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RESUMO 

 

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) é um carrapato de conhecida 

importância médico-veterinária, devido ao seu potencial na transmissão de patógenos e 

aos danos diretos aos hospedeiros, como espoliação sanguínea, estresse, alergias e 

dermatites. O controle desses parasitos baseia-se, principalmente, no uso de substâncias 

químicas sintéticas, que frequentemente trazem conseqüências como contaminação 

ambiental, intoxicação dos animais e seus tratadores, e seleção de linhagens de carrapatos 

resistentes. O timol, um monoterpeno aromático isolado inicialmente de plantas da 

família Lamiaceae, vem apresentando bons resultados no controle de R. sanguineus s.l. 

em testes in vitro. Para que seja utilizado como um carrapaticida, o timol necessita ser 

veiculado em uma formulação farmacêutica adequada, que apresente facilidade de 

aplicação, custo acessível e segurança para uso tópico. O objetivo deste trabalho foi 

avaliar, pela primeira vez, a atividade carrapaticida in vitro de duas formulações de uso 

tópico contendo diferentes concentrações de timol, sobre larvas e ninfas, ingurgitadas e 

não ingurgitadas, de Rhipicephalus sanguineus s.l..  Para tal, foram desenvolvidas duas 

formulações-base: uma emulsão óleo em água (O/A) e uma solução hidroalcoólica, 

contendo diferentes concentrações de timol (0,5 mg/mL a 20 mg/mL). Para os bioensaios 

foi adotado o teste de pacote de larvas modificado, no caso de larvas e ninfas não 

ingurgitadas, com avaliação da mortalidade após 24 horas; e o teste de imersão, para 

larvas e ninfas ingurgitadas, com avaliação da mortalidade após 15 dias. O grupo controle 

constituiu-se das formulações-base, sem timol. Foram feitas 10 repetições para cada 

tratamento. Nos testes com emulsão, foi alcançada taxa de mortalidade média de 94,2% 

com a concentração de 0,75 mg/mL em larvas não ingurgitadas. No caso de larvas 

ingurgitadas, houve mortalidade média de 95,0% na concentração de 5,0 mg/mL. Ninfas 

não ingurgitadas tratadas com a emulsão a 2,5 mg/mL atingiram taxa de mortalidade 

média de 83,3% e no teste com ninfas ingurgitadas, foi verificada média de 86,0% de 

mortalidade para a concentração de 5,0 mg/mL. Nos testes com a solução hidroalcoólica, 

a mortalidade média encontrada para larvas não ingurgitadas foi de 88,1% para a 

concentração de 2,5 mg/mL. Para larvas ingurgitadas, a maior taxa de mortalidade 

verificada foi de 25,0%, na concentração de 20 mg/mL; o teste com ninfas não 

ingurgitadas apresentou taxas de mortalidade de 91,0% na concentração de 1,0 mg/mL e 

no teste com ninfas ingurgitadas verificaram-se baixas taxas de mortalidade, com o valor 

máximo de 18,3% para 20 mg/mL. Além dos testes em carrapatos, foram realizados testes 



 
 

de estabilidade preliminar com o objetivo de verificar eventuais problemas nas 

formulações. A solução hidroalcoólica mostrou-se estável em todas as condições testadas, 

nas concentrações de 2,5 e 5,0 mg/ml; a emulsão O/A mostrou sinais de instabilidade 

precoce na concentração de 5,0 mg/ml, porém, na concentração de 2,5 mg/ml apresentou-

se estável. Os resultados obtidos indicaram que o timol, quando incorporado às 

formulações propostas, apresentou aumento de sua atividade acaricida sobre larvas não 

ingurgitadas de R. sanguineus s.l. tratadas topicamente, quando comparado aos dados da 

literatura; e embora tenha havido variações na toxicidade entre diferentes estágios e 

formas (ingurgitadas/não ingurgitadas), estas formulações parecem ser promissoras para 

um futuro uso terapêutico. 

Palavras-chave: carrapato-vermelho-do-cão, monoterpeno, larvas, ninfas, emulsão, 

solução hidroalcoólica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) is a tick with known medical and 

veterinary importance, due to its potential for transmission of pathogens as well as the 

direct damage caused to hosts, such as blood spoliation, stress, allergies and dermatitis. 

Control of these parasites is mainly based on the use of synthetic chemical substances, 

but these often have negative consequences, including environmental contamination, 

intoxication of animals and handlers/owners, and selection of resistant strains. Thymol, 

an aromatic monoterpene initially isolated from plants of the family Lamiaceae, has 

presented good results in controlling R. sanguineus s.l. in in vitro tests. For use as an 

acaricide, thymol needs to be carried in a suitable pharmaceutical formulation, allowing 

easy application, reasonable cost and safety for topical use. The objective of this work 

was to assess, for the first time, the in vitro acaricidal activity of two topical formulations, 

each with different concentrations of thymol, on larvae and nymphs, both engorged and 

non-engorged, of R. sanguineus sensu lato. For this purpose, two base formulations were 

prepared: an oil-in-water (O/W) emulsion and a hydroalcoholic solution, containing 

different thymol concentrations (0.5 mg/mL to 20 mg/mL). The formulations were 

analyzed by the larval packet test (modified) in the case of larvae and non-engorged 

nymphs, with evaluation of mortality after 24 hours; and by the immersion test for larvae 

and engorged nymphs, with evaluation of mortality after 15 days. The control group was 

exposed to the base formulations without thymol. There were ten repetitions of each 

treatment. In the tests with the emulsion, the best average mortality rate was 94.2%, with 

the concentration of 0.75 mg/mL for non-engorged larvae. In the case of the engorged 

larvae, the best average mortality was 95.0% at the concentration of 5.0 mg/mL. The 

average mortality of the non-engorged nymphs treated with the emulsion containing 2.5 

mg/mL was 83.3% and in the test with engorged nymphs, the mean mortality was 86.0% 

for the concentration of 5.0 mg/mL. In the tests with the hydroalcoholic solution, the 

highest average mortality among the non-engorged larvae was 88.1% for the 

concentration of 2.5 mg/mL. In turn, for the engorged larvae, the highest mortality was 

25.0%, at the concentration of 20 mg/mL, while the test with non-engorged nymphs 

produced a mortality rate of 91.0% at the concentration of 1.0 mg/mL and in the test with 

engorged nymphs the maximum mortality was 18.3% with a concentration of 20 mg/mL. 

Besides the tests with the ticks, preliminary stability tests were carried out to verify 

possible problems with the formulations. The hydroalcoholic solution remained stable 



 
 

under all the conditions analyzed, at concentrations of 2.5 and 5.0 mg/ml, while the O/W 

emulsion showed signs of early instability at the concentration of 5.0 mg/ml but not at the 

concentration of 2.5 mg/ml. The results obtained indicate that the acaricidal activity of 

thymol, when included in the proposed formulations, was enhanced against non-engorged 

larvae with topical treatment in comparison with data in the literature. Although there 

were variations in toxicity between the different stages and forms (engorged and non-

engorged), these formulations are promising for future therapeutic use. 

Keywords: Brown dog tick, monoterpene, larvae, nymphs, emulsion, hydroalcoholic 

solution. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Latreille, 1806), o “carrapato-

vermelho-do-cão”, apresenta ampla distribuição mundial e tem como principais 

hospedeiros os canídeos (LABRUNA, 2004; GUGLIELMONE et al, 2006; DANTAS-

TORRES, 2008). Sua importância médica e veterinária está relacionada principalmente à 

transmissão de agentes patogênicos aos cães e aos humanos, mas também aos danos 

diretos relacionados ao parasitismo (DANTAS-TORRES, 2008; SERRA-FREIRE et 

al, 2011). 

O controle destes parasitos normalmente é realizado com o uso de substâncias 

químicas sintéticas. No entanto, a seleção de populações de carrapatos resistentes devido 

ao seu uso indiscriminado (COLES & DRYDEN, 2014; MILLER, 2001), as intoxicações 

dos animais e seus tratadores (ANDRADE, 2004) e a possibilidade de contaminação do 

meio ambiente com resíduos destas substâncias (BONMATIN et al, 2015; SANDERSON 

et al, 2007) vêm aumentando a demanda por produtos carrapaticidas mais seguros. Além 

disso, a crescente relação de proximidade entre humanos e animais domésticos, sendo os 

cães muitas vezes considerados como membros da família, torna ainda mais importante 

o controle eficaz de parasitos e a segurança das substâncias utilizadas, a fim de não 

comprometer a saúde dos pets e de seus tutores. Assim, nos últimos anos, vem sendo 

desenvolvidas pesquisas que avaliam o potencial de substâncias derivadas de plantas para 

o controle de pragas (CHAGAS, 2004; REGNAULT-ROGER & PHILOGÉNE, 2008; 

BORGES et al, 2011; ELLSE & WAL, 2014). 

