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RESUMO 

 

O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade carrapaticida do carvacrol sobre larvas              

de ​Rhipicephalus microplus em lâminas foliares de ​Brachiaria ruziziensis, ​bem como a            

genotoxicidade desta solução sobre esta espécie de gramínea​. Soluções de carvacrol em            

concentrações de 1,25; 2,50; 5,00; 10,00 e 20,00 mg/mL foram aspergidas em vasos que              

haviam recebido larvas não alimentadas de ​R. microplus. ​Após um período de 24h da              

aplicação, foram contabilizados os sobreviventes e calculada a eficiência de cada           

tratamento. Nas menores concentrações, os percentuais de eficiência foram semelhantes          

ao grupo controle, enquanto nas maiores concentrações, 10,00 e 20,00 mg/ml, a            

eficiência do tratamento foi de 89,84% e 94.66%, respectivamente. Na avaliação de            

genotoxicidade de ​B. ruziziensis​, feita por análise de citometria de fluxo, foram            

observados danos celulares de até 100%. Portanto, é possível concluir que o carvacrol é              

 
 



 
 

uma alternativa no controle de carrapatos, visando a redução da utilização de produtos             

químicos.  

 
Palavras-chave:​ Controle, Monoterpeno, Citometria, Teste de campo​, ​Genotoxicidade. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to evaluate an acaricide activity of carvacrol on larvae of                

Rhipicephalus microplus in leaf blades of ​Brachiaria ruziziensis and the genotoxicity of            

this solution on this species of grass. Carvacrol solutions in concentrations of 1,25; 2,50;              

5,00; 10,00 e 20,00 mg/mL were sprayed on vessels that had previously received             

non-fed ​R. microplus larvae. After a 24-hour application period, the survivors were            

accounted for and the efficiency of each treatment was calculated. At the lowest             

concentrations, the efficiency percentages were similar to those of the control, while at             

the highest concentrations, 10.00 and 20.00 mg/mL, the treatment efficiency was           

89.84% and 94.66%, respectively. In the evaluation of genotoxicity of ​B. ruziziensis​,            

 
 



 
 

made by flow cytometric analysis, cellular damage up to 100% was observed.            

Therefore, it is possible to conclude that carvacrol is an alternative in the control of               

ticks, aiming to reduce the use of chemicals. 

 

Keywords: Control, Monoterpene, Cytometry, Field test, Genotoxicity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 



 
 

1 INTRODUÇÃO 
 

 

A família dos carrapatos duros, chamada Ixodidae, engloba mais de 700 espécies            

descritas (GUGLIEMONE et al., 2014), e aproximadamente 10% de todas as espécies            

conhecidas de carrapatos são possíveis vetores de patógenos, protozoários, riquétsias,          

espiroquetas e vírus, para animais e humanos (JONGEJAN e UILENBERG, 2004). 

O carrapato dos bovinos, Rhipicephalus microplus (CANESTRINI, 1888) é a          

espécie de maior importância econômica da América do Sul (NARI, 1995). Artrópode            

ectoparasito hematófago, prejudica e reduz a produtividade do gado no Brasil (ALVES            

e OLIVEIRA, 2005). Seu ciclo de vida é tipo monoxeno, que obtém recursos de apenas               

um único hospedeiro (GUGLEGUIOME et al., 2006). Os patógenos vetorados por           

esses artrópodes, quando associados, provocam o quadro conhecido como "Tristeza          

Parasitária Bovina" (FURLONG, 2005) e diversas outras complicações como perdas na           

produção animal por espoliação sanguínea, eventuais mortes dos indivíduos parasitados          

e perdas no rendimento de leite e carne (GUGLEGUIOME et al., 2006). O Brasil possui               

o maior rebanho bovino em exploração comercial no mundo, com 218,2 milhões de             

animais, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2016).            

As perdas econômicas causadas por ​R. microplus no país atingem um valor estimado de              

3,24 bilhões de dólares ao ano (GRISI et al., 2014) e em aspecto global, entre US$ 13,9                 

e US$ 18,7 bilhões, como estimado por de Castro, 1997. 

Relativo às iniciativas de controle deste carrapato, os acaricidas químicos são           

frequentemente utilizados, principalmente através de pulverizações nos animais        

parasitados, o que contribui exercendo pressão seletiva, e favorecendo dessa maneira o            

aparecimento de populações resistentes às formulações sintéticas (RECK et al., 2014).           

 O uso indiscriminado de acaricidas pode causar poluição do solo em seus diversos             

horizontes, contaminação de corpos d'água, danos aos aplicadores humanos, intoxicação          

e morte dos animais. A necessidade de controlar esses artrópodes, de forma eficiente e              

segura, levou à busca de novos ativos de base vegetal, que minimizam os efeitos              

nocivos do uso de carrapaticidas químicos (GUERRERO et al., 2012), dado que o custo              

de desenvolvimento de uma nova droga de assistência à sanidade animal tem seu custo              

estimado em US$100 milhões de dólares e o tempo de pesquisa, desde seu             

 
 



 
 

desenvolvimento até os testes, chega a 10 anos (GRAF et al., 2004) fazendo-se             

necessário que haja cada vez mais alternativas disponíveis nesse mercado exaurido. 

