UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA E ZOOTECNIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

ATIVIDADE REPELENTE E CARRAPATICIDA DE COMPOSTOS
DERIVADOS DO OLEO DE COCO CONTRA Amblyomma sculptum

Mayara Macédo Barrozo Santos
Orientadora: Profé. Dr2. Ligia Miranda Ferreira Borges

GOIANIA
2021



<3

UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA E 20OTECHIA

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZACAD (TECA) PARA DISPOMIBILIZAR VERSOES ELETRONICAS DE TESES
E DISSERTAGOES NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Ma qualidade de titular dos direitos de aubor, autorizo a Universidade Federal de Goias (UFG) a disponibilizar,
gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagbes [BOTD/UFG), regulamentada pela Resolucdo CEPEC n2
B32/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lgi 9.610/98 o decumento conforme permissbes
assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressio e/ou download, a titulo de divulgacdo da producdo cientifica brasileira, a
partir desta data.

O conteddo das Teses e Dissertagbes disponibilizado na BDTD/UFG & de responsabilidade exclusiva do autor.
Ao encaminhar o produto final, o autor{a) e ofa) orientador(a) firmam o compromisso de que o trabalho ndo comtém
nenhuma violagdo de quaisquer direitos autorais ou outro direito de terceiros.

1. ilentificacdo do material bibliografico
[ % | Dissertacao [ ] Tese

2. Nome complete do autor
Mayara Macédo Barrozo Santos
3. Titulo do trabalho
ATIVIDADE REPELENTE E CARRAPATICIDA DE COMPOSTOS DERIVADOS DO OLED DE COCO CONTRA amblyomma sculptum
4. informactes de acesso ao documento (este campo deve ser preenchido pelo orientador)
concorda com a liberag3o total do documento [x ] SIM [ ImnéEo®
[1] Meste caso o documento sera embargado por abé um ano a partir da data de defesa. Apds esse periodo, a possivel
disponibilizacdo ocorrera apenas mediante:
a) consulta ao{a) autor(a) e ac{a) orientador(a);
b) novo Termo de Ciéncia e de Autorizagdo (TECA) assinado e inserido no arquivo da tese ou dissertagao.
O documento nao sera disponibilizado durante o periodo de embargo.
Casos de embargo:
- solicitag3o de registro de patents;
- submiss3o de artigo em revista cientifica;
- Publicac3o como capitulo de livrg;
- Publicac3o da dissertagdo tese em livro.

Obs. Este termo devers ser assinado no SEI pelo orientador & pelo autor.

Documento assinado eletronicaments por Ligia Mirsnds Ferreira Borges, Prof do Magistério Superior, em
28/04/2021, 35 11:12, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® §.539 de § de
autubro gz 2015

P ——i
]

-~ I .

€L &

wubiince

Documento assinado eletronicaments por MAYARA MACEDO BARRDDOD SANTOS, Discente, em 28/04/2021, 31727,
conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.530. de B de outubro de 2005,

seil o

Etninn

fets A autenticidace deste documents pode ser conferida no site figgatisei yfe briceifoontrolador axterpp gho?
3 gssosdocuments ponferirfid orcao gceizo gxgermesi informands o codigo verificador 2031529 £ o cadige CRT
i




MAYARA MACEDO BARROZO SANTOS

ATIVIDADE REPELENTE E CARRAPATICIDA DE COMPOSTOS
DERIVADOS DO OLEO DE COCO CONTRA Amblyomma sculptum

Trabalho apresentado junto ao Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncia animal
Nivel: Mestrado

Area de concentragao:
Saude Animal, Tecnologia e Seguranca de alimentos

Linha de pesquisa:
Parasitologia e doencas parasitarias dos animais de
companhia, producéo e selvagens

Orientadora:
Profd. Dr? Ligia Miranda Ferreira Borges - IPTSP/UFG

Comité de orientacao:

Prof?. Dr? Viviane Zering6ta Rodrigues Cotta-UFMT
Proff Dr2 Caio Marcio de Oliveira Monteiro -
IPTSP/UFG

GOIANIA
2021



Ficha de identificagio da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geragdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Barrozo, Mayara Macédo
ATINIDADE REPELENTE E CARRAPATICIDA DE COMPOSTOS
DERNADOS DO OLED DE COCO CONTRA Amblyomma sculptum
[manuscrito] | Mayara Macédo Bamozo. - 2021.
|

Orientador: Profa. Dra. Ligia Miranda Ferreira Borges; co
orientador Viviane Zeringtta Rodrigues Cotta; co-orentador Caio
Marcio de Oliveira Monteiro -

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goids, Escola
de Veterinaria e Zootecnia (EVZ), Programa de Pos-Graduagso em
Ciéncia Animal, Goidnia, 2021.

Bibhografia. Anexos.

Inclui fotografias, tabelas, lista de figuras, lista de tabelas.

1. acidos graxos. 2. bicensaios in vitro. 3. camapato-estrela. 4.
fitoterapia. 5. repeléncia. |. Borges, Ligia Miranda Fermeira , orient. II.
Titudo.

CDU &22.00




D021 SEVUFG - 1903265 - Ala de Defesa de Disseriagdo

3

UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA E ZOOTECNIA
ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO

Ata n2 570 da sessao de Defesa de Dissertaco de Mayara Mac2do Barrozo Santos, que confere o titulo
de Mestra em Ciéncia Animial, na drea de concentragao em Sadde Animal, Teonologia e Seguranga de Alimentos.

Aos trés dias do més de margo de dois mil e vinte & um a partir das 09hO0min, por meic de
videoconferéncia, realizou-se a sessao publica de Defesa de Dissertagao intitulada “Avaliacdo da atividade repelente e
carrapaticida de compostos derivados do dleo de coco contra Amblyomma sculptum Berlese, 1888~ Os trabalhos
foram instalados pelofa) Orientador{a), Prof.2 Dr.2 Ligia Miranda Ferreira Borges (IPTSP/UFG) com a participacao dos
demais membros da Banca Bxaminadora: Prof.2 Dr.2 Lorena Lopes Femreira [UFMIG), membro titular externo; Prof. Dr.
Everton Kort Kamp Fernandes (IPTSPJUFG), membro titular imterno. Durante a arguigio os membros da banca
fizeram sugestdo de alteragdo do titulo do trabalho: ‘conforme explidtado abaixo”. A Banca Examinadora reuniu-se em
sessan secreta a fim de concluir o julgamento da Dissertacao, tendo sido a candidata aprovada pelos seus membros.
Proclamados os resultados pela Prof.2 Dr.2 Ligia Miranda Ferreira Borges, Presidente da Banca Examinadora, foram
encerrados os trabalhos e, para constar, lavrou-se a presente ata que € assinada pelos Membeos da Banca
Examinadora, aos trés dias do més de margo de dois mil e vinte & um.

TITULO SUGERIDO PELA BANCA
ATIVIDADE REPELENTE ECARRAMATICNA D COMPLSTES. DERRADOS B0 (LED DE ©000 COMTRE Amblemma solptum

. :)Eil Documento assinado eletronicamente por Ligia Miranda Ferreira Borges, Professor do Magistério Superior, em
|'_'| 03/03/2021, & 11:40, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto ne §,530, de

il I3 :
anIun
I. S B de outubro de 2005

‘I Documento assinado eletronicamente por Everton Kort Kamp Fernandes, Profiessor do Magistério Superion, em
S'Eh- |'1'| 03/03/2021, &5 11:41, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto 0 530 de
elvirbaics B de outubro de 2015.

:SEiI Documento assinado eletronicamente por Lorena Lopes Fermeira, Usuario Externo, em 03,/03/2021, 35 11:42,
* ﬂ conforme horario ofidal de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Degreto n® 8539 _de B de gutybro da
wluirémica 2015

5 Amnmdadedmduulmrtnpudesermnhwhmm' i i
. o - id_oi £550 _externo={ lﬂmﬂnmﬁgﬂmmﬁd«meumﬁgﬂtﬂc

Referéncia: Processe n° 23070.003503/2021-41 SEI o° 1903265

hitips:/isel ufg briselcontolacor php 7acao-documento_Imprimir_web&acao_ oogemeanone_visualzarild_documenio-20566654InTa_sistema=1... 171



Vi

AGRADECIMENTOS

A Deus pelo encorajamento quando a pés-graduacdo era ainda apenas uma
idealizagdo. Pela forgca nos momentos em que pensamentos de desisténcia e incapacidade
insistiam em me amedrontar. Pela companhia desde o ato da matricula até cada processo

desafiador de escrita.

Ao meu amado marido, Felipe Santos Farias, pela compreensdo, apoio e suporte

durante todo o curso. Sem vocé seria tudo mais dificil.

Aos meus pais, Aécio Domingos Barrozo e Maria Edileusa de Macédo Barrozo
pela base familiar, amor incondicional e principalmente pelo exemplo de esforgo, trabalho,

superacao, carater e dedicacdo a toda atividade que se propGem em fazer.

A minha querida irm& Lays Macédo Barrozo, que me sustentou no momento mais
desafiador da pds-graduacdo. Sem vocé, provavelmente, ndo estaria redigindo esses

agradecimentos agora. Muito obrigada.

Ao meu querido irmdo Octavio Macédo Barrozo, por ser um dos meus maiores

incentivadores. Esse titulo e todos os avancgos profissionais é por vocé também.

Ao amigo Nélio Roberto de Moraes Janior, que foi meu braco direito na execucao

dos meus experimentos.

Aos amigos e colegas, Helton Freires Oliveira, Eduardo Nascente, Luan Elias,
Lucianne Cardoso, Warley Vieira de Freitas, Luiza de Paula, Taina Gottschalk Andrade,
Aline Oliveira de Magalhdes, Diego Araujo e Sarah Rodrigues Chagas, que fizeram a

diferenca e tornaram essa caminhada mais leve e valiosa.

