e (% m/v).

Extracdo Oleo

: Peso médio por Rendimento do Rendimento do
essencial de x . :
. extracao Oleo hidrolato
cravo-da-india
)] (mL) (%) (mL) (%)
1° extragdo 150,0 9,8 6,53 44,2 29,47
2° extracdo 150,0 11,6 7,73 40,4 26,93
Total 300,0 21,4 7,13 84,6 28,2
Média 150,0 10,7 7,13 42,3 28,2

Silvestri et al. (2010), utilizando 0 mesmo método de extragdo, mas com tempo
de 90 minutos, encontrou rendimento de 1,87% (m/v), bem menor ao encontrado no
trabalho. Esta diferenca pode ser explicada em parte devido a diferengca no tempo
extrativo, demonstrando que maiores tempos de extracdo Sao necessarios para o
aumento no rendimento do 6leo.

Utilizando a técnica extrativa de CO2 supercritico, Martinez (2005), encontrou
rendimento de até 17,1%. Embora apresente rendimento superior, a técnica utilizada
apresenta alto custo para implantacdo e manutencdo quando comparada a
hidrodestilagdo. O autor também verificou variacdo no rendimento ao utilizar dois lotes
diferentes, o que reforca a influéncia da natureza da matéria-prima como um dos fatores

determinantes para o rendimento do processo.
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5.2 IDENTIFICACAO QUIMICA DOS COMPONENTES DO OLEO E SSENCIAL

Através da analise de CG/EM foi possivel identificar os componentes majoritarios
presentes no 6leo de cravo. O cromatograma obtido pode ser visualizado a seguir
(Figura 8).

Figura 8: Cromatograma obtido por CG/EM do 6leo essencial de cravo-da-india, com destaque para os
componentes majoritarios.

Intensity
20000000 120,000,000 s TIC
- Eugenol ! =
15000000 l\
] i
10000000 \ 3
] | Cariofileno 8
5000000 | 2 omene ‘ el
0: | T T T | II L T T ﬁ T :': | T JIII T T ‘ T | T T T T | T
4.0 10.0 20.0 30.0
min

Fonte: O Autor (2016)

Na composi¢ao volatil do 6leo essencial de cravo-da-india, utilizado no estudo,
foram destacados quatro compostos majoritarios, destacando-se o eugenol, com
83,97% da area total, seguido pelo acetato de eugenol com 12,58%, o cariofileno com
3,04% e o humuleno com 0,42% (Tabela 3). Outros compostos também foram
detectados, mas estavam em quantidades diminutas e por isso ndo foram expressos.

A origem da planta, a parte utilizada, o estagio de desenvolvimento, a interagédo
com insetos e predadores, as condicbes climaticas e de crescimento, como
temperatura, solo e fertilizantes e as condi¢cdes de destilagdo e estocagem sédo capazes
de exercer influéncia sobre o conteddo e rendimento de metabdlitos volateis
(OLADIMEJI et al., 2001; OZCAN; ERKMEN, 2001).
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Tabela 3: Componentes do 6leo essencial de cravo-da-india (botdes florais secos) e seus tempos de
retencao, através da técnica de CG/EM.

. Estrutura da TR " Quantidade
Picos Nomes substancia (min) Altura Area relativa (%)
HLCO =
1 Eugenol ]@/\/ 11.297 18063049 172475453 83.97
HO
CH3
2 Cariofileno 13.292 1867335 6235233 3.04
3 Humuleno 14.426 250363 854959 0.42
H3C
0 /CHZ
4  Acetatode Py 16.841 6300008 25846144 12.58
Eugenol H,C” 0

OCH;

Em analise qualitativa de CG/EM, realizada pelo mesmo grupo de pesquisa no
oleo essencial de cravo, foram identificados 4 componentes: eugenol, acetato de
eugenol, B-carofileno e oxido cariofileno (DE MELLO et al., 2014). Dados presentes na
literatura reforcam o eugenol como composto majoritario (90,3%), além do B-cariofileno
(4,83%) e do acetato de eugenol (1,87%) (SILVESTRI et al., 2010).