As substâncias de origem vegetal tem sido estudadas como potenciais vertentes           

no controle de carrapatos. A potencialidade de óleos essenciais de origem vegetal e seus              

constituintes como alternativas a serem usadas para suprimir esses ectoparasitos tem           

sido proeminente ​(REGNAULT-ROGER e PHILOGÈNE, 2008; MARTINEZ et al.,         

2011; NOVATO et al., 2015). Existe amplo espectro de uso dos componentes dos óleos              

essenciais em diferentes organismos alvo, dentre eles fungos (PASTER et al., 1995;            

MONTES-BELMONT e CARVAJAL, 1998; FENG e ZHENG, 2007), bactérias         

(BURT, 2004) e insetos (REGNAULT-ROGER, 1997). Dentre esses óleos e seus           

constituintes, carvacrol (2-Metil-5-(I-metil etil) fenol) destaca-se por atividades        

antifúngicas, desinfetante (AESCHBACH et al., 1994) e carrapaticida (CETIN et al.,           

2010; DOLAN et al., 2009; KOC et al., 2013), inclusive para ​R. microplus             

(COSTA-JÚNIOR et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2013). Este monoterpeno é           

encontrado no óleo essencial do tomilho (​Thymus vulgaris​), manjerona (​Origanum          

majorana​) e orégano (​Origanum vulgare​) e é considerado seguro para consumo, sendo            

listado assim pela ​United States Federal Drug Administration para produtos          

alimentícios. No ​European Comission está aprovado como saborizante químico que          

pode ser encontrado em bebidas alcoólicas (SUNTRES et al. 2015). Tais propriedades            

fazem do carvacrol uma substância com potencial para, unida aos tratamentos atuais            

feitos no gado, iniciar um novo capítulo nas estratégias de controle de infestações por ​R.               

microplus​. 

A criação de gado de corte e de leite no Brasil é realizada predominantemente              

em pastagens. (MACEDO, 2009). No país, a área plantada com forrageiras se estende             

por mais de 100 milhões de acres, sendo que 85% dessa área é coberta por espécies do                 

gênero ​Brachiaria (​B. brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis and ​B. humidicola​)           

(SILVA et al., 2013). Dado que 95% dos carrapatos permanecem nas lâminas foliares             

das gramíneas que formam o pasto, e apenas 5% no hospedeiro, a aplicação de              

carrapaticidas diretamente na pastagem pode ser uma método eficaz de          

controle (LABRUNA et al.,2008).  

 
 



 
 

Diante de tais perspectivas, esse trabalho verificou o potencial acaricida do           

carvacrol sobre larvas de ​R. microplus em folhas de ​B. ruzizizensis e também a atividade               

genotóxica desta substância sobre esta gramínea. 

 

 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 ​Rhipicephalus microplus  
 

Carrapatos então entre os principais vetores de patógenos para humanos e           

animais domésticos (JONGEJAN e UILENBERG, 2004​)​. O carrapato dos bovinos,          

Rhipicephalus microplus (CANESTRINI, 1888), é a espécie de maior alcance          

geográfico e relevância para a indústria pecuária nas regiões tropicais e sub-tropicais            

mundiais (ALVES & OLIVEIRA, 2005). Proveniente da Índia, na Ásia Meridional,           

dispersou-se pelo mundo através do comércio e transporte de animais (NUÑES et al.,             

1982; LABRUNA et al., 2009; ESTRADA-PEÑA et al., 2012). 

Esta espécie foi descrita como ​Haemaphysalis micropla​, e posteriormente         

transferida para o gênero ​Boophilus ​(CURTICE, 1891). Recentemente, devido ao uso de            

ferramentas de biologia molecular, teve seu status taxonômico redefinido como          

Rhipicephalus microplus (GONZALES, 1974; LABRUNA et al., 2009). Evidências         

moleculares indicam que existem pelos menos duas espécies sinonímias denominadas          

R. microplus, ​reestabelecidas como linhagens americanas e africanas como ​R. microplus           

e a australiana como ​Rhipicephalus australis​ Fuller, 1899 (LABRUNA et al., 2009).  

Uma vez que ​R. microplus é uma espécie monoxena, realiza todas as fases             

parasitárias de seu ciclo de vida em um único hospedeiro. A duração integral do período               

de parasitismo (larva à fêmea ingurgitada) compreende de 18 a 22 dias, podendo             

estender-se até 30 dias (BARROS et al., 2006). Cada fêmea ingurgitada chega a             

consumir 3 mL de sangue do hospedeiro, o que em infestações de grande volume, pode               

prejudicar severamente o animal (GONZALES, 1974). 

 
 



 
 

Esse carrapato é vetor da bactéria ​Anaplasma marginale (KOCAN, 2007) e dos            

protozoários ​Babesia bovis (BABES, 1888) e ​Babesia bigemina (SMITH e          

KILBORNE, 1893), ​patógenos que, quando associados, resultam no quadro conhecido          

como “Complexo da Tristeza Parasitária Bovina”, causando grandes prejuízos aos          

pecuaristas e incapacitação dos animais, além de espoliação sanguínea, predisposição à           

miíases, estresse, anemia, redução de peso e produção de leite (GONÇALVES, 2000). 

