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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade carrapaticida do carvacrol sobre larvas
de Rhipicephalus microplus em laminas foliares de Brachiaria ruziziensis, bem como a
genotoxicidade desta solugdo sobre esta espécie de graminea. Solugdes de carvacrol em
concentracdes de 1,25; 2,50; 5,00; 10,00 e 20,00 mg/mL foram aspergidas em vasos que
haviam recebido larvas ndo alimentadas de R. microplus. Apds um periodo de 24h da
aplicagdo, foram contabilizados os sobreviventes e calculada a eficiéncia de cada
tratamento. Nas menores concentragdes, os percentuais de eficiéncia foram semelhantes
ao grupo controle, enquanto nas maiores concentragdes, 10,00 e¢ 20,00 mg/ml, a
eficiéncia do tratamento foi de 89,84% e 94.66%, respectivamente. Na avaliagdo de
genotoxicidade de B. ruziziensis, feita por analise de citometria de fluxo, foram

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



uma alternativa no controle de carrapatos, visando a reducdo da utilizacdo de produtos

quimicos.

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 INTRODUCAO

A familia 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 sdo possiveis vetores de patdogenos, protozoarios, riquétsias,
espiroquetas e virus, para animais ¢ humanos (JONGEJAN e UILENBERG, 2004).

O carrapato dos bovinos, Rhipicephalus microplus (CANESTRINI, 1888) ¢ a
espécie de maior importancia economica da América do Sul (NARI, 1995). Artropode
ectoparasito hemat6fago, prejudica e reduz a produtividade do gado no Brasil (ALVES
e OLIVEIRA, 2005). Seu ciclo de vida ¢ tipo monoxeno, que obtém recursos de apenas
um unico hospedeiro (GUGLEGUIOME et al., 2006). Os patdgenos vetorados por
esses artropodes, quando associados, provocam o quadro conhecido como "Tristeza
Parasitaria Bovina" (FURLONG, 2005) e diversas outras complicagdes como perdas na
producao animal por espoliagdo sanguinea, eventuais mortes dos individuos parasitados
e perdas no rendimento de leite e carne (GUGLEGUIOME et al., 2006). O Brasil possui
o maior rebanho bovino em exploragdo comercial no mundo, com 218,2 milhdes de
animais, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2016).
As perdas econdmicas causadas por R. microplus no pais atingem um valor estimado de
3,24 bilhdes de ddlares ao ano (GRISI et al., 2014) e em aspecto global, entre US$ 13,9
e US$ 18,7 bilhdes, como estimado por de Castro, 1997.

Relativo as iniciativas de controle deste carrapato, os acaricidas quimicos sdo
frequentemente utilizados, principalmente através de pulverizagdes nos animais
parasitados, o que contribui exercendo pressao seletiva, e favorecendo dessa maneira o
aparecimento de populagdes resistentes as formulagdes sintéticas (RECK et al., 2014).
O uso indiscriminado de acaricidas pode causar poluicdo do solo em seus diversos
horizontes, contaminagdo de corpos d'agua, danos aos aplicadores humanos, intoxicagao
e morte dos animais. A necessidade de controlar esses artropodes, de forma eficiente e
segura, levou a busca de novos ativos de base vegetal, que minimizam os efeitos
nocivos do uso de carrapaticidas quimicos (GUERRERO et al., 2012), dado que o custo
de desenvolvimento de uma nova droga de assisténcia a sanidade animal tem seu custo

estimado em US$100 milhdes de dolares e o tempo de pesquisa, desde seu



desenvolvimento até os testes, chega a 10 anos (GRAF et al., 2004) fazendo-se
necessario que haja cada vez mais alternativas disponiveis nesse mercado exaurido.

As substancias de origem vegetal tem sido estudadas como potenciais vertentes
no controle de carrapatos. A potencialidade de 6leos essenciais de origem vegetal e seus
constituintes como alternativas a serem usadas para suprimir esses ectoparasitos tem
sido proeminente (REGNAULT-ROGER e PHILOGENE, 2008; MARTINEZ et al.,
2011; NOVATO et al., 2015). Existe amplo espectro de uso dos componentes dos 6leos
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 6leos e seus
constituintes, carvacrol (2-Metil-5-(I-metil etil) fenol) destaca-se por atividades
antifungicas, desinfetante (AESCHBACH et al., 1994) e carrapaticida (CETIN et al.,
2010; DOLAN et al., 2009; KOC et al., 2013), inclusive para R. microplus
(COSTA-JUNIOR et al, 2016; OLIVEIRA et al., 2013). Este monoterpeno ¢é
encontrado no o6leo essencial do tomilho (7hymus 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
alimenticios. No FEuropean Comission esta aprovado como saborizante quimico que
pode ser encontrado em bebidas alcoolicas (SUNTRES et al. 2015). Tais propriedades
fazem do carvacrol uma substancia com potencial para, unida aos tratamentos atuais
feitos no gado, iniciar um novo capitulo nas estratégias de controle de infestacdes por R.
microplus.

