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RESUMO

Rhipicephalus microplus sao carrapatos de importancia na medicina veterinaria e na saude
publica por serem vetores de diversos patogenos, especialmente para os bovinos. Devido a
selecdo de linhagens resistentes a produtos quimicos sintéticos usados no controle desses
carrapatos e sua toxicidade aos hospedeiros, ha a necessidade de identificacdo de novas
substancias que sejam eficazes e causem menos efeitos adversos. Os pinenos sdo conhecidos
por seus diversos efeitos bioldgicos, como sua agdo inseticida, por exemplo. Por este motivo,
no presente estudo, foram avaliados os efeitos do a e do B-pineno obtidos comercialmente no
desempenho reprodutivo do carrapato-do-boi. Para isso, os produtos foram diluidos em
diferentes concentracdes em solugdo aquosa de Tween 80 a 2%. Fémeas de carrapatos R.
microplus foram previamente pesadas (PF) e, posteriormente, imersas nas solugdes-teste por
cinco minutos. Em seguida, os animais foram secos com papel toalha e fixados
dorso-ventralmente em placas de Petri, totalizando cinco grupos de tratamento para cada
pineno e um grupo controle. Os carrapatos foram monitorados diariamente e os seus ovos
foram coletados, pesados e incubados a 27°C em estufa BOD. A taxa de eclosao das larvas foi
estimada visualmente e os periodos de pré-oviposicdo e de incubacdo dos ovos foram
determinados. A partir destes dados, foi calculado o indice de producdo de ovos, a taxa de
fecundidade, a taxa de reproducdo estimada, as porcentagens de reducdo da oviposicdo e
eclosdo e a eficacia do produto. O a-pineno apresentou resultados dose-dependentes, ao
contrario do B-pineno, que foi mais efetivo nas menores concentracdes. A eficacia do
a-pineno foi de 74% na concentragdo de 14,0 pL/mL, enquanto o B-pineno apresentou 78% de
eficacia a 2,0 pL/mL. Os resultados demonstraram diferencas entre os efeitos de ambos os
pinenos sugerindo que ambos os compostos, além de apresentarem potencial acaricida, afetam
a reproducdo de fémeas ingurgitadas de R. microplus.

Palavras-chave: Acaricida. Controle. Carrapato-do-boi. Produtos naturais. Eficacia.



ABSTRACT

Rhipicephalus microplus are important ticks in veterinary medicine and public health because
they are vectors of several pathogens, especially for cattle. Due to the selection of resistant
strains to synthetic chemicals used to control these ticks and their toxicity to hosts, there is a
need to identify new substances that are effective and cause fewer adverse effects. Pinenes are
known for their various biological effects, such as their insecticidal action, for example. For
this reason, in the present study, the effects of a and B-pinene commercially obtained on the
reproductive performance of the cattle tick were evaluated. For this, the products were diluted
in different concentrations in a 2% Tween 80 aqueous solution. Female R. microplus ticks
were previously weighed and subsequently immersed in the test solutions for five minutes.
Then, the animals were dried with paper towels and fixed dorsoventrally in Petri dishes,
totaling five treatment groups for each pinene and a control group. Ticks were monitored
daily, and their eggs were collected, weighed and maintained at 27°C in a BOD incubator. The
larval hatching rate was visually estimated, and the pre-oviposition and egg incubation
periods were determined. From these data, the egg production index, the fecundity rate, the
estimated reproduction rate, the percentages of oviposition and hatching reduction and the
effectiveness of the product were determined. a-pinene showed dose-dependent results, unlike
B-pinene, which was more effective at lower concentrations. The efficacy of a-pinene was
74% at 14.0 pL/mL, while B-pinene showed efficacy of 78% at 2.0 uL/mL. The results
showed differences in the effects of both pinenes suggesting that both compounds, in addition
to presenting acaricidal potential, affected the reproduction of engorged females of R.
microplus.

Keywords: Acaricide. Control. Cattle-tick. Natural products. Efficacy.
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1. Introducio

A atividade mais importante e mais rentavel do agronegdcio ¢ a pecuaria, possuindo
por volta de 1,49 bilhdo de cabegas de gado no mundo todo (PEREZ DE LEON; MITCHELL;
WATSON, 2020). Com aproximadamente 224,6 milhdes de cabecas, o Brasil ocupa a segunda
posi¢do em maior rebanho bovino do mundo (IBGE, 2022). Neste contexto, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), conhecido como carrapato-do-boi, ¢ considerada a
espécie de maior importancia para a pecudria no mundo quando se trata de ectoparasitos
(ABBAS et al., 2014). A alta prevaléncia de patégenos que sdo transmitidos por esses
ectoparasitos ¢ de grande importancia na medicina veterinaria e na saude publica. Além disso,
a infestacdo de carrapatos traz prejuizos econdmicos que podem ser causados por meio de
perda de sangue, estresse e irritagdo, diminui¢do da producao de leite e carne, perda do couro,
prostragdo, diminuicdo da funcdo imunologica, danos a pele, entre outros
(DANTAS-TORRES, 2009; ABBAS, 2014; PASCOETI et al., 2016).

Doencas causadas por patdogenos transmitidos por carrapatos, como a theileriose ¢ a
babesiose, além de riquetsioses, como a anaplasmose, sdo as patologias mais comuns em
pequenos e grandes ruminantes, afetando a subsisténcia de comunidades agricolas na Africa,
Asia e América Latina (ADENUBI et al., 2016). Além disso, do ponto de vista econdmico, o
carrapato-do-boi € o responsavel pelas maiores perdas mundiais, ocasionando prejuizos que
podem chegar a U$3,24 milhdes de dolares por ano s6 no Brasil (EMBRAPA, 2021).

Para contornar este problema, o uso de acaricidas quimicos sintéticos ¢ o principal
método de controle atualmente, gastando-se milhdes de ddlares ao ano com esta alternativa
(BANUMATHI et al., 2017; BORGES et al., 2011; CASTREJON et al., 2003; CRUZ et al.,
2013).

Os produtos quimicos mais utilizados sdo também os mais toxicos (CETIN, et al.,
2010). As dosagens empregadas s3o maiores que as recomendadas, em virtude da ocorréncia
de resisténcia, além da aplicacdo geralmente ndo seguir as normas basicas de seguranca
(CETIN et. al., 2010; ADENUBI et al., 2016; HIGA et al., 2016; ALVES et al., 2012). Neste
sentido, alguns produtores fazem uso indiscriminado desses produtos, causando, na maioria
das vezes, redugdo de sua eficacia e gerando grandes possibilidades de selecdo de linhagens
resistentes ao composto usado no controle (ADENUBI et al., 2016; ALVES et al., 2012).

Outro agravante, segundo Gromboni et al. (2007), € que sdo descartados, de forma
indiscriminada, centenas de galdes de residuos deixados por esses acaricidas quimicos

sintéticos que, ao entrarem em contato com o solo e com a 4gua, os contaminam.
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Incluem-se ainda os problemas de saude que podem afetar os humanos, uma vez que a
maioria dos produtores rurais ndo utiliza equipamentos de protecdo adequados. Além disso,
quando o tempo de caréncia dos produtos ndo ¢ respeitado, os residuos que ficam na carne e
no leite podem ser prejudiciais a saide humana (BANUMATHI et al., 2017; ADENUBI et al.,
2016; DE OLIVEIRA et al., 2016; GAZIM et al., 2017).

As questdes mencionadas tém motivado a busca por estratégias alternativas de
controle, por meio da utilizacdo de produtos que sigam os critérios da satide Unica € ndo sejam
toxicos para o ambiente, para os animais ¢ para os humanos, além de apresentarem custo
reduzido, serem mais acessiveis e ndo ocasionarem resisténcia tdo rapidamente (ALVES et al.,
2012; GHOSH et al., 2006).

Neste sentido, os produtos de origem vegetal se destacam, pois se encaixam em todos
esses requisitos citados. Assim, a procura por produtos vegetais, como 0s 6leos essenciais,
com propriedades acaricidas, que possam ser usados em associacdo ou até mesmo como
substitutos por completo de produtos sintéticos ja usados no mercado, tem sido realizada
(PAZINATO et al., 2014; ADENUBI et al., 2016; BANUMATHI et al., 2017).

Uma das vantagens do uso desses compostos € que a resisténcia se desenvolve
lentamente, pois geralmente ha uma mistura de diferentes agentes ativos com diferentes
mecanismos de acdo (ADENUBI et al., 2016). Apesar disto, existem algumas desvantagens
no uso dos dleos essenciais, uma vez que eles sdo compostos por diversos principios ativos e
devido a isto, a toxicidade e a atividade bioldgica destes produtos podem variar (RIVAS et al.,
2012). Fatores, como o clima e o solo, também podem influenciar nas caracteristicas dos
6leos essenciais (RIVAS et al., 2012). Visto isso, o uso de principios ativos isolados dos 6leos
essenciais parece ser uma alternativa mais vidvel, superando a variabilidade que os 6leos
essenciais apresentam (PALERMO et al., 2021).