A toda equipe do Laboratério de Ecologia Quimica de Carrapatos (LEQC) do
Centro de Parasitologia Veterinaria (CPV), da Universidade Federal de Goias (UFG), por toda
ajuda no desenvolvimento deste trabalho. Em especial a Joelma Gomes de Oliveira, Natania

Carvalho e Ariele Campos.

A Beatriz Rodrigues de Barcelos, ao professor Dr. Matias Pablo Juan Szab¢ e
equipe do Laboratdrio de Ixodologia (LABIX) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),

por todo apoio e suporte.



vii
A profa. Dra. Ligia Miranda Ferreira Borges pela confianga e por possibilitar a
realizacdo desse estudo pela colabora¢do que mantém com o Dr. Junwei Jerry Zhu, vinculado

ao Departamento de agricultura da Universidade de Nebraska dos Estados Unidos, a quem

estendo meus agradecimentos.

A profa. Dra. Viviane Zering6ta Rodrigues Cotta, pela oportunidade, acolhimento,

confianca, incentivo, suporte, ensinamentos e orientacdo. Serei eternamente grata.
A Capes pela concesséo da bolsa.

A Universidade Federal de Goias (UFG) e ao Programa de Pds-graduacdo em

Ciéncia Animal (PPGCA) pela oportunidade de aprimoramento profissional e intelectual.

E a todos que direta ou indiretamente contribuiram para o desenvolvimento deste

trabalho, o meu muito obrigada.



viii

SUMARIO
CAPITULO 1- CONSIDERAGOES GERAIS ...t Xiv
1. INTRODUGAO GERAL ...ttt see e esae s ses e se s 1
2. REVISAO DE LITERATURA ....ooveieetceeeee e see e teste e s s 3
2.1 AMbBIYOMMA SCUIPLUM .......eiiiieie et e et e e e sreenee e 3
2.1.1 Taxonomia € diStrIDUIGAD ........c.ccveiiiiieiece e 3
2.1.2 Importancia, hospedeiros € CiClo de Vida.........ccevveieeiviiiciicsece e 3
2. 1.3 CONIOIE ... bbbttt 5
A =T 1= 1= 0 (ST 6
PR B 1 (0] =T 1o - B TSRS P PSP PR 8
2.3.1 AGA0 acaricida CONra Carrapalos .........ccuerverueriiriertesiesieei ettt bbb 9
2.3.2 AGEO0 repelente CONLra CAITAPALOS. ........cveverereertertesiesieete ettt sb et 9
2.4 Derivados de G180 U8 COCO.......iuiiriirieieierie ettt sttt 14
3. OBUIETIVOS ..ottt bbbt e b e et e e bt e et e e nae e e be e baeene e 16
K ® o] 1= NV 0 I 1= | SO SRPSTS 16
3.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS ...cuviiviiiiieie ettt ettt sae e re e 16
4. REFERENCIAS ..ottt tes ettt ettt ana st ssn s 17

CAPITULO 2 - ATIVIDADE REPELENTE E ACARICIDA DE ACIDOS DERIVADOS

DO OLEO DE COCO CONTRA Amblyomma SCUIPEUM .......c..cvverreeeereeeeeeeee e 27
RESUMO ...ttt ettt b et b e s st e e bt e e Rt e e ke e e mb e e ebe e enbeenbeeenteenneeenes 28
ABSTRACT ettt ettt b et b et e bt e R bt bt e b e et e nbe e nre e nbeereas 29
2.1 Local de realizagao d0S eXPEriMENTOS ........ceiiieiiierieeie ettt 31
2.2 ODEENGAD UOS CAITAPALOS.......ueeiieieeitieieeiie ettt sttt ettt ettt reenbeeneesreees 31
2.3 0Obtencao e diluiGE0 dOS COMPOSLOS .....c.veiveeriieiiiiiieieeie ettt 31
2.4 Triagem das SUDSTANCIAS ........coveviiieiece sttt sna e e 32

I N 0 L T o 1= (=T Vo T OSSO 33


file:///C:/Users/Mayara/Desktop/Dissertação_Mayara_Macedo_30_03_21_Versão_Final.docx%23_Toc70494560
file:///C:/Users/Mayara/Desktop/Dissertação_Mayara_Macedo_30_03_21_Versão_Final.docx%23_Toc70494596
file:///C:/Users/Mayara/Desktop/Dissertação_Mayara_Macedo_30_03_21_Versão_Final.docx%23_Toc70494596

2.7 ANALISE BSTALISTICA ..oevveevieiie ettt ettt s be e sat e et e e st e e et e e sbeeanbeesbeeebeesreeenns 35
3. RESULTADOS ......oovieiieeeeteeeeseesessees s es s s st s s sesssssssnssansss 35
3.1 Triagem das SUDSTANCIAS ........ceiueiiiiieiiieie ettt sae e enee e 35
3.2 TEStE A FEPEIENCIA .....e.veeieiiii et 36
3.3 Teste de PACOLE B LAIVAS ........eieeiiieieeee et 37
4. DISCUSSAD ......cooiiieiieieie ettt st 39
5. CONCLUSOES ..ottt bbb 42
REFERENCIAS ...ttt 43
CAPITULO 3 ..ottt sttt 46
CONSIDERAGCOES FINAIS .....ooevveevesseeeseeseieses s assssssss s s 46


file:///C:/Users/Mayara/Desktop/Dissertação_Mayara_Macedo_30_03_21_Versão_Final.docx%23_Toc70494615
file:///C:/Users/Mayara/Desktop/Dissertação_Mayara_Macedo_30_03_21_Versão_Final.docx%23_Toc70494616

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Bioensaio de repeléncia de ninfas de Amblyomma sculptum (A) Bancada de
ensaio in vitro mostrando a distribuicdo das placas de Petri que serviram de
arena. (B) Detalhe da arena (placa de Petri) montada, o lado esquerdo da arena
contém papel filtro tratado com a substancia teste e o lado direito contém papel
filtro com solvente (etanol). Para controles, ambos os lados contém papel filtro
ndo tratado. E o outro controle contém lado esquerdo tratado com etanol e lado
direito com papel fltro sem tratamento ..........ccocoveiiiiiirinieeee e 34

FIGURA 2 - Teste de pacote de larvas: (A) Larvas ndo alimentadas sendo colocadas no centro
de papel filtro com dimensdo 6 cm x 6 cm; (B) Papel filtro fechado nas laterais
com clipes binder; (C) Papel filtro sendo tratado com 90 pL da solugéo testada
em cada lado; (D) Contagem do numero de larvas vivas e mortas com a

utilizacdo de bomba de VACUO... .......ccooveiiiieiecce e 35



Xi

LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Repelentes naturais e sintéticos ja comercializados ou em desenvolvimento......7

TABELA 2 - Espécies de plantas recentemente testadas quanto ao seu potencial acaricida em

ESPECIES UE CAMAPALOD ... evveeeeteiteieteete ettt ettt sttt 10

TABELA 3 - Espécies de plantas recentemente testadas quanto ao seu potencial repelente em

ESPECIES A€ CAMTAPALOS. ... .ecvvereereerresreesteeeesree e eteseesteeee s e e steeeesreesreeseesneesreeseeas 12

TABELA 4 - Percentual médio de repeléncia de ninfas de Amblyomma sculptum avaliadas

frente a compostos de coco (na concentracdo de 10%, exceto o acido graxo livre
em formulacdo de lavanda, que foi usado sem diluicdo) em ensaio de placa de

Petri modificado (Média + erro padrao) ..........ccccvveveerieiiie e 36

TABELA 5 - Percentual médio de repeléncia de ninfas ndo alimentadas de Amblyomma

sculptum por compostos de 6leo de coco (na concentragdo de 10%) em ensaio de

placa de Petri modificado, no intervalo de tempo de um minuto a

TABELA 6 - Atividade carrapaticida (%) de diferentes concentracdes de compostos derivados

de 6leo de coco, em solucdo etandlica, sobre larvas ndo alimentadas de
Amblyomma sculptum, sob condi¢des de laboratério (27°C e UR>80+ 5%).
(Média £ deSVI0 PAAIA0D).......eieeererieieeriesie ettt 38


file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322
file:///C:/Users/may_m/Downloads/ParaCORREÇÃOsemi.2%2025.09.19%20LMP.docx%23_Toc20739322

xii

RESUMO

Amblyomma sculptum pode parasitar diversos mamiferos, incluindo humanos, e € o principal
vetor da bactéria Rickettsia rickettsii no Brasil, agente etiolégico da febre maculosa
brasileira. Diversos estudos vém sendo realizados com produtos de origem vegetal para
controle de carrapatos. Além disso, o0 uso de repelentes é uma importante ferramenta para
evitar infestacdes. O presente estudo teve como objetivo avaliar a repeléncia de ninfas nédo
alimentadas de A. sculptum frente a substancias derivadas de 6leo de coco (éster metilico de
acido dodecandico- Ci; éster metilico de acido decandico- Cio; e acido graxo livre de coco
em formulacdo de 6leo de lavanda) e 6leo de catnip (Nepeta cataria); por meio de bioensaios
de placa de Petri modificado e, avaliar a atividade carrapaticida dessas substancias por meio
do teste de pacote de larvas. Para o teste de placa de Petri, um semicirculo de papel filtro
contendo a substancia a ser testada na concentracdo de 10% diluida em etanol e outro
semicirculo contendo o solvente (etanol), foram posicionadas dentro da placa; seis ninfas ndo
alimentadas foram colocadas no centro de cada placa e sua localizacdo foi avaliada aos 1, 3, 5,
10, 15 e 30 minutos e as 24, 48, 72, 96 e 168 horas apds o inicio do teste. Para o teste de
pacote de larvas as substancias foram utilizadas em cinco concentracdes (2,5; 5; 10; 15 e 20
mg/mL) sobre larvas ndo alimentadas de A. sculptum para avaliacdo de mortalidade apds 24
horas do tratamento. Como resultado, todas as substancias apresentaram repeléncia, sendo que
0 acido graxo livre de 6leo de coco conferiu repeléncia por 7 dias, enquanto o 6leo de N.
cataria e o ester metilico de Cio apresentaram repeléncia por 4 e 3 dias, respectivamente. A
concentracdo do ester metilico de Cio, efetiva contra mais de 93% das larvas testadas, foi de
15 mg/mL e a concentracdo, dessa mesma substancia, de 20mg/mL conferiu 100% de
mortalidade. Assim, nossos resultados indicam que compostos derivados do 6leo de coco
possuem efeito repelente e carrapaticida sobre fases imaturas de A. sculptum e podem ser
formulados para proteger humanos e outros animais de infestacdo, bem como contra
patdgenos transmitidos por essa espécie de carrapato.