 

 

 

2.2 Controle de carrapatos  
 

Inicia-se em 1896 o controle químico de carrapatos com a criação de um banho              

de arsênico diluído em água, eficiente mas extremamente tóxico ao gado. Em meados             

da década de 40 do século seguinte, começa o uso do DDT e outros organoclorados,               

substituindo os compostos de arsênico, cuja eficiência já havia sido reduzida. Em 1960,             

surgiram os organosfosfatos que substituíram o uso dos organoclorados ​até a chegada            

das amidinas, sendo essas últimas substituídas no início dos anos 70 pelos piretróides,             

que se destacaram pelo seu amplo expectro de alcance em diferentes pragas, porém             

perdendo rapidamente sua eficácia nos anos 80 e 90. A classe mais recente em atuação               

são as benzofeniluréias, que tem como alvo a produção de quitina, que cabe salientar no               

que concerne ao controle de carrapatos, impede assim a muda de estágio dos mesmos e               

tem atuação destacada ao impedir que as larvas eclodam dos ovos, limitando a             

população de carrapatos na pastagem. (GRAF et al., 2004; FURLONG et al., 2007). 

O controle de carrapatos é predominantemente feito através de acaricidas de           

bases químicas, que são classificadas de acordo com sua forma de atuação: de contato e               

sistêmicos. Os carrapaticidas de contato, que são empregados em pulverização, “pour           

on” ou imersão, atuam trespassando a cutícula ou orifícios do carrapato ao entrar em              

contato com esses artrópodes. Os carrapaticidas de ação sistêmica são aqueles que por             

derrame dorsal, injeções intramusculares ou pulverização, são absorvidos,        

metabolizados e distribuídos pela circulação sistêmica, chegando assim aos carrapatos          

que se alimentam no gado (FURLONG et al., 2007). 

 
 



 
 

As diferentes classes de pesticidas atualmente no mercado possuem efeitos,          

persistência e impactos no ambiente muito diversos. Organoclorados são muito tóxico           

para humanos e artrópodes. Bioacumulativos, atingem diversos degraus da cadeia          

alimentar e são altamente persistentes no ambiente. Organofosfatos apresentam maior          

toxicidade em aves, mas sua persistência ambiental é menor que a dos organoclorados.             

Piretróides tem um acentuado efeito nocivo no meio ambiente, pois seu espectro de ação              

é amplo, atingindo também peixes e outros organismos aquáticos (KUNZ e KEMP,            

1994). 

O uso intensivo e não criterioso dos carrapaticidas resulta em pressão de seleção,             

aumentando assim a incidência de cepas resistentes. No entanto o desenvolvimento de            

resistência não ocorre em todos os indivíduos de uma população, nem com mesma             

intensidade dentro da mesma, sendo comum seu desenvolvimento em ​R. microplus           

devido às décadas de combate, aumentando assim a pressão seletiva sobre essa espécie             

(KUNZ e KEMP, 1994). Atualmente são comercializados no Brasil seis classes de            

acaricidas: organofosforados (​clorpirifós)​, piretróides (cipermetrina), formamidinas      

(amitraz), avermectinas (ivermectina), fenilpirazóis (fipronil) e benzoilfeniluréias       

(fluazuron) (GIRALDI, 2016), havendo, porém, populações de ​R. microplus resistentes          

a todas elas (RECK et al., 2014).  

Diferentes abordagens tem sido estudadas para controle desses ectoparasitos.         

Silenciamento gênico para produzir carrapatos estéreis ou com fertilidade reduzida (de           

la FUENTE et al., 2006), vacinas (WANG e NUTTALL, 1999; de la FUENTE et al.,               

1999; NUTTALL et al., 2006 ), óleos essenciais e seus componentes majoritários, em             

uma vertente que busca descobrir bases de origem vegetal para substituir ou atuar em              

conjunto com as bases sintéticas no mercado (ARAÚJO et al., 2016; NOVATO et al.,              

2015), nematóides (MONTEIRO et al., 2013; GOLO et al., 2016) e fungos            

entomopatogênicos (BITTENCOURT et al., 2003).  

 

2.3 Carvacrol  
 

Os óleos essenciais são compostos naturais voláteis derivados do metabolismo          

secundários de algumas plantas, e exercem papel de proteção contra herbivoria, fungos            

e bactérias. Caracterizam-se por serem compostos naturais, voláteis, líquidos, incolores,          

 
 



 
 

lipossolúveis e solúveis em solventes orgânicos. Contém de 20 a 60 componentes, sendo             

que dois ou três desses, em concentrações mais altas, de 20 a 70%. O uso desses óleos                 

para fins medicinais, estéticos, farmacêuticos, sanitários e agrícola é amplamente          

difundido, com registros que remontam ao período da Idade Média (​BAKKALI et al.,             

2008). ​Devido à grande quantidade de constituintes, os óleos essenciais não possuem            

alvos celulares específicos (CARSON et al., 2002). 

Os terpenóides, ou terpenos, constituem 90% das moléculas contidas nos óleos        

essenciais e devido à grande variedade de conformações estruturais que essas moléculas            

podem adotar, há amplo espectro de funções por elas exercidas ​(​BAKKALI et al.,             

2008). Vários estudos demonstram a amplitude de atividades dessa classe química,           

como efeitos no sistema cardiovascular (SANTOS et al., 2011), preservativo e           

antioxidante da indústria farmacêutica e cosmética (MANOU et al., 1998), efeito           

inibidor de crescimento e germinação de sementes, e também de toxicidade severa em             

plantas vasculares (ASPLUND, 1968). 

O carvacrol (Figura 1) é componente dos óleos essenciais extraídos de algumas            

plantas da família Lamiaceae, como orégano ​(​Origanum vulgare​), tomilho (​Thymus          

vulgaris​) e manjerona (​Origanum majorana​) (​YANISHLIEVA et al., 1999; ​BAKKALI          

et al., 2008), e como a maioria dos óleos essenciais, em geral, é classificado como               

seguro para consumo ​(KABARA, 1991; SANTOYO et al., 2005).  