Dentre as substâncias de origem vegetal já testadas está o timol, um monoterpeno 

aromático isolado inicialmente de plantas da família Lamiaceae. Esta substância vem 

apresentando resultados promissores quanto ao seu potencial acaricida em várias espécies 

de carrapatos (NOVELINO et al, 2007; MONTEIRO et al, 2010; MENDES et al, 2011; 

DAEMON et al, 2012; MATOS et al, 2014; ARAÚJO et al, 2015; NOVATO et al, 2015). 

Para que uma substância química seja utilizada para fins terapêuticos, 

frequentemente faz-se necessária sua incorporação a uma formulação que torne esta 

aplicação viável e não comprometa sua eficácia (YORK, 2005). Assim, o presente 

trabalho visou avaliar a viabilidade de incorporação do timol a duas formulações de 

contato magistrais, sua atividade carrapaticida in vitro contra estágios imaturos de R. 

sanguineus s.l. e a sua estabilidade de curto prazo.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 IMPORTÂNCIA DE Rhipicephalus sanguineus sensu lato 

 

Rhipicephalus sanguineus sensu lato é um carrapato ixodídeo que parasita 

principalmente os canídeos, mas pode ser encontrado parasitando outras espécies de 

mamíferos, aves e até humanos (DANTAS-TORRES et al, 2006; LOULY et al, 2006, 

MATURANO et al, 2015). Esta espécie é originária da África e acredita-se que, devido 

à estreita ligação dos cães com os humanos, este parasito foi disseminado durante os 

processos de migração humana (LABRUNA, 2004; DANTAS-TORRES, 2008; PAZ et 

al, 2008).  

Além dos danos diretos relacionados ao parasitismo, como espoliação sanguínea, 

desconforto e reações alérgicas, também pode atuar como vetor de patógenos como 

Babesia spp, Erlichia canis, Hepatozoon canis e Leishmania (Leishmania) infantum para 

os cães (DANTAS-TORRES, 2008; PAZ et al, 2008; DANTAS-TORRES & 

OTRANTO, 2014) e, no Brasil, é considerado um vetor em potencial da bactéria 

Rickettsia rickettsii para humanos (SERRA-FREIRE et al, 2011). O status taxonômico 

dessa espécie ainda carece de consenso.  Nos últimos anos, foram evidenciadas diferenças 

genéticas, morfológicas e epidemiológicas em indivíduos da espécie nas diferentes 

regiões do mundo e, diante da dificuldade na determinação do neótipo Rhipicephalus 

sanguineus sensu stricto, ficou estabelecido que a denominação mais indicada ao se 

referir a indivíduos deste complexo é Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.). Até o 

momento, considera-se a existência de duas linhagens distintas da mesma espécie: uma 

de regiões tropicais da América do Sul e África, e uma de regiões temperadas da América 

do Sul e Europa Ocidental. (NAVA et al, 2015; HEKIMOĞLU et al, 2016). 
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Figura 1.O carrapato Rhipicephalus sanguineus em diferentes estágios de vida.  

 

Em sentido horário, a partir do alto: ninfa, fêmea, larva e macho.  

Fonte: Parasite Image Database (National Center of Veterinary Parasitology) (2017). Disponível em 

http://ncvptest.weebly.com/ticks.html 

 

Esta espécie é considerada trioxena, ou seja, depende de três hospedeiros para 

completar seu ciclo biológico. Este é constituído por fases parasitárias intercaladas com 

fases não parasitárias, de modo que cada estágio (larva, ninfa e adulto) necessita de um 

hospedeiro para se alimentar e realiza o processo de muda e a ecdise no ambiente 

(LABRUNA, 2004). Esta característica de sua biologia favorece a transmissão de 

patógenos, já que um mesmo carrapato, ao se alimentar em mais de um hospedeiro, pode 

agir como vetor e reservatório de agentes patogênicos (DANTAS-TORRES, 2008). 

 Após alimentar-se de sangue, cada fêmea deposita em torno de 4000 ovos no 

ambiente, e morre em seguida. Os locais preferidos para a deposição dos ovos são 

rachaduras e frestas em paredes, geralmente próximas aos locais onde os cães se deitam. 

Ao eclodirem, as larvas – que são dotadas de três pares de pernas - começam a busca por 

um hospedeiro, onde irão alimentar-se de sangue por três a 10 dias. Quando estão 

completamente ingurgitadas, se desprendem e caem no ambiente para realizar a primeira 

muda.  Este processo pode levar de cinco a 15 dias, e dará origem a uma ninfa – dotada 

de quatro pares de pernas, ainda sem dimorfismo sexual – que buscará um hospedeiro e, 

após três a 11 dias se alimentando de sangue, cairá no ambiente para sua última muda. 

Esta leva de nove a 47 dias e tem como resultado a formação de um adulto, maior em 

tamanho, dotado de quatro pares de pernas, e com dimorfismo sexual (DANTAS-

TORRES, 2008).  

 

http://ncvptest.weebly.com/ticks.html
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2.2 CONSIDERAÇÕES SOBRE A ANATOMIA E FISIOLOGIA DE CARRAPATOS 

IXODÍDEOS 

 

Como todos os artrópodes, os carrapatos são revestidos externamente pelo 

tegumento quitinoso, ao qual são atribuídas funções de cobertura do corpo, proteção 

contra perda de água, reserva energética e a função de exoesqueleto, conferindo proteção 

mecânica contra danos físicos (SONENSHINE, 1991; HACKMAN & FILSHIE, 1982). 

A cutícula é a porção mais externa do tegumento, secretada pelas células epidérmicas. A 

maior parte dessa estrutura, definida por Hackman e Filshie (1982) como uma “membrana 

não celular heterogênea”, está disposta na cobertura externa do corpo do carrapato; no 

entanto, há evidências de que esta se estende pelo interior do corpo em determinados 

pontos de comunicação com o sistema traqueal e com os ductos das glândulas dermais. 

Sua densidade não é uniforme ao longo de toda a superfície externa do carrapato, de modo 

que há áreas mais delgadas, principalmente encontradas em pontos de articulações, e 

áreas mais espessas e endurecidas. A constituição química da cutícula ainda é uma 

questão controversa, no entanto admite-se que esta seja composta principalmente por 

lipídeos, polifenóis, proteínas e quitina (LEES, 1948, HACKMAN & FILSHIE, 1982). 

Acredita-se que as ceras presentes na camada mais externa da cutícula, chamada 

epicutícula, sejam secretadas pelas glândulas dermais, sendo drenadas através de poros 

até a superfície (SONENSHINE, 1991). Esta secreção ocorre mais intensamente durante 

e imediatamente após o repasto ou após exposição à injúria pela luz, calor ou irritação 

mecânica, e é mais evidente em ninfas e fêmeas (LEES, 1947). Sua função já foi apontada 

como proteção contra o dessecamento dos carrapatos (SONENSHINE, 1991). 

Sabe-se que a maior parte da perda de água nos carrapatos ocorre através da 

cutícula, e a camada de lipídeos presente nesta estrutura desempenha importante função 

na regulação deste fenômeno. Esta atividade parece funcionar por meio de um controle 

fisiológico, como demonstrado pela regeneração da camada de lipídeos da epicutícula de 

carrapatos após serem produzidas lesões artificiais por abrasão (LEES, 1947) e por 

mudanças nas proporções de lipídeos durante o processo de engurgitamento e de muda 

(HACKMAN & FILSHIE, 1982). Já foi verificado que determinadas substâncias, como 

por exemplo detergentes, quando aplicadas sobre a superfície da cutícula de carrapatos, 

podem aumentar a taxa de transpiração dos mesmos, levando a maior perda de água 

(LEES, 1947). 
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Larvas e ninfas de ixodídeos já foram citadas como sendo mais susceptíveis à perda de 

água do que adultos (KNÜLE & RUDOLPH, 1982). Além das perdas de água que 

ocorrem através do tegumento corporal, há ainda aquela decorrente das trocas gasosas do 

processo de respiração (SONENSHINE, 1991). Carrapatos ixodídeos possuem sistema 

respiratório constituído por espiráculos e traquéia. As larvas, entretanto, não apresentam 

estas estruturas e realizam suas trocas gasosas exclusivamente através da cutícula 

(HACKMAN & FILSHIE, 1982). Ninfas e adultos possuem espiráculos e traquéia e são 

dotadas de um mecanismo valvular de fechamento dos espiráculos, de modo que 

apresentam mais de um controle fisiológico para prevenir a perda de água para o ambiente 

(NEEDHAM & TEEL, 1991). O controle da abertura e fechamento dos espiráculos já foi 

relacionado ao status de equilíbrio hídrico do animal, e segundo Sonenshine (1991), 

carrapatos ingurgitados seriam incapazes de manter o fechamento do sistema respiratório, 

perdendo água mais rapidamente. 