Palavras-chave: &cidos graxos, bioensaios in vitro, carrapato-estrela, fitoterapia, repeléncia
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ABSTRACT

Amblyomma sculptum can parasitize several mammals, including humans, and is the main
vector of the Rickettsia rickettsii bacterium in Brazil, the etiological agent of Brazilian spotted
fever. Several studies have been carried out with products of plant origin to control ticks. In
addition, the use of repellents is an important tool to prevent infestations. The present study
aimed to evaluate the repellency of unfed nymphs of A. sculptum against substances derived
from coconut oil (C12 dodecanoic acid methyl ester; C10 decanoic acid methyl ester; and
coconut free fatty acid in lavender oil formulation) and catnip oil (Nepeta cataria); through
modified Petri dish bioassays and, to evaluate the tick activity of these substances by means
of the larval packet test. For the Petri dish test, a semicircle of filter paper containing the
substance to be tested at a concentration of 10% diluted in ethanol and another semicircle
containing the solvent (ethanol), were placed inside the dish; six non-fed nymphs were placed
in the center of each plate and their location was assessed at 1, 3, 5, 10, 15 and 30 minutes and
at 24, 48, 72, 96 and 168 hours after the start of the test. For the larval packet test, the
substances were used in five concentrations (2.5; 5; 10; 15 and 20 mg / mL) on non-fed larvae
of A. sculptum to assess mortality after 24 hours of treatment. As a result, all substances
showed repellency, with the fatty acid free of coconut oil conferring repellency for 7 days,
while N. cataria oil and C10 methyl ester showed repellency for 4 and 3 days, respectively.
The concentration of the C12 methyl ester, effective against more than 93% of the tested
larvae, was 15 mg / mL and the concentration, of that same substance, of 20mg / mL
conferred 100% mortality. Thus, our results indicate that compounds derived from coconut oil
have a repellent and tick effect on immature stages of A. sculptum and can be formulated to
protect humans and other animals from infestation, as well as against pathogens transmitted
by this species of tick.

Keywords: fatty acids, in vitro bioassays, star tick, herbal medicine, repellency
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS



1. INTRODUCAO GERAL

De importancia em saude puablica e veterindria no Brasil, os carrapatos do
complexo Amblyomma cajennense sdo reconhecidos como espécies de maior distribuicdo
entre os estados brasileirost. Amblyomma sculptum Berlese, 1888 é uma das seis espécies de
carrapato que compdem esse complexo®® e apresenta baixa especificidade em estagios
imaturos, sendo capaz de parasitar diversos mamiferos, principalmente capivaras, cavalos,
antas e acidentalmente humanos®.

Este carrapato é o principal vetor da bactéria Rickettsia rickettsii no pais, agente
etiolégico da febre maculosa brasileira, reconhecida pela alta letalidade em humanos®. Isso
porque, a alta letalidade esta relacionada a falta de um diagndstico rapido e de um tratamento
eficaz imediato, que é muito dificultado devido aos sintomas inespecificos, e em alguns casos
até mesmo inexistentes da doenca, podendo chegar a 80% de dbitos dos casos ndo tratados
adequadamente®. Em cavalos, além de danos fisicos ao couro, o carrapato pode ocasionar
anemia quando ha alta taxa de infestacdo®. Os estagios imaturos desses ixodideos podem
ocasionar lesdes nos locais de fixacdo em humanos, podendo causar reacdes alérgicas devido
a inoculacdo de saliva durante a alimentacdo. Ao contrario dos estagios adultos, o tamanho
reduzido de larvas e ninfas dificulta sua localizagdo e retirada do corpo’.

O método de controle mais utilizado atualmente desse carrapato, parasitando
equinos, baseia-se na pulverizacio de acaricidas quimicos®. No entanto, além das
desvantagens de mercado, como preco e disponibilidade, o uso desses produtos pode levar a
resisténcia e toxicidade ambiental e animal. Para humanos ha poucos estudos direcionados a
repeléncia de carrapatos, portanto, mais pesquisas sdo necessarias para encontrar alternativas
para 0 seu controle, como repelentes®!®. No caso dos carrapatos, um repelente pode ser
definido como uma substancia que induz o0 movimento do artrépode para longe de sua fonte e
evita sua aproximacdo e fixacdo no hospedeiro!. Diversas plantas, moléculas sintéticas e
substancias de hospedeiros resistentes ao parasitismo por carrapatos podem atuar como
repelentes 12714,

O repelente sintético N, N-dietil-3-metilbenzamida (DEET) € considerado padrao
ouro de repelentes™ e repele uma variedade de espécies de carrapatos 41618, Porém seu uso
ja foi associado a efeitos neurologicos adversos e ma formagdo genética em recém-
nascidos'®?°. Por isso, diversos produtos de origem natural, como os 6leos essenciais de

plantas, tém sido descritos como possivel alternativa aos compostos sintéticos



comercializados e até mesmo aliados ao uso destes compostos para minimizar sua utilizacao,
como forma de reduzir os impactos negativos na satide humana e no meio ambiente?'-22,

Nesse sentido, a utilizacdo de derivados do 6leo de coco para repeléncia de
diversos artropodes como Stomoxys calcitrans, Haematobia irritans, Cimex letularius e Aedes
aegypti ja foi relatada®’, sendo também observado por Zhu et al?®> que os acidos graxos do
coco desencadearam forte repeléncia frente as duas espécies de carrapatos avaliadas,
Amblyomma americanum e Rhipicephalus sanguineus sensu lato. Os éacidos graxos
apresentaram repeléncia superior a 95% em ensaio de papel filtro e superior a 80% em
bioensaio de placa de Petri por até sete dias contra R. sanguineus s. l., ou seja, estes
compostos possuem um alto efeito residual®? e podem ser promissores para controle de outras
espécies de ixodideos. Os acidos graxos de cadeia média, principais componentes do 6leo de
coco, apresentam boa disponibilidade e custo de mercado satisfatorio?.

Em avaliacdo realizada para verificar a repeléncia de derivados de 6leo de coco
contra moscas S. calcitrans, Zhu et al.?? utilizaram o 6leo de catnip como controle positivo
por ser considerado um dos mais fortes repelentes, contra esses artrépodes, identificados até
agora®*. Contra carrapatos, ha relato de acdo repelente contra Rhipicephalus appendiculatus®.

Dessa forma, a presente proposta tem como intuito avaliar o potencial repelente e
carrapaticida in vitro de &cidos graxos derivados de 6leo de coco e 6leo de catnip (Nepeta
cataria) contra ninfas e larvas ndo alimentadas de A. sculptum, visto que estas substancias
apresentaram potencial repelente contra A. americanum e R. sanguineus s.l., e poderiam ser

aplicadas em futura estratégia de controle.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Amblyomma sculptum
2.1.1 Taxonomia e distribuicao

Recentemente, apds estudo de compatibilidade reprodutiva de cruzamentos e
andlises filogenéticas de carrapatos colhidos em diferentes paises, desde o Sul dos Estados
Unidos até o Sul da América do Sul, constataram consistentemente que A. cajennense é
monofilética e separada em seis unidades genéticas que acompanham essas regies 2. Nesse
sentido, apo6s observacdes de congruéncia entre os achados morfoldgicos, moleculares e
bioldgicos, a taxonomia da espécie Amblyomma cajennense foi redefinida®32°, passando a ser
considerado como um complexo de seis espécies, Amblyomma cajennense sensu lato,
composto por Amblyomma cajennense sensu stricto (s.str.) Fabricius, 1787, Amblyomma
interandinum Beati, Nava e Caceres, 2014, Amblyomma mixtum Koch, 1844, Amblyomma
patinoi Labruna, Nava e Beati, 2014, Amblyomma sculptum Berlese, 1888 e Amblyomma
tonelliae Nava, Beati e Labruna, 201423,

Esse complexo ocorre nas Américas, com ampla distribuicdo no Brasil onde a
espécie predominante é A. sculptum, distribuida nas regides Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste, e em parte da regido Sul do pais®?’. Compreende biomas inteiros de Cerrado e
Pantanal, parte da Caatinga e algumas areas do bioma da Mata Atlantica®’. Nos estados de
Sdo Paulo e Minas Gerais, 0s registros de A. sculptum no bioma da Mata Atlantica sdo em
areas onde a vegetacdo foi degradada®’. Os fatores abidticos dessas areas podem estar
relacionados a esses registros, pois reproduzem as condi¢fes do bioma Cerrado, onde ha a

prevaléncia de A. sculptum tanto em areas naturais quanto em areas degradadas?’.

2.1.2 Importéncia, hospedeiros e ciclo de vida

Durante sua fixacdo e repasto sanguineo, 0s carrapatos podem causar danos
diretos ao seu hospedeiro como alergia e irritacdo, e danos indiretos, pela transmissdo de
agentes patogénicos. Amblyomma sculptum apresenta importancia veterinaria e em salde
publica no Brasil*, onde a maioria dos casos de febre maculosa é relacionada ao ciclo de
transmissdo de Rickettsia rickettsii por esse ixodideo?®, além de ter sido relatado como
possivel transmissor de Theileria equi para equinos em regides no Nordeste, Sudeste e Sul do
pais devido a presenca de A. sculptum associada com animais positivos para T. equi®=4,
Porém o papel desta espécie na transmissdo de T. equi ainda € controverso, visto que em

alguns estudos, ndo houve infeccdo de ninfas que se alimentaram em cavalos infectados



naturalmente ou artificialmente com o protozoario?®. Em contrapartida ja foi relatado que A.
cajennense, transmitiu T. equi para equino ndo infectado no Texas, porém os ixodideos dessa
regido foram reclassificados como A. mixtum®>. Por isso, até 0 momento n&o se pode afirmar a
capacidade do A. sculptum em ser vetor competente deste patdgeno.