Esta substância é um monoterpeno amplamente investigado por estudos que          

avaliam seu potencial antimicrobiano, antivirótico, antioxidante (SÖKMEN et al.,         

2004); suplemento alimentar veterinário (HASHEMIPOURet al., 2013) e        

anticarginogênico (ARUNASREE, 2010; KOPARAL e ZEYTINOĞLU, 2003; MEHDI        

et al.,2011). Porém, no trabalho de Xu et al. (2006), o carvacrol foi apontado como               

alérgeno epitelial e sensibilizante. 

 

 
 



 
 

 

 
 
 
2.4 Carvacrol e o controle de carrapatos 
 

Uma série de resultados que corroboram a eficiência do carvacrol no controle de             

diferentes estágios e espécies de carrapatos tem sido documentada em literatura.           

Segundo o trabalho de Tabari et al. (2007) o carvacrol apresentou significante            

diminuição nas taxas de eclosão de larvas de ​Ixodes ricinus ​(Linnaeus, 1758) com             

efeitos significativo em sua concentração mais baixa (concentração de 0,25% - taxa de             

eclosão 18%) e chegando a 100% de supressão de eclosão em concentração de 5%.  

A volatilidade das soluções que utilizam carvacrol é um problema que da Silva-             

Lima et al. (2017) contornou utilizando uma técnica de microencapsulação com paredes            

celulares de ​Saccharomyces cerevisiae​, e comprovando a eficácia de tal técnica ao            

encontrar como resultado CL50 de 0,71 mg/mL com o carvacrol encapsulado contra            

uma CL50 de 1,82 mg/mL do composto não modificado, sobre larvas de uma cepa              

multirresistente de ​R. microplus. 

Caracterizado por conter 75,70% de carvacrol como componente majoritário, o          

óleo essencial de ​Origanum onites L. demonstrou, no trabalho de Carrol et al. (2017),              

ser um eficiente repelente para ninfas de ​Amblyomma americanum (Linnaeus, 1758);           

em biosensaio, o óleo alcançou 100% de repelência com 0,413 mg de óleo/cm2 em             

papel filtro, porém quando testado sozinho em concentração de 0,075 mg de           

carvacrol/cm​2​, a repelência foi de apenas 28,7% dos carrapatos. 

No estudo de Cetin et al. (2010), adultos não alimentados de ​Hyalomma           

marginatum​ (Koch, 1844)​, coletados em campo foram expostos a vapores de solução           

hidrodestilada de ​Satureja thymbra L., um óleo essencial que tem carvacrol (40%) e             

y​-terpineno (27%) como compostos majoritários. Como resultado deste ensaio, as          

câmaras de fumigação adaptadas que utilizaram concentrações de 40​μL/L promoveram          

mortalidade total após 3 horas. No tratamento utilizando somente carvacrol a 10 μL/L,             

após 24 horas foi verificada mortalidade de 57%​.  

Adultos não alimentados de ​Rhipicephalus turanicus​ (Pomerantsev, 1936) foram        

expostos através do teste de imersão, ao óleo essencial de ​Origanum bilgeri ​P.H. Davis,              

 
 

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Rhipicephalus_turanicus&action=edit&redlink=1


 
 

cujo componente majoritário é carvacrol a uma concentração de 93,02%. Na maior            

concentração testada do óleo (8%), foi obtida mortalidade maior que 83%,           

demonstrando o potencial acaricida desse óleo para ​R. turanicus​ (KOC et al., 2013). 

O efeito da associação de substâncias com potencial carrapaticida foi estudado           

por Araújo et al. (2016), com objetivo de avaliar atividade sinérgica, antagônica ou             

aditiva sobre as espécies ​R. microplus e ​Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.).            

Ambas as espécies foram submetidas a teste de pacote de larvas utilizando combinações             

de eugenol, carvacrol e timol e como resultado. Os autores verificaram que todas as              

combinações possíveis, das citadas substâncias, agiram de forma sinérgica sob as larvas            

de ​R. microplus​. Em relação a ​R. sanguineus, oito combinações de substâncias            

apresentaram efeito sinérgico, destacando que a associação de timol e carvacrol, que            

apresentou apenas um efeito sinérgico moderado. 

Segundo análise cienciométrica, o Brasil está em segundo lugar no panorama           

mundial de pesquisas com carrapatos e carvacrol, em pesquisa realizada no Scopus            

(março de 2018) realizada avaliando o número de publicações por país nos últimos 20              

anos - período compreendido entre 1998 e 2008 (Figura 2). 

 

Fonte: Scopus, 2018 

Figura 2 - Gráfico gerado pelo Scopus demonstrando o volume de pesquisas publicadas 
sobre Carvacrol e Carrapatos e os países correspondentes.  
 
 

 
 



 
 

2.5​ Brachiaria ruziziensis 

 

No Brasil, a pecuária leiteira e de corte é alimentada majoritariamente através de             

pastagem, sendo 90% dos nutrientes alimentares do gado adquiridos por este meio            

(EUCLIDES et al., 2010). Segundo o último levantamento do IBGE, a área de             

forrageiras no Brasil diminuiu de 177,7 de para 162,9 milhões de hectares (IBGE,             

2006). 