  Camargo et al (2012) observaram aumento dos efeitos acaricidas de formulações 

contendo fungos acaripatogênicos contra diferentes estágios de Rhipicephalus microplus 

(Canestrini, 1888), diante da adição de óleo mineral a essas formulações, em comparação 

ao uso de suspensão aquosa para aplicação dos fungos, sugerindo que, devido às 

propriedades quitinofílicas do óleo, há maior aderência do agente acaricida no tegumento 

dos carrapatos. Além disto, os autores apontaram a possibilidade de haver diferenças na 

susceptibilidade ao óleo mineral nos diferentes estágios de vida dos carrapatos, com maior 

susceptibilidade de larvas não-ingurgitadas em relação a fêmeas ingurgitadas. 

   Chagas et al (2003) comprovaram o aumento de toxicidade de alguns solventes sobre o 

carrapato Rhipicephalus microplus na presença de azeite de oliva, um óleo vegetal, 

indicando a importância de agentes lipofílicos como promotores de permeação. 

 

2.3 CONTROLE DE CARRAPATOS 

 

2.3.1 Controle com substâncias sintéticas 

 

Atualmente o controle de carrapatos em cães se baseia no uso regular de substâncias 

químicas sintéticas, que têm alto custo e longo período de desenvolvimento (GRAF et al, 

2004). Os produtos podem ter efeito curativo (que combatam as infestações vigentes) e/ou 

efeito preventivo (que eliminem os carrapatos ao primeiro contato, antes que uma 

infestação se estabeleça); um produto que atue nas duas frentes oferece maior chance de 
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sucesso a longo prazo e reduz o risco de transmissão de doenças pelos carrapatos 

(BEUGNET & FRANC, 2012). 

Além do uso de carrapaticidas nos cães, é importante que seja realizado o tratamento do 

ambiente, de modo a atingir todas as fases de vida do parasito, inclusive aquelas que estão 

em período de muda (COLES & DRYDEN, 2014, DANTAS-TORRES & OTRANTO, 

2014). 

Os principais grupos químicos utilizados hoje para controle de carrapatos em cães são 

organofosforados, carbamatos, formamidinas, piretróides, fenilpirazóis e lactonas 

macrocíclicas (BEUGNET & FRANC, 2012). Dentre estes, já foram relatados no meio 

científico casos de resistência de R. sanguineus s.l. ao amitraz, coumafós, cipermetrina e 

deltametrina (MILLER et al, 2001; BORGES et al, 2007). Eventualmente verificam-se 

queixas por parte dos tutores de cães quanto a resistência de outras bases químicas; no 

entanto, a falha muitas vezes está associada ao uso incorreto dos produtos carrapaticidas, 

como intervalos muito longos entre as aplicações, uso de doses incorretas, equívocos na 

escolha da base química a ser utilizada, aplicação incorreta e armazenagem em condições 

inadequadas (COLES & DRYDEN, 2014). 

Além da seleção de populações de carrapatos resistentes, os carrapaticidas sintéticos 

despertam preocupações quanto à sua segurança para os animais e seus tratadores, além 

da possibilidade de contaminação do meio ambiente com seus resíduos. 

 

2.3.2 Controle com substâncias de origem vegetal 

 

Óleos essenciais são substâncias derivadas do metabolismo secundário de plantas 

aromáticas. Apresentam composição complexa e variável, são líquidos, voláteis e 

caracterizados por seu forte odor. São extraídos por meio de destilação e utilizadas pelos 

humanos desde tempos remotos por seus efeitos medicinais, cosméticos e conservantes 

(BATISH et al, 2008). 

      Nas plantas, podem apresentar funções de proteção, repelindo predadores e 

combatendo parasitos, mas também podem atuar como atrativos para insetos 

polinizadores. (BAKKALI et al, 2008). São metabolizados em todos os órgãos vegetais, 

e são encontrados em plantas das famílias Myrtaceae e Lamiaceae, dentre outras 

(TRIPATHI et al, 2009). A composição química dos óleos essenciais pode variar de 

acordo com a genética da planta, o local da colheita, a estação do ano, a parte utilizada da 

planta e o método de destilação. De modo geral, são compostos por duas ou três 
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substâncias principais, em maiores concentrações (geralmente terpenos e terpenóides), 

que determinam suas propriedades biológicas, e outras substâncias aromáticas em menor 

quantidade (BAKKALI et al, 2008; TRIPATHI et al, 2009).  

Devido a sua composição complexa, os óleos essenciais podem atuar em diversos 

sítios de ação ao mesmo tempo, o que torna mais difícil o processo de seleção de 

resistência ou adaptação dos organismos-alvo (BAKKALI et al, 2008). Além disso, 

apresentam menor toxicidade para mamíferos quando comparados a muitas substâncias 

sintéticas utilizadas no controle de pragas e menor persistência de resíduos no ambiente 

(ISMAN, 2000; GEORGE et al, 2014). Por se tratarem muitas vezes de substâncias 

amplamente estudadas e já utilizadas em outras áreas da ciência, como em alimentos e 

cosméticos, apresentam vantagens como o custo mais acessível (muitos de seus 

constituintes já estão disponíveis comercialmente, com elevado grau de pureza), maior 

facilidade para registro de produtos, além de serem oriundas de fontes renováveis 

(ISMAN, 2000; TRIPATHI et al, 2009). 

Diversos estudos já evidenciaram a atividade acaricida de óleos essenciais sobre 

carrapatos ixodídeos (CLEMENTE et al, 2010; SANTOS & VOGEL, 2012; GOMES et 

al, 2014; MELLO et al, 2014; HÜE et al, 2015; CAMPOS et al, 2015; CHAGAS et al, 

2016). 

Uma das maiores limitações para o uso de produtos extraídos de plantas no 

controle de pragas é sua eficácia variável, observada diante das frequentes variações na 

composição dos mesmos (BATISH et al, 2008; GEORGE et al, 2014). Como já foi dito, 

a composição química dos óleos essenciais pode variar devido a vários fatores – 

genéticos, geográficos, climáticos, métodos de extração, parte utilizada da planta, entre 

outros - afetando sua bioatividade. Uma possível solução para esta questão é o uso de 

seus componentes bioativos isolados. 

Os terpenos representam a classe mais abundante de bioativos isolados de plantas 

aromáticas, e são classificados de acordo com o número de moléculas de isopreno 

presentes em sua estrutura. Cada molécula de isopreno contém cinco carbonos. Nos óleos 

essenciais os compostos terpênicos mais observados são os monoterpenos (com 10 

carbonos) e os sesquiterpenos (com 15 carbonos) (Dubey et al., 2003). 
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2.4 TIMOL 

 

O timol é um monoterpeno formado por duas unidades de isopreno, totalizando 

10 carbonos em sua estrutura (BAKKALI et al, 2008). Inicialmente isolado do óleo 

essencial de Thymus vulgaris (Lamiaceae), apresenta-se sob a forma de cristais incolores, 

que possuem odor característico. Sua aplicação terapêutica mais comum é como 

antisséptico bucal (PRIESTLEY et al, 2003). 

 

Figura 2 – Estrutura química do timol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor (2017) 

 

Esta substância vem sendo estudada há alguns anos por seus efeitos bactericida, 

fungicida, nematicida, moluscicida, acaricida, inseticida e antioxidante (YANISHLIEVA 

et al, 1998; CARVALHO et al, 2003; FLORIS et al, 2004; BOTELHO et al, 2007; 

FERREIRA et al, 2011; NTALLI et al, 2011; VASCONCELOS et al, 2014), e foi 

classificado como uma substância segura pela Agência de Proteção Ambiental dos 

Estados Unidos (USEPA, 1993). Foi verificado também que o timol se dissipa 

rapidamente no meio ambiente, deixando poucos resíduos (HU e COATS, 2008). 

O efeito acaricida do timol já foi amplamente comprovado em diversas espécies 

de carrapatos, como Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens, Rhipicephalus 

microplus e Rhipicephalus sanguineus s.l. (NOVELINO et al, 2007; DAEMON et al, 

2009, MONTEIRO et al, 2009; MONTEIRO et al, 2010; MENDES et al, 2011; 

SCORALIK et al, 2012; DAEMON et al, 2012; MATOS et al, 2014; ARAÚJO et al, 

2015; NOVATO et al, 2015). 