A. sculptum é um ixodideo heteroxeno, possui baixa especificidade parasitaria em
seus estagios imaturos, de larvas e ninfas, podendo parasitar uma variedade de espécies
domésticas e silvestres incluindo aves, répteis e mamiferos como ruminantes, canideos,
equideos, suinos, antas, btfalos, capivaras, cotias, gambas, galinhas e perus®. Podendo ainda
parasitar humanos, e os tamanhos reduzidos desses estagios imaturos, dificultam a localiza¢&o
e retirada do ixodideo do corpo’. Vale ressaltar que todos 0s estagios parasitarios,
principalmente a fase adulta, tem preferéncia em parasitar antas, equinos e capivaras®.

Por se tratar de um ixodideo heteroxeno, A. sculptum, necessita buscar o
hospedeiro nos estagios de larva, ninfa e adulto para realizar o repasto sanguineo, se
desprendendo ao solo, apds o ingurgitamento, onde ocorre a mudanca de estagio, ecdise ou
ovipostura®1°, As fémeas ingurgitadas, denominadas teledginas, caem no solo e fazem a
oviposicdo e em torno de 20 dias pds postura dos ovos ocorre a eclosdo das larvas, dando
continuidade ao ciclo de vida desses artropodes®®. As larvas permanecem a espera do
hospedeiro nas pontas das folhas de arbustos e gramineas (geotropismo negativo), em
estratégia de emboscada. Uma vez no apice, estendem seu primeiro par de patas para detectar
a presenca do hospedeiro por estimulos como volateis, sombreamento e vibracdo do ambiente,
fixando-se ao animal para realizar o repasto sanguineo, que dura aproximadamente de trés a
seis dias. Ap0Os finalizar o periodo de alimentacdo e ficarem ingurgitadas, as larvas se
desprendem do hospedeiro retornando ao solo a procura de um microambiente favoravel para
realizar a ecdise em ninfa®38,

As ninfas por sua vez, podem realizar a busca ativa, percorrendo curtas distancias
até o hospedeiro, ou realizar a emboscada, permanecendo também nas pontas das
vegetacdes®®. As ninfas permanecem no hospedeiro até o ingurgitamento por cinco a sete dias
e caem ao solo a procura de um ambiente favoravel para a muda em adultos. Os adultos,
guando aptos a se alimentarem, apresentam comportamento semelhante ao descrito para
ninfas, podendo realizar busca ativa ou de emboscada, fazendo o repasto sanguineo por sete a
10 dias e realizam a coOpula sobre o hospedeiro. Quando teledginas, se desprendem do
hospedeiro para a oviposi¢do dando continuidade ao ciclo®%®. A duragdo média do ciclo de
vida desses artropodes é de 93 a 95 dias em laborat6rio*, e em vida livre varia de acordo com

a disponibilidade de hospedeiro, vegetacdo e condi¢des climaticas, podendo chegar hd um ano



impulsionado por uma diapausa comportamental das larvas 42, Larvas e ninfas ocorrem
principalmente no periodo seco do ano, de abril até setembro e os adultos, ocorrem

principalmente em periodos mais quentes e imidos, de outubro a margo 4244,

2.1.3 Controle

Embora, até 0 momento ndo ha relatos de resisténcia de A. sculptum a nenhum
composto quimico disponivel no mercado, o controle desses carrapatos ainda € um desafio, ja
que hospedeiros selvagens, como a capivara, sdo responsaveis por manter altos indices
populacionais desse carrapato, principalmente em areas de risco para febre maculosa* 2. Para
equinos, poucos carrapaticidas sdo recomendados e os produtos que estdo disponiveis
geralmente contém cipermetrina, permetrina, piretrinas ou butdxido de piperonila. Sendo a
eficacia desses produtos alterada pelas horas, poeira, sujeira e umidade e o controle ambiental
de carrapatos por meio de acaricidas é provavelmente ineficaz a longo prazo, oneroso e
geralmente toxico para as espécies selvagens?.

O controle estratégico de A. sculptum, por meio de banhos carrapaticidas em
equinos demonstra-se efetivo quando realizado em periodos de predominancia de larvas e
ninfas e a cada sete dias, que é o periodo aproximado de alimentacdo desses estagios,
chegando a aproximadamente 60% de reducdo da carga parasitaria apds o programa de
controle*’. Em estudo realizado em 2019, utilizando o método de controle integrado de
carrapatos, com equinos tratados com acaricidas a base de deltametrina, em fazenda com
presenca de capivaras, observou-se em dois anos, diminuicdo de todos os estagios, sendo que
niveis médios de infestacdo estimados para ninfas nesses locais foram proximos a zero*.

Quando se reporta aos estudos de prevencdo a transmissdo de patdgenos para
humanos por artrépodes hematofagos, o uso de repelentes tem sido descrito como uma das
formas mais eficazes*®. Dentre eles, destaca-se 0 DEET, que tem sido considerado padréo
ouro de repelentes por muitas décadas, eficaz contra uma variedade de espécies de insetos
rastejantes e voadores além de pulgas e carrapatos 4>°,

A efetividade desse composto contra A. sculptum ja foi demonstrada,
apresentando 90% de repeléncia em todas as concentragdes testadas e 95% de repeléncia por
mais de cinco horas na maior concentracdo. Neste caso, a concentragdo do composto efetiva
contra 50% das ninfas testadas (CE50) foi de 0,006 mg.cm-2 e a CE99 foi de 0,036 mg.cm—
218 Sendo estas concentragdes mais baixas do que as observadas anteriormente em outras

espécies de carrapatos como A. americanum®-®? e Ixodes scapularis®*®*. Recentemente,



Ferreira et al.> usando bioensaio de placa de Petri, constataram que adultos de A. sculptum
sdo mais sensiveis ao DEET do que carrapatos R. sanguineus s.1.
No entanto, embora o uso de repelentes a base de DEET nédo apresente uma

preocupacao significativa para a satide humana quando usado conforme as instrucdes®®>’

, Seu
uso j& foi associado a efeitos neuroldgicos adversos e mé formacgdo genética em recém-
nascidos!®?°. Por isso, produtos derivados de plantas, como os 6leos essenciais, tém sido
descritos a fim de serem usados mutuamente com compostos sintéticos comercializados ou

até mesmo como uma possivel alternativa a eles %22,

2.2 Repelentes

O uso de repelentes e de roupas de protecdo, sdo descritos como as medidas mais
simples e eficazes na prevencdo de picadas de carrapatos®®. Repelentes de artropodes sdo
substancias quimicas que induzem movimentos de um artropode para longe de sua fonte,
evitando assim, sua aproximacao e fixacdo no hospedeiro!!. Essa reacdo pode ser devido ao
olfato ou quimiorrecepcao tatil, onde a maioria dos ensaios de repeléncia para carrapatos nao
discriminam entre repeléncia devido ao olfato e quimiorrecepcao tatil®3,

Uma grande variedade de plantas e moléculas sintéticas além de substancias
produzidas por hospedeiros de carrapatos podem atuar como repelentes!?4. O Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) (2017) recomenda o uso de repelentes contendo
aproximadamente 20% de DEET, picaridina (&cido 1-piperidinocarboxilico) ou IR3535 (3-
[N- butil- N- acetil] acido -aminopropionico, éster etilico) na pele exposta, juntamente com o
uso de produtos contendo permetrina para tratar roupas e equipamentos, bem como roupas
disponiveis comercialmente pré-tratadas com permetrina, icaridina ou compostos
relacionados®®®°,

Pages et al.®* realizaram um levantamento dos repelentes sintéticos e naturais mais
importantes ja& comercializados ou em processo de desenvolvimento atual, de uso humano
contra carrapatos, sendo que se pode destacar o DEET por ser utilizado desde 1953, a
permetrina desde 1979 e o 2-undecanona BioUD ® desde 2007 (Tabela 1).



TABELA 1: Repelentes naturais e sintéticos ja comercializados ou em desenvolvimento

Moléculas Desenvolvimento | Concentracdo | Desvantagens
Repelentes sintéticos registrados nas agéncias dos Estados Unidos, Canadé e Europa

DEET 1953 10-50% Oleoso, altera plasticos,
irritante para os olhos
IR3535 ou EBAAP 1975 (Merck) 20-35% Baixa repeléncia em baixas

concentracdes

Produtos derivados de plantas mais eficazes comercializados

Picaridina ou KBR3023 1980 (Bayer) 20-30% N&o é tdo eficiente em
(derivado de piperidina) carrapatos

BAYREPEL ®

p -mentano-3,8-diol N/A 20-30% Contém citral (irritante para a
(Quwenling) Citriodiol ® pele), irritante para os olhos
Permetrina (piretrindides) | 1979 0,50% Mais toxico que repelente, ndo

deve ser aplicado na pele
Composto repelente de carrapatos mais estudado derivado de plantas

Carvacrol N/A N/A N/A

1-alfa-terpineol N/A N/A N/A

2-undecanona BioUD® 2007 7,75% N/A

Nootkatone N/A 0,0458 (peso/ N/A
volume)

Acido dodecanoico N/A 10% N/A

(DDA), Contrazeck ®

N/A: ndo se aplica
Fonte: Adaptado de Pages et al.®

Vantagens

Toxicologia bem
conhecida; barato, repelente
de amplo espectro

Seguro, bom histérico

Amplo espectro, ndo altera
plasticos, baixo odor

N/A

N/A

N/A
N/A
N/A
N/A

N/A

Observacdes

DEET 33% = polimero de liberagéo
lenta = Ultrathon®

Seria 0 melhor em carrapatos; estrutura
relacionada a beta-alanina

N/A

Eucalipto: Corymbia citriodora

Repelente de roupas, repelente de
revestimento de polimero

Oleo de toranja e cedro do Alasca

Cleome monophylla, Tanacetum vulgare
Lycopersicon hirsutum, tomate selvagem
Chamaecyparis nootkatens- cedro
amarelo do Alasca

Oleo de coco e palmiste



2.3 Fitoterapia

Com o intuito de reduzir os impactos negativos na saude humana, animal e no
meio ambiente, diversos produtos de base botanica, como os dleos essenciais de plantas, tém
sido descritos como possivel alternativa aos compostos sintéticos comercializados?122:12:62-65
pois possuem complexas propriedades acaricidas e repelentes contra carrapatos?©®,
Recentemente foram avaliadas 119 espécies de plantas pertencentes a 47 familias, quanto a
sua acdo repelente e acaricida. Os Gleos essenciais e extratos obtidos de varias partes de
plantas apresentaram efeitos promissores contra carrapatos, com acdo toxica, repelente ou
como inibidores da reproducio®’.