Brachiaria é um gênero de plantas de regiões tropicais, de origem africana que             

abrange cerca de 80 espécies (DA COSTA MONTEIRO ET AL., 1974). O gênero foi              

primeiramente introduzido no Brasil em 1962 pelo ​Instituto de Pesquisas Experimentais           

Agropecuárias do Norte (IPEAN), com a ​B. decumbens. ​Devido a sua facilidade de se              

adaptar a diferentes tipos de solo, baixa manutenção, fácil cultivo, crescimento durante            

todo o ano, seguiram-se em anos subsequentes a introdução de mais subespécies,            

procurando explorar suas diferentes características, como ​B. humidicola, B​. ​ruziziensis e          

B. brizantha ​(EUCLIDES et al., 2010). 

Brachiaria ruziziensis Germain & Evrard, é também conhecida por "Congo          

signal grass", "Congo grass", "Ruzigrass" e "Kennedy Ruzi grass", é proximamente           

relacionada com ​B. decumbens​. Semi-decumbente, apresenta até nove rácemos por          

inflorescência, ráquis de coloração púrpura, possui um aroma semelhante ao do           

capim-gordura (​Melinis minutiflora​ Beauv.), raí​zes principalmente de hastes basais. A         

multiplicação dessa espécie é sexuada, o que viabiliza uma variabilidade genética e            

qualidade superior quando comparadas aos outros gêneros de ​Brachiaria ​(SOUZA          

SOBRINHO, 2005). aceitação de ​B. ruziziensis ​pelo gado é considerada boa, mesmo            

quando a planta não está nova (SERRÃO e SIMÃO NETO, 1971). 

Embora seja a principal forrageira adotada nos pastos do Brasil, ​Brachiaria ​sp​.            

pode causar a chamada fotossensibilização hepatógena, intoxicação que pode afetar          

bovinos, ovinos, caprinos e bubalinos, mais comumente jovens. Tal toxicidade é fator            

limitante para essa cultura, e sua causa suspeita é a concentração de saponinas nas              

gramíneas, por razões ainda desconhecidas (RIET-CORREA, 2011). 

A área plantada de forrageiras no Brasil excede 100 milhões de acres, sendo             

destes, 85% cultivares de ​Brachiaria spp. (​B. brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis            

and B. humidicola​) (SILVA et al., 2013). 

 
 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

3.1 ​Local do estudo 
 

O estudo foi realizado no Laboratório de Artrópodes Parasitos e no Laboratório            

de Genética e Biotecnologi​a, ​todos da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas             

Gerais, Brasil. 

 

3.2 Origem dos carrapatos 
 

As larvas de ​R. microplus ​foram obtidas através da ovipostura realizada por            

fêmeas ingurgitadas provenientes de criações de bovinos destinados à produção de leite            

no estado de Minas Gerais. Esses carrapatos foram gentilmente cedidos pela Embrapa            

Gado de Leite (EMBRAPA), localizada em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. 

 
 



 
 

As fêmeas de carrapato foram depositadas em placas de Petri e mantidas em             

câmara climatizada controlada (27±1°C e umidade relativa superior a 80%) para          

realização da ovipostura. Após 15 dias, os ovos foram divididos em alíquotas de 100 mg               

e colocados em seringas plásticas com a região distal cortada e vedadas com algodão              

hidrofílico. Estas seringas foram mantidas sob as mesmas condições de temperatura e            

umidade mencionadas para fêmeas ingurgitadas. 

Para o experimento, foram utilizadas larvas com idade de 15 dias após a eclosão,              

sendo eleitas para o experimento as seringas com percentagem de eclosão acima de             

95%. 

 

3.3 ​Origem e diluição do carvacrol 
 

O carvacrol foi adquirido da ​Sigma​-​Aldrich​ Corporation, com grau de pureza de           

99.9%. As concentrações utilizadas nos testes foram de 1.25; 2.50; 5.00; 10.00; 20.00             

mg/mL. A diluição foi feita utilizando solução hidroetanólica (1:1, água destilada:           

etanol). 

 
 
 
 
 
3.4 Origem e preparação dos vasos contendo ​Brachiaria ruziziensis 
 

Foram plantadas mudas de ​B. ruziziensis no início julho de 2015 em bandejas             

específicas. Após um mês, as mudas foram transferidas para vasos de plástico com             

medidas de 11 cm de altura e 14 cm de ​diâmetro.  

Antes do início do experimento, todos os vasos plantados foram mantidos em            

uma área aberta com incidência direta de chuva e luz solar, localizada próxima ao              

Laboratório Avançado de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas            

Gerais, Brasil (Figura 3A). As mudas foram regadas em dias alternados durante o             

período que precedeu o experimento. Para auxiliar no crescimento das plantas, a cada             

20 dias foi feita aplicação de ureia, que cessou 30 dias antes do início do experimento.                

Na véspera do experimento as mudas foram podadas para que apenas a parte central dos               

potes contivesse grama, numa altura média de 40 cm (Figura 3B).  

 
 



 
 

 

 
Figura 3 – Vasos contendo mudas de ​Brachiaria ruziziensis. ​A: vasos com mudas de ​B.               
ruziziensis em crescimento. B: Poda, amarra e colagem das fitas adesivas. C: Vasos             
preparados e local isolado para o início do experimento. 
 