A criagdo de gado de corte e de leite no Brasil € realizada predominantemente
em pastagens. (MACEDO, 2009). No pais, a area plantada com forrageiras se estende
por mais de 100 milhdes de acres, sendo que 85% dessa area é coberta por espécies do
género Brachiaria (B. brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis and B. humidicola)
(SILVA et al., 2013). Dado que 95% dos carrapatos permanecem nas laminas foliares
das gramineas que formam o pasto, e apenas 5% no hospedeiro, a aplicacdo 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

genotoxica desta substancia sobre esta graminea.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalus microplus

Carrapatos entdo entre os principais vetores de patdogenos para humanos e
animais domésticos (JONGEJAN e UILENBERG, 2004). O carrapato dos bovinos,
Rhipicephalus microplus (CANESTRINI, 1888), ¢ a espécie de maior alcance
geografico e relevancia para a induastria pecudria nas regides tropicais e sub-tropicais
mundiais (ALVES & OLIVEIRA, 2005). Proveniente da India, na Asia Meridional,
dispersou-se pelo mundo através do comércio e transporte de animais (NUNES et al.,
1982; LABRUNA et al., 2009; ESTRADA-PENA et al., 2012).

Esta espécie foi descrita como Haemaphysalis micropla, e posteriormente
transferida para o género Boophilus (CURTICE, 1891). Recentemente, devido ao uso de
ferramentas de biologia molecular, teve seu status taxonomico redefinido como
Rhipicephalus microplus (GONZALES, 1974; LABRUNA et al., 2009). Evidéncias
moleculares indicam que existem pelos menos duas espécies sinonimias 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 ¢ uma espécie monoxena, realiza todas as fases
parasitarias de seu ciclo de vida em um unico hospedeiro. A duragdo integral do periodo
de parasitismo (larva a fémea ingurgitada) compreende de 18 a 22 dias, podendo
estender-se até 30 dias (BARROS et al.,, 2006). Cada fémea ingurgitada chega a
consumir 3 mL de sangue do hospedeiro, o que em infestagcdes de grande volume, pode

prejudicar severamente o animal (GONZALES, 1974).



Esse carrapato ¢ vetor da bactéria Anaplasma marginale (KOCAN, 2007) e dos
protozoarios Babesia bovis (BABES, 1888) e Babesia bigemina (SMITH e
KILBORNE, 1893), patogenos que, quando associados, resultam no quadro conhecido
como “Complexo da Tristeza Parasitaria Bovina”, causando grandes prejuizos aos
pecuaristas e incapacitacdo dos animais, além de espoliagdo sanguinea, predisposi¢ao a

miiases, estresse, anemia, reducao de peso e producao de leite (GONCALVES, 2000).

2.2 Controle de carrapatos

Inicia-se em 1896 o controle quimico de carrapatos com a criacdo de um banho
de arsé€nico diluido em agua, eficiente mas extremamente toxico ao gado. Em meados
da década de 40 do século seguinte, comega o uso do DDT e outros organoclorados,
substituindo os compostos de arsé€nico, cuja efici€ncia ja havia sido reduzida. Em 1960,
surgiram os organosfosfatos que substituiram o uso dos organoclorados até a chegada
das amidinas, sendo essas ultimas substituidas no inicio dos anos 70 pelos piretréides,
que se destacaram pelo seu amplo expectro de alcance em diferentes pragas, porém
perdendo rapidamente sua eficacia nos anos 80 e 90. A classe mais recente em atuagdo
sdo as benzofeniluréias, que tem como alvo a producao de quitina, que cabe salientar no
que concerne ao controle de carrapatos, impede assim a muda de estagio dos mesmos e
tem atuacdo destacada ao impedir que as larvas eclodam dos ovos, limitando a
populagdo de carrapatos na pastagem. (GRAF et al., 2004; FURLONG et al., 2007).