Embora os produtos de base botanica sejam considerados mais seguros em
comparaGao com acaricidas sintéticos®®°, ainda sdo poucos os estudos voltados para taxa de
dosagem, ac&o residual, vida Util e efeitos colaterais de acaricidas e repelentes botanicos®’ que
sdo indispensaveis para a viabilizacdo da utilizacdo e aplicacdo em grande escala, pois, é
sabido que alguns produtos derivados de plantas sdo potencialmente perigosos para humanos
e animais’"?, podendo ainda, ter efeitos negativos em organismos nio-alvo ou benéficos’® "’

Atualmente, ja existem pesticidas comerciais, em alguns paises, a base de 6leos
essenciais ou de suas moléculas isoladas para controle de diferentes organismos, incluindo
insetos e carrapatos’® 8. O derivado de Corymbia citriodora, Citriodiol®, com 64% de p-
mentano-3, 8-diol (PMD)®; o derivado de Lycopersicon hirsutum subsp, glabratum CH Mull
(tomate selvagem), BioUD®, composto por 7,75% 2-undecanona; e com 5% de geraniol, o
TT-4302 (Guardian®Wilderness; Tyratech, Inc. Morrisville, NC, EUA) "8 sjo alguns
desses exemplos. E a perspectiva de mercado € de crescimento, estimando-se uma

representatividade de 20% do mercado mundial de pesticidas nos proximos anos®.



2.3.1 Acao acaricida contra carrapatos

Os metabolitos secundarios produzidos por algumas plantas, como mecanismo de
defesa contra condigbes de estresse bidtico e abiGtico® podem inibir a alimentacdo ou a
sintese de quitina dos carrapatos, como também, diminuir o crescimento, o desenvolvimento
ou a reproduco, afetando seu comportamento sem efeitos adversos em espécies ndo-alvo®28,
Além disso, alguns extratos de plantas ou fitoquimicos especificos apresentam alta eficécia
contra artropodes resistentes a outros produtos sintéticos por apresentarem mecanismos de
acdo distintos®. Diversos produtos botinicos de diferentes espécies de plantas ja foram
avaliados quanto a sua atividade acaricida contra carrapatos, e muitos deles vém apresentando

resultados promissores para o controle desses ixodideos ®'(Tabela 2).

2.3.2 Acao repelente contra carrapatos

A acdo repelente de varios compostos vegetais e 6leos essenciais de plantas ja
foram relatadas contra R. microplus, R. sanguineus s.l. e Dermacentor nitens, por exemplo
(Tabela 3)%7, sendo que a repeléncia pode variar em funcio da idade dos carrapatos, duracao
do teste, metodologia e concentracdo da substincia utilizada®>®. No entanto, todos os 6leos
essenciais (OE) testados recentemente, mostraram acdo repelente eficaz, independentemente
da espécie e do estagio de desenvolvimento dos carrapatos. Foi observado que em testes de
curto prazo onde o efeito repelente é registrado nos primeiros 15 minutos apés a aplicacéo,
concentracdes acima de 1% geralmente causam mais de 70% de repeléncia, com concentracdo
efetiva contra 50% variando mais comumente entre 0,1-0,3 mg / cm?, dependendo do OE. A
aplicacdo de OE em concentracGes superiores a 10% costuma causar 100% de repeléncia e
quanto mais longo o periodo de observacdo (superior a 1 hora), maiores sdo as doses ou
concentracdes necessarias para atingir a repeléncia necessaria®.

Zhu et al.?**® demonstraram que os 6leos essenciais derivados de Nepeta cataria,
uma espécie de planta da familia Lamiaceae, popularmente conhecida como catnip, exibem
forte repeléncia contra as moscas Stomoxys calcitrans e Musca domestica. Zhu et al.®
também relataram que a oviposicdo de fémeas e o crescimento estavel de larvas de S.
calcitrans, foram inibidos em substratos de desenvolvimento tratados com 6leo de catnip
encapsulado. Contra carrapatos, ha relato de acdo repelente contra Rhipicephalus

appendiculatu 2.



TABELA 2: Espécies de plantas recentemente testadas quanto ao seu potencial acaricida em espécies de carrapato

Familia Espécies de Produtos Espécies de carrapatos
plantas

Acanthaceae Andrographis | Peth, AcOEt, Rhipicephalus microplus
echioides MeOH e Aq Ext

Amaryllidaceae | Allium sativum | Aq Ext Rhipicephalus spp.

Anacardiaceae | Schinopsis EtOH Ext Dermacentor nitens
brasiliensis
Schinus molle | EO Rhipicephalus sanguineus

sensu lato

Rhipicephalus microplus
Sclerocarya Ag e Aq/EtOH | Rhipicephalus turanicus
birrea Ext
Ace e EtOH Ext

Rhipicephalus microplus

Annonaceae Cananga EO Ixodes ricinus
odorata

Resumo de efeitos / resultados

O extrato metanolico apresentou a melhor
atividade de larvas (LC so = 0,11 mg / mL)

Eficacia de 83 e 98% quando aplicado em bovinos
a 25% (250 mg / mL) e 50% (500 mg / mL),
respectivamente

Eficacia de 76,75 e 78,73% em fémeas
ingurgitadas a 100 e 150 mg / mL no teste de
imersao de adultos, respectivamente

Concentracdo de 2% (20 mg / mL) causou 99,31%
de mortalidade das larvas. 29,62% de inibigdo da
oviposicdo e 22,61% de eficiéncia reprodutiva a
20% (200 mg / mL). 29,62% de inibicéo da
oviposicao e 22,61% de eficiéncia reprodutiva a
20% (200 mg / mL)

Mortalidade de larvas de 100% a 5% (50 mg / mL)
de concentracéo

0,0 e 13,8% de mortalidade de adultos em teste de
toxicidade de contato de 20% (200 mg / mL)

0,0 e 25,6% de mortalidade de adultos em teste de
toxicidade de contato de 20% (200 mg / mL)

30,7 e 20,8% de mortalidade de larvas no teste
larval de 1% (10 mg / mL)

Mortalidade ninfa 100% e LC 5,=0,185uL/cm?
apos 4,5h exposicao concentragdo de 0,4 pL/cm?
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https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR37
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR36
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR90
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TABELA 2: Espécies de plantas recentemente testadas quanto ao seu potencial acaricida em espécies de carrapato (continuagdo)

Familia

Apiaceae

Apocynaceae

Apocynaceae

Asteraceae

Espécies de
plantas

Cuminum
cyminum

Nerium adelfa

Aloe rupestris

Acmella
oleracea

Ageratum
conyzoides

Produtos

EO

MeOH Ext

Ace e EtOH Ext

EtOH Ext

Espécies de carrapatos

Rhipicephalus microplus

Rhipicephalus sanguineus
sensu lato,
Dermacentor nitens

Rhipicephalus microplus

Amblyomma cajennense

Rhipicephalus. microplus

Resumo de efeitos / resultados Referéncias

Villarreal et
al. (2017)

100% de eficacia em fémeas ingurgitadas e
parametros reprodutivos a 100 mg / mL no teste de
imersdo de adultos

Numero médio de ovos incubados
de R. sanguineus e D. nitens = 1,7 ¢ 0,7,
respectivamente

Pinto et al. (2018)

23,1 e 1,8% de mortalidade de larvas no teste larval | Wellington et al

de 1% (10 mg/mL) (2017)

3.1, 6.2 e 12.5 mg/mL causaram um efeito Anholeto et
citotoxico no sistema reprodutor de fémeas no teste | al. (2018)
de imers&o em adultos

6,2, 12,5 e 25 mg / mL causaram um efeito Anholeto et
citotoxico no sistema reprodutor masculino em al. (2017)

teste de imersdo em adultos

LC g = inibigéo de 8,91% e 90,7% da oviposicao e
odcitos malformados de fémeas ingurgitadas no
teste de imerséo em adultos

Ajith et al. (2019)

Extrato (Ext), Concentracdo letal (LC), Concentracéo suficiente para inibir 90% da ecloséo (CI 90), Metanol (MeOH), Etanol (EtOH), Acetona (Ace)

Fonte: Adaptado de Nwanad et al.


https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR86
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR63
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR90
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR8
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR5

TABELA 3: Espécies de plantas recentemente testadas quanto ao seu potencial repelente em espécies de carrapatos

Familia Espécies de plantas
Ammi majus

Apiaceae Ammi visnaga
Foeniculum vulgare

Apocynaceae Nerium oleander

Arecaceae Cocos nucifera
Anthemis melampodina
Anthemis scorbicularis
Anthemis scorbicularis
Artemisia herba alba

Asteraceae

Calendula officinalis

Conyza dioscoridis

Matricaria recutita

Oleo essencial (EO)