Os principios ativos tém ganhado mais visibilidade, visto os bons resultados
alcangados em pesquisas (MATOS et al., 2014; PEREIRA-JUNIOR et al., 2019; KONIG et
al., 2020). Monoterpenos, como o-pineno e B-pineno, sdo conhecidos por exercerem varias
atividades biologicas, como antimicrobiana, anti-inflamatoria, anti-proliferativa, antioxidante,
fungicida e até inseticida (SILVA et al., 2012; TURKEZ & AYDIN, 2013; SALEHI et al.,
2019). Nesse contexto, os pinenos tém despertado o interesse de pesquisadores como

potenciais acaricidas naturais.
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2. Referencial tedrico
2.1 Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Os carrapatos sdo ectoparasitos hematofagos obrigatorios de animais vertebrados em
pelo menos uma fase do ciclo de vida. Podem parasitar uma enorme variedade de hospedeiros
e, por este motivo, transmitir diferentes patdgenos a eles (BANUMATHI, 2017; ADENUBI,
2016; DANTAS TORRES, 2009). Além disso, podem causar paralisia, toxicoses e reagdes
alérgicas(JONGEJAN & UILENBERG, 2005). Sendo assim, sdo considerados de grande
importancia médica e médico-veterinaria (BANUMATHI, 2017; ADENUBI, 2016; DANTAS
TORRES, 2009).

Esses artropodes sdo bem distribuidos geograficamente, sendo encontrados em quase
todas as partes do mundo, e s3o mais prevalentes na época de chuvas e maiores temperaturas
(verdo), em que a incidéncia de infestacdo e doengas também ¢ maior (ADENUBI, 2016).

Os carrapatos podem transmitir protozodrios, bactérias e virus, estando entre os mais
importantes vetores de doengas que podem ser gravemente debilitantes ou fatais para
humanos, animais de criagdo, de companhia e silvestres em todo o mundo (ADENUBI, 2016),
uma vez que podem infestar qualquer espécie de animal vertebrado, desde anfibios até os
mamiferos (DANTAS TORRES, 2009).

Com relacdo a taxonomia, os carrapatos sdo divididos em trés familias principais:
Ixodidae (12 géneros), cujos membros sdo conhecidos como carrapatos duros; Argasidae (5
géneros), também denominados carrapatos moles, e Nuttalliellidae, monotipicos, mais
ancestrais (MANS et al., 2011).

Algumas caracteristicas sdo de grande importincia taxondmica na identificagdo dos
Ixodidae. As fémeas possuem um escudo na parte dorsal que pode chegar a cobrir cerca de
um ter¢o do seu corpo, enquanto os machos tém o escudo cobrindo todo o seu corpo. Por esse
motivo, sdo denominados “carrapatos duros”. Mesmo assim, quando ingurgitadas, as fémeas
podem chegar até cem vezes o seu tamanho original (SONENSHINE et al., 2014).

Seu aparelho bucal, chamado capitulo, ¢ projetado anteriormente ao corpo e possui
varias protuberancias na parte ventral. Sdo quelicerados e sem mandibula verdadeira, e
possuem um hipostomio. A denticdo do hipostomio pode ser observada e ¢ considerada uma
caracteristica importante para a taxonomia (SONENSHINE et al., 2014).

Existem mais de novecentas espécies ja descritas de carrapatos e, dentre eles, o
carrapato-do-boi ou carrapato dos bovinos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ¢

considerado a espécie mais importante quando se trata de parasitos de gado dos paises
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tropicais (Figura 1) (ABBAS, 2014). Isto porque estes animais podem causar enormes perdas
econdmicas em rebanhos em paises tropicais como o Brasil e em outros lugares do mundo,
como a India e a Asia (ADENUBI, 2016). A atividade pecuaria ¢ de extrema importancia
econOmica para o Brasil, visto que o pais possui o segundo maior rebanho bovino do mundo,
com 213,8 milhdes de individuos desta espécie (DE SOUZA et al.,, 2019). Porém, a
produtividade agropecuaria ¢ reduzida quando ha infestacdo de ectoparasitos, como os

carrapatos (ALVES et al., 2012; LAGE et al., 2013; CALVANO et al., 2019).

Figura 1. Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus.
! e W

Fonte: Do autor, 2023.

Os prejuizos econdmicos podem ser causados por meio de perda de sangue, estresse e
irritagdo, prostragdo, diminuicdo da producdo de leite e carne, diminuicdo da fun¢do
imunolodgica, danos a pele e transmissao de diversos patogenos, principalmente Babesia spp. e
Anaplasma spp., causadores da "tristeza parasitaria bovina" (ABBAS, 2014; PASCOETTI et
al., 2016). Deste modo, sao considerados uma grande ameaga para os pecuaristas uma vez que
as doengas transmitidas por carrapatos afetam cerca de 80% da populagdo mundial de bovinos
(DE MENEGHI, 2016; FERNANDEZ-SALAS, 2012).

Os carrapatos R. microplus pertencem ao filo Arthropoda, classe Arachnida, subclasse
Acari, ordem Ixodida (Metastigmata) e familia Ixodidae (SONENSHINE; ROE, 2014)
(Figura 1). Pertencem ao género Rhipicephalus, uma vez que recentes estudos moleculares
mostraram grande relacdo filogenética entre Rhipicephalus e Boophilus (ALVES et al., 2012).
Os carrapatos-do-boi sdo classificados como Metastriata, por possuirem um sulco posterior a
abertura anal.

Os carrapatos R. microplus sao parasitos monoxenos, ou seja, permanecem no mesmo

hospedeiro nos seus trés estdgios parasitarios (larva, ninfa e adulto), deixando-os apenas



19

quando adultos para fazer a postura dos ovos. As fémeas ingurgitadas descem do hospedeiro e
depositam seus ovos no ambiente, de onde eclodem as larvas, que apresentam apenas trés
pares de pernas. As larvas procuram e fixam-se em um novo hospedeiro e, apés duas ecdises,
tornam-se adultas, com quatro pares de pernas. As fémeas adultas se desprendem do
hospedeiro para a postura dos ovos no ambiente e o ciclo se repete para que a manutengdo da

espécie seja realizada (Figura 2) (COLWELL; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2011).

Figura 2. Representacio do ciclo de vida monoxeno dos carrapatos-do-boi.
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Fonte: Adaptado de Sonenshine et al. (2014).

2.2 Controle de carrapatos e resisténcia

O custo estimado com controle de carrapatos e com doencas transmitidas por eles ¢ de
13,9 bilhoes a 18,7 bilhdes de dolares ao ano (DE MENEGHI, 2016). A forma mais comum e
utilizada para controlar a infestacdo desses artropodes € a aplicagdo direta de acaricidas
quimicos nos seus hospedeiros (DE MENEGHI, 2016; HIGA, et al., 2019).

Contudo, de acordo com De Meneghi (2016), este método ¢ insustentdvel quando
repetido de forma indiscriminada ao longo dos anos (Figura 3). Além disso, de acordo com
Lage et al. (2013), no Brasil, a maioria destes acaricidas quimicos comerciais ndo apresenta

eficacia superior a 70% por causa da sele¢do de cepas de carrapatos resistentes a estes
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produtos. Casos de resisténcia foram detectados, inclusive, para quase todos os produtos

quimicos registrados para uso contra a espécie R. microplus (CASTRO-JANER, 2009).

Figura 3. Representacao da distribuicio geografica dos paises que mais relataram resisténcia de

Rhipicephalus spp. a acaricidas quimicos sintéticos comumente utilizados.

Fonte: Rodriguez-Vivas et al. (2018).

Segundo Abbas et al. (2014), a resisténcia é reconhecida como a falha de determinada
droga na tarefa de controlar o parasitismo; apesar disso, a defini¢do formal de resisténcia €
uma mudanga na suscetibilidade da espécie alvo para uma droga. O Grupo Cientifico da
Organizagdo Mundial da Satde (1965) propds a definicdo de resisténcia em termos gerais
como “a capacidade de uma cepa de determinado parasito sobreviver e/ou se multiplicar,
apesar da administragdo e absor¢do de um medicamento administrado em doses iguais ou
superiores as normalmente recomendadas, mas dentro dos limites de tolerancia do sujeito”.