Jairoce et al. (2016), apos obter o 6leo essencial de Syzygium aromaticum por 4
horas de hidrodestilacdo, realizou a caracterizacdo de seus componetes utilizando a
técnica de CG/EM para identificagdo e CG/FID para quantificacdo. Foi encontrando
62,72% de eugenol, 18,46% de cariofileno, 2,04% de a-cariofileno (humuleno) e 15,97%
de acetato de eugenol, 0 que se assemelha aos componentes encontrados em Nosso
estudo, além de mais uma vez demonstrar o eugenol como o principal constituinte.

Em um trabalho de revisdo sobre a espécie Syzygium aromaticum, Cortés-rojas e

colaboradores (2014), descreveram que o rendimento do 6leo essencial obtido através
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dos botdes florais secos pode chegar até 18%, sendo 0 mesmo composto, de um modo
geral, por 89% de eugenol, 5 a 15% de cariofileno e acetato de eugenol e até 2,1% de
a-humuleno (humuleno). Além dos compostos majoritarios citados o autor também
descreveu que € possivel encontrar outros componentes volateis em menores
concentracdes como [-pineno, limoneno, farnesol, benzaldeido, 2-heptanona e

hexanoato de etilo.

5.3 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO

Apbs a incorporacao do 6leo essencial (5%) e do eugenol (5%), as formulacdes
apresentaram-se como uma emulsdo homogénea, de aspecto branco leitoso, odor
caracteristico de cravo e pH 5,55 para a formulacédo adicionada do 6leo e 5,66 para a
formulagdo com o eugenol.

As formulagbes do 6leo essencial de cravo e do eugenol foram submetidas
primeiramente ao teste de centrifugacdo a 3000 rpm por 30 minutos. Apés o teste as
formulagdes mantiveram-se estaveis sem a separacéo das fases.

Apébs o término do estudo de estabilidade preliminar, por um periodo de 15 dias,
as formulacdes foram avaliadas macroscopicamente com relagdo as caracteristicas
organolépticas e valores de pH. Nao foram observadas modificagBes nas caracteristicas
das formulagbes controle (mantidas em temperatura ambiente) e submetidas as
condicdes de estufa, geladeira e ciclos de congelamento e descongelamento. As
formulacdes expostas a luminosidade, apresentaram uma leve mudanca na coloracéo
indicando que produtos a base de eugenol e do Oleo essencial de cravo devem ser
acondicionados em recipientes protegidos da luz. Também n&do foram observadas
mudancas bruscas no pH das amostras.

O desenvolvimento de formulagBes carrapaticidas é importante ndo sO para
garantir a estabilidade do produto, mas também para facilitar sua aplicacdo, permitir a
permanéncia do produto por um tempo maior no animal, melhorar sua acéo, diminuir a

degradacao do ativo e a contaminacgdo microbioldgica.
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5.4 AVALICAO IN VITRO DA ATIVIDADE CARRAPATICIDA

5.4.1 Teste do pacote de larvas

De acordo com a legislacdo brasileira, para que um produto possa ser
considerado acaricida o mesmo deve apresentar eficacia de tratamento in vivo superior
a 95,0% (BRASIL, 1997).

Os resultados obtidos, no teste inicial in vitro de triagem com as larvas de
Rhipicephalus microplus realizados empregando-se as concentragédoes 0,1; 0,25; 5,0;
1,0 e 2,0%, demonstraram que o eugenol e o 6leo essencial promoveram 100% de
mortalidade em concentragdes superiores a 0,25 e 1,0%, respectivamente (Tabela 4). O
Oleo apresentou na concentragdo de 0,5%, mortalidade superior a 95%. No entando, o
hidrolato de cravo-da-india ndo demonstrou nenhuma atividade, nem mesmo na maior

concentracao testada (2,0%).

Tabela 4: Mortalidade de larvas de R. microplus tratadas com diferentes concentracdes
de eugenol e 6leo essencial de cravo-da-india diluidos em solugBes hidroetandlicas
(etanol 50% v/v) sob condic¢des de laboratério (27 £1 °C e UR>80 + 10%).