3.5 ​Bioensaio 

 

No total, foram utilizados 28 vasos para os tratamentos (Figura 3C). O grupo             

controle contendo solvente foi formado por 4 vasos que receberam exclusivamente           

etanol 50%, sendo esse conhecido por apresentar baixa toxicidade as larvas de ​R.             

microplus ​(GONÇALVES et al. 2007). Outros 4 vasos formaram o grupo controle            

contendo apenas água destilada, estes últimos sem larvas, utilizado apenas como           

controle de citogenotoxidade. O experimento teve início em 15 de março de 2017 sendo              

concluído em 72 horas. No primeiro dia, fitas adesivas foram afixadas ao redor dos              

vasos para prevenir o escape de larvas. Imediatamente após a colocação das fitas, as              

larvas foram depositadas na base da planta em cada um dos 24 potes (Figura 4A e 4B). 

Após 24 horas, cada vaso foi examinado e verificada a migração das larvas para              

o ápice das folhas (Figura 4C). Em seguida, foram aplicadas as soluções referentes a              

cada grupo experimental. A aplicação foi feita com borrifador manual regulado para            

eliminar 25 mL de solução na parte superior da planta, onde as larvas estavam              

aglomeradas (Figura 4D). No momento da aplicação, cada pote foi levado até um local              

afastado dos demais vasos e, após a aplicação, os vasos foram mantidos abrigados da              

pluviosidade, dispostos em fileiras distantes entre si 60 cm. Devido à volatilidade do             

 
 



 
 

carvacrol e do etanol, os potes dos grupos controle foram mantidos a uma distância              

mínima de 2m dos vasos dos grupos tratados.  

Após completar 24 horas da aplicação das soluções, cada pote foi analisado            

individualmente, e as lâminas de ​B. ​ruziziensis que continham larvas foram cortadas            

com tesouras (Figura 4E), acomodadas em placas de Petri e levadas para o Laboratório              

de Artrópodes Parasitos, onde as larvas sobreviventes foram contadas utilizando bomba           

de vácuo (Figura 4F). Os indivíduos que permaneceram imóveis ou não responderam a             

estímulos tais como exposição a gás carbônico foram considerados mortos. 

O número de larvas vivas encontradas no grupo controle foi comparada com os             

números de sobreviventes em cada grupo tratado. A eficácia dos tratamentos foi            

calculada pela fórmula adaptada de Bittencourt et al., (2003): % eficácia = ,            A
(B−A)×100  

onde A= média do número de larvas no grupo controle B= média do número de larvas                

em cada grupo tratado. O cálculo das concentrações letais (CL 50 % e CL 90 %) foi                 

realizada pela análise de Probit 

 

 

   

 
 



 
 

   

Figura 4 – Bioensaio​. ​A: Seringa com larvas de ​Rhipicephalus microplus​. B:Algodão com             
larvas depositadas ao pé da folhagem. C: Escape de larvas contido pela fita adesiva. D:               
Aplicação dos tratamentos. E: Poda das folhas com larvas no ápice. F: Contagem dos              
carrapatos sobreviventes. 
 

3.6 Análise de Citogenotoxicidade do carvacrol sobre ​Brachiaria ruziziensis 
 

Para quantificar percentual de células vivas e mortas, 48 horas após aplicação            

das soluções, aproximadamente 25 mg de folhas de ​B. ruziziensis ​foram cortadas e             

levadas ao Laboratório de Genética e Biotecnologi​a​, onde foram macer​ados em placas            

de Petri contendo 1 mL de tampão LB01 gelado usando lâmina de bisturi para liberação               

dos núcleos na suspensão (Dolezel et al. 1989) (Figura 5A). Os núcleos foram filtrados              

em membrana de nylon com malha de 50 µm e corados usando 30 µL de uma solução                 

de iodeto de propídeo (PI, Sigma, USA) a 1 mg.mL​-1 em cada amostra. As análises               

foram feitas em citômetro de fluxo (FACSCantoIITM; Becton, Dickinson and          

Company, USA) (Figura 5B e 5C). Neste procedimento, cada unidade experimental do            

bioensaio anterior foi replicado três vezes, totalizando 12 amostras por tratamento.  

Foram analisadas três amostras para cada indivíduo para avaliar a variação do            

conteúdo de DNA entre as amostras.  

 

 
 



 
 

Figura 5 – Citometria de fluxo. A: Preparação das amostras a serem lidas. B: Citômetro de 
fluxo realizando leitura. C: Um histograma gerado a partir de uma das amostrar tratadas. 

 

3.7 ​Análise Estatística 

 

Para comparação entre os tratamentos, foi utilizado o programa ​Biostat versão           

5.0. Uma vez que os dados apresentaram distribuição não paramétrica, os valores foram             

comparados pelos testes Kruskal-Wallis (p<0,05) (FINNEY, 1971). Para o cálculo das           

concentrações letais, foi escolhida a análise de Probit 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 RESULTADOS 
 

 
 



 
 

 

Houve, em média, menos de 500 larvas vivas nos tratamentos com as            

concentrações 5,0; 10,0 e 20,0 mg/mL, diferindo significantemente (p<0,05) do grupo           

controle (Tabela 1). Nos tratamentos com concentrações de 1,25; 2,50 e 5,00 mg/mL, a              

média de larvas vivas foi estatisticamente igual ao do grupo controle (p>0,05). Nas             

concentrações mais baixas, os valores de eficácia dos tratamentos foram 4,85% e            

5,58%, respectivamente. Os valores dos demais tratamentos foram 54,80% para a           

concentração de 5,00 mg/mL; 89,84% para 10 mg/mL e 94,66% no tratamento 20,00             

mg/mL (Tabela 1). Os valores de concentração letal 50 e 90 (LC50 e LC90) foram 5,03                

mg/mL e 12,17 mg/mL respectivamente (Tabela 2). 