Existem diferentes classes de acaricidas sintéticos que sdo comumente disponiveis e
usados, como os piretroides, os organofosforados, os carbamatos, ¢ as amidinas. Estes
compostos geralmente sdo muito eficazes e estdveis mesmo quando usados em baixas
concentracoes (DE MENEGHI, 2016; HIGA el. at., 2019). Em contrapartida, os
organofosforados podem se acumular nos tecidos e no leite do gado e, por este motivo, nao
sdo recomendados para vacas em periodo de amamentacao ou vacas leiteiras. Ja os piretroides
demonstraram atividade residual prolongada nos tecidos, por pelo menos de sete a dez dias.
As amidinas, por sua vez, também mostraram atividade residual, embora menos prolongada,
por cerca de quatro a cinco dias (DE MENEGHI, 2016). Os produtos mais utilizados,
inclusive, sdo também os mais toxicos, como os organofosforados e os piretrdides (CETIN, et

al., 2010).
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Além dos compostos citados acima, existem outros quimicos sintéticos que podem ser
utilizados no controle de carrapatos, como as lactonas macrociclicas e as benzoilfeniluréias,
porém esses compostos podem ser financeiramente custosos e deixar residuos quimicos na
carne e/ou no leite, afetando direta e indiretamente as populagdes que produzem e consomem
esses produtos (DE MENEGHI, 2016; DE OLIVEIRA et al., 2016).

Em particular, observa-se grande resisténcia adquirida pela espécie R. microplus, que
em populagdes de campo pode ocorrer dentro de dois anos (Figura 3) (RODRIGUEZ-VIVAS
et al.,, 2018). Isto porque a biologia desta espécie a favorece neste sentido: por ser um
carrapato monoxeno, consegue realizar todo o seu ciclo de vida no mesmo animal em até 21
dias, o que permite de 3 a 5 geragdes de individuos por ano. Assim, estdo sujeitos a uma forte
pressdo de selecdo natural (DE MENEGHI, 2016; PAZINATO et. al., 2014) e urge a
necessidade de métodos de controle alternativos, mais seguros e eficientes, de forma a
diminuir a dependéncia dos produtos quimicos sintéticos que causam intoxicag¢do nos animais,

nos humanos, no meio ambiente, no solo, nos alimentos e na dgua (LAGE et al., 2013).

2.3 Oleos essenciais e extratos vegetais

Para o controle seguro de artropodes, a comunidade cientifica salienta o uso de
estratégias que estejam de acordo com o conceito de One Health, ou seja, que contemplem a
importancia de preservar a saide humana, animal e o meio ambiente de forma que nenhum
seja prejudicado ou esquecido (BENELLI & PAVELA, 2018). Assim, na busca por novos
métodos de controle, as plantas medicinais surgem como alternativa vidvel e muito
promissora, devido a variabilidade de espécies encontradas, ao baixo custo, a acessibilidade
em determinadas regides e as caracteristicas dos Oleos essenciais nelas encontrados
(BANUMATHI et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2016). Um grande niimero de plantas e
seus derivados tem sido relatado por apresentarem efeito acaricida, demonstrando atividade
contra diversos estagios de varias espécies de carrapatos (APEL et al., 2009).

Devido a sua baixa toxicidade para mamiferos de forma geral e para o meio ambiente,
em virtude de sua facil biodegradabilidade causada pela luz do dia, temperatura, pH e acao
microbiana, os 6leos essenciais sdo considerados uma o6tima alternativa para o controle de
carrapatos (TAK, ISMAN, 2018; BORGES et al., 2011).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas e
odoriferas originarias do metabolismo secundario das plantas. S3o compostos principalmente

por monoterpenos, sesquiterpenos e seus derivados oxigenados como alcoois, aldeidos,



22

ésteres, cetonas, fendis e oOxidos (RIVAS et al., 2012). Oleos essenciais, terpenos,
fenilpropanoides e terpendides isolados tém mostrado atividade sobre diversos estagios de
diversas espécies de carrapatos, como Ixodes scapularis € R. microplus (APEL et al., 2009).
Esses produtos, além de serem mais seguras que os acaricidas sintéticos (TAK, ISMAN,
2018), possuem inumeras atividades bioldgicas, como a¢do inseticida, acaricida e repelente,
gerando dificuldades de oviposicdo e alimenta¢do em insetos e outros tipos de artropodes e,
assim, dificultando o desenvolvimento de cepas resistentes (ADENUBI el al., 2018; TAK,
ISMAN, 2018).

De acordo com Miguel (2010), os 6leos essenciais podem ser obtidos de qualquer
parte da planta, como raiz, rizomas, caules, folhas, frutos ou sementes. Contudo, a depender
da planta utilizada para a extragdo, a composic¢ao do 6leo, sua toxicidade e atividade bioldgica
podem variar (RIVAS et al., 2012). Além disso, outros fatores, como o clima e o solo,
também podem influenciar nas caracteristicas dos 6leos, que podem ser extraidos das plantas
por destilacdo por arraste a vapor, hidrodestilagdo ou por outro métodos de extracao
(MIGUEL, 2010; RIVAS et al., 2012).

Para producdo de novos produtos naturais, técnicas biotecnoldgicas inovadoras estao
sendo desenvolvidas e aplicadas para alterar o metabolismo secundario das plantas, com o
intuito de melhorar a qualidade e a quantidade de metabolitos de interesse especifico
(NCUBE et al., 2015).

Alguns produtos de origem vegetal e seus constituintes exercem efeitos nocivos sob o
sistema nervoso de ectoparasitos (ABBAS et al., 2018). Um exemplo disso ¢ o terpinen-4-ol,
que pode inibir a liberacdo de acetilcolinesterase, essencial para a atividade dos insetos e sua
transmissdo sinaptica (LOPEZ & PASCUAL-VILLALOBOS, 2010). Componentes de 6leos
essenciais também sdo conhecidos por agir sobre a octopamina, um importante
neuromodulador circulante, resultando na sua interrup¢ao e consequente perda de transmissao
sinaptica do sistema nervoso de insetos (ABBAS et al., 2018). Ademais, os 6leos essenciais
sdo de natureza hidrofobica e podem causar estresse hidrico em insetos, bloqueando seus
espiraculos e resultando em asfixia fatal (BURGESS, 2009).

Produtos de origem vegetal também podem ser rapidamente absorvidos pelo
organismo apds administragdo dérmica. Assim, atravessam a barreira hematoencefalica e
interagem com receptores no sistema nervoso. A maioria dos componentes dos Oleos
essenciais sdo soluveis em gordura e t€ém a capacidade de permear as membranas e atuar nos

orgados-alvo (ADORJAN & BUCHBAUER, 2010).
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Outra acdo dos Oleos essenciais ¢ a capacidade de deteriorar a membrana celular e as
organelas da célula, como as mitocondrias e peroxissomos (BAKKALI et al., 2008). Além
disso, produtos de origem vegetal podem afetar a taxa de crescimento, reprodugao,
longevidade e oviposi¢ao dos artropodes (CASTILHOS et al., 2018; GONCALVES et al.,
2019; LUNGUINHO et al., 2021), além de atuar como repelentes, quimioesterilizantes,
biocidas e impedir a alimentagdo dos artropodes (TABARI et al., 2020; APEL et al., 2009).

Geralmente, os produtos extraidos de plantas t€ém menos propensdo a selecao de
linhagens resistentes, uma vez que sao compostos por diferentes substiancias e, por este
motivo, agem por diferentes mecanismos de ag¢do (ADENUBI et al, 2016;
ROSADO-AGUILAR et al., 2010). Entretanto, apesar de suas vantagens, os 6leos essenciais
podem apresentar inconsisténcia em sua composicdo (ABBAS et al., 2018). Diferentes partes
de uma mesma planta podem gerar diferengas nas composigdes de seus 0leos essenciais (NA
et al., 2011). o que pode prejudicar sua eficicia acaricida (ABBAS et al., 2018). Além disso,
a composicao quimica dos compostos presentes nos 6leos essenciais pode variar de acordo
com diferentes fatores como as esta¢des do ano, condigdes e tipo do solo e disponibilidade de
agua (ANDRADE et al., 2011). Outro fator importante que afeta a composicdo de oleos
essenciais ¢ a variedade genética das plantas. Todos esses fatores, incluindo genéticos e
epigenéticos, afetam a sintese bioquimica de compostos quimicos de uma determinada planta
(ABBAS et al., 2018).

Dentre os compostos extraidos de plantas, o a-pineno e o B-pineno podem ser
alternativas vidveis visto suas propriedades bioldgicas ja conhecidas, como ag¢do
anti-inflamatoria, analgésica, antiulcerogénica, além de suas propriedades antimicrobianas,
antiproliferativas e antioxidantes (CAMARA et al., 2003; COELHO-DE-SOUZA et al., 2005;
TURKEZ&AYDIN, 2013). Além disso, alguns trabalhos ja relataram efeito acaricida advindo
de 6leos essenciais com alto teor de a e B-pineno (APEL et al., 2009; FERNANDEZ et al.,
2018).