O controle de carrapatos ¢ predominantemente feito através de acaricidas de
bases quimicas, que sdo classificadas de acordo com sua forma de atuagdo: de contato e
sistémicos. Os carrapaticidas de contato, que sdo empregados em pulverizagdo, “pour
on” ou imersdo, atuam trespassando a cuticula ou orificios do carrapato ao entrar em
contato com esses artropodes. Os carrapaticidas de agdo sistémica sdao aqueles que por
derrame dorsal, inje¢des intramusculares ou pulverizacdo, sdao absorvidos,
metabolizados e distribuidos pela circulacao sistémica, chegando assim aos carrapatos

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



As diferentes classes de pesticidas atualmente no mercado possuem efeitos,
persisténcia e impactos no ambiente muito diversos. Organoclorados sdo muito téxico
para humanos e artropodes. Bioacumulativos, atingem diversos degraus da cadeia
alimentar e sdo altamente persistentes no ambiente. Organofosfatos apresentam maior
toxicidade em aves, mas sua persisténcia ambiental € menor que a dos organoclorados.
Piretroides tem um acentuado efeito nocivo no meio ambiente, pois seu espectro de agao
¢ amplo, atingindo também peixes e outros organismos aquaticos (KUNZ e KEMP,
1994).

O uso intensivo e ndo criterioso dos carrapaticidas resulta em pressdo de selecao,
aumentando assim a incidéncia de cepas resistentes. No entanto o desenvolvimento de
resisténcia ndo ocorre em todos os individuos de uma populacdo, nem com mesma
intensidade dentro da mesma, sendo comum seu desenvolvimento em R. microplus
devido as décadas de combate, aumentando assim a pressdo seletiva sobre essa espécie
(KUNZ ¢ KEMP, 1994). Atualmente sdao comercializados no Brasil seis classes de
acaricidas: organofosforados (clorpirifés), piretrdéides (cipermetrina), formamidinas
(amitraz), avermectinas (ivermectina), fenilpirazo6is (fipronil) e benzoilfeniluréias
(fluazuron) (GIRALDI, 2016), havendo, porém, populacdes de R. microplus resistentes
a todas elas (RECK et al., 2014).

Diferentes abordagens tem sido estudadas para controle desses ectoparasitos.
Silenciamento génico 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 ), 6leos essenciais € seus componentes majoritarios, em
uma vertente que busca descobrir bases de origem vegetal para substituir ou atuar em
conjunto com as bases sintéticas no mercado (ARAUJO et al., 2016; NOVATO et al.,
2015), nematoides (MONTEIRO et al, 2013; GOLO et al., 2016) e fungos
entomopatogénicos (BITTENCOURT et al., 2003).

2.3 Carvacrol

Os o6leos essenciais sao compostos naturais volateis derivados do metabolismo
secundarios de algumas plantas, e exercem papel de prote¢do contra herbivoria, fungos

e bactérias. Caracterizam-se por serem compostos naturais, volateis, liquidos, incolores,



lipossoluveis e soltiveis em solventes organicos. Contém de 20 a 60 componentes, sendo
que dois ou trés desses, em concentragdes mais altas, de 20 a 70%. O uso desses 6leos
para fins medicinais, estéticos, farmacé€uticos, sanitdrios e agricola ¢ amplamente
difundido, com registros que remontam ao periodo da Idade Média (BAKKALI et al.,
2008). Devido a grande quantidade de constituintes, os 6leos essenciais ndo possuem
alvos celulares especificos (CARSON et al., 2002).

Os terpendides, ou terpenos, constituem 90% das moléculas contidas nos 6leos
essenciais e devido a grande variedade de conformagdes estruturais que essas moléculas
podem adotar, ha amplo espectro de fungdes por elas exercidas (BAKKALI et al.,
2008). Varios estudos demonstram a amplitude de atividades dessa classe quimica,
como efeitos no sistema cardiovascular (SANTOS et al., 2011), preservativo e
antioxidante da industria farmacéutica e cosmética (MANOU et al., 1998), efeito
inibidor de crescimento e germinacao de sementes, ¢ também de toxicidade severa em
plantas vasculares (ASPLUND, 1968).

O carvacrol (Figura 1) é componente dos 6leos essenciais extraidos de algumas
plantas da familia 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 Oleos essenciais, em geral, ¢ classificado como
seguro para consumo (KABARA, 1991; SANTOYO et al., 2005).