Produtos Espécies de carrapatos

EO

EO

EO

EO

EO

Ixodes ricinus

Ixodes ricinus
Ixodes ricinus

Amblyomma americanum,
Rhipicephalus sanguineus
sensu lato

Amblyomma. americanum

Ixodes ricinus

Ixodes ricinus

Ixodes ricinus

Resumo de efeitos / resultados

Atividade repelente de 68,3% a 1 mg/ mL
no estudo in vitro

Atividade repelente de 62,4% a 1 mg/ mL
no estudo in vitro

Atividade repelente de 70,6% a 1 mg/ mL
no estudo in vitro

Atividade repelente de 60,0% a 1 mg/ mL
no estudo in vitro

Repeléncia> 95% quando a concentracéo
estava acima de 0,625% (0,05 mg /

cm 2); Repeléncia entre 84 e 88% da
atividade para carrapato marrom

80% de repeléncia a 2,5% (25 mg/ mL) de
concentracdo

96,67% de repeléncia a 2,5% (25 mg/ mL)
de concentracédo

96,67% de repeléncia a 2,5% (25 mg / mL)
de concentracédo

Atividade repelente de 84,2% a 1 mg/ mL
no estudo in vitro

Atividade repelente de 82,0% a 1 mg/ mL
no estudo in vitro. 61,1% na concentragdo
de 6,5 ug / cm 2 sob condicdo de campo

Atividade repelente de 94,0% a 1 mg/ mL
no estudo in vitro. 61,1% na concentragédo
de 6,5 ug / cm 2 sob condicdo de campo
Atividade repelente de 40,0% a 1 mg/ mL
no estudo in vitro
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Referéncias

El-Seedi et al. (2017)
El-Seedi et al. (2017)
El-Seedi et al. (2017)

El-Seedi et al. (2017)

Zhu et al. (2018)

Yusufoglu et al. (2018)

Yusufoglu et al. (2018)

El-Seedi et al. (2017)

El-Seedi et al. (2017)

El-Seedi et al. (2017)

El-Seedi et al. (2017)


https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR26
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR95
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR93
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR93
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR26
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR26
https://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10493-020-00489-z#ref-CR26
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TABELA 3: Espécies de plantas recentemente testadas quanto ao seu potencial repelente em espécies de carrapatos (continuacao)

Tagetes minuta EO
Asteracea
EQe
Tagetes patula EtOH
Ext

Extrato (Ext), Oleo essencial (EO), Etanol (EtOH), Concentragéo letal (LC)

Fonte: Adaptado de Nwanad et al. &

Rhipicephalus appendiculatus
outras espécies de carrapatos

Rhipicephalus microplus

Atividade repelente acima de 75 e 60%
contra adultos de R. appendiculatus e outros
carrapatos, respectivamente, em condicdo de
semicampo

99,1 e 100% eficazes em repelir as larvas a
25 mg / mL, respectivamente. Os extratos
etandlicos mostraram 98,37% de larvicida
(LC 50 =3,798 mg/ mL) e 99,2% de Politi et al. (2019)
eficacia em fémeas ingurgitadas (LC so =

18,60 mg / mL) na concentragdo de 100 e

200 mg / mL, respectivamente

Wanzala et al. (2018)
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2.4 Derivados de 6leo de coco

O o6leo de coco (Cocos nucifera) é composto por 99,9% de &cidos graxos, sendo
que 91,9% desses acidos sdo saturados, 6,4% sdo monoinsaturados e 1,5 % sdo &cidos graxos
poliinsaturados®®. O &cido graxo predominante é o &cido laurico ou dodecandico (Ci2),
representando cerca de 56% do total®®. Em andlise feita recentemente por Zhu et al.?? os
acidos graxos de cadeia média (Cg a C12) representaram aproximadamente 70% do perfil de
acidos graxos total, sendo o acido laurico (Ci2) responsavel por 53% do total desses acidos.

Os acidos graxos de cadeia media do Oleo de coco virgem apresentam boa
disponibilidade natural, pois também podem ser obtidos de outros dleos vegetais e gorduras
animais e por isso podem apresentar um custo de mercado satisfatorio.

Estudos acerca de 6leo de coco virgem levaram a relatérios sobre diversas
atividades biologicas, como propriedades antimicrobiana, analgésica, antipirética e
antiinflamatoria in vivo®*°, Sua aplicagdo tdopica é efetiva para o tratamento de infeccOes
cutaneas e de doencas da pele com disfuncdo da barreira de permeabilidade como dermatite
atopica e xerose moderada®-192,

O é&cido laurico (C12) é eficaz na inibicdo do crescimento de patdgenos, por ser
precursor de monolaurina e tem atividade antifungica contra biofilme contendo Candida
albicans!®®. Esta associado também com a inibi¢do do crescimento de algumas bactérias em
humanos!®, e atualmente é aprovado pela Unido Europeia para ser usado como biocida e
substancia ativa na formulacdo de repelentes para uso humano contra carrapatos
(Regulamento de Produtos Biocidas da UE n° 528 / 2012).

Estudos comparativos da repeléncia de diferentes formulacdes de acido
dodecandico (Ci2) contra carrapatos Ixodes ricinus (Acari: Ixodidae), demonstraram forte
repeléncia contra ninfas desta espécie (100-81% de protecdo) in vitro e nas investigacfes de
repeléncia em humanos mostraram que a formulacdo mais eficaz a base de 10% desse &cido
(~ 1,67 mg / cm? aplicado diretamente na pele) evitou fortemente a fixacéo de ninfas e adultos

por pelo menos 6 horas'®.
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A eficécia acaricida de &cido laurico (C12) foi observada contra adultos, ninfas e
larvas in vivo de Rhipicephalus microplus, sendo superior a 95% in vitro no teste de imerséo
de adultos a 40 mg/mL. No teste de determinacdo de dose (1%) foi observada eficacia de 86%
em gado naturalmente infestado por R. microplus. Em teste de confirmacéo de dose, a eficacia
do &cido laurico a 1% foi de 53,4% realizado em rebanho com presenca desta espécie de
carrapato resistente a todos os grupos quimicos de acaricidas. A administragdo tdpica nesses
animais, ndo resultou em sinais clinicos dermatologicos, hematologicos ou de intoxicacédo
sistémica e anomalias bioquimicas, sendo o &cido laurico, considerado seguro para o gado°®.

Ja em estudo contra o carrapato da paralisia australiana, Ixodes holocyclus (Acari:
Ixodidae) o dleo de coco (6leo corporal de coco, Pharma Care Laboratories Pty. Ltd) exibiu
uma repeléncia relativamente alta (70-95%) na concentracdo de 15-30% preparadas em
dissolucdo em etanol, embora a repeléncia tenha sido significativamente menor ap6s 1 h com
a concentracdo de 30% (P = 0,005). Nesse estudo os tecidos tratados com etanol produziram
0% de repeléncial?®’.

Em 2018 Zhu et al.?? demonstraram que os &cidos graxos de cadeia média (Cs a
C12) derivados de oleo de coco repelem uma ampla gama de artropodes hematofagos
incluindo moscas (Stomoxys calcitrans, Haematobia irritans), percevejo (Cimex letularius),
mosquito (Aedes aegypti) e carrapatos (Amblyomma americanum e Rhipicephalus sanguineus
sensu lato). Contra A. americanum, foi observado repeléncia superior a 95% em
concentracdes acima de 0,625% (0,05 mg/cm?) em ensaio de papel filtro. Em bioensaio de
placa de Petri foi observado alto efeito residual apresentando repeléncia superior a 80% por
até sete dias contra R. sanguineus s.1.?2. Em outro estudo com &cido graxo de coco e seus
derivados de éster metilico, pesquisadores relataram forte atividade antialimentacdo contra
moscas S. calcitrans e repeléncia espacial ativa além de forte toxicidade. A aplicacdo topica
em animais, de acido graxo de coco pulverizavel (formulacdo de 16%) foi também toxico para
outras moscas coexistentes como moscas-dos-chifres (H. irritans):©,

No entanto, até 0 momento ndo foram relatadas avaliagbes de repeléncia de A.
sculptum frente a substancias derivadas de dleo de coco. Dessa forma, evidencia-se a
importancia de abranger e aprofundar os estudos com derivados de 6leo de coco, a fim de
identificar compostos botanicos com efeito repelente e/ou carrapaticida contra esses
artropodes, para contribuir com o desenvolvimento de produtos fitoterapicos e assim
disponibilizar um método alternativo de controle de transmissdo de R. rickettsii para

humanos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a eficacia de compostos derivados de 6leo de coco para o controle de

estagios imaturos de Amblyomma sculptum.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar in vitro a atividade repelente de acido graxo de coco, &cido laurico ou
dodecandico (Ci2), acido caprico ou decandico (Cio), éster metilico de Ciz, éster
metilico de Cio, Oleo de catnip (Nepeta cataria) e acido graxo livre de coco em
formulagdo de 6leo de lavanda, contra ninfas ndo alimentadas de A. sculptum.

e Auvaliar in vitro a atividade repelente e longevidade de repeléncia de éster metilico de
Cu12, éster metilico de Cio, 6leo de catnip e acido graxo livre de coco em formulacédo de
6leo de lavanda contra ninfas ndo alimentadas de A. sculptum.

e Auvaliar in vitro a atividade carrapaticida de éster metilico de Ci2, éster metilico de Cio,
6leo de catnip e acido graxo livre de coco em formulacdo de 6leo de lavanda sobre

larvas ndo alimentadas de A. sculptum.
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RESUMO

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade repelente e acaricida de
compostos derivados do 6leo de coco contra ninfas e larvas ndo alimentadas de Amblyomma
sculptum. Sete substancias, sendo seis derivadas de 6leo de coco (&cido graxo de coco; acido
laurico (C12); acido céprico (Cio); éster metilico Ciz; éster metilico Cyo e acido graxo livre de
coco em oOleo de lavanda) e dleo de catnip (Nepeta cataria), foram triadas usando um
bioensaio de placa de Petri, diluidas a 10% em hexano para avaliar a repeléncia. Oleo de
catnip, éster metilico Cio e Ci2 e acido graxo livre na formulagdo de 6leo de lavanda
mostraram repeléncia significativa (P<0,05) em quase todos os tempos avaliados, com uma
média de 77,8 a 100% de repeléncia. Esses compostos foram selecionados para avaliar a
repeléncia por até 7 dias contra ninfas ndo alimentadas e toxicidade contra larvas néo
alimentadas. Para avaliar a repeléncia, um bioensaio de placa de Petri modificado foi usado e
uma concentracdo de 10% de cada composto em etanol foi testado. Para o teste acaricida,
cinco concentracdes (2,5; 5; 10; 15 e 20 mg / mL) foram avaliadas por meio do teste de pacote
larval. Todas as quatro substdncias testadas foram repelentes, com &cido graxo livre
mostrando repeléncia por até 7 dias, enquanto o 6leo de catnip e o éster metilico de C1o foram
repelentes por 4 e 3 dias, respectivamente. Todos 0s compostos de coco apresentaram
atividade acaricida, porém o éster metilico de Ci2 se destacou. Na concentracdo de 15 mg /
mL, foi eficaz contra mais de 93% das larvas testadas e na concentracdo de 20 mg / mL
conferiu 100% de mortalidade. O 6leo de catnip ndo causou mortalidade de larvas de A.

scultptum em todas as concentracdes testadas.