Eugenol (%) Oleo essencial (% )
Controle* 0,0 +0,02 0,0 +0,02
0,1 65,15 +22,02° 15,89 +19,87°
0,25 100,0 £0,0¢ 45,04 £14,55¢
0,5 100,0 +0,0¢ 98,77 £1,71¢
1,0 100,0 £0,0¢ 100,0 +0,0d
2,0 100,0 £0,0¢ 100,0 +0,04

Os resultados representam a média = DP (n=10 pacotes de larvas por grupo).

Medias com letras distintas indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tuckey.

O grupo controle para todas as amostras foi etanol 50%.

Os testes foram realizados simultaneamente, sendo mesma populacdo de carrapatos e grupo
controle para as substancias.

Os hidrolatos, subprodutos do processo de hidrodestilacdo, podem conter em
sua composicdo a presenca de substancias hidrofilicas bioativas, o que, somado ao seu
alto rendimento, justifica a investigacdo de sua atividade. No entanto, 0 presente
trabalho, demonstrou que o hidrolato de cravo-da-india ndo apresentou potencial como
carrapaticida, em parte justificado pelas caracteristicas fisico-quimicas de suas
substancias de carater mais hidrofilico que diferem dos componentes presentes no 6leo

essencial. Uma alternativa viavel para a confirmacgéo do potencial do hidrolato de cravo-
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da-india seria a caracterizacdo de seus componentes quimicos e a investigagdo de sua
atividade ap6s concentracao através da técnica de liofilizacao.

A avaliacdo da atividade de um potencial agente carrapaticida frente as larvas &
de grande importancia, uma vez que estas apresentam-se como um importante estagio
do ciclo bioldgico do carrapato e sdo consideradas alvos em sistemas estratégicos de
controle. Desde 1975 a FAO tem recomendado o uso do Teste do Pacote de Larvas —
TPL para avaliacdo da resisténcia a carrapaticidas. Este trabalho apresenta de forma
pioneira os resultados da avaliacdo da eficacia carrapaticida do Oleo essencial de
Syzygium aromaticum em larvas de R. microplus.

Monteiro e colaboradores (2012), ao verificarem a agdo do eugenol sobre as
larvas de R. microplus encontraram como resultado 99,4% de mortalidade para a
concentracdo de 2,5 uL/mL (0,25%), corroborando com os resultados obtidos neste
trabalho. A pequena variacdo encontrada justifica-se devido a possiveis alteracdes que
podem ocorrer na eficacia acaricida de acordo com a origem da colb6nia e condi¢des
ambientais (RAYNAL et al., 2013).

Utilizando outro método de pacote de larvas (SHAW, 1966), adaptado por Leite
(1988), Valente e colaboradores (2014) também estudaram a atividade do eugenol
frente as larvas de R. microplus, encontrando taxa de mortalidade 9,91% na
concentracao de 0,1% e de 100% para concentracdes superiores a 0,3%. Nesse teste,
o eugenol foi solubilizado em Triton X-100 3%.

Sob o ponto de vista quimico, sugere-se que a acao carrapaticida do 6leo
essencial de cravo-da-india seja devido a presenca do eugenol (AGNOLIN, 2010;
MARTINEZ-VELAZQUEZ et al. 2011; OLIVEIRA et al. 2009). Contudo, torna-se
importante comparar as atividades do 6leo essencial e eugenol (Grafico 1) com a
finalidade de verificar se o eugenol presente no 6leo age de forma isolada ou se poderia
haver sinergismo com os demais componentes; ou ainda, se 0os demais componentes

do oleo de cravo possuem algum efeito antagonista na a¢éo acaricida do eugenol.