Esta substancia ¢ um monoterpeno amplamente investigado por estudos que
avaliam seu potencial antimicrobiano, antivirdtico, antioxidante (SOKMEN et al.,
2004); suplemento alimentar veterinario (HASHEMIPOURet al., 2013) e
anticarginogénico (ARUNASREE, 2010; KOPARAL e ZEYTINOGLU, 2003; MEHDI
et al.,2011). Porém, no trabalho de Xu et al. (2006), o carvacrol foi apontado como

alérgeno epitelial e sensibilizante.
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Fonte: ALAGAWANY et al.,
2015



Figura 1 — Formula estrutural do carvacrol

2.4 Carvacrol e o controle de carrapatos

Uma série de resultados que corroboram a eficiéncia do carvacrol no controle de
diferentes estagios e espécies de carrapatos tem sido documentada em literatura.
Segundo o trabalho de Tabari et al. (2007) o carvacrol apresentou significante
diminui¢cdo nas taxas de eclosdo de larvas de Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758) com
efeitos significativo em sua concentragdo mais baixa (concentragdo de 0,25% - taxa de
eclosdo 18%) e chegando a 100% de supressao de eclosdo em concentragio de 5%.

A volatilidade das solu¢des que utilizam carvacrol é um problema que da Silva-
Lima et al. (2017) contornou utilizando uma técnica de microencapsula¢ao com paredes
celulares de Saccharomyces cerevisiae, ¢ comprovando a eficacia 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 ndao modificado, sobre larvas de uma cepa
multirresistente de R. microplus.

Caracterizado por conter 75,70% de carvacrol como componente majoritario, o
6leo 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 6leo alcancou 100% de repeléncia com 0,413 mg de 6leo/cm2 em
papel filtro, porém quando testado sozinho em concentracdo de 0,075 mg de
carvacrol/cm?, a repeléncia foi de apenas 28,7% dos carrapatos.

No estudo de Cetin et al. (2010), adultos ndo alimentados de Hyalomma
marginatum (Koch, 1844), coletados em campo foram expostos a vapores de solu¢do
hidrodestilada de Satureja thymbra L., um 6leo essencial que tem carvacrol (40%) e
y-terpineno (27%) como compostos majoritarios. Como resultado deste ensaio, as
camaras de fumiga¢do adaptadas que utilizaram concentragdes de 40uL/L promoveram
mortalidade total apds 3 horas. No tratamento utilizando somente carvacrol a 10 pL/L,
apos 24 horas foi verificada mortalidade de 57%.

Adultos ndo alimentados de Rhipicephalus turanicus (Pomerantsev, 1936) foram

expostos através do teste de imersdo, ao oleo essencial de Origanum bilgeri P.H. Davis,


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

cujo componente majoritario € carvacrol a uma concentracdo de 93,02%. Na maior
concentracdo testada do oleo (8%), foi obtida mortalidade maior que 83%,
demonstrando o potencial acaricida desse 6leo para R. turanicus (KOC et al., 2013).

O efeito da associacdo de substancias com potencial carrapaticida foi estudado
por Araujo et al. (2016), com objetivo de avaliar atividade sinérgica, antagénica 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 combinagdes
de eugenol, carvacrol e timol e como resultado. Os autores verificaram que todas as
combinagdes possiveis, das citadas substancias, agiram de forma sinérgica sob as larvas
de R. microplus. Em relagdo a R. sanguineus, oito combinagdes de substincias
apresentaram efeito sinérgico, destacando que a associacao de timol e carvacrol, que
apresentou apenas um efeito sinérgico moderado.

Segundo analise cienciométrica, o Brasil estd em segundo lugar no panorama
mundial de pesquisas com carrapatos e carvacrol, em pesquisa realizada no Scopus
(margo de 2018) realizada avaliando o nimero de publicagdes por pais nos ultimos 20

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

Documents by country/territory

Compare the document counts for up to 15 countries/territories

United States

China
Cuba

Czech Republic

Fonte: Scopus, 2018
Figura 2 - Grafico gerado pelo Scopus demonstrando o volume de pesquisas publicadas
sobre Carvacrol e Carrapatos e os paises correspondentes.



2.5 Brachiaria ruziziensis

No Brasil, a pecudria leiteira e de corte € alimentada majoritariamente através de
pastagem, sendo 90% dos nutrientes alimentares do gado adquiridos por este meio
(EUCLIDES et al., 2010). Segundo o ultimo levantamento do IBGE, a area de
forrageiras no Brasil diminuiu de 177,7 de para 162,9 milhdes de hectares (IBGE,
2006).