Embora ainda não se conheça seu exato mecanismo de ação sobre os carrapatos, 

há evidências indicando sua ação sobre o sistema reprodutor de fêmeas ingurgitadas de 

R. sanguineus s.l. (MATOS et al, 2014).  
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As pesquisas sobre a atividade acaricida do timol sobre R. sanguineus s.l. tem 

mostrado resultados promissores. Ao tratar larvas não ingurgitadas de R. sanguineus s.l. 

com timol nas concentrações de 2,5 a 20,0 mg/ml, solubilizado em solução aquosa de 

DMSO 1%, Daemon et al (2009) registraram taxas de mortalidade máximas de 37,7%, 

para a maior concentração testada. Posteriormente, ao tratar larvas não ingurgitadas com 

timol nas mesmas concentrações, porém diluído em água com etanol 50%, Daemon et al 

(2012) registraram taxas de mortalidade de 96,7%, 95,9 e 98,1% para as concentrações 

de 10,0, 15,0 e 20,0 mg/ml, respectivamente. 

Em testes com larvas ingurgitadas de R. sanguineus s.l. tratadas com timol nas 

mesmas concentrações, solubilizado em água com etanol 50%, Daemon et al (2009) 

verificaram taxas de mortalidade de 97% e 100,0%, para as concentrações de 15,0 e 20,0 

mg/ml. 

Ninfas não ingurgitadas de R. sanguineus s.l. já foram desafiadas por Senra et al 

(2013) com timol em solução hidroalcoólica de etanol 50%, registrando taxas de 

mortalidade de 100,0% para todas as concentrações testadas (2,5 mg/ml a 20,0 mg/ml). 

Ninfas ingurgitadas de R. sanguineus s.l., quando tratadas com timol solubilizado 

em água e DMSO 1% nas mesmas concentrações, apresentaram taxas de mortalidade de 

100%, a partir da concentração de 5,0 mg/ml (MONTEIRO et al, 2009). 

 

 

Tabela 1: Taxas de mortalidade apresentadas em artigos anteriores referentes a tratamentos de diferentes 

estágios de Rhipicephalus sanguineus com timol diluído em solventes convencionais. 

 

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente. 

Fontes: Daemon et al, 2009; Monteiro et al, 2009; Daemon et al, 2012; Senra et al, 2013. 

 

 

 

Larvas não 

ingurgitadas 

(Daemon 

et al, 2009) 

Larvas não 

ingurgitadas 

(Daemon 

et al, 2012) 

Larvas 

ingurgitadas 

(Daemon 

et al, 2009) 

Ninfas não 

ingurgitadas 

(Senra 

et al, 2013) 

Ninfas 

ingurgitadas 

(Monteiro 

et al, 2009) 

Solvente DMSO 1% Etanol 50% DMSO 1% Etanol 50% DMSO 1% 

CONTROLE 7,9±5,0a 0,6±1,0a 3,0±6,7a 2,0±6,3a 0,0±0,0a 

2,5 mg/mL 21,3±16,7b 47,5±11,6b 3,0±4,8a 100,0±0,0b 0,0±0,0a 

5,0 mg/mL 17,4±7,2b 50,2±14,0b 0,0±0,0a 100,0±0,0b 100,0±0,0b 

10,0 mg/mL 19,1±1,9b 96,7±2,6c 3,0±4,8a 100,0±0,0b 100,0±0,0b 

15,0 mg/mL 32,1±7,9c 95,9±2,5c 97,0±6,7b 100,0±0,0b 100,0±0,0b 

20,0 mg/mL 37,7±13,4c 98,1±3,5c 100,0±0,0b 100,0±0,0b 100,0±0,0b 
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2.5 DESENVOLVIMENTO DE FORMULAÇÕES 

 

Para que uma substância seja utilizada para fins terapêuticos, muitas vezes faz-se 

necessária sua incorporação a uma formulação farmacêutica, associando-a a outros 

componentes, de modo que se obtenha um produto estável, eficaz, de fácil aplicação e 

com caracerísticas organolépticas que facilitem sua aceitação pelo consumidor (YORK, 

2005; ALLEN et al, 2007). O ramo da ciência que trata da preparação de produtos 

farmacêuticos é a farmacotécnica (FERREIRA et al, 2008). 

Fármaco ou princípio ativo é a substância responsável pela ação terapêutica da 

formulação (FERREIRA et al, 2008). Os adjuvantes farmacêuticos ou excipientes são 

substâncias não-medicinais como espessantes, solventes, promotores de permeação, 

conservantes e diluentes, adicionados durante o preparo de uma formulação; seu uso 

resulta na obtenção dos diversos tipos de formas farmacêuticas e confere características 

físico-químicas específicas a elas (ALLEN et al, 2007). 

As formas farmacêuticas possibilitam o uso do princípio ativo nas doses 

adequadas, protegem o fármaco das influências ambientais, ocultam características 

indesejáveis como odor ou sabor repugnantes, permitem a veiculação de substâncias 

pouco solúveis ou instáveis e permitem a ação controlada do fármaco e sua aplicação de 

acordo com o local de ação desejado (ALLEN et al, 2007). 

As principais formas farmacêuticas adotadas em carrapaticidas para pequenos 

animais são pós, shampoos, loções (emulsões), sprays (soluções hidroalcoólicas), 

sabonetes, tabletes palatáveis, soluções spot-on e coleiras de polímeros plásticos 

impregnadas com o princípio ativo (BEUGNET & FRANC, 2012). 

Quando uma substância passa a ser estudada para determinada aplicação 

terapêutica, são aplicados estudos de formulação para estabelecer as características 

iniciais do produto, e qual será sua forma farmacêutica. Na sequência, o produto é 

submetido a testes progressivos de ensaios pré-clínicos (testes in vitro) e clínicos, de 

modo que este tenha sua eficácia e segurança comprovadas antes de seu registro e 

comercialização (BARRY, 2005; ALLEN et al, 2007). 

Emulsão é uma forma farmacêutica constituída pela mistura de dois ou mais 

líquidos imiscíveis, de modo que há uma fase interna, dispersa na forma de glóbulos e 

outra externa, contínua (BILLANY, 2005b). Para o seu preparo são utilizados agentes 

emulsificantes ou surfactantes, substâncias que apresentam propriedades hidrofílicas e 

hidrofóbicas, e constituirão a interfase responsável pela manutenção da estabilidade dessa 



23 
 

mistura (ATTWOOD, 2005). As emulsões podem ser do tipo oléo em água (O/A) ou água 

em óleo (A/O), sendo a primeira fase dispersa e a segunda contínua. Nas emulsões O/A, 

há gotículas de óleo dispersas numa fase contínua de água; nas emulsões A/O, há 

gotículas de água dispersas numa fase contínua de óleo.. Dentre as vantagens desta forma 

farmacêutica destacam-se a possibilidade de administração de princípios ativos insolúveis 

em outros veículos, disfarçar das características organolépticas de determinados 

fármacos, melhorando sua aceitação, aumentar a sua estabilidade e oferecer fácil 

aplicação e remoção do produto da pele (ALLEN et al, 2007). 

Soluções hidroalcoólicas são preparações líquidas homogêneas contendo uma ou 

mais substâncias dissolvidas em uma mistura de água e etanol; seu preparo, na maioria 

das vezes, requer apenas a mistura do soluto com o solvente (BILLANY, 2005a; ALLEN 

et al, 2007). Dentre as vantagens desta forma farmacêutica, destacam-se a imediata 

disponibilidade do fármaco para absorção, levando a rápida resposta terapêutica, a 

distribuição uniforme e homogênea do fármaco na preparação e sua rápida evaporação 

após ser aplicado sobre a pele, conferindo efeito refrescante e deixando a pele seca 

(BILLANY, 2005a). 

 

2.6 ESTABILIDADE DE FORMULAÇÕES 

 

A estabilidade é a capacidade de um produto manter – dentro de limites 

estabelecidos e por tempo determinado – as propriedades e características originais que 

apresentava no momento de sua fabricação. Para sua caracterização são levados em conta 

propriedades físicas, químicas, microbiológicas, terapêuticas e toxicológicas. O 

conhecimento destes dados possibilita a determinação de condições de armazenamento 

ideais, prazo de validade do produto, bem como a antecipação de interações do fármaco 

com os adjuvantes presentes na formulação (BRASIL, 2004; ALLEN et al, 2007). 