Grafico 1. Estudo comparativo da mortalidade de larvas de R. microplus tratadas com
diferentes concentracbes de eugenol e 06leo essencial de cravo-da-india em solucdes
hidroetandlicas.
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Os resultados representam a mortalidade média + DP (n=10 pacotes de larvas por grupo).*
p<0,01 diferenca significativa entre os grupos de larvas tratados com o éleo essencial e os
grupos tratados com o eugenol, usando ANOVA de duas vias (Two-way ANOVA), seguido do
teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.

Ao analisar o grafico verifica-se que, apesar do eugenol ter tido uma atividade
maior do que a do Oleo essencial, a partir da concentragcdo de 0,5% foi possivel
observar atividades semelhantes entre as substancias. Portanto, a utilizagdo do o6leo
pode representar uma vantagem, uma vez que ndo requer etapas de purificacdo que
utilizam solventes e residuos que aumentam o custo do produto final carrapaticida.

O segundo teste realizado com larvas de R. microplus, comparando os efeitos do
Oleo essencial e do eugenol quando veiculados em solucdo hidroetandlica ou na
formulagcdo mostrou um perfil semelhante ao teste inicial, com o eugenol apresentando
100% de mortalidade em concentracdes superiores a 0,25%. Porém, neste
experimento, o 6leo obteve atividade semelhante ao eugenol ja na concentracao de
0,25%, chegando a 100% de mortalidade em 0,5%, o que refor¢ca o potencial acaricida

deste produto natural (Tabela 5).
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Tabela 5: Mortalidade de larvas de R. microplus tratadas com diferentes concentracdes de

eugenol e oleo essencial

incorporados em formulacéo

e diluidos em solugbes

hidroetandlicas (etanol 50% v/v), sob condicdes de laboratério (27 £1 °C e UR>80 + 10%).

Formulacdo base

Etanol 50%

Eugenol (%) Oleo essencial

Eugenol (%) Oleo essencial

(%) (%)
Controle* 0,0 +0,02 0,0 0,02 0,0 +0,02 0,0 +0,02
0,1 32,76 +13,38" 11,95 +4 55°P 38,06 +26,53" 35,99 +9,67°
0,25 99,11 +1,59¢ 99,55 +1,44¢ 100,0 +0,0¢ 97,92 +1,64¢
0,5 100,0 +0,0¢ 100,0 +0,0¢ 100,0 +0,0¢ 100,0 +0,0¢
1,0 100,0 +0,0¢ 100,0 +0,0¢ 100,0 +0,0¢ 100,0 +0,0¢
2,0 100,0 +0,0¢ 100,0 +0,0¢ 100,0 +0,0¢ 100,0 +0,0¢

Os resultados representam a média = DP (n=10 pacotes de larvas por grupo).

Medias com letras distintas indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tuckey.

Os grupos controle utilizados foram etanol 50% e a formulagéo base.

Os testes foram realizados simultaneamente, sendo mesma populagédo de carrapatos e grupos controle
para as substancias.

Comparando-se os tratamentos realizados com o eugenol e o Oleo de cravo
veiculados na solucdo hidroetandlica e na formulacdo desenvolvida, verifica-se que a
formulacéo nao foi capaz de propiciar uma melhora na eficacia do tratamento.

O desenvolvimento de formulagcdes é considerado uma etapa critica na
prospeccdo de novos agentes farmacéuticos. Embora apresente a vantagem de
garantir a estabilidade do componente ativo, em muitos casos, componentes da formula
podem atuar de forma antagonista diminuindo a agcdo do componente testado. Diante
do exposto, € recomendavel que o teste de uma substancia quando incorporado em
uma formulagéo seja sempre comparado com a mesma substancia quando dissolvida
em um solvente. No entanto, Chagas et al. (2003) verificaram que sdo poucos 0sS
trabalhos comparativos com relagéo a interferéncia de diferentes solventes no resultado
final de um experimento.