Brachiaria ¢ um género de plantas de regides tropicais, de origem africana que
abrange cerca de 80 espécies (DA COSTA MONTEIRO ET AL., 1974). O género foi
primeiramente introduzido no Brasil em 1962 pelo Instituto de Pesquisas Experimentais
Agropecuarias do Norte (IPEAN), com a B. decumbens. Devido a sua facilidade de se
adaptar a diferentes tipos de solo, baixa manuteng¢ao, facil cultivo, crescimento durante
todo o ano, seguiram-se em anos subsequentes a introducdo de mais subespécies,
procurando explorar suas diferentes caracteristicas, como B. humidicola, B. ruziziensis e
B. brizantha (EUCLIDES et al., 2010).

Brachiaria ruziziensis Germain & Evrard, ¢ também conhecida por "Congo
signal grass", "Congo grass", "Ruzigrass" e "Kennedy Ruzi grass", ¢ proximamente
relacionada com B. decumbens. Semi-decumbente, apresenta até nove racemos por
inflorescéncia, raquis de coloragdo purpura, possui um aroma semelhante ao do
capim-gordura (Melinis minutiflora Beauv.), raizes principalmente de hastes basais. A
multiplicacdo dessa espécie ¢ sexuada, o que viabiliza uma variabilidade genética e
qualidade superior quando comparadas aos outros géneros de Brachiaria (SOUZA
SOBRINHO, 2005). aceita¢do de B. ruziziensis pelo gado ¢ considerada boa, mesmo
quando a planta nio estd nova (SERRAO e SIMAO NETO, 1971).

Embora seja a principal forrageira adotada nos pastos do Brasil, Brachiaria sp.
pode causar a chamada fotossensibilizacdo hepatdgena, intoxicagdo que pode afetar
bovinos, ovinos, caprinos e¢ bubalinos, mais comumente jovens. Tal toxicidade ¢ fator
limitante para essa cultura, e sua causa suspeita ¢ a concentracao de saponinas nas
gramineas, por razdes ainda desconhecidas (RIET-CORREA, 2011).

A area plantada de forrageiras no Brasil excede 100 milhdes 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 METODOS

3.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no Laboratorio de Artropodes Parasitos e no Laboratorio
de Genética e Biotecnologia, 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
fémeas ingurgitadas provenientes de criagdes de bovinos destinados a produgao 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 fémeas de carrapato foram depositadas em placas de Petri e mantidas em
camara climatizada controlada (27+£1°C e umidade relativa superior a 80%) para
realizagdo da ovipostura. Apos 15 dias, os ovos foram divididos em aliquotas de 100 mg
e colocados em seringas plasticas com a regido distal cortada e vedadas com algodao
hidrofilico. Estas seringas foram mantidas sob as mesmas condi¢des de temperatura e
umidade mencionadas para fémeas ingurgitadas.

Para o experimento, foram utilizadas larvas com idade de 15 dias apds a eclosao,
sendo eleitas para o experimento as seringas com percentagem de eclosdo acima de

95%.

3.3 Origem e dilui¢ao do carvacrol

O carvacrol foi adquirido da Sigma-Aldrich Corporation, com grau de pureza de
99.9%. As concentragdes utilizadas nos testes foram de 1.25; 2.50; 5.00; 10.00; 20.00
mg/mL. A diluigdo foi feita utilizando solug¢do hidroetanolica (1:1, agua destilada:

etanol).

3.4 Origem e preparacao dos vasos contendo Brachiaria ruziziensis

Foram plantadas mudas de B. ruziziensis no inicio julho de 2015 em bandejas
especificas. Apdés um més, as mudas foram transferidas para vasos de plastico com
medidas de 11 cm de altura e 14 cm de diametro.

Antes do inicio do experimento, todos os vasos plantados foram mantidos em
uma area aberta com incidéncia direta de chuva e luz solar, localizada proxima ao
Laboratério Avangado de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil (Figura 3A). As mudas foram regadas em dias alternados durante o
periodo que precedeu o experimento. Para auxiliar no crescimento das plantas, a cada
20 dias foi feita aplicacao de ureia, que cessou 30 dias antes do inicio 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 inicio 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 (GONCALVES et al. 2007). Outros 4 vasos formaram o grupo controle
contendo apenas agua destilada, estes ultimos sem larvas, utilizado apenas como
controle de citogenotoxidade. O experimento teve inicio em 15 de margo de 2017 sendo
concluido em 72 horas. No primeiro dia, fitas adesivas foram afixadas ao redor dos
vasos para prevenir o escape de larvas. Imediatamente apds a colocagdo das fitas, as
larvas foram depositadas na base da planta em cada um dos 24 potes (Figura 4A e 4B).