Incidência de luz, variações de temperatura, presença de oxigênio e umidade 

podem atuar como catalizadores nas reações de degradação das formulações (BRASIL, 

2004; ALLEN et al, 2007). Os processos de instabilidade das formulações farmacêuticas 

podem ser detectados, muitas vezes, por alterações de suas características organolépticas 

(BRASIL, 2004; BILLANY, 2005a; ALLEN et al, 2007). 

Os testes de estabilidade preliminar ou acelerada são utilizados como triagem 

inicial diante de um certo número de formulações propostas para um medicamento, de 

modo que se escolha a mais estável para dar seguimento aos estudos (PUGH, 2005; 



24 
 

ALLEN et al, 2007). Os testes de estabilidade de longo prazo visam expor as formulações 

farmacêuticas às condições usuais de transporte de armazenamento que ocorreriam 

durante a distribuição do produto. Estes estudos têm duração de, no mínimo, 12 meses 

(ALLEN et al, 2007). 

Os principais fenômenos de instabilidade observados nas emulsões são: 

cremeação ou sedimentação (fenômenos reversíveis, causados pela força de gravidade), 

floculação (fenômeno reversível, causado pelas forças de forças de Van der Waals) e 

coalescência (fenômeno irreversível, onde ocorre ruptura do filme interfacial) (TOPAN, 

2012). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar in vitro a atividade acaricida do timol em diferentes concentrações, 

incorporado a duas formulações magistrais de uso tópico, sobre estágios imaturos de R. 

sanguineus s.l.. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Desenvolver duas formulações magistrais de uso tópico (uma emulsão O/A – óleo 

em água – e uma solução hidro alcoólica) contendo timol em diferentes concentrações. 

Avaliar a atividade acaricida das formulações desenvolvidas sobre estágios 

imaturos de R. sanguineus s.l.. 

Analisar a estabilidade preliminar das formulações por meio da avaliação do 

aspecto, das características organolépticas e do pH. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 LOCAL DOS EXPERIMENTOS 

 

O desenvolvimento das formulações e análise de sua estabilidade ocorreram no 

Laboratório de Farmacotécnica da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, 

Brasil. Os testes in vitro em carrapatos foram realizados no Laboratório de Artrópodes 

Parasitos (LAP) da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. 

 

4.2 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULAÇÕES 

 

Foram desenvolvidas duas formulações-base, sendo uma emulsão óleo em água 

(O/A) e uma solução hidroalcoólica. O timol utilizado nas formulações foi obtido da 

empresa Sigma-Aldrich, com ≥99% de pureza.  

A emulsão O/A foi formulada com as seguintes matérias-primas, denominadas 

pela International Nomenclature of Cosmetic Ingredient (INCI): Cetearyl Alcohol – 

Álcool Cetoestearílico, Sodium Laureth Sulfate – Lauril Sulfato de Sódio, Metylparaben 

- Metilparabeno, Propylparaben - Propilparabeno, Glycerin - Glicerina, Grape Seed Oil – 

Óleo de Semente de Uva, Water – Água (Tabela 2). Para seu preparo, os constituintes 

foram separados de acordo com sua solubilidade em água ou óleo. A fase oleosa foi 

aquecida a 75ºC e a fase aquosa a 80ºC e, em seguida, a fase aquosa foi adicionada sobre 

a fase oleosa, emulsionando-se em gral, com auxílio de pistilo, até a homogeneização 

completa.  

  

Tabela 2: Composição da emulsão O/A e estudo crítico de seus componentes. 

Componente Concentração (%) Estudo crítico 

Álcool cetoestearílico 1  Agente oleoso 

Lauril sulfato de sódio 0,1 Surfactante (Tensoativo) 

Nipagin 0,025 Conservante 

Nipasol 0,025 Conservante 

Glicerina 1,25 Umectante 

Óleo de semente de uva 0,25 Emoliente 

Timol (exceto na emulsão controle) 0,05 a 1 Princípio ativo, acaricida 

Etanol absoluto q.s. Solvente 

Água purificada q.s.p. 100 Veículo 
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A solução hidroalcoólica contém em sua formulação: Glycerin - Glicerina, 

Metylparaben - Metilparabeno, Ethanol – Etanol; foi preparada uma solução 

hidroalcoólica de etanol 50% e, em seguida, foram adicionados os outros componentes e 

misturados com bastão de vidro até sua completa homogeneização, à temperatura 

ambiente, em cálice graduado de vidro (Tabela 3).  

 

Tabela 3: Composição da solução hidroalcoólica e estudo crítico de seus componentes. 

Componente Concentração (%) Estudo crítico 

Glicerina 5 Umectante 

Nipagin 0,1 Conservante 

Timol (exceto na solução controle) 0,05 a 1 Princípio ativo, acaricida 

Etanol absoluto q.s. Solvente 

Etanol 50% q.s.p. 100 Veículo 

 

Após 24h do preparo, as amostras foram avaliadas quanto à homogeneidade e 

características organolépticas, a fim de identificar eventual processo de instabilidade. Em 

ambas as formulações o timol foi incorporado posteriormente ao preparo das fórmulas-

base, previamente solubilizado em etanol absoluto q.s. (quantidade suficiente). 

 

4.3 OBTENÇÃO DOS CARRAPATOS 

 

 As larvas de R. sanguineus s.l. utilizadas foram provenientes de colônia mantida 

por meio de infestações artificiais em coelhos Oryctolagus cuniculus Linnaeus, 1758 

(mestiços Nova Zelândia x Califórnia), de acordo com o método proposto por Neitz et al 

(1971). As fêmeas ingurgitadas de R. sanguineus s.l. foram mantidas em estufa com 

umidade e temperatura controladas (27±1°C e UR 80±10%), para oviposição. Após 15 

dias, os ovos foram pesados em alíquotas de 200 mg, colocados em seringas plásticas de 

três mililitros com a extremidade distal cortada, tampadas com algodão hidrófilo e 

devidamente identificadas. As seringas foram então mantidas sob as mesmas condições 

de temperatura e umidade citadas e as larvas foram usadas nos testes 15-25 dias após a 

eclosão. As ninfas não-ingurgitadas foram testadas 15 dias após ecdise e as larvas e ninfas 

ingurgitadas, obtidas por meio de infestações artificiais em coelhos, foram testadas no 

mesmo dia em que se desprenderam do hospedeiro.  Todos os carrapatos utilizados no 

presente experimento corresponderam a excedente de pesquisas realizadas no âmbito do 
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Programa de Pós-Graduação em Ciências Veterinárias da Universidade Federal Rural do 

Rio de Janeiro (PPGCV-UFRRJ) (CEUA nº 6311290416). 

 

4.4 BIOENSAIOS 

Para as análises in vitro, 18 grupos foram formados, sendo nove para a emulsão e 

nove para a solução hidroalcoólica: emulsão controle, emulsão com timol a 0,5; 0,75; 1,0; 

1,25; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 mg/mL. Grupos semelhantes foram formados para a solução 

hidroalcoólica. As concentrações foram determinadas com base nos testes já realizados 

anteriormente com timol em R. sanguineus s.l. – 2,5 a 20 mg/mL - (DAEMON et al, 2009, 

MONTEIRO et al, 2009, DAEMON et al, 2012, SENRA et al, 2013), testando-se também 

concentrações mais baixas de timol, com o objetivo de avaliar eventual potencialização 

do efeito carrapaticida propiciado pela interação do timol com os adjuvantes das 

formulações.  

 

4.4.1 Teste de pacote de larvas  

 

Para as fases não ingurgitadas, foi utilizado o teste do pacote de larvas como 

proposto por Stone e Haydock (1962) e adaptado por Monteiro et al (2012). 

Aproximadamente 100 larvas foram colocadas sobre papel filtro com dimensões 

6 x 6 cm, que foi dobrado ao meio e selado com três clipes de papel tipo “grampomol”. 

Em seguida, cada lado do papel filtro foi umedecido com 90µL da formulação testada e 

os envelopes contendo os carrapatos foram acondicionados em câmara climatizada 

(27±1°C e UR 80±10%). Cada envelope corresponde a uma unidade amostral e foram 

feitas 10 repetições para cada tratamento. Após 24 horas, os envelopes foram abertos para 

a contagem do número de larvas vivas e mortas, com o uso de uma bomba de vácuo 

adaptada para a sucção das larvas vivas (Figura 3). O percentual médio da mortalidade 

foi obtido por meio da seguinte fórmula:  

 

Í𝒏𝒅𝒊𝒄𝒆 𝒅𝒆 𝒎𝒐𝒓𝒕𝒂𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅𝒆(%) =  (
𝒏𝒖𝒎𝒆𝒓𝒐 𝒅𝒆  𝒍𝒂𝒓𝒗𝒂𝒔 𝒎𝒐𝒓𝒕𝒂𝒔

𝒏ú𝒎𝒆𝒓𝒐 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍 𝒅𝒆 𝒍𝒂𝒓𝒗𝒂𝒔
) 𝑿 𝟏𝟎𝟎 

 

Equação 1. Cálculo do percentual médio de mortalidade de larvas de R. sanguineus s.l. submetidas aos 

bioensaios.  
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A mesma metodologia foi utilizada para ninfas não ingurgitadas, sendo que neste 

caso foram utilizadas cinco ninfas em cada pacote. 