Dados da literatura mostram que podem ocorrer diferentes niveis de eficacia
acaricida de acordo com a regido geogréafica e populacdo de carrapatos utilizadas
(RAYNAL et al.,, 2013). No presente estudo as larvas foram obtidas de fémeas
coletadas de populacdes de campo referentes aos municipios de Uberlandia/MG e Séo
Carlos/SP. Como sdo amostras biologicas naturais, que ja foram submetidas a

diferentes acaricidas quimicos e apresentam diferentes perfis de resisténcia, 0s



56

resultados, embora denotem maior heterogeneidade e desvio quando comparados com
colonias artificiais, representam de forma mais real a atividade dos componentes em

condi¢des de campo.

5.4.2 Teste de imersdo com fémeas ingurgitadas.

O eugenol e o dleo essencial de cravo-da-india foram testados frente as fémeas
de R. microplus nas concentragdes de 1,25; 2,5; 5,0 e 10,0% quando diluidos em etanol
50% (Tabela 6) e também quando incorporados na formulagcdo base (Tabela 7). Os
resultados referentes ao indice de Producdo de Ovos (IPO), Eclosdo Larval (EL) e

Eficacia do Tratamento (%C) estdo apresentados nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6: IPO, EL e %C de fémeas ingurgitadas de R. microplus tratadas com diferentes concentracdes de

eugenol e 6leo essencial de cravo-da-india em solucdes hidroetandlicas (Etanol a 50%)

laboratério (27 £1 °C e UR>80 * 10%).

sob condicdes de

Eugenol Oleo essencial

Concentracao (%) IPO EL %C Concentracao (%) IPO EL %C
Controle 4gua 50,02 +8,782 94,44 +5,27% - Controle agua 50,02 £8,78% 94,44 15,272 -
Etanol 50% 48,37 19,002 99,17 £2,04% - Etanol 50% 48,37 £9,002 99,17 +2,042 -
1,25 37,19 +24,76% 48,33 £33,63" 55,9 1,25 33,47 £24,16%° 34,44 +40,65° 75,5
25 53,34 £5,16% 43,00 +20,44° 51,4 2,5 41,30 +22,85%" 39,00 +34,03> 62,9
5,0 35,00 +18,36% 6,50 6,23 94,4 5,0 24,86 £16,15° 8,30 +15,51° 95,6
10,0 7,97 £11,87° 0.0 £0.0¢ 100,0 10,0 2,67 +8,12¢ 0.0 £0.0° 100,0

Medias com letras distintas indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tuckey. Os resultados representam a média de 10

fémeas por grupo experimental + desvio padrao.

IPO - indice de Produc&o de Ovos, EL - Eclosdo Larval, % C - Eficacia do Tratamento

O grupo controle para todas as amostras foi etanol 50%.

O controle agua foi utilizado para verificar os parametros das fémeas na auséncia de qualquer substancia que pudesse afeta-los.
Os testes foram realizados simultaneamente, sendo mesma populagéo de carrapatos e grupo controle para ambas substancias.

Os tratamentos das fémeas com o Oleo essencial de cravo-da-india e com o
eugenol em solugdes hidroetandlicas reduziram significativamente a producdo de ovos
a partir da concentracdo de 5% para o Oleo essencial e em 10% para o eugenol. A
eclosdo larval foi reduzida em todas as concentracfes testadas, sendo que o
tratamento com as solugdes contendo 10% do Oleo essencial ou eugenol foram
capazes de inibir completamente a eclosdo. Os resultados demonstraram boas

eficacias de tratamento nas concentracdes de 5 e 10%.
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Comparando-se os tratamentos das fémeas com as solu¢des hidroetandlicas
adicionadas de eugenol ou do 6leo de cravo, verificou-se melhores eficacias de
tratamento quando utilizado o 6leo de cravo, atingindo ambos 100% de eficacia de
tratamento na concentracao de 10%.

Tabela 7: IPO, EL e %C de fémeas ingurgitadas de R. microplus tratadas com diferentes concentracdes de

eugenol e dleo essencial de cravo-da-india incorporados em formulacdo  sob condic8es de laboratério (27
+1 °C e UR>80 + 10%).