2.4 a-pineno, B-pineno e suas propriedades

Os monoterpenos sao substancias quimicas lipofilicas e possuem estruturas altamente
volateis. Eles s3o liquidos, incolores, quimicamente reativos, apresentam aroma bem
caracteristico e sdo a classe mais abundante dos terpenos presentes nas plantas e 6leos
essenciais (CHOWHAN et al., 2013). E um grupo que possui inimeros compostos que

possuem esqueletos basicos varidveis e exibem estereoisdmeros. No metabolismo das plantas,
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eles sdo constituintes da membrana e podem funcionar como pigmentos fotossintéticos,
substancias de crescimento e hormonios vegetais. Além disso, eles agem como
transportadores de glicose em reagdes de glicosilagdo e estdo envolvidos na regulacdo do
crescimento celular (THOLL et al., 2006). Além disso, sdo os principais constituintes dos
6leos essenciais aromatizantes e de atividade antimicrobiana (GUIMARAES et. al. 2019).
Uma vantagem ¢ que a maioria dos monoterpenos encontrados em produtos de origem vegetal
ndo apresentam toxicidade para os vertebrados nem para o meio ambiente
(KOSTYUKOVSKY et al., 2002; GROSS et al., 2017), o que faz deles uma boa alternativa
aos inseticidas quimicos (OLIVEIRA, 2015). Devido a sua abundancia na natureza, sao
promissoras matérias primas para processos bioldgicos, como biotransformagao, bioconversao
e reacdes enzimaticas, inclusive do ponto de vista economico (VESPERMANN et al., 2017).

E de comum acordo que os monoterpenos apresentam um papel bioldgico importante
(ENAN, 2001). Muitos deles apresentam capacidade de atrair diversas espécies de
polinizadores, repelir de insetos herbivoros, além de atuarem como deteriorantes da
alimentacdo, estimulantes ou inibidores da oviposi¢ao, e afetarem o comportamento de pouso
de insetos (ENAN, 2001). Um bom exemplo disto ¢ que em seu trabalho, Gross et al. (2017)
demonstraram a interagdo de monoterpenos com o receptor de tiramina do carrapato-do-boi,
inibindo a libera¢do de neurotransmissores, o que indica que estes receptores podem ser alvos
vidveis para o controle desses parasitos. Além da sua acao sobre os receptores de tiramina, os
monoterpenos sao capazes de interagir com a octopamina, um importante neuromodulador
circulante, resultando na sua interrup¢do e consequente perda de transmissdo sinaptica do
sistema nervoso dos insetos (ABBAS et al., 2018).

a-pineno e B-pineno sao monoterpenos, ambos sdo isdmeros, ou seja, sao substancias
quimicas que apresentam propriedades fisicas e quimicas diferentes, mas que possuem a
mesma formula molecular (SILVA et al., 2012). Ambos os isomeros sdo separados em
enantiomeros, ou seja, sdo isdmeros espaciais opticamente ativos, que sao assimétricos e sao a
imagem especular um do outro (Figura 4) (VESPERMANN et al., 2017). Esses enantiomeros
sdo conhecidos na natureza como S (+) ou R (-) resultando, desta forma, em quatro isdmeros
opticamente ativos (SILVA et al., 2012). A presenca de um ou mais isdmeros de a-pineno ja
foi relatada em pelo menos 400 6leos essenciais (BERGER, 2007). Enquanto isso, o B-pineno,
por ser encontrado em quantidades menores que o a-pineno, ¢ menos explorado quanto as
suas possiveis aplicacdes e efeitos biologicos (ALVAREZ-CASTELLENOS et al., 2001;
BAIJPAI et al., 2007, RAJESWARA RAO et al., 2011; VESPERMANN et al., 2017).
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Figura 4. Formulas estruturais dos enantidmeros a-pineno e -pineno.
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Fonte: Silva et al. (2012).
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O a-pineno (2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-eno) € um composto liquido, incolor, da
classe dos terpenos, sendo especificamente um monoterpeno biciclico (hidrocarbonetos de
formula C1I0H16 formados por duas unidades de isopreno). E um composto insoluvel em
4agua, mas com solubilidade em 6leos e etanol, com ponto de ebuli¢do de 155°C. E encontrado
como composto majoritario principalmente nas folhas, caules, sementes e frutos de diferentes
plantas (VESPERMANN et al.,, 2017), como FEucalyptus sp. (eucalipto), Rosmarinus
officinalis (alecrim), Pinus sp. (pinheiro) e Lavandula officinalis (lavanda), que ja sdo
utilizadas em alguns ambitos da farmacologia e medicina para diferentes tratamentos
(CAMARA et al., 2003).

O o-pineno ¢ amplamente conhecido por suas varias propriedades biologicas, como
antimicrobiana, anti-inflamatéria, anti-proliferativa, antioxidante e anti-leishmania
(TURKEZ; AYDIN, 2013; DIAS et al., 2013; RODRIGUES et al., 2015). Apesar disso, as
atividades de monoterpenos isolados ainda t€ém sido pouco estudadas, principalmente em
relacdo a sua atividade acaricida, embora ja apresentem algum potencial neste sentido,
principalmente in vitro (FERREIRA et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2018).

Aparicio-Zambrano et al. (2019), demonstraram a eficidcia do Oleo essencial de
Libanothamus neriifolius (Asteraceae) contra microrganismos ¢ atribuiram esta eficacia a
presenga de alguns compostos presentes no Oleo essencial, como o a-pineno (13,57%),
terceiro composto majoritario presente no 6leo essencial, e o B-pineno (3,50%).

Gross et al. (2017), por sua vez, afirmaram que o o-pineno diminuiu o calcio
intracelular em carrapatos R. microplus. Ja& Macchioni et al. (2006) testaram o potencial
acaricida dos oleos essenciais das espécies Laurus nobilis € Laurus novocanariensis em

acaros da espécie Psoroptes cuniculi. A caracterizagdo dos Oleos essenciais revelou que
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Laurus nobilis possuia 91,8% de monoterpenos, sendo o a-pineno o quinto composto mais
abundante (5,2%), enquanto em Laurus novocanariensis os monoterpenos representaram 36%
dos compostos totais, sendo o a-pineno o mais abundante (10,4%). O oOleo de L.
novocanariensis, nas concentracoes de 10% e 5% apos 24h de contato com acaros, mostrou
atividade acaricida de 100%. Ja a atividade acaricida do 6leo de L. nobilis, na concentracdo de
10%, levou a uma mortalidade de apenas 73%.

O B-pineno  (6,6-dimetil-2-metilidenobiciclo[3.1.1]heptano) também ¢ um
monoterpeno (hidrocarbonetos de formula CI0H16 formados por duas unidades de isopreno
[C5]) ciclico presente em Oleos essenciais extraidos de plantas aromaticas que podem ter
propriedades medicinais (CARDOSO et al., 2000). O B-pineno ¢ insoluvel em etanol e dgua,
porém apresenta solubilidade em 6leos. Seu ponto de ebuli¢do pode variar de 163°C a 166°C.
O produto pode ser obtido comercialmente por destilagio ou por conversdo a partir do
a-pineno. Ele ¢ um componente da terebintina, um liquido obtido por destilagdo de resina de
coniferas e usado como solvente, e geralmente aparece em plantas do género Pinus, assim
como pode ser encontrado nos 6leos essenciais de eucalipto, malva-santa, alecrim, salsa,
endro e alfavaca (CHOWHAN et al., 2013; VESPERMANN et al., 2017). Além disso, ¢
considerado um intermediério essencial na producdo de produtos lacteos refrigerados, mentol,
iononas, linalol, geraniol, citronelal, citral, citronelol e doces (VESPERMANN et al., 2017,
SALEHI et al., 2019). Além de suas propriedades medicinais, o B-pineno pode ser utilizado
em detergentes e outros produtos de limpeza, produtos de higiene, perfumes, xampus,
sabonetes, entre outros produtos (LETIZIA et al., 2003).

Entre as atividades bioldgicas ja relatadas para o B-pineno, destacam-se a acdo
miorrelaxante, antimicrobiana (SILVA et al., 2012), antidepressiva (GUZMAN-GUTIERREZ
et al., 2012), antiespasmodica, antiinflamatéria, ansiolitica, anticonvulsivante (ALMEIDA et
al., 2003), hipotensora (MENEZES et al., 2010), fungicida, repelente, inseticida e neurotdxica
contra coledpteros (PAJARO-CASTRO et al., 2017) e anti-nematoide (LI et al., 2020).

Pajaro-Castro et al. (2017), investigaram os efeitos de linalol e B-pineno na expressao
de genes ligados a neurotransmissdao em adultos de coledpteros Tribolium castaneum, e a
atividade repelente utilizando o método de preferéncia por area. Os compostos testados
exibiram forte atividade repelente. Quando comparado ao linalol, o B-pineno apresentou alta
capacidade de provocar modificagdes na expressdo de genes associados a transmissao neural.