Apo6s 24 horas, cada vaso foi examinado e verificada a migracao das larvas para
o apice das folhas (Figura 4C). Em seguida, foram aplicadas as solugdes referentes a
cada grupo experimental. A aplicagdo foi feita com borrifador manual regulado para
eliminar 25 mL de solu¢do na parte superior da planta, onde as larvas estavam
aglomeradas (Figura 4D). No momento da aplicagdo, cada pote foi levado até um local
afastado dos demais vasos e, apds a aplicacdo, os vasos foram mantidos abrigados da

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



carvacrol e do etanol, os potes dos grupos controle foram mantidos a uma distancia
minima de 2m dos vasos dos grupos tratados.

Apds completar 24 horas da aplicacdo das solugdes, cada pote foi analisado
individualmente, e as laminas de B. ruziziensis que continham larvas foram cortadas
com tesouras (Figura 4E), acomodadas em placas de Petri e levadas para o Laboratorio
de Artropodes Parasitos, onde as larvas sobreviventes foram contadas utilizando bomba
de vacuo (Figura 4F). Os individuos que permaneceram iméveis ou nao responderam a
estimulos tais como exposi¢ao a gas carbonico foram considerados mortos.

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

nimeros de sobreviventes em cada grupo tratado. A eficacia dos tratamentos foi

(B=4)x100
A ’

calculada pela formula adaptada de Bittencourt et al., (2003): % eficacia =
onde A= média do niimero de larvas no grupo controle B= média do nimero de larvas
em cada grupo tratado. O célculo das concentragdes letais (CL 50 % e CL 90 %) foi

realizada pela analise de Probit




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

3.6 Analise de Citogenotoxicidade do carvacrol sobre Brachiaria ruziziensis

Para quantificar percentual de células vivas e mortas, 48 horas ap6s aplicagdo
das solucdes, aproximadamente 25 mg de folhas de B. ruziziensis foram cortadas e
levadas ao Laboratorio de Genética e Biotecnologia, onde foram macerados em placas
de Petri contendo 1 mL de tampao LBO1 gelado usando lamina de bisturi para liberagao
dos nucleos na suspensdo (Dolezel et al. 1989) (Figura 5A). Os nucleos foram filtrados
em membrana de nylon com malha de 50 um e corados usando 30 pL de uma solugao
de iodeto de propideo (PI, Sigma, USA) a 1 mg.mL" em cada amostra. As analises
foram feitas em citdmetro de fluxo (FACSCantolITM; Becton, Dickinson and
Company, USA) (Figura 5B e 5C). Neste procedimento, cada unidade experimental do
bioensaio anterior foi replicado trés vezes, totalizando 12 amostras por tratamento.

Foram analisadas trés amostras para cada individuo para avaliar a variacdo do

conteudo de DNA entre as amostras.



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

3.7 Analise Estatistica

Para comparacdo entre os tratamentos, foi utilizado o programa Biostat versao
5.0. Uma vez que os dados apresentaram distribui¢do ndo paramétrica, os valores foram
comparados pelos testes Kruskal-Wallis (p<0,05) (FINNEY, 1971). Para o célculo das

concentracdes letais, foi escolhida a analise de Probit

4 RESULTADOS



Houve, em média, menos de 500 larvas vivas nos tratamentos com as
concentracdes 5,0; 10,0 e 20,0 mg/mL, diferindo significantemente (p<0,05) do grupo
controle (Tabela 1). Nos tratamentos com concentragdes 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
concentracdes mais baixas, os valores de eficacia dos tratamentos foram 4,85% e
5,58%, respectivamente. Os valores dos demais tratamentos foram 54,80% para a
concentracao 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 concentracao 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 concentragdes e eficacia dos
tratamentos (%) (média + erro padrdo).

Tratamentos (mg/mL) Larvas vivas (Média + SEM)  Eficacia dos tratamentos (%)
Controle (etanol 50° GL) 989,5°+ 105.27

1,25 941,5* + 135.32 4,85

2,50 934,25+ 62.57 5,58¢

5,00 447,25% + 78.66 54,80

10,00 100,5°+ 11.75 89,84°

20,00 52,75+ 11.12 94,66°

Letras diferentes na mesma coluna significam diferencas significativas em nivel de 5%.

Tabela 2. Concentracdo letal 50% (CL50) e 90% (CL90) de carvacrol diluido em etanol
50% em larvas ndo ingurgitadas de Rhipicephalus microplus sob condigdes seminaturais
IC = intervalo de confianga.