 

Figura 3- Teste de pacote de larvas. 

 

A: Montagem dos pacotes de larvas; B: Pacote sendo tratado com 90µL de formulação carrapaticida em 

cada lado; C: Câmara climatizada com temperatura de 27±1ºC e UR80±10% ; D: Contagem do número 

de larvas vivas e mortas com auxílio de bomba de vácuo. 

Fonte: o autor (2016) 

 

4.4.2 Teste de imersão  

 

O ensaio em larvas ingurgitadas foi feito pelo teste de imersão, segundo o método 

proposto por Drummond et al (1973). As larvas ingurgitadas recuperadas em infestações 

artificiais em coelhos foram separadas em grupos de 100 espécimes e imersas nas 

formulações durante cinco minutos, sendo que cada grupo correspondeu a um tratamento. 

Após a imersão, as larvas foram secas em papel absorvente e divididas em subgrupos 

contendo 10 indivíduos, colocados em tubos de ensaio devidamente identificados e 
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vedados com algodão hidrófilo, de modo que cada tubo correspondeu a uma repetição. 

Logo, para cada tratamento, 10 repetições foram realizadas, cada repetição contendo 10 

larvas ingurgitadas. Avaliaram-se as taxas de mortalidade após 15 dias e, durante este 

período, os tubos foram mantidos em câmara climatizada a 27±1°C e UR≥80% (Figura 

4). O percentual médio da mortalidade foi obtido da mesma forma como relatado para 

larvas não ingurgitadas. Para o ensaio com ninfas ingurgitadas foi utilizada a mesma 

técnica, sendo que neste caso, cada unidade experimental continha cinco ninfas, e cada 

tratamento continha 10 repetições. 

 

Figura 4 - Teste de imersão. 

 

 

A: Imersão de larvas ingurgitadas de R. sanguineus s.l. na formulação carrapaticida; B: Secagem das larvas 

tratadas com papel filtro; C: Grupos tratados acondicionados em tubos de ensaio vedados com algodão 

hidrófilo; D: Câmara climatizada com temperatura de 27±1ºC e UR 80±10% ; E: Contagem das larvas 

vivas e mortas com auxílio de lupa de aumento. 

Fonte: o autor (2016) 

 

4.5 ANÁLISE DOS DADOS 

 

As análises estatísticas foram realizadas com o software Bioestat versão 5.0. 

No caso dos bioensaios, os dados obtidos em porcentagem foram transformados 

em √arco seno x e analisados pelos testes Kruskal-Wallis e Student Newman Keuls 

(p<0,05). 
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Para os valores de pH obtidos nos testes de estabilidade, foi feito o cálculo da 

média de três medições consecutivas e esta foi analisada por ANOVA e teste de Tukey 

(p<0,05). 

 

4.6 TESTES DE ESTABILIDADE PRELIMINAR DAS FORMULAÇÕES 

 

Para avaliação da estabilidade das formulações foram adotadas as diretrizes do 

teste de estabilidade preliminar, também conhecido como teste de estabilidade acelerada 

ou de curto prazo (BRASIL, 2004). Neste teste as formulações são armazenadas durante 

15 dias expostas a diferentes condições de estresse a fim de acelerar eventuais processos 

de instabilidade e é realizada avaliação sensorial, centrifugação e medição do pH para 

cada amostra, 24 horas após o preparo (1° dia do teste, antes de serem submetidas às 

condições de estresse) e ao 15° dia de exposição. As condições de armazenagem adotadas 

foram: temperatura elevada (em estufa a 37±2°C), temperatura baixa (em geladeira a 

5±2°C), temperatura ambiente (25±2°C) com e sem exposição à luz, e ciclos de 

congelamento e descongelamento (24 horas a 40±2°C e 24 horas a 4±2°C, 

alternadamente), como proposto por Brasil (2004). 

 Foram eleitas para este teste a emulsão e a solução hidroalcóolica nas 

concentrações de 2,5 mg/mL e 5,0 mg/mL, que foram as menores concentrações que 

apresentaram atividade carrapaticida satisfatória em mais de um estágio testado. Todos 

os testes foram realizados em tubos de polipropileno graduados, transparentes e 

devidamente tampados. 

Para avaliação sensorial, as formulações foram avaliadas quanto a alterações na 

cor, odor e aspecto. 

A centrifugação foi realizada submetendo-se 10mL de cada amostra a um ciclo de 

3000 rpm por 30 minutos (Excelsa Baby 208N - Fanem) em temperatura ambiente, e 

observando-se em seguida a presença ou ausência de sinais macroscópicos de 

instabilidade, tais como cremeação, coalescência e floculação. 

O pH foi verificado por potenciômetro (HI 221 – Hanna Instruments) devidamente 

calibrado com soluções-tampão pH4 e pH7, e as amostras foram avaliadas em diluição 

1:10 em água recém-destilada, em temperatura ambiente (25±2°C). Cada amostra foi 

aferida três vezes e os resultados apresentados correspondem à média ± desvio padrão 

das três medições. 
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 Para a avaliação sensorial e interpretação dos testes de centrifugação, adotou-se 

a seguinte nomenclatura para tradução dos resultados (BRASIL, 2004): 

- Normal, sem alteração (N); 

- Levemente modificado (LM); 

-Intensamente modificado (IM). 

 

Figura 5 – Testes de Estabilidade das formulações.  

A: Grupos formados para exposição a diferentes condições de armazenagem; B: Centrifugação das 

amostras; C: Avaliação do pH com potenciômetro.  

Fonte: o autor (2016) 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULAÇÕES 

 

          A emulsão após o preparo apresentou-se com aspecto leitoso, homogêneo e com 

fluidez satisfatória para aplicação nos testes de pacote e nos testes de imersão. 

 A solução hidroalcoólica apresentou-se límpida e incolor, conforme determina a 

literatura para esta forma farmacêutica. 

 Ambas as formulações apresentaram odor característico do timol. 

 

Figura 6 – Desenvolvimento das formulações. 

 

A: Timol em sua forma comercial; B: Emulsão O/A com timol incorporado; C: Solução hidroalcóolica com 

timol incorporado. 

Fonte: o autor (2016) 

  

5.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE CARRAPATICIDA IN VITRO 

 

Nos testes com emulsão em larvas não ingurgitadas, a partir da concentração de 

0,75 mg/mL, todos os grupos tratados apresentaram mortalidade próxima de 100%, com 

diferença significativa em relação ao grupo controle. Para larvas ingurgitadas, foram 

necessárias concentrações mais elevadas de timol para atingirem-se taxas de mortalidade 

relevantes, observando-se 95,0% de mortalidade na concentração de 5,0 mg/mL. Já no 

teste com ninfas não ingurgitadas, foram verificadas taxas de mortalidade crescentes na 

medida em que se aumentou a concentração de timol, sendo verificada mortalidade de 

83,3% para a concentração de 2,5 mg/mL que aumentou até chegar a 100,0% com o uso 

de 20 mg/mL. No teste com ninfas ingurgitadas, houve mortalidade média de 86,0% na 
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concentração de 5 mg/mL.  Os resultados dos bioensaios com a emulsão O/A estão 

demonstrados na íntegra na Tabela 4. 

 

Tabela 4: Taxas de mortalidade (média ± DP) de estágios imaturos de Rhipicephalus sanguineus s.l. 

tratados com emulsão contendo timol incorporado. 