Ja Apel et al. (2009), verificaram a toxicidade dos 6leos essenciais de cinco espécies

do género Cunila em larvas de R. microplus. Os autores identificaram o-pineno e B-pineno
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como componentes majoritarios da espécie C. incana, a qual foi responsavel por ocasionar

taxa de mortalidade de 100% das larvas.

2.5 Tween 80

O ¢éter polioxietileno monooleato de sorbitano ¢ um tensoativo anfipatico, nao idnico,
composto por ésteres de 4cidos graxos de polioxietileno sorbitano e popularmente conhecido
como Tween 80 (KERWIN, 2008).

De formula molecular C64H124026, ¢ um solvente que se adapta a diversos tipos de
aplicabilidades. E um produto soluvel em agua e geralmente usado para a obtencdo de
solucdes heterogéneas que nao se misturam naturalmente, como agua e 6leo (MAPRIC,
2023).

Outras aplicabilidades do Tween 80 incluem exploragdo e transporte de petroleo,
farmacos, produtos bioterapéuticos (previnem a adsor¢do superficial e atuam como
estabilizadores contra a agregacdo de proteinas), cosméticos, pigmentos para tintas,
alimentacdo, emulsificante, dispersante, estabilizador, difusor, lubrificante, amaciante, agente
antiestatico, agente antiferrugem, redutor de viscosidade, producdo de detergentes, entre
outras (CHEM SINO, 2023).

Tween 80 ¢ amplamente usado para melhorar a solubilidade de produtos em reagdes
quimicas, sendo caracterizado por sua elevada resisténcia a umidade, dispersibilidade e
propriedades ndo toxicas e ndo irritantes; por isso, tém sido amplamente utilizado em testes
para o desenvolvimento de novos inseticidas. Além disso, o Tween 80 ndo apresenta
toxicidade em humanos e demais mamiferos (LEUNER & DRESSMAN, 2000; LI et al,
2015).

3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos dos compostos o-pineno e [B-pineno na mortalidade e no
desempenho reprodutivo de fémeas de Rhipicephalus microplus ingurgitadas.

3.2 Objetivos especificos

- Analisar a susceptibilidade de fémeas ingurgitadas de carrapatos R. microplus a diferentes

concentragdes dos isomeros a e B-pineno, a fim de verificar a porcentagem de mortalidade.
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- Verificar os efeitos de concentragdes subletais dos compostos o € B-pineno nos parametros

reprodutivos de fémeas ingurgitadas de carrapatos R. microplus.

4. Material e Métodos
4.1 Rhipicephalus microplus

As fémeas ingurgitadas de carrapatos R. microplus foram coletadas manualmente em
uma fazenda de gado naturalmente infestado da cidade de Vigosa-MG. O rebanho nao havia
recebido tratamento acaricida nos ultimos trés meses. Em seguida, os animais foram enviados
para a Universidade Federal de Lavras, onde foram utilizados para os experimentos. Os
carrapatos foram selecionados de acordo com sua integridade fisica e capacidade de
movimentagdo e, em seguida, lavados em agua corrente e secos em papel absorvente macio
(Figura 5) para, posteriormente, serem submetidos ao Teste de Imersao de Adultos (TIA)

(DRUMMOND et al., 1973).

Figura 5. Fémeas selecionadas sendo lavadas em 4gua corrente.

Fonte: Do autor, 2023.

4.2 Teste de Imersao de Adultos

O TIA foi realizado conforme adaptagdo do protocolo desenvolvido por Drummond et
al. (1973). Para isso, os carrapatos foram pesados e, em seguida, separados em 11 grupos (n =
100): um grupo controle (C1). Os carrapatos foram submetidos ao solvente (Tween 80 a 2%
em agua destilada), e dez grupos de tratamento, em que os animais foram expostos a

diferentes concentracdes dos produtos, sendo cinco grupos para (-)-a-pineno (TA1-TAS) e
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cinco para (-)-pB-pineno (TB1-TBS5), obtidos comercialmente (Merck, Darmstadt, Alemanha).
O a-pineno foi diluido nas concentragdes de 2,0 (TA1), 5,0 (TA2), 8,0 (T3A), 11,0 (TA4) e
14,0 pul/mL (TAS) (Figura 6), e o B-pineno foi utilizado nas concentragdes de 2,0 (TB1), 5,0
(TB2), 8,0 (TB3), 10,0 (TB4) e 11 pl/mL (TBS) (Figura 7). Apenas um grupo controle foi
utilizado para ambos os compostos, visto que todos os procedimentos experimentais foram

realizados no mesmo dia e horario, ¢ nas mesmas condigOes laboratoriais.

Figura 6. Fémeas de carrapatos Rhipicephalus microplus ingurgitadas imersas em soluc¢do o-pineno
diluida na concentracdo de 14,0 ul/mL em Tween 80 a 2% em agua destilada.

Fonte: Do autor, 2023.

Figura 7. Fémeas de carrapatos Rhipicephalus microplus ingurgitadas imersas em solugdo
B-pineno diluida na concentragdo de 5,0 pl/mL em Tween 80 a 2% em agua destilada.

Fonte: Do autor, 2023.
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Os parasitos foram imersos em béqueres de 10 mL contendo cada uma das solugdes
durante 5 minutos. Em seguida, os animais foram secos em papel toalha, colados de forma
dorso ventral em placas de Petri, mantidos em estufa B.O.D. em condig¢des controladas (27,5
+ 1°C e 95% de umidade) e observados diariamente por sete dias para monitoramento da
mortalidade (Figura 8). Os carrapatos considerados mortos foram os que ndo apresentaram
motilidade apods estimulo com didxido de carbono (CO,), além de cuticula enrijecida e com
coloracdo enegrecida (Figura 9).

Posteriormente, os carrapatos seguiram em observacao didria por mais trinta dias para
avaliacdo do desempenho reprodutivo das fémeas sobreviventes. O inicio da postura de cada
fémea foi registrado, para determinacdo do periodo de pré-oviposi¢ao (PPO (Figura 10). Em
seguida, a massa de ovos foi coletada, pesada (PM) (Figura 11), mantida em tubos tipo Falcon
em incubadora BOD (27,5 £ 1°C e 95% de umidade) e monitorada diariamente até o inicio da
eclosdo, para a determinacdo do periodo de incubagdo (PI). A taxa eclosdo (TE) foi estimada
visualmente, e a partir dos valores obtidos foram determinados: o indice de producdo de ovos
(IPO = (PM/PF)*100), a taxa de fecundidade (TF = (IPO*TE)/100) e a taxa de reprodugdo
estimada (RE = (PM/PF)*TE*20000) (CASTRO-JANER et al., 2009; LAGE et al., 2013).

Figura 8. Placas de Petri contendo os carrapatos Rhipicephalus microplus ap6s tratamento, em
incubadora BOD sob condi¢des controladas.

Fonte: Do autor, 2023.
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Figura 9. Fémea de Rhipicephalus microplus ingurgitada com a cuticula enrijecida, indicativo de
morte do carrapato.

Fonte: Do autor, 2023.
Figura 10. Fémeas ingurgitadas de carrapatos Rhipicephalus microplus, dispostas em Placas de Petri,
realizando a postura dos ovos.

Fonte: Do autor, 2023.
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Figura 11. Pesagem da massa de ovos de carrapatos Rhipicephalus microplus.

- —

Fonte: Do autor, 2023.

Também foram determinadas as porcentagens de reducdo da oviposi¢do (%Rovip =
((TPOcontrole — IPOtratamento)/ IPOcontrole)*100) e da eclosdo (%Reclo = ((TE controle —
TEtratamento)/TEcontrole)*100), bem como a eficicia do produto ou porcentagem de
controle (%C = ((REcontrole — Retratamento)/REcontrole)*100) (DRUMMOND et al., 1973;
LOPES et al., 2013).

4.3 Analises estatisticas

Os valores obtidos foram analisados quanto a normalidade por meio do teste de
Shapiro-Wilk. Os dados com distribuigdo normal foram avaliados pela Anélise de Variancia
(ANOVA) one-way seguida de teste post-hoc de Tukey (0=0.05), e os dados sem distribui¢do
normal foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste post-hoc de Dunn

(0=0.05) (GraphPad Prism v.9.00).

5. Resultados

Ao final dos primeiros sete dias de observacdo das fémeas ingurgitadas de

Rhipicephalus microplus tratadas com o-pineno foram contabilizadas, ao todo, apenas duas
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mortes nos tratamentos 2 (5,0 puL/mL) e 3 (8,0 puL/mL). As porcentagens didrias de

mortalidade estdo listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus expostas a diferentes concentragdes a-pineno.