Eugenol Oleo essencial
Concentracao (%) IPO EL %C Concentragao (%) IPO EL %C
Controle agua 50,02 £8,78% 94,44 5,272 - Controle agua 50,02 8,782 94,44 +5,272 -
Formulacédo base 43,34 +11,323® 95,00 10,002 - Formulacédo base 43,34 +11,322° 95,00 +10,002 -
1,25 40,34 9,323 78,13 +21,03% 3,7 1,25 24,91 +19,82° 64,44 +35,392> 37,7
2,5 30,36 £20,02¢ 34,78 +36,44> 62,6 2,5 23,45 423,39 34,11 +36,92°¢ 74,8
50 11,65 +16,13¢ 18,40 +26,51° 85,6 5,0 18,18 #17,08° 23,29 #25,70¢ 76,5
10,0 16,12 +15,05¢ 7,20 +16,28° 96,3 10,0 16,03 +£18,00° 8,33 +13,54¢ 92,9

Medias com letras distintas indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tuckey. Os resultados representam a média de 10
fémeas por grupo experimental + desvio padréo.

IPO - indice de Producéo de Ovos, EL - Ecloséo Larval, % C - Eficacia do Tratamento

O grupo controle para todas as amostras foi a formulagéo base.

O controle 4gua foi utilizado para verificar os parametros avaliados das fémeas na auséncia de qualquer substéncia que pudesse
afeta-los.

Os testes foram realizados simultaneamente, sendo mesma populagdo de carrapatos e grupo controle para ambas substancias.

O tratamento das fémeas com o eugenol veiculado na formulacdo reduziu
significativamente a produc¢éo de ovos e a ecloséo larval nas concentracdes de 2,5; 5,0;
e 10,0%.

Utilizando-se a mesma formulacdo base adicionada do 6leo essencial nas
concentracoes de 1,25; 2,5; 5,0 e 10,0% observou-se que as formulagcdes nao tiveram
efeito significativo na produgao de ovos. No entanto foram capazes de reduzir de modo
significativo a eclosédo larval a partir da concentragdo de 2,5%. Nao foram observadas
eficacias de tratamento superiores a 95% ap06s a utilizacdo das formulacbes de 6leo
testadas.

Vale ressaltar que os tratamentos realizados com as solugfes controle de etanol

50% e com a formulag&o placebo né&o influenciaram na producdo de ovos e na ecloséo
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larval, uma vez que os tratamentos com 0S mesmos apresentaram resultados similares
ao tratamento controle feito com agua, o que significa que os resultados obtidos
referem-se ao efeito do eugenol ou do 6leo essencial, e ndo do solvente etanol ou dos
componentes das formulagdes.

Comparando-se os tratamentos realizados com o eugenol e o 6leo de cravo
veiculados na solucao hidroetandlica e na formulagéo, verificaram-se melhores eficacias
de tratamento do eugenol e do Oleo essencial quando veiculados na solugao
hidroetanodlica. A utilizacdo da formulacdo desenvolvida nesse trabalho né&o
proporcionou vantagem em relacao ao uso da solugéo hidroetandlica.

Estudos anteriores ja reportaram as atividades fungicida, antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antisséptica, inseticida e repelente do 6leo de cravo-
da-india (NERIO et al.,, 2010; OLIVEIRA et al., 2009). Com relacdo a atividade
carrapaticida, ja foi demonstrada eficacia in vitro de 100% do extrato apolar de cravo-
da-india sobre as fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(ALVAREZ et al., 2008). Contudo, o referido extrato foi utilizado de forma concentrada,
0 que dificulta a extrapolacdo do resultado para uso comercial, uma vez que nao é
possivel predizer a menor concentracdo com atividade.

De Mello et al. (2014) também avaliaram a atividade carrapaticida in vitro de 6leo
essencial de cravo-da-india sobre as fémeas ingurgitadas de R. microplus,
apresentando indices de 88,97 a 100% de mortalidade em concentracfes a partir de
2,5 a 15%. Porém, os testes foram conduzidos somente através da incorporacdo do
oleo em formulagBes de contato, as quais possuem natureza proprietaria, dificultando a
replicacdo e comparacgao dos estudos (ELLSE; WALL, 2014).