 

 
Larvas não 

ingurgitadas 

Larvas 

ingurgitadas 

Ninfas não 

ingurgitadas 

 

Ninfas 

ingurgitadas 

 

CONTROLE 0,8±1,4 a 3,0±4,8 ab 4,0±8,4 ª 4,0±8,4 a 

0,5 mg/mL 73,2±11,6 ab 0,0±0,0 a 12,5±16,3 ab 3,3±10,5 a 

0,75 mg/mL 94,2±9,8 bc 5,0±7,1 ab 41,7±17,5 ᵇ 2,0±6,3 a 

1,0 mg/mL 100,0±0,0 c 16,0±7,0 bc 41,7±15,7 ᵇ 2,0±6,3 a 

1,25 mg/mL 99,5±1,3 c 29,0±14,5 c 40,2±25,2 ᵇ 0,0±0,0 a 

2,5 mg/mL 100,0±0,0 c 40,0±15,6 cd 83,3±22,1 c 32,0±23,5 b 

5,0 mg/mL 100,0±0,0 c 95,0±5,3 de 86,7±12,4 c 86,0±21,2 bc 

10,0 mg/mL 100,0±0,0 c 100,0±0,0 e 97,2±8,3 c 95,0±9,3 bc 

20,0 mg/mL 100,0±0,0 c 100,0±0,0 e 100,0±0,0 c 100,0±0,0 c 

 
Letras diferentes na mesma coluna significam diferenças significativas em nível de 5%. 

Controle = emulsão sem timol 

 

Nos ensaios com a solução hidroalcoólica, a concentração de 2,5 mg/mL provocou 

88,1% de mortalidade em larvas não ingurgitadas, atingindo-se 98,1% com o uso de 5,0 

mg/mL e 100,0% com o uso de 10,0 e 20,0 mg/mL. A atividade sobre larvas ingurgitadas 

foi parcial, pois a maior concentração testada (20 mg/mL) provocou apenas 25,0% de 

mortalidade, valor considerado baixo para que haja um controle efetivo de carrapatos 

(BRASIL, 1997). Para o teste com ninfas não ingurgitadas, observou-se 91,0% de 

mortalidade para a concentração de 1,0 mg/mL, chegando a 100,0% a partir de 5,0 mg/mL 

e, no caso de ninfas ingurgitadas, a solução hidroalcoólica não apresentou atividade 

carrapaticida relevante, mesmo nas concentrações mais altas, atingindo-se a mortalidade 

máxima de 18,3% com o uso de 20 mg/mL. Os resultados dos bioensaios com a solução 

hidroalcoólica estão demonstrados na íntegra na Tabela 5. 
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Tabela 5: Taxas de mortalidade (média ± DP) de estágios imaturos de Rhipicephalus sanguineus s.l. 

tratados com solução hidroalcoólica contendo timol incorporado. 

 

 

 

Larvas não 

ingurgitadas 

 

Larvas 

ingurgitadas 

Ninfas não 

ingurgitadas 
Ninfas Ingurgitadas 

CONTROLE 0,1±0,3 a 7,5±10,4 ab 0,0±0,0 ª 0,0±0,0a 

0,5 mg/mL 3,1±4,7 ab 7,0±8,2 ab 4,5±9,6 ª 0,0±0,0a 

0,75 mg/mL 7,7±4,6 bc 12,0±10,3 ac 5,0±10,0 ª 2,0±6,3ª 

1,0 mg/mL 6,5±7,5 abc 6,0±8,4 ab 91,0±16,6 ᵇ 0,0±0,0a 

1,25 mg/mL 15,2±3,5 cd 8,0±7,9 a 92,0±10,3 b 2,0±6,3ª 

2,5 mg/mL 88,1±11,9 de 0,0±0,0 b 96,0±8,4 b 0,0±0,0a 

5,0 mg/mL 98,1±3,6 e 8,0±10,3 ab 100,0±0,0 b 0,0±0,0a 

10,0 mg/mL 100,0±0,0 e 11,0±12,9 ac 100,0±0,0 b 0,0±0,0a 

20,0 mg/mL 100,0±0,0 e 25,0±17,2 c 100,0±0,0 b 18,3±24,9ª 

 
Letras diferentes na mesma coluna significam diferenças significativas em nível de 5%. 

Controle = solução sem timol 

 

5.3 TESTES DE ESTABILIDADE PRELIMINAR 

 

Nos testes de estabilidade preliminar, ao submeterem-se a emulsão O/A e a 

solução hidroalcoólica nas concentrações de 2,5 e 5,0 mg/mL à centrifugação para 

triagem inicial, verificou-se que emulsão a 5 mg/mL apresentou-se intensamente 

modificada, com sinais de coalescência (Figura 7). Por isso, esta amostra foi excluída no 

prosseguimento dos estudos de estabilidade. A emulsão O/A a 2,5 mg/mL e a solução 

hidroalcoólica nas duas concentrações testadas não apresentaram alterações após a 

centrifugação inicial e prosseguiram para os desafios de armazenagem. 
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Figura 7:  Processo de instabilidade verificado na emulsão a 5 mg/ml (coalescência). 

 

Fonte: o autor (2016) 

 

Após os 15 dias de exposição a diferentes condições de temperatura e 

luminosidade, todas as amostras testadas permaneceram com coloração estável e odor 

característico do timol. A solução hidroalcoólica mostrou-se estável em todas as 

situações, nas duas concentrações testadas. A emulsão O/A a 2,5 mg/mL permaneceu 

estável nas condições de temperatura ambiente, com e sem exposição à luz, e quando 

mantida sob refrigeração contínua; no entanto, mostrou sinais de instabilidade 

(cremeação) após a centrifugação final, nas amostras mantidas em estufa e no ciclo de 

gelo e degelo. A análise do pH demonstrou variação não significativa (p<0,05) entre os 

valores iniciais (1º dia) e finais (15º dia) para todas as formulações testadas, quando 

analisados por ANOVA e Teste de Tukey. Os resultados da análise sensorial, 

centrifugação e análise do pH estão demonstrados na Tabela 6.  

  



37 
 

Tabela 6: Resultados da análise sensorial, centrifugação e pHmetria da emulsão e solução hidroalcoólica, 

nas concentrações de 2,5 e 5,0 mg/mL, no teste de estabilidade acelerada. Os valores de pH estão 

apresentados como média e desvio padrão de 3 medições consecutivas para cada amostra. 

 

 

Avaliações 
Emulsão Solução 

2,5mg/mL 5,0mg/Ml 2,5mg/mL 5,0 mg/mL 

Tempo inicial (24h) 

Análise sensorial N N N N 

Média do pH 6,78±0,05 - 6,12±0,14 6,57±0,03 

Centrifugação N IM N N 

Após 15 dias em T°C ambiente, exposto a luz 

Análise sensorial N - N N 

Média do pH 6,35±0,15 - 5,75±0,07 6,16±0,10 

Centrifugação N - N N 

Após 15 dias em T°C ambiente, protegido da luz 

Análise sensorial N - N N 

Média do pH 6,26±0,04 - 5,84±0,08 5,86±0,06 

Centrifugação N - N N 

Após 15 dias, em geladeira (T=5±2ºC) 

Análise sensorial N - N N 

Média do pH 6,67±0,21 - 6,04±0,11 5,96±0,10 

Centrifugação N - N N 

Após 15 dias, em estufa (T=37±2ºC) 

Análise sensorial N - N N 

Média do pH 6,65±0,05 - 5,99±0,21 5,91±0,05 

Centrifugação LM - N N 

Após 15 dias, em ciclo gela-degela  

(T=4±2ºC e T=40±2ºC) 

Análise sensorial N - N N 

Média do pH 6,46±0,10 - 5,80±0,16 6,15±0,03 

Centrifugação LM - N N 

 

N = normal ; LM = levemente modificada; IM = intensamente  modificada. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Por muitos anos as substâncias sintéticas foram utilizadas com bons resultados 

para o controle de carrapatos. No entanto, devido ao seu uso indiscriminado e às suas 

características físico-químicas, hoje estamos diante da ocorrência de populações de 

carrapatos resistentes (EIDEN et al, 2015; ESTRADA-PEÑA, 2005; MILLER et al, 

2001), bem como do risco de contaminação ambiental e intoxicações de humanos e de 

outros animais pelo contato com as mesmas (BERNY et al, 2010, JONES, 1990; LEE et 

al, 2010). Assim, faz-se necessária a busca por substâncias eficazes e com menor impacto 

na saúde de humanos, de outros animais e do meio ambiente. Dentre estas substâncias 

destaca-se o timol, que já teve sua segurança atestada (HU & COATS, 2008; USEPA, 

1993) e tem apresentado resultados promissores quanto a sua atividade acaricida em 

diversos estudos (MONTEIRO et al, 2010; MENDES et al, 2011; DAEMON et al, 2012; 

MATOS et al, 2014; ARAÚJO et al, 2015; NOVATO et al, 2015). Os resultados obtidos 

no presente trabalho mostraram aumento do efeito acaricida do timol sobre larvas não 

ingurgitadas nos testes com emulsão e solução hidroalcoólica, quando comparados aos 

apresentados por Daemon et al (2009) e Daemon et al (2012).  