Concentracdes Porcentagem de mortalidade de fémeas por dia
(o-pineno)

Dial Dia2 Dia3 Diad4 Dia5 Dia 6 Dia 7

C1 Tween 2% 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
TA1 2,0 (uL/mL) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
TA2 5,0 (nL/mL) 0.00 000 0.00 10.00 10.00 10.00 10.00
TA3 8,0 (uL/mL) 0.00 0.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
TA4 11,0 (uL/mL)  0.00  0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

TAS5 14,0 (uL/mL)  0.00  0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Nos tratamentos com [-pineno, apos sete dias de observagdo, também foram
contabilizadas apenas duas mortes ao todo, sendo uma no tratamento 3 (8,0 uL/mL) e uma no

tratamento 4 (10,0 uL/mL). Os dados estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem de mortalidade das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus expostas a diferentes concentragdes B-pineno.

Concentragdes Porcentagem de mortalidade de fémeas por dia
(B-pineno)

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia?7

C1 Tween 2% 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
TB1 2,0 (nL/mL)  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
TB2 5,0 (uL/mL)  0.00 0.00 0.00 00.00 00.00 00.00 00.00
TB3 8,0 (uL/mL)  0.00 0.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
TB4 10,0 (uL/mL)  0.00 0.00 00.00 10.00 10.00 10.00 10.00

TB5 11,0 (uL/mL)  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Em relacdo ao desempenho reprodutivo das fémeas expostas aos tratamentos com

a-pineno, foi possivel verificar um efeito dose-dependente (Grafico 1).

Grafico 1. Porcentagens de redugdo da oviposi¢do e eclosdo (%Rovip e %Reclo) e eficacia do
produto ou porcentagem de controle (%C) nos grupos tratados com concentragdes subletais de
a-pineno em relagdo ao grupo controle (Tween 80 a 2% em agua destilada).
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C1 (tween 2%) TA1 (2,0 TA2 (5,0 TA3 (8,0 TA4 (11,0 TA5 (14,0
ML/mL) pL/mL) ML/mL) pL/mL) ML/mL)

Fonte: Do autor, 2023.

Conforme observado na Tabela 3, ndo houve diferencga estatistica (p>0,05) entre os
grupos com relacdo a média do peso das fémeas (PF) antes da oviposi¢do. Quando
considerado o peso da massa de ovos das fémeas (PM), o grupo TAS5 apresentou diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle e aos grupos TA2 e TA3, com massa de ovos

significativamente menor.
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Tabela 3. Peso médio das fémeas antes da oviposi¢dao (PF), peso da massa de ovos (PM),
indice de producgdo de ovos (IPO), taxa de eclosdo (TE), taxa de fecundidade (TF), periodo
pré-oviposicdo (PPO), periodo de incubagdo (PI), taxa de reproducdo estimada (RE),
porcentagem de reducdo da oviposi¢do e da eclosdo (%oRovip e %Reclo) e eficacia do produto
ou porcentagem de controle (%C) em fémeas de carrapatos Rhipicephalus microplus
ingurgitadas tratadas com concentracoes subletais de a-pineno.

Parametros Tratamentos (o-pineno)

Cl (Tween TA1((2,0 TA2(5,0 TA3(8,0 TA4 (11,0 TAS5(14,0

2%) pL/mL)  plL/mL)  pL/mL) pL/mL) uL/mL)
PF (mg) 0,306+ 0,298+ 0,310+ 0,315+ 0,304+ 0,280+
0,02a 0,01a 0,02a 0,03a 0,02a 0,01a
PM (mg) 0,118+ 0,103+ 0,114+ 0,122+ 0,111+ 0,067+
0,02a 0,03ab 0,03a 0,02a 0,01ab 0,03b
IPO (%) 38,48+ 34,53+ 37,18+ 37,82+ 36,31+ 23,94+
7,10a,b,c 13,63a,b,c 12,55b 5,20a,b,c 4,47a,b,c 11,48c
TE (%) 53,13+ 35,56+ 38,13+ 23,75+ 18,89+ 16,00+
18,31a 24,93ab 24,19ab 8,76ab 11,12b 19,260
TF (%) 20,61+ 13,80+ 16,25+ 9,24+ 7,14+ 5,20+
8,08a 11,39ab 11,21ab 3,79ab 4,50ab 6,86b
PPO (dias) 4,50+ 4,56+ 5,13+ 5,63+ 6,33+ 7,30+
0,53a 0,53a 0,64ab 0,52ab 1,32b 1,490
PI (dias) 14,13+ 19,56+ 19,63+ 20,13+ 21,22+ 19,00+
1,73a 0,73ab 0,74ab 0,83b 0,676 1,58b
RE (%) 412,23+ 276,08+ 288,84+ 16421+ 142,88+ 104,04+
(x10%) 16,9a 22,2ab 23,3ab 93,0ab 89,1ab 13,8b
%Rovip* 0 12,62 2,97 -3,29 6,21 4291
%Reclo* 0 33,07 28,24 55,29 64,44 69,88
%C* 0 33,03 29,93 60,17 65,34 74,76

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes entre si
(ANOVA one Way post-hoc Tukey ou Kruskal-Wallis post hoc Dunn, p>0,05)
*Dados nao comparados estatisticamente.

O indice de produgdo de ovos (IPO) diferiu estatisticamente entre os grupos TA2 e
TAS, este ultimo com valores estatisticamente menores; no entanto, nao houve diferencga entre

os tratamentos € o grupo controle. Em relagdo a taxa de eclosdao (TE), os grupos TA4 e TAS

demonstraram valores estatisticamente menores quando comparados ao grupo controle.
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Nestes grupos, também houve aumento significativo no periodo de pré-oviposi¢cdo (PPO), em
comparagdo ao grupo controle e ao grupo TA1.

Nos grupos TA3, TA4 e TAS foram observados periodos de incubagdao (PI)
significativamente maiores em relacdo ao grupo controle. O grupo TAS5 também demonstrou
valores estatisticamente menores na taxa de fecundidade (TF) e na taxa de reprodugdo
estimada (RE), em comparagdo ao grupo controle. Além disso, houve reducgdo de 42,91% e de
69,88% na oviposicao (%Rovip) e na eclosdao (%Reclo) em fémeas expostas a concentracdo
mais elevada de a-pineno (TAS), respectivamente. Os valores de porcentagem de controle ou
eficacia do produto (%C), por sua vez, foram dose-dependentes, chegando a 74,76% no grupo
TAS.

O tratamento com concentracdes subletais de B-pineno, por sua vez, diferentemente do
a-pineno, nao resultou em efeito dose-dependente no desempenho reprodutivo das fémeas de
R. microplus. Ao invés disso, foi possivel observar que a menor concentragdo testada

ocasionou efeito mais evidente nos parametros reprodutivos das fémeas (Grafico 2).

Grafico 2. Porcentagens de redugdo da oviposi¢do e eclosdo (%Rovip e %Reclo) e eficicia do
produto ou porcentagem de controle (%C) nos grupos tratados com concentragdes subletais de
B-pineno em relacdo ao grupo controle (Tween 80 a 2% em agua destilada).
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Fonte: Do autor, 2023.

Conforme observado na Tabela 4, também nao foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos com relacdo ao PF antes da oviposi¢do. Também nao houve

alteracao do PM e do IPO, em comparagdo ao grupo controle.
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Tabela 4. Peso médio das fémeas antes da oviposi¢ao (PF), peso da massa de ovos (PM),
indice de producgdo de ovos (IPO), taxa de eclosdo (TE), taxa de fecundidade (TF), periodo
pré-oviposicdo (PPO), periodo de incubagdo (PI), taxa de reproducdo estimada (RE),
porcentagem de reducdo da oviposi¢do e da eclosdo (%oRovip e %Reclo) e eficacia do produto
ou porcentagem de controle (%C) em fémeas de carrapatos Rhipicephalus microplus
ingurgitadas tratadas com concentracoes subletais de B-pineno.