Palavras-chave: 6leo de coco, Amblyomma sculptum, repeléncia, bioensaio placa de Petri,

bioensaio pacote de larvas
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ABSTRACT

This study was carried out aiming to evaluate the repellent and acaricide activity of
compounds derived from coconut oil against unfed nymphs and larvae of Amblyomma
sculptum. Seven substances been six derived from coconut oil (coconut fatty acid; lauric acid
(Cy12); capric acid (Cio); C12 methyl ester; Cio methyl ester and coconut free fatty acid in
lavender oil) and catnip oil (Nepeta cataria), were screened using a Petri dish bioassay,
diluted at 10% in hexane to assess repellency. Catnip oil, C1o and Ci2 methyl ester, and free
fatty acid in lavender oil formulation showed significant repellency (P<0.05) at almost all
times evaluated, with an average of 77.8 to 100% repellency. Those compounds were selected
to evaluate repellence for up to 7 days against unfed nymphs and toxicity against unfed
larvae. To evaluate repellence, a modified Petri dish bioassay was used and a 10%
concentration of each compound in ethanol was tested. For the acaricide test five
concentrations (2.5; 5; 10; 15 and 20 mg / mL) were evaluated using the larval pack test. All
four substances tested were repellent, with free fatty acid showing repellency for up to 7 days,
while catnip oil and Cio methyl ester were repellents for 4 and 3 days, respectively. All
coconut compounds had acaricide activity, however C, methyl ester stand out. At 15 mg/mL
concentration it was effective against more than 93% of the tested larvae and at a
concentration of 20 mg / mL conferred 100% mortality. Catnip oil caused no mortality of A.

scultptum larvae in all concentrations tested.

Keywords: coconut oil, Amblyomma sculptum, repellency, petri dish bioassay, larval pack

bioassay
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1. INTRODUCAO

Amblyomma sculptum apresenta importancia veterinaria e em saude publica
significativa no Brasil devido a sua capacidade de causar danos diretos e indiretos para
animais domésticos, de vida selvagem e humanos; sendo o principal vetor da bactéria
Rickettsia rickettsii no pais, agente etiologico da febre maculosa brasileira, reconhecida pela
alta letalidade em humanos (Barros-Battest et al., 2006; Gerardi et al., 2019).

O método de controle mais utilizado atualmente desta espécie de carrapato
baseia-se no uso de acaricidas quimicos que pode levar a resisténcia e toxicidade ambiental e
animal, além das desvantagens de mercado, como preco e disponibilidade. Para humanos ha
poucos estudos direcionados a repeléncia de carrapatos, portanto, mais pesquisas Sao
necessarias para encontrar alternativas para o seu controle, como repelentes. (Cancado et al.,
2008; Sonenshine & Roe).

O repelente sintético N, N-dietil-3-metilbenzamida (DEET) é considerado padrao
ouro de repelentes (Leal, 2014) e repele uma variedade de espécies de carrapatos, incluindo A.
sculptum (Borges et al., 2015; Carroll et al., 2004; Soares et al., 2010a; Ferreira et al., 2017).
Porém seu uso ja foi associado a efeitos neuroldgicos adversos e ma formagao genética em
recém-nascidos (Schaefer & Peters, 1992; Dugas et al., 2010). Diversos produtos de origem
natural, como [-citronelol, Cymbopogon nardus e Ocimum gratissimum, tém apresentado
resultados promissores com relacdo a acdo repelente e/ou acaricida para serem formulados
para uso humano e de outros animais como possivel alternativa aos compostos sintéticos
comercializados; e até mesmo aliados ao uso destes compostos para minimizar sua utilizagéo,
como forma de reduzir os impactos negativos na saide humana e no meio ambiente (Ferreira
etal., 2017; Soares et al., 2010b; Ferreira et al., 2019).

Os acidos graxos de cadeia média, que séo os principais componentes do 6leo de
coco, apresentam boa disponibilidade e custo de mercado satisfatorio (Gervajio, 2005). Zhu et
al, (2018) observaram altas taxas de repeléncia e de longa duracdo contra uma ampla gama de
artropodes hematofagos incluindo moscas (Stomoxys calcitrans, Haematobia irritans),
percevejo (Cimex letularius), mosquito (Aedes aegypti) e carrapatos (Amblyomma
americanum e Rhipicephalus sanguineus sensu lato). Ja, o 6leo de catnip (Nepeta cataria) €
considerado um dos mais fortes repelentes de moscas Stomoxys calcitrans (L.) e Musca
domestica (L.), identificados até agora (Zhu et al., 2009), e seu potente efeito repelente, foi
relatado contra Rhipicephalus appendiculatus (Birkett et al., 2011). No presente estudo
avaliou-se a atividade repelente e carrapaticida in vitro de acidos graxos de cadeia média de
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6leo de coco (Cio e Ci2) e seus ésteres metilicos, acido graxo livre e 6leo de catnip (N.

cataria) contra ninfas e larvas ndo alimentadas de A. sculptum.

2. MATERIAL E METODOS

O projeto tem autorizagdo da Comissdo de Etica no Uso de animais (CEUA/UFG)

sob protocolo de nimero 058/20.

2.1 Local de realizagdo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Ecologia Quimica de
Carrapatos (LEQC), no Centro de Parasitologia Veterinaria (CPV), da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG), na cidade de Goiania — GO.

2.2 Obtencéo dos carrapatos

Para a obtencdo das larvas e ninfas de A. sculptum para realizacdo dos testes
comportamentais, fémeas ingurgitadas foram coletadas de equinos naturalmente infestados da
EVZ/UFG, e mantidas no biotério do CPV através de infestacdes artificiais em coelhos
Oryctolagus cuniculus Linnaeus, 1758 (mesticos - Califérnia x Nova Zelandia), de acordo
com a técnica de inoculacdo em cépsulas (Louly et al., 2009). Os carrapatos em fase ndo
parasitaria foram mantidos em cadmara climatizada (T = 27 + 1°C e UR > 80%, Eletrolab)
dentro de seringas pléasticas com o apice cortado e vedadas com algoddo. Também foram
obtidos carrapatos em uma coldnia do Laboratério de Ixodologia (LABIX) da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (FAMEV / UFU). Carrapatos
dessa coldnia também foram alimentados em coelhos (Szabo et al., 1995) e foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da UFU (CEUA-UFU) (Prot. No 069/18). Para a
realizacdo dos testes de repeléncia foram utilizadas ninfas e larvas ndo alimentadas com idade

entre 15 a 60 dias p6s-muda e 15 e 21 dias pds-ecdise, respectivamente.

2.3 Obtencéao e diluicdo dos compostos

Os compostos utilizados foram gentilmente cedidos pelo Dr. Junwei Jerry Zhu,
vinculado ao Departamento de Agricultura da Universidade de Nebraska, Nebraska, Estados
Unidos. A escolha das substancias esta relacionada com estudo anterior de Zhu et al. (2018),
no qual observaram repeléncia de duas espécies de carrapatos, A. americanum e R.

sanguineus, frente a compostos derivados do 6leo de coco.
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Foram recebidas sete substancias, sendo elas, seis derivadas de 6leo de coco:
acido graxo de coco; éacido laurico (C12); &cido céprico (Cio); éster metilico de Cio; éster
metilico de Cio; &cido graxo livre de coco (em formulacdo de dleo de lavanda) e dleo de
catnip (Nepeta cataria).

O é&cido graxo de coco era um produto de base bioldgica, hidrolisado a partir do
o6leo de coco natural obtido da ACME-HARDESTY (Blue Bell, PA, EUA). Padrdes de acidos
graxos sintéticos (C10: 0, C12: 0) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA),
com pureza de 90-99%, e seus esteres metilicos foram sintetizados conforme descrito por Zhu
et al. (2018).

O acido graxo livre de coco em formulacdo de 6leo de lavanda, consistiu de acido
caprilico (C8), acido caprico (C10), &cido laurico (C12), acido miristico (C14), acido
palmistico (C16), acido esteérico (C18), &cido oleico (C18-1) e acido linoléico (C18-2) a uma
razdo de 6,85: 7,33: 52,68: 17,14: 8,44: 1,29: 6,02: 0,34 (Zhu et al., 2018). Onde, C8-C10-
C12 estavam em formulagdo de 6leo de lavanda (10%), fornecido por Ondering’s Lavender
Farm LLC (Ohio, EUA).

As sete substancias recebidas passaram por triagem por meio de bioensaio de
placa de Petri, diluidas a 10% em hexano (Sigma-Aldrich 99%). As substancias que
apresentaram maior porcentagem média de repeléncia foram entdo, selecionadas para serem
submetidas a novos testes de repeléncia de placa de Petri modificado e teste de pacote de
larvas para avaliacdo da atividade acaricida.