CL50 (mg/mL) IC (95 %) CL90 (mg/mL) IC (95 %)
5,03 4,27 12,17 9,37




Os dados obtidos na andlise de citometria de fluxo e também através dos
histogramas gerados, caracterizam-se pela aglomeracdo majoritaria de particulas na
regido sub G1. Em todos os tratamentos € também nos grupos controle etanol 50% e
H20 , foram observados morte celular superior a 50%, sendo 55,00 % para o controle
H20; 60,63% (Figura 6A), controle etanol, 70,43% (Figura 6A) e 100% para as duas
ultimas concentragoes, de 10,00 mg/mL, 20,00 mg/mL. (Figura D) (Tabela 3).

CTRL1V1
civa

CTRL2V1

adl

3Vl

cavi

daleie

Figura 6 - Histogramas: A: Controle etanol 50% e H20. B: Concentrag¢des 1,25 mg/mL
e 2,50 mg/mL. C: Concentragdes 5,00 mg/mL e 10 mg/mL. D: Concentragdo 20,00
mg/mL.



Tabela 3. Porcentagem média de morte celular avaliado por Citometria de Fluxo e
respectivas concentragdes de carvacrol diluido em etanol 50% em B. Ruziziensis (média
+ desvio padrdo).

Tratamentos (mg/mL) Dano celular (%)
Controle (etanol 50° GL) 60,63 £ 0,05*
Controle H20 55,00 + 0,08°

1,25 70,43 £ 0,07

2,50 62,59 +0,02*

5,00 77,42 £ 0,07
10,00 100 £ 0,00°

20,00 100 £0,00°

Letras diferentes na mesma coluna significam diferengas significativas em nivel de 5%.



5 DISCUSSAO

Carvacrol ¢ toxico para larvas de R. microplus, conforme observado no presente
estudo e também relatado na literatura para testes in vitro (SENRA et al., 2013;
ARAUIJO et al., 2015). Um monoterpeno isémero do carvacrol, o timol, apresenta agio
neurotdxica que afeta os receptores GABA de insetos e supde-se que seja esse o sitio de
acdo também em carrapatos (RATTAN, 2010) e, possivelmente, o0 mesmo ocorra quanto
ao carvacrol. Utilizando a técnica do pacote modificado de larvas, Senra et al. (2013)
obtiveram 100% de mortalidade na menor concentracdo testada (2,5 pul/ml). Tal
eficiéncia pode ser atribuida ao ambiente laboratorial controlado, no qual sao fornecidas
condigdes ideais para que o produto aplicado fique em contato constante com as larvas.
Em condi¢des experimentais semelhantes as do presente estudo, Aratjo et al. (2015)
verificaram mortalidade superior a 90% para concentragdes acima de 10,0 mg/mL de
timol sobre R. microplus. No presente trabalho, embora a CL 50 seja diferente da de
Aratjo et al. (2015) (3,45 mg/mL para estes autores) o intervalo de confianga da CL50
de ambos os trabalhos se sobrepde, o que sugere eficiéncias equivalentes.

Dolan et al. (2009) obtiveram éxito na supressdo da abundancia de ninfas de
Ixodes scapularis (Say) e Amblyomma americanum (Linnaeus) em condigdes naturais
por meio da aplicag@o de carvacrol na concentracdo de 5%. O presente trabalho
conseguiu resultado semelhante com a formula¢do em sua maior concentragao (20,0
mg/mL = 2%). A supressdo no presente trabalho nao foi total, possivelmente devido as
diferencgas quanto as espécies e condi¢des climaticas.

Confrontando-se com o emprego dos fitoterapicos, que ainda que sejam
reconhecidos por sua eficicia e reprodutibilidade de resultados em controle de
carrapatos (FIGUEIREDO, 2017) os fitoterapicos sdo extratos vegetais, uma mistura de
diferentes compostos e variaveis propor¢des dos mesmos, o que pode comprometer a
acdo em alvos especificos (YUNES et al., 2001; CARSON et al., 2002). O presente
trabalho apresenta um refinamento farmacoldgico, pois utiliza-se de uma s6 substancia,

j& isolada, testada, classificada de acordo com sua eficidcia e riscos de seu uso