 

Tabela 1. Média de larvas de ​Rhipicephalus microplus recuperadas dos vasos com            
Brachiaria ruziziensis tratadas com carvacrol em diferentes concentrações e eficácia dos           
tratamentos (%) (média ± erro padrão). 
 
Tratamentos (mg/mL) Larvas vivas (Média ​± SEM) Eficácia dos tratamentos (%) 

Controle (etanol 50° GL) 989,5​a ​± 105.27  

1,25 941,5​a​ ± 135.32 4,85​ a  

2,50 934,25​a​ ± 62.57 5,58​ a  

5,00 447,25​ab​ ± 78.66 54,80​ ab  

10,00 100,5​b​ ± 11.75 89,84​ b  

20,00 52,75​b​ ± 11.12 94,66​ b  

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

 

Tabela 2. Concentração letal 50% ​(CL50) e 90% (CL90) de carvacrol diluído em etanol              
50% em larvas não ingurgitadas de Rhipicephalus microplus sob condições seminaturais           
IC = intervalo de confiança. 

 
CL50 (mg/mL) IC (95 %) CL90 (mg/mL) IC (95 %) 

5,03 4,27 12,17 9,37  

 
 

 

 

 
 



 
 

Os dados obtidos na análise de citometria de fluxo e também através dos             

histogramas gerados, caracterizam-se pela ​aglomeração majoritária de partículas na         

região sub ​G1. ​Em todos os tratamentos e também nos grupos controle etanol 50% e               

H2O , foram observados morte celular superior a 50%, sendo 55,00 % para o controle               

H2O; 60,63% (Figura 6A), controle etanol, 70,43% (Figura 6A) e 100% para as duas              

últimas concentrações, de 10,00 mg/mL, 20,00 mg/mL. (Figura D) (Tabela 3). 

 

 

  

  

 

Figura 6 - Histogramas: A: Controle etanol 50% e H2O. B: Concentrações 1,25 mg/mL              

e 2,50 mg/mL. C: Concentrações 5,00 mg/mL e 10 mg/mL. D: Concentração 20,00             

mg/mL. 

 

 

 
 
 
 

 
 



 
 

 
Tabela 3. Porcentagem média de morte celular avaliado por Citometria de Fluxo e             
respectivas concentrações de carvacrol diluído em etanol 50% em ​B. Ruziziensis ​(média            
± desvio padrão). 

 
Tratamentos (mg/mL) Dano celular (%) 

Controle (etanol 50° GL) 60,63 ± 0,05​a  

Controle H2O  55,00 ± 0,08​a  

1,25 70,43 ± 0,07​ab  

2,50 62,59 ± 0,02​a  

5,00 77,42 ± 0,07​ab  

10,00 100 ± 0,00​b  

20,00 100 ±0,00​b 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 
 

 

 

5 DISCUSSÃO 
 

 

Carvacrol é tóxico para larvas de ​R. microplus​, conforme observado no presente            

estudo e também relatado na literatura para testes ​in vitro (SENRA et al., 2013;              

ARAÚJO et al., 2015). ​Um monoterpeno isômero do carvacrol, o timol, apresenta ação             

neurotóxica que afeta os receptores GABA de insetos e supõe-se que seja esse o sítio de                

ação também em carrapatos ​(RATTAN, 2010) e, possivelmente, o mesmo ocorra quanto            

ao carvacrol. Utilizando a técnica do pacote modificado de larvas, Senra et al. (2013)              

obtiveram 100% de mortalidade na menor concentração testada (2,5 μl/ml). Tal           

eficiência pode ser atribuída ao ambiente laboratorial controlado, no qual são fornecidas            

condições ideais para que o produto aplicado fique em contato constante com as larvas.              

Em condições experimentais semelhantes às do presente estudo, Araújo et al. (2015)            

verificaram mortalidade superior a 90% para concentrações acima de 10,0 mg/mL de            

timol sobre ​R. microplus. No presente trabalho, embora a CL 50 seja diferente da de               

A​raújo et al. (2015) (3,45 mg/mL para estes autores) o intervalo de confiança da CL50               

de ambos os trabalhos se sobrepõe, o que sugere eficiências equivalentes. 

Dolan et al. (2009) obtiveram êxito na supressão da abundância de ninfas de 

Ixodes scapularis ​(Say)​ ​e ​Amblyomma americanum​ (Linnaeus) em condições naturais 

por meio da aplicação de carvacrol na concentração de 5%. O presente trabalho 

conseguiu resultado semelhante com a formulação em sua maior concentração (20,0 

mg/mL ​≅​ 2%). A supressão no presente trabalho não foi total, possivelmente devido às 

diferenças quanto às espécies e condições climáticas.  