Para o teste de repeléncia (placa de Petri modificado) as substancias foram
diluidas em etanol 99,5 °GL a 10%, sendo este mesmo solvente utilizado para um dos
controles. Esta concentracdao foi a mesma utilizada recentemente por Zhu et al. (2018) e esta
préxima das observadas em concentra¢fes de DEET disponiveis em formulagGes comerciais.
Jé& para o teste acaricida (teste de pacote de larvas), as substancias foram utilizadas a 2,5; 5;
10; 15; 20 mg/mL diluidas em etanol 99,5 °GL, sendo este mesmo solvente utilizado para um

dos controles. O outro controle foi realizado com &gua destilada.

2.4 Triagem das substéncias

Todas as substancias recebidas foram submetidas a bioensaios de placa de Petri
adaptados da metodologia descrita por Bissinger et al., (2009) e Ferreira et al., (2017). Os
testes foram realizados em ambiente com temperatura e umidade relativa de ar controladas
(27°C, UR=70%) e em total escuriddo. Foram utilizadas placas de Petri de vidro (area total =
63,6 cm?) contendo dois semicirculos de papel filtro (Whatman Qualitative Cat n° 1001 de 90
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mm), sendo que um semicirculo recebeu 87 ul de substancia teste (lado tratado), e o outro
semicirculo recebeu 0 mesmo volume de solvente (lado controle - hexano). Foi realizado um
ensaio de controle onde as placas de Petri receberam um semicirculo com 87 ul de hexano
(lado tratado), e o outro semicirculo sem nenhum tratamento - papel com hexano versus papel
limpo. Os papéis filtro tratados foram secos por 10 minutos, em capela de exaustdo
(Permution, EJ Krieger e Cia Ltda) fechada para completa evaporagdo do solvente, antes de
serem utilizados para os testes. Foram colocadas seis ninfas ndo alimentadas de A. sculptum
em cada placa, que posteriormente foram fechadas e vedadas com termoplastico flexivel
(Parafilm®). A posicdo das ninfas de A. sculptum nos tempos de 1, 3, 5, 10, 15 e 30 minutos
foram avaliadas, sendo replicados trés vezes para cada tratamento. Os carrapatos que
permaneceram, durante as avaliacbes, no semicirculo ndo tratado, foram considerados
repelidos. A porcentagem média de repeléncia correspondeu a porcentagem de carrapatos no
lado controle da placa de Petri. As substancias de melhor desempenho foram selecionadas
para serem submetidas aos testes subsequentes.

2.5 Teste de repeléncia

As substancias que obtiveram resultados satisfatorios nos testes de triagem foram
submetidas a novos bioensaios de placa de Petri modificado, agora com 10 repeti¢des com
seis ninfas cada, conforme descrito no topico anterior. Neste momento foram realizadas
algumas adaptac6es: o solvente foi modificado para etanol 99,5%, pois foi observado que com
0 passar do tempo os carrapatos testados com hexano morreram; e a realizacdo de dois ensaios
de controle: 1) um grupo de placas de Petri receberam um semicirculo tratado com etanol e
outro semicirculo sem tratamento, e 2) um grupo de placas de Petri receberam os dois
semicirculos de papel sem nenhum tratamento - papel limpo versus papel limpo (Figura 1).
Além disso, as placas, ap6s a montagem com os papéis, foram cobertas com tecido resistente,
de malha fina e transparente (denominado volta ao mundo) e preso com elastico. Optou-se por
esta adaptagdo para que o repelente em teste ndo ficasse ‘preso’ entre as placas e desta forma
foi possivel retratar o ambiente natural, no qual o repelente serd aplicado, e sua liberacdo

ocorreu aos poucos, permitindo a circulagdo do ar dentro da placa.



34

FIGURA 1- Bioensaio de repeléncia de ninfas de Amblyomma sculptum (A) Bancada de ensaio in vitro
mostrando a distribuicdo das placas de Petri que serviram de arena (B) Detalhe da arena
(placa de Petri) montado. O lado esquerdo da arena contém papel filtro tratado com a
substancia teste e o lado direito contém papel filtro com solvente (etanol). Para
controles, ambos os lados contém papel filtro ndo tratado. E o outro controle contém
lado esquerdo tratado com etanol e lado direito com papel filtro sem tratamento.

A posicdo das ninfas de A. sculptum nos tempos de 1, 3, 5, 10, 15 e 30 minutos e
24, 48, 72, 96 e 168 horas apds o inicio de cada experimento foram avaliadas, sendo
replicados 10 vezes para cada tratamento. Os carrapatos que permaneceram, durante as
avaliacGes, no semicirculo ndo tratado foram considerados repelidos. A porcentagem média

de repeléncia correspondeu a porcentagem de carrapatos no lado controle da placa de Petri.

2.6 Teste de pacote de larvas

O teste de pacote de larvas foi realizado de acordo com o método proposto por
Stone e Haydock, (1962) adaptado por Monteiro et al., (2012). Para a avaliacdo da atividade
carrapaticida das substancias sobre as larvas de A. sculptum, aproximadamente 100 larvas ndo
alimentadas, foram colocadas no centro do papel filtro com dimensdes de 6x6 cm, em seguida
foram dobrados ao meio e tiveram suas laterais fechadas por Binder clips. Ap6s a montagem
dos pacotes, 90 ul da solucdo a ser testada foi aplicada em cada lado externo do papel filtro, e
apos 10 minutos, os pacotes foram acondicionados em camara climatizada (27°C e UR>80%).
A avaliagdo do teste foi realizada apds 24 h do tratamento, sendo que os pacotes foram
abertos para a contagem do numero de larvas vivas e mortas com auxilio de uma bomba a
vacuo (Figura 2). O percentual de mortalidade foi obtido pela seguinte formula: (n° total de

larvas mortas + n° total de larvas) x 100.
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FIGURA 2- Teste de pacote de larvas: (A) Larvas ndo alimentadas sendo
colocadas no centro de papel filtro com dimenso 6 cm x 6 cm;
(B) Papel filtro fechado nas laterais com clipes binder; (C) Papel
filtro sendo tratado com 90 pL da solugdo testada em cada lado;
(D) Contagem do nimero de larvas vivas e mortas com a
utilizacdo de bomba de vacuo.

2.7 Anélise estatistica

A comparagéo entre as médias dentro de cada tratamento no teste de repeléncia
foi realizada no site http://www.quantpsy.org/ pelo teste do qui-quadrado (P <0,05). Ja os
valores obtidos no teste de pacote de larvas foram submetidos ao software Biostat, verséo 5.0
(Ayres et al., 2007). Os dados obtidos em percentual foram convertidos em arco seno (X).
Como os dados apresentaram distribuicdo ndo normal, foram comparadas com utilizagdo do
teste de Kruskal- Wallis, seguido do teste de Student-Newman-Keuls (SNK).

3. RESULTADOS

3.1 Triagem das substancias

Dos compostos testados, o 6leo de catnip obteve a melhor porcentagem média de
repeléncia no teste de triagem, com repeléncia significativa (P<0,05) em todos os tempos
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avaliados, sendo observado no primeiro momento 94,4% de repeléncia média e no ultimo
momento de avaliagdo (30’) observado 77,8% de repeléncia. Para o éster metilico de Cio foi
observada repeléncia significativa (P<0,05) de 1 a 15° de observagdo, sendo 100% de

repeléncia observada nos tempos de 5 e 10 minutos (Tabela 4).

TABELA 4- Percentual médio de repeléncia de ninfas de Amblyomma sculptum avaliadas frente a
compostos de coco (na concentragdo de 10%, exceto o acido graxo livre em formulacdo de lavanda,
que foi usado sem diluicdo) em ensaio de placa de Petri modificado. (Média + erro padréo)

- Acido Acido Ester Ester ‘ Acido

Tempo  Hexano Acido lauri L tli tili Oleo de
(min) graxo aurico  caprico  metilico  metilico catnip graxo
(C12) (C10) de Ci, de Cyo livre

1 38,9+2,3 66,7+0,0 61,1+6,0 61,123 77,8*+45 944*+23 0944*+23 66,7+£3,9
3 72,2¥45 77,8*+2,3 50,0+7,9 66,7+7,9 77,8*+45 094,4*+23 94,4*+23 83,3*+6,8
5 77,8*+6,0 44,4+23  444+45 66,7+39 55,6+4,5 100*+0,0 94,4*+2,3 88,9*+4,5
10 66,739 66,7+39 77,8*+2,3 66,739 83,3*+0,0 100*+0,0 88,9*+4,5 77,8*+23
15 44,4482 83,3*+0,0 72,2+2,3 61,1+2,3 83,3*+0,0 94,4*+2,3 83,3*+0,0 72,2+4,5
30 55,6+2,3 77,8*+6,0 50,0+£39 722+23 77,8*+45 55,6+6,0 77,8*+2,3 83,3*+3,9

A repeléncia foi considerada quando o nimero de carrapatos do lado ndo tratado da placa de Petri foi
superior ao numero do lado controle de acordo com o teste do qui-quadrado.
*Significativo (P<0,05)

Foram, entdo, selecionados 0s compostos que apresentaram repeléncia
significativa em quase todos os tempos avaliados. Sendo os dois ésteres metilicos (de Ci2 e
C1w), 0 Oleo de catnip, e por Ultimo o &cido graxo livre em formulacdo de lavanda
respectivamente, totalizando quatro substancias selecionadas para serem submetidas aos testes

subsequentes.

3.2 Teste de repeléncia

A porcentagem média de repeléncia contra ninfas ndo alimentadas de A. sculptum
de compostos derivados de 6leo de coco a 10% ¢é apresentada na Tabela 5. Nos controles de
ambos o0s bioensaios de placa de Petri modificado os carrapatos foram distribuidos
homogeneamente, sem diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre lado tratado e lado
controle. Todos os compostos foram significativamente repelentes (P<0,05) até 24h do inicio
dos testes. O &cido graxo livre em formulacdo de lavanda foi significativamente