Estudos conduzidos por Santos et al. (2012) mostraram a atividade acaricida do
Oleo do fruto de cravo-da-india em fémeas ingurgitadas de R. microplus. Este autor
obteve como resultado, nas concentracbes de 2,5 e 5,0%, eficacias de
aproximadamente 97,15 e 99,42% respectivamente, com 6leo veiculado em solucéo de
acetona 40%. Contudo o autor ndo verificou a composi¢ao do 6leo essencial utilizado.

Valente et al. (2014), ao realizarem o teste de imersdo de fémeas ingurgitadas,
com diferentes concentracdes de eugenol (1 a 30%) solubilizado em Triton X-100 3%,

verificou que o eugenol a 2% foi capaz de intefirir na eficiéncia de reproducéo de R.
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microplus em 45.04%, apresentando 79.29% de eficiéncia na concentracdo de 3%. Ja
na concentracdao de 5%, o autor verificou inibicAo da ovoposicdo de fémeas
ingurgitadas de R. microplus com 100% eficiéncia.

No presente trabalho, quando o 6leo essencial foi diluido em etanol 50%, o
mesmo apresentou eficacia de tratamento acima de 95%, a partir da concentracdo de
5,0%, o que corrobora com dados ja publicados na literatura.

Muitos dos componentes ativos utilizados comercialmente como repelentes de
artropodes foram originalmente isolados a partir de uma planta ou de alguma outra
fonte natural, mas sdo produzidos atualmente de forma sintética. (BISSINGER; ROE,
2010). Embora seja extenso o numero de plantas e derivados com acgao repelente,
poucos sao comercializados. Em alguns casos 0 custo da extracdo e purificacdo do
componente ativo torna a comercializacdo inviavel. Além disso, o rendimento desses
compostos pode ser baixo (MOORE; LENGLET; HILL, 2007).

A aplicacdo de oOleos essenciais como ingredientes funcionais, tem despertado
grande interesse no setor industrial devido a tendéncia dos consumidores em
utilizarem, preferencialmente, produtos farmacéuticos ou alimenticios de origem natural
(MARTINAZZO et al., 2007; SCHERER, 2009).

Considerando todos os tratamentos realizados em fémeas, conclui-se que 0 uso
do eugenol, substancia purificada (99-100%) nao proporcionou superioridade
significativa nas eficacias de tratamento em relacdo ao 6leo essencial de cravo. Esses
resultados reforcam o potencial do uso do 6leo essencial de cravo como carrapaticida,
uma vez que o mesmo € uma alternativa de facil acesso, baixo custo e com alto
rendimento no processo extrativo.

Além disso, o isolamento e a purificacdo do eugenol, a partir do 6leo de cravo,
aumentam o custo do processo, geram perdas no rendimento total e ainda ha o

consumo de solventes organicos que agridem o meio ambiente.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo demonstraram a expressiva atividade carrapaticida
do eugenol e do 6leo essencial de cravo-da-india mesmo em concentracdes inferiores a
0,5% em larvas e a partir de 5% para fémeas.

Através dos testes realizados foi possivel reafirmar o importante potencial do
Oleo essencial de cravo-da-india e do eugenol, sugerindo a utilizacdo dos mesmos
como carrapaticidas ou em associacdo com acaricidas sintéticos com objetivo de
reduzir o impacto ambiental e o desenvolvimento de resisténcia. Estes compostos
destacam-se diante de outras substancias por se mostrarem seguros para o0
manipulador e para o animal e possuirem reduzido impacto ambiental.

Contudo, novas pesquisas deverao ser realizadas sob a perspectiva de testar os
ativos em outras formulagées que possam melhorar sua atividade, bem como devem
ser realizados testes in vivo para a validacao da eficiéncia dos ativos em condicOes de

campo.
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APENDICE A

ESPECTROS DE MASSA OBTIDOS DOS COMPONENTES MAJORITA RIOS
PRESENTE NO OLEO ESSENCIAL DE CRAVO-DA-INDIA.
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