Parametros Tratamentos (p-pineno)
C1 TB1 (2,0 TB2(50 TB3(8,0 TB4 TBS5 (11,0
(Tween uL/mL) pL/mL) uL/mL) (10,0 pL/mL)
2%) uL/mL)
PF (mg) 0,306+ 0,304+ 0,311+ 0,296+ 0,285+ 0,295+
0,02a 0,02a 0,02a 0,01a 0,01a 0,01a
PM (mg) 0,118+ 0,103+ 0,122+ 0,122+ 0,116+ 0,122+
0,02a 0,02a 0,02a 0,02a 0,03a 0,02a
IPO (%) 38,48+ 34,07+ 38,02+ 41,54+ 40,73+ 41,32+
7,10a 8,28a 8,11a 10,18a 12,44a 6,31a
TE (%) 53,13+ 12,50+ 41,25+ 34,38+ 35,00+ 47,00+
18,31a 5,89 9.91a 15,45ab 14,14ab 15,67a
TF (%) 20,61+ 4,43+ 16,15+ 14,91+ 14,30+ 19,84+
8,08a 2,62b 5,85a 7,16a 8,92a 8,36a
PPO (dias) 4,50+ 5,60+ 5,75+ 7,25+ 7,44+ 8,60+
0,53a 0,97a 1,04a 1,67ab 0,88ab 0,84b
PI (dias) 14,13+ 19,50+ 19,25+ 20,13+ 21,56+ 21,10+
1,73a 0,71ab,c 0,46a,b 0,83b,c 1,33¢ 0,74c
RE (%) 412,23+ 88,59+ 325,90+ 265,13+ 396,85+ 285,98+
(x10%) 16,9a 52,9 11,6a 16,4ab 17,0ab 16,2a
%Rovip* 0 12,36 -3,82 -3,61 1,21 -3,67
%Reclo* 0 76,47 22,35 35,29 34,12 11,53
%C* 0 78,51 20,94 35,68 30,63 3,73

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes entre si
(ANOVA one Way post-hoc de Tukey ou Kruskal-Wallis post hoc Dunn, p>0,05)
*Dados ndo estatisticamente analisados

J& em relacdo a TE, € possivel notar que o grupo TB1, quando comparado aos grupos
TB2, TBS e ao grupo controle, apresentou valores significativamente menores. Além disso, o
PPO do grupo TBS5 e o PI dos grupos TB3, TB4 e TB5 se mostraram estatisticamente maiores
quando comparados ao grupo controle. O grupo TB5 também se mostrou estatisticamente

diferente dos grupos TB1 e TB2 em relagdo ao PPO e do grupo TB2 em relagao ao PI.
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Ademais, os tratamentos TB2 e TB4 também se mostraram significativamente diferentes entre
si com relacdo a incubagdo dos ovos.

A menor TF foi observada no grupo TB1, que diferiu significativamente de todos os
outros grupos. A RE também foi menor neste grupo, mas apenas em relagdo ao grupo controle
e aos grupos TB2 e TB5. As maiores porcentagens de reducdo de oviposicdo e eclosdo
também ocorreram no grupo TB1, respectivamente 12,36% e 76,47%. Isso se refletiu na %C,
que chegou a 78,51% neste grupo, tratado com apenas 2,0 uL/mL de B-pineno.

Ainda, dois individuos do grupo TB2 apresentaram alteracdes na estrutura de sua pega
bucal, fato ndo observado em nenhum outro individuo de nenhum dos outros tratamentos
testados (Figura 12).

Figura 12. Alteracées observadas em peca bucal de fémea tratada com p-pineno.

<

Fonte: Do autor, 2023.

Por fim, a postura de algumas fémeas em ambos os tratamentos, como o TA3, TA4,
TB1 e TB2 apresentaram ovos com aspecto seco ¢ nao aderidos uns aos outros. Estes ovos
ndo apresentaram eclosdo (Figura 13).

Figura 13. Ovos com aspecto seco e nio aderidos uns aos outros sem taxa de eclosio.

Fonte: Do autor, 2023.
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6. Discussao

Mesmo em concentragdes subletais, produtos extraidos de plantas tém demonstrado
capacidade de alterar processos bioldgicos fundamentais relacionados a sobrevivéncia e
reprodugdo dos carrapatos, de forma a afetar a proxima geracdo de individuos, resultando
assim em uma forma alternativa de controle em longo prazo (KONIG et al., 2019;
LIMA-SOUZA et al., 2019; CAMARGO-MATHIAS et al., 2017). No presente trabalho, os
valores de eficacia obtidos para o a e B-pineno, de 74,76% e 78,51% nas concentragdes de
14,0 e 2,0 uL/mL, respectivamente, comprovam este potencial. Pereira et al. (2023) testaram
os Oleos essenciais de FEgletes viscosa e Lippia schaueriana, ricos em monoterpenos,
incluindo a e B-pineno, em carrapatos Rhipicephalus sanguineus e observaram eficacia de
92% apos exposicdo a concentracdo de 50 mg/mL de E. viscosa e de 84% apos tratamento
com a mesma concentracdo de L. schaueriana. Assim, apesar da pequena diferenca na
eficacia destes oOleos em comparacdo aos pinenos utilizados no presente trabalho, as
concentragdes utilizadas por Pereira et al. (2023) foram significativamente maiores.

A partir dos resultados obtidos no presente estudo também foi possivel notar que,
apesar da baixa mortalidade observada nos tratamentos com ambos os produtos, a utilizagao
de doses subletais provocou efeitos pronunciados no desempenho reprodutivo de carrapatos
Rhipicephalus microplus. Entretanto, ¢ importante ressaltar que a mortalidade foi avaliada por
um periodo de sete dias neste estudo, assim como sugere o trabalho de Oliveira et al. (2008).
Se o tempo de observacao fosse estendido, como no experimento de Vinturelle et al. (2017),
que relataram 80% de mortalidade de R. microplus expostos ao 6leo essencial de Piper
nigrum, rico em o € B-pineno, 16 dias apos o inicio do experimento, o nimero de carrapatos
mortos seria possivelmente maior. Contudo, o resultado poderia ser comprometido pela
dificuldade em se interpretar mortes ocorridas naturalmente e mortes causadas pelos produtos
utilizados nos tratamentos.

A exposi¢do ao a-pineno ocasionou efeitos dose-dependentes, conforme comprovado
pelos valores de eficacia do produto. Desta forma, quanto maior a concentragdo utilizada,
maior a eficacia obtida, fato corroborado por grande parte dos estudos com produtos naturais
(LAGE et al, 2013; FERNANDES et al, 2018; GONCALVES et al, 2019;
PEREIRA-JUNIOR et al., 2019; MATOS et al., 2020; LUNGUINHO et al., 2021). Enquanto
isso, no presente estudo, a eficacia do P-pineno foi mais expressiva em concentragdes
menores do composto, o que demonstra diferentes modos de agdo mesmo em compostos com

estrutura quimica semelhante.
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Nos grupos tratados com a-pineno, foi possivel observar a presenca de animais
ressecados e com a cuticula enegrecida conforme se elevaram as concentragdes utilizadas do
produto. Ja no tratamento com [-pineno, essas caracteristicas foram visualizadas
principalmente no grupo exposto a menor concentracao. Além disso, dois individuos do grupo
TB2 apresentaram goticulas de secrecdo em sua pega bucal. Ademais, algumas fémeas em
ambos os tratamentos realizaram a postura ovos com aspecto seco e nao aderidos uns aos
outros, € ndo houve eclosdo de larvas a partir destes ovos. Pereira et al. (2023) também
identificaram ovos com aspecto desidratado e nao agregados em carrapatos R. sanguineus
tratados em 50 mg/mL do 6leo essencial de E. viscosa, tendo atribuido estes efeitos aos
compostos presentes no produto. Os efeitos aqui observados comprovam que houve absor¢ao
de ambos os pinenos pelos carrapatos tratados e podem indicar, inclusive, a ocorréncia de
alteragdes em seus Orgdos internos, como o ovario € o 6rgao de Gené, importantes na
reproducdo das fémeas (MATOS et al., 2020). O 6rgao de Gené ¢ exclusivo das fémeas e ¢
composto por trés tipos de glandulas, todas com fun¢do de produzir secre¢cdes compostas por
cera e secregdes lipidicas que impermeabilizam os ovos e atuam como barreira contra
dessecacao, predadores e patdgenos, além de manter os ovos agregados (BOOTH, 1984;
KAKUDA et al., 1992). Matos et al. (2020) também relataram o aparecimento de ovos nao
aderidos na postura de fémeas de R. sanguineus expostas ao timol, sugerindo que esse
composto interfere na liberagdo, sintese e oxidagao da cera produzida pelo 6rgao Gené.

Nos individuos dos grupos tratados com as maiores concentragdes de a-pineno, TA4 e
TAS, foram observados periodos de pré-oviposicdo (PPO) significativamente maiores em
relacdo ao grupo controle e ao grupo TA1, de menor concentragdo. Nestes grupos, foram
necessarios, em média, 6,3 e 7,3 dias, respectivamente, para o inicio da postura dos ovos,
enquanto o grupo controle apresentou média estatisticamente menor, de apenas 4,5 dias. Apds
o tratamento de carrapatos R. microplus com concentragdes subletais de carvacrol, Pereira
Junior et al. (2019) sugeriram que o aumento no PPO pode estar relacionado aos prejuizos na
oviposi¢do. Isso corrobora os resultados do presente estudo, uma vez que também foram
observados valores reduzidos do peso médio da massa de ovos e da taxa de fecundidade,
principalmente no grupo TAS. Além disso, a taxa de redugdo de oviposi¢do do grupo TAS
(42,91%) foi aproximadamente trés vezes maior que a redu¢do de oviposi¢do apresentada pelo
grupo TA1 (12,62%) e semelhante a reducao da oviposicao de 38,8% relatada por de Pereira
et al. (2023) em R. sanguineus tratados com 25 mg/mL do 6leo essencial de E. viscosa.