Confrontando-se com o emprego dos fitoterápicos, que ainda que sejam          

reconhecidos por sua eficácia e reprodutibilidade de resultados em controle de           

carrapatos (FIGUEIREDO, 2017) os fitoterápicos são extratos vegetais, uma mistura de           

diferentes compostos e variáveis proporções dos mesmos, o que pode comprometer a            

ação em alvos específicos (​YUNES et al., 2001​; ​CARSON et al., 2002)​. O presente              

trabalho apresenta um refinamento farmacológico, pois utiliza-se de uma só substância,           

já isolada, testada, classificada de acordo com sua eficácia e riscos de seu uso              

 
 



 
 

(​KABARA, 1991; SANTOYO et al., 2005; XU et al., 2006, SUNTRES et al. 2015​;​)​.​Os              

dados sobre citogenotoxidade em plantas da Família Poacea utilizando como ferramenta           

a citometria de fluxo são escassos. Esta ferramenta tem sido utilizada rotineiramente            

para estudos taxonômicos, de biologia reprodutiva e citogenéticos destes organismos          

(​BAUMEL et al., 2003; PRICE et al., 2005; CONSAUL et al., 2008). No presente              

trabalho foi possível verificar que a aglomeração de partículas na região sub ​G1,             

correspondem à morte celular, como observado no trabalho de Faisal et al., (2013) que              

detectou picos de células em apoptose na região sub-G1 e redução das mesmas na fase               

G1, em uma análise citométrica da apoptose em raízes de tomateiro (​Lycopersicon            

esculentum​), quando avaliou os perigos citotóxicos de nanopartículas de óxido de zinco            

sobre este vegetal. Já no estudo de ​Oliveira (2015), os autores observaram desintegração             

de material genético e aumento de sub-G1 na ​análise de citogenotoxidade em ​Allium             

cepa ​utilizando citometria de fluxo como ferramenta. 

É denominada alelopatia o conjunto de interações químicas entre plantas, que de            

algum modo influenciam no crescimento, desenvolvimento ou supressão dos mesmos          

entre elas (EINHELLIG, 1995; ​AZIRAK e KARAMAN, 2000). Os danos severos que            

alcançaram até 100% de destruição celular, observados nas concentrações mais altas           

desse estudo, podem ser parcialmente creditados ao carvacrol, uma vez que devido à sua              

estrutura química, monoterpenóide, pode causar danos fisiológicos e anatômicos em          

vegetais, conforme relatado por Almeida et al. (2010), e podendo inclusive degenerar            

organelas e núcleo celular de células vegetais (​AZIRAK​ e KARAMAN, 2000).  

Uma vez que ​B. ruziziensis é uma espécie de hábito perene (BOGDAN, 1977) e              

as plantas utilizadas tinham idade aproximada de 1 ano e 8 meses no momento da               

análise por citometria de fluxo, é possível que a idade das mesmas, devido a rapidez de                

seu ciclo de rebrota tenha interferido na mortalidade, o que explica a alta porcentagem              

de morte celular dos grupos controle (água destilada e etanol). Entretanto, os grupos dos              

tratamentos com carvacrol nas concentrações mais elevadas apresentaram dano celular          

estatisticamente diferente dos grupos controle. Porém, é interessante considerar a          

aplicação da concentração 5,00 mg/mL, visto que apresentou eficiência de 54,80%           

sobre as larvas de ​R. microplus ​e não apresentou dano celular estatisticamente maior             

que a água, fato que pode viabilizar o uso do carvacrol em baixas concentrações em               

estratégias manejo integrado de pragas. 

 
 



 
 

O presente trabalho representa mais uma etapa na busca por avançar na linha de              

pesquisa que visa controlar carrapatos com fitoterápicos. Com base nos resultados           

alcançados, é possível que as próximas etapas abordem o controle em campo de maneira              

sistêmica, permitindo analisar o efeito desse composto na microbiota de solo, seu poder             

residual, toxicidade de ingestão e contato em mamíferos, e se há percolação para             

diferentes horizontes do solo com essa formulação, de maneira a avançar na vertente de              

controle de carrapatos no ambiente, justificando um novo modelo de abordagem           

paralelo ao atual já preconizado, que trata os animais parasitados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÕES 
 

 

● A solução de carvacrol diluído em etanol 50 é eficiente no controle de larvas de               

R. microplus​ em condições seminaturais; 

● A partir do tratamento 10 mg/mL de carvacrol, as mudas de ​B. ruziziensis             

apresentam porcentagem de dano celular significativo; 

O carvacrol apresenta potencial para se tornar uma vertente viável e eficiente a ser              

adotada no controle de ​R. microplus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

O presente trabalho foi realizado com a expectativa de oferecer novas vertentes            

de soluções a longo prazo para o controle de ​R. microplus através do uso de substâncias                

de origem vegetal ainda não empregadas em larga escala, o que elimina problemas com              

populações resistentes a esses ativos, dada ​a existência de alarmantes relatos de            

populações de ​R. microplus ​que demonstram resistência a múltiplos acaricidas          

(FERNÁNDEZ-SALAS et al., 2012) e também de linhagens que não mais respondem a             

nenhuma das bases químicas disponíveis no mercado e usadas em estratégias controle            

no Brasil (RECK et al., 2014). O emprego do carvacrol como um coadjuvante aos já               

estabelecidos protocolos de tratamento e controle de carrapatos também apresenta como           

vantagem a volatilidade dessa molécula e seu já citado uso na indústria alimentícia             

(SUNTRES et al. 2015). Observamos assim, um potencial produto com reduzido           

impacto ecológico e com menor residual em relação a sua solubilidade, toxicidade e             

disponibilidade no ambiente, o que o favorece em relação aos acaricidas atualmente            

empregados que vem acompanhados de risco de contaminação e permanência na cadeia            

trófica (KISS et al., 2012).  
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