No caso de larvas ingurgitadas, verificou-se aumento da atividade acaricida no 

caso da emulsão, e os testes com a solução hidroalcoólica não demonstraram taxas de 

mortalidade relevantes, alcançando-se taxas menores do que aquelas verificadas quando 

o timol foi testado diluído em água + DMSO a 1% (DAEMON et al, 2009). Para ninfas 

não-ingurgitadas, emulsão e solução alcançaram taxas de mortalidade similares àquelas 

obtidas em estudo anterior, onde utilizou-se timol solubilizado em etanol (SENRA et al, 

2013). Finalmente, para ninfas ingurgitadas, os grupos tratados com a emulsão 

apresentaram aumento de toxicidade nas concentrações abaixo de 5,0 mg/ml, e a partir 

desta concentração foram observadas taxas de mortalidade similares ao estudo anterior, 

que utilizou água + DMSO 1%; a solução hidroalcoólica, por sua vez, não atingiu taxas 

de mortalidade relevantes, ficando com taxas de mortalidade abaixo daquelas verificadas 

por Monteiro et al (2009).  

As variações observadas entre os resultados para os diferentes estágios testados 

no presente trabalho devem ser analisadas à luz das diferenças anatomo-fisiológicas dos 

ixodídeos, inerentes a cada estágio (larva/ninfa) e fase (ingurgitada/não-ingurgitada), e 

considerando-se as propriedades químicas dos componentes das formulações. 
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Em ambas as formulações desenvolvidas foi utilizada uma substância viscosa, 

com propriedades higroscópicas e umectantes, a glicerina, com o objetivo de prevenir o 

ressecamento da formulação. Este componente tem a capacidade de formar um filme 

hidrofílico nas superfícies onde é aplicado (RIBEIRO, 2006). Diante das taxas de 

mortalidade verificadas nos testes em larvas não ingurgitadas, sugere-se um possível 

efeito deletério sobre estas, causado pela glicerina, quando em associação com o timol, 

que pode ser decorrente de um aumento nas perdas de água através da cutícula 

(RAVINDRAN et al, 2011), ou mesmo pela formação de um filme causando a oclusão 

dos canais responsáveis pelas trocas gasosas, já que, como citado, neste estágio os 

carrapatos não apresentam o sistema de respiração traqueal. Para ninfas não ingurgitadas, 

não foi observado tal efeito, e houve toxicidade com taxas de mortalidade similares 

àquelas verificadas em estudo anterior (SENRA et al, 2013), em que foi utilizada solução 

hidroalcoólica de etanol 50% como solvente. Como as ninfas não dependem 

exclusivamente da cutícula para realizar suas trocas gasosas e absorção de água, por 

serem dotadas de sistema traqueal, o efeito oclusivo das formulações sobre o tegumento 

pode ter sido contrabalançado pela atividade respiratória, de modo que o efeito deletério 

dos adjuvantes das duas formulações foi atenuado. Entretanto, como não houve 

mortalidade significativa nos grupos controles, a mera ação obstrutiva da glicerina não 

justificaria o aumento da ação deletéria do timol. Assim, devem ser buscadas outras 

hipóteses farmacológicas e/ou físico-químicas que esclareçam esta potencialização. 

Os resultados dos testes com larvas ingurgitadas mostraram aumento nas taxas de 

mortalidade nos grupos tratados com a emulsão. No caso da solução hidroalcoólica, 

mesmo nas maiores concentrações testadas as taxas de mortalidade não foram relevantes. 

Vale destacar que em estudo anterior (DAEMON et al, 2009), em que foi utilizado timol 

solubilizado em água + DMSO 1%, só atingiram-se taxas de mortalidade relevantes 

(97,0%) a partir da concentração de 15 mg/mL. O aumento de toxicidade no tratamento 

com emulsão em larvas ingurgitadas pode estar relacionado ao uso de promotores de 

permeação com propriedades lipofílicas, como o álcool cetoestearílico e o óleo de 

semente de uva. Dada a lipossolubilidade do timol, pode-se suspeitar que a emulsão 

permitiu maior interação do princípio ativo com a camada de gordura da cutícula, 

facilitando sua entrada no organismo, e manteve o timol por mais tempo em contato com 

o carrapato, pela possibilidade de formação de um filme ao redor do tegumento. Além de 

auxiliar na permeação do princípio ativo, a deposição de substâncias oleosas sobre a 

cutícula pode ter gerado um efeito oclusivo, impedindo as trocas gasosas e de água através 
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da mesma que, nesta fase, naturalmente já contém maior quantidade de cera pela atividade 

aumentada das glândulas dermais. Vale considerar, ainda, as propriedades higroscópicas 

da glicerina, que podem ter contribuído para gerar um desequilíbrio hídrico, tendo como 

consequência o dessecamento do carrapato.  Nos testes com ninfas ingurgitadas, para a 

emulsão, foram verificadas taxas de mortalidade similares às encontradas em estudo 

anterior (MONTEIRO et al, 2009), que utilizou solução aquosa de DMSO 1% como 

solvente. Por outro lado, nos testes com larva e ninfas ingurgitadas tratadas com a solução 

hidroalcoólica, observaram-se taxas de mortalidade inferiores (DAEMON et al, 2009; 

MONTEIRO et al, 2009). Para entender este fenômeno, é importante considerar a maior 

produção de ceras pelas glândulas dermais que ocorre nas fases ingurgitadas, como 

explicado anteriormente. É possível que a solução hidroalcoólica tenha gerado uma 

solubilização parcial ou inadequada das ceras presentes na superfície da cutícula, de modo 

que a penetração do timol não foi bem sucedida. Por outro lado, a interação dos agentes 

de penetração lipofílicos com o timol e a camada de gordura da cutícula pode justificar o 

fato da emulsão alcançar níveis de toxicidade satisfatórios. 

Em relação aos estudos de estabilidade preliminar, verificou-se que a solução 

hidroalcoólica nas concentrações de 2,5 e 5,0 mg/mL manteve-se estável em todas as 

condições de armazenagem testadas. A emulsão a 2,5 mg/mL, por sua vez, mostrou sinais 

aparentes de instabilidade (cremeação) quando submetida ao calor excessivo e aos ciclos 

de congelamento e descongelamento; no entanto, segundo Brasil (2004), pequenas 

alterações nestas condições são aceitáveis, frequentes e até mesmo esperadas; além disto, 

não houve variação significativa nos seus valores de pH, que mostram-se adequados para 

aplicação na pele de cães, considerando-se que o pH médio da pele de um cão sadio varia 

entre 5,86 e 6,45, com valor médio de 6,16 (BRIONES et al, 2004; LAUREL, 2005). A 

emulsão a 5,0 mg/mL mostrou-se intensamente modificada na centrifugação inicial 

(coalescência) e por isso não foi testada em outras condições. Por tratar-se de estudo 

inédito envolvendo a incorporação do timol como carrapaticida em formulações para uso 

tópico, os dados aqui apresentados têm valor considerável, pois fornecem subsídios para 

novas pesquisas. 

 Para melhor entendimento da ação das formulações testadas no presente trabalho, 

são necessários mais estudos acerca do exato mecanismo de ação do timol, bem como 

investigações sobre a ação dos componentes umectantes e emolientes aqui utilizados. 

Aliado a isso, ajustes nas proporções dos adjuvantes e, eventualmente, a adição de outros 

excipientes, podem oferecer maior estabilidade às formulações propostas, favorecendo 
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num futuro breve a avaliação de seu efeito acaricida in vivo, contribuindo assim para a 

validação de estratégias de manejo integrado no controle de Rhipicephalus sanguineus 

s.l.. 
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7 CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os resultados do presente estudo reafirmam o potencial do timol como 

carrapaticida, e contribuem para o avanço desta linha de pesquisa, ao demonstrar que o 

timol pode ser incorporado a formulações carrapaticidas de uso tópico estáveis e de baixo 

custo, possibilitando uma futura aplicação terapêutica desta substância na medicina 

veterinária. 

Ambas as formulações desenvolvidas apresentaram efeito carrapaticida relevante, 

sendo que, sobre as formas ingurgitadas, a solução hidroalcoólica não atinge níveis de 

toxicidade satisfatórios. 

O ensaio de estabilidade ora apresentado deve ser complementado com outras 

análises, de acordo com a legislação vigente. 

As formulações desenvolvidas mostram-se promissoras para futuros ajustes e 

aplicação em estudos in vivo sobre a atividade acaricida do timol contra R. sanguineus 

s.l..  
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