Em relacdo ao periodo de incubagdo (PI), os grupos TA3, TA4 e TAS apresentaram

valores estatisticamente diferentes do grupo controle. Isso sugere que as concentracdes usadas
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nos tratamentos com a-pineno afetaram diretamente o tempo necessario para o surgimento de
novos individuos, prejudicando a formagdo das larvas. Pereira-Junior et al. (2019) também
encontraram aumento no PI de fémeas de R. microplus ingurgitadas tratadas com carvacrol a
80% e 100% da concentracdo letal média (20,11 mg/mL) e sugeriram que este atraso se deu
gracas ao comprometimento causado pelo produto na formagdo dos ovos, resultando em
alteracdo no peso da massa de ovos e no numero de larvas.

Nao houve diferenga estatistica no indice de produg¢do de ovos em relagdo ao grupo
controle nos carrapatos expostos ao a-pineno, mesmo que tenha sido detectada reducdo da
oviposi¢do. Assim, sugere-se que o peso da massa de ovos exerceu pouca influéncia no
aumento da eficacia. Entretanto, a taxa de eclosdo, que foi menor nos tratamentos e resultou
em uma reproducdo estimada também menor, pode ser considerada o fator responsavel pela
elevada eficacia identificada no tratamento com a-pineno, sugerindo que o desenvolvimento
dos gametas foi afetado por este isomero. De forma semelhante, Castro et al. (2016) e Parveen
et al. (2014) relataram taxas de eclos@o reduzidas em R. microplus expostos a 6leos essenciais
de Pilocarpus microphyllus e Artemisia absithium, respectivamente, ricos em monoterpenos
como o carvacrol. Por sua vez, Torres-Santos et al. (2021) avaliaram a eficacia de diferentes
compostos quimicos comerciais € observaram que o produto a base de amitraz resultou em
taxa de eclosdo de 35,1%, duas vezes maior que a taxa de eclosdo encontrada em TAS deste
trabalho.

No tratamento com [-pineno, a menor concentragdo resultou em maior eficacia e
maiores prejuizos na reproducdo, quando comparada as maiores concentracdes aqui
utilizadas. Nao houve diferenca significativa entre os grupos em relagdo ao peso da massa de
ovos e ao indice de produgdo de ovos, evidenciando que as fémeas também ndo produziram
quantidade menor de ovos na postura, da mesma forma que no tratamento com o-pineno.
Apesar disso, foi possivel observar reducao nas taxas de eclosdo, fecundidade e na reprodugao
estimada entre o grupo TB1 e o controle. E interessante notar que, mesmo assim, nio foram
identificadas diferengas estatisticas no PPO e PI entre estes grupos. Ao contrario, as
diferencas nestes parametros, em relacdo aos controles, foram observadas apenas nos grupos
tratados com as concentragdes maiores. Assim, ndo € possivel afirmar, neste caso, que o
aumento no tempo para a oviposi¢do e para o inicio da eclosdo tenha relacdo com alteragdes
na taxa de eclosdo e de fecundidade dos animais. De qualquer forma, os parametros
reprodutivos do grupo TBI1 indicam que também houve prejuizo no desenvolvimento dos
odcitos das fémeas, assim como observado no tratamento com a-pineno. Alteragdes

morfologicas também ja foram relatadas para outros monoterpenos, como os isOmeros
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carvacrol e timol, em fémeas de carrapatos R. microplus e R. sanguineus (KONIG et al., 2019;
LIMA-SOUZA et al., 2019; KONIG et al., 2020; SILVA et al., 2023).

No presente trabalho, a taxa de eclosdo no grupo TBI1 (2,0 uL/mL) foi de apenas
12,5%, significativamente menor em comparagdo aos tratamentos TB2 e TB5 e ao grupo
controle e semelhante ao grupo tratado com a maior concentracdo de a-pineno (14 pL/mL).
Em um estudo semelhante, Monteiro et al. (2010), relataram taxa de eclosdo de 11,33% de
larvas de R. microplus expostas ao timol a 2%, sugerindo resultados similares entre os
monoterpenos timol e B-pineno. Em testes com acaricidas comerciais a base de cipermetrina,
Torres-Santos et al. (2021), encontraram taxa de eclosdo de 12,67% em carrapatos R.
microplus, resultado semelhante a trabalhos que utilizaram produtos naturais, como Monteiro
et al. (2010) e o presente estudo.

Choi et al. (2006), relataram que monoterpenos biciclicos, como o a e B-pineno, sdao
mais toxicos para invertebrados que os monoterpenos aciclicos. A  toxicidade dos
monoterpenos pode estar relacionada ao sistema nervoso octopaminérgico dos animais, a
capacidade de inibir as monooxigenases dependentes do citocromo P450 e até mesmo a
interacdo que exercem com receptores de acetilcolinesterase (AChE) (ENAN et al., 2001;
LEE et al., 2001). Além disso, varios monoterpenos tém sido relatados ligando-se a receptores
GABA localizados na membrana neuronal pos-sindptica de insetos (PAJARO-CASTRO et al.,
2017). Estes compostos sdo capazes de penetrar rapidamente nas células, ja& que sdo
lipofilicos, e interferem nas fungdes fisiologicas dos animais, interagindo com o
funcionamento dos receptores GABA ou alterando a atividade de canais i0nicos controlados
por voltagem e/ou controlados por ligantes no sistema nervoso central, o que prejudica a
atividade de enzimas neuronais como a AChE (PAJARO-CASTRO et al., 2017).

Considerando-se os efeitos reprodutivos observados em R. microplus no presente
trabalho, pode-se assumir que o e B-pineno tenham sido responsaveis pela ocorréncia de
efeitos toxicos no ovario desses parasitos. A toxicidade de outros monoterpenos nos ovocitos
de fémeas ingurgitadas e semi-ingurgitadas também foi relatada por diversos outros autores
(REMEDIO et al., 2014; RAMIREZ et al., 2016; KONIG et al., 2019, 2020; SILVA et
al.,2023). Neste sentido, novos estudos podem ser conduzidos, de forma a avaliar a acao
citotoxica destes produtos no ovario ou até mesmo em outros orgaos internos de fémeas de R.

microplus.



43

7. Consideracoes finais

O carrapato-do-boi ¢ responsavel por grandes prejuizos econdmicos na agropecuaria
brasileira. Além disso, ha registros de resisténcia de R. microplus a praticamente todos os
acaricidas quimicos disponiveis no mercado. Visto isso, ¢ reconhecida a necessidade de
buscar novas alternativas para o controle desses parasitos que estejam alinhadas com o
conceito de One Health, preservando a saide humana, a saude animal e a integridade do meio
ambiente. A utilizacdo de extratos de plantas no controle de carrapatos, principalmente R.
microplus, parece ser uma alternativa vidvel, visto o enorme nimero de plantas com atividade
contra esse carrapato ja encontradas. O interesse em compostos naturais derivados de plantas
para desenvolver medicamentos para a industria veterindria usando metodologias mais
recentes pode render novos repelentes e acaricidas. Repelentes de carrapatos ou acaricidas
com mecanismos de acdo direcionados a vias metabolicas previamente inexploradas podem
ser desenvolvidos para superar os problemas relacionados a resisténcia. Os produtos aqui
testados, a-pineno e [-pineno, j& apresentaram potencial para controle de diversos
invertebrados. Apesar disto, até onde se sabe, este € o primeiro trabalho sobre os efeitos
acaricidas de o e B-pineno em carrapatos-do-boi. No presente trabalho, a-pineno e B-pineno,
apresentaram potencial para se tornarem possiveis alternativas de controle para o
carrapato-do-boi. Trabalhos com avaliagdes histologicas dos ovarios das fémeas expostas aos
produtos sdo importantes para dar continuidade aos resultados obtidos neste trabalho, a fim de
fornecer outras informagdes sobre o comprometimento desses orgdos e da reprodugdo dos
individuos. Contudo, embora o a ¢ o B-pineno sejam produtos promissores, as caracteristicas
fisico-quimicas desses compostos representam desafios que requerem esforcos para testes de
aplicagdo efetiva em campo como a biotransformacao, sua instabilidade quimica, volatilidade
e possivel toxicidade para algumas células microbianas. Apesar dessas adversidades, o e
B-pineno demonstraram interferir na reprodu¢do de R. microplus e este estudo poderd

contribuir para futuras pesquisas e formulagdes acaricidas.
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