(KABARA, 1991; SANTOYO et al., 2005; XU et al., 2006, SUNTRES et al. 2015;).0s
dados sobre citogenotoxidade em plantas da Familia Poacea utilizando como ferramenta
a citometria de fluxo sdo escassos. Esta ferramenta tem sido utilizada rotineiramente
para estudos taxondmicos, de biologia reprodutiva e citogenéticos destes organismos
(BAUMEL et al., 2003; PRICE et al., 2005; CONSAUL et al., 2008). No presente
trabalho foi possivel verificar que a aglomeragdo de particulas na regido sub Gl1,
correspondem a morte celular, como observado no trabalho de Faisal et al., (2013) que
detectou picos de células em apoptose na regido sub-Gl e redugdo das mesmas na fase
G1, em uma analise citométrica da apoptose em raizes de tomateiro (Lycopersicon
esculentum), quando avaliou os perigos citotoxicos de nanoparticulas de 6xido de zinco
sobre este vegetal. Ja no estudo de Oliveira (2015), os autores observaram desintegragao
de material genético e aumento de sub-G1 na analise de citogenotoxidade em A/lium
cepa utilizando citometria de fluxo como ferramenta.

E denominada alelopatia o conjunto de interagdes quimicas entre plantas, que de
algum modo influenciam no crescimento, desenvolvimento ou supressdo dos mesmos
entre elas (EINHELLIG, 1995; AZIRAK e KARAMAN, 2000). Os danos severos que
alcancaram até 100% de destruicdo celular, observados nas concentragdes mais altas
desse estudo, podem ser parcialmente creditados ao carvacrol, uma vez que devido a sua
estrutura quimica, monoterpendide, pode causar danos fisioloégicos e anatdomicos em
vegetais, conforme relatado por Almeida et al. (2010), e podendo inclusive degenerar
organelas e nucleo celular de células vegetais (AZIRAK e KARAMAN, 2000).

Uma vez que B. ruziziensis ¢ uma espécie de habito perene (BOGDAN, 1977) e
as plantas utilizadas tinham idade aproximada de 1 ano e 8 meses no momento da
andlise por citometria de fluxo, ¢ possivel 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 (agua destilada e etanol). Entretanto, os grupos dos
tratamentos com carvacrol nas concentragdes mais elevadas apresentaram dano celular
estatisticamente diferente dos grupos controle. Porém, ¢ interessante considerar a
aplicagdo da concentracdo 5,00 mg/mL, visto que apresentou eficiéncia de 54,80%
sobre as larvas de R. microplus e ndo apresentou dano celular estatisticamente maior
que a agua, fato que pode viabilizar o uso do carvacrol em baixas concentragdes em

estratégias manejo integrado de pragas.



O presente trabalho representa mais uma etapa na busca por avangar na linha de
pesquisa que visa controlar carrapatos com fitoterapicos. Com base nos resultados
alcancados, € possivel que as proximas etapas abordem o controle em campo de maneira
sistémica, permitindo analisar o efeito desse composto na microbiota de solo, seu poder
residual, toxicidade de ingestdo e contato em mamiferos, e se hd percolagdo para
diferentes horizontes do solo com essa formulag¢ao, de maneira a avangar na vertente de
controle de carrapatos no ambiente, justificando um novo modelo de abordagem

paralelo ao atual j4 preconizado, que trata os animais parasitados.



6 CONCLUSOES

® A solucdo de carvacrol diluido em etanol 50 ¢ eficiente no controle de larvas de
R. microplus em condigdes seminaturais;
e 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 viavel e eficiente a ser

adotada no controle de R. microplus



7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho foi realizado com a expectativa de oferecer novas vertentes
de solugdes a longo prazo para o controle de R. microplus através do uso de substancias
de origem vegetal ainda ndo empregadas em larga escala, o que elimina problemas com
populagdes resistentes a esses ativos, dada a existéncia de alarmantes relatos de
populagdes de R. microplus que demonstram resisténcia a multiplos acaricidas
(FERNANDEZ-SALAS et al., 2012) e também de linhagens que ndo mais respondem a
nenhuma das bases quimicas disponiveis no mercado e usadas em estratégias controle
no Brasil (RECK et al., 2014). O emprego do carvacrol como um coadjuvante aos ja
estabelecidos protocolos de tratamento e controle de carrapatos também apresenta como
vantagem a volatilidade dessa molécula e seu ja citado uso na industria alimenticia
(SUNTRES et al. 2015). Observamos assim, um potencial produto com reduzido
impacto ecoldgico e com menor residual em relagdo a sua solubilidade, toxicidade e
disponibilidade no ambiente, o que o favorece em relagdo aos acaricidas atualmente
empregados que vem acompanhados de risco de contaminagdo e permanéncia na cadeia

trofica (KISS et al., 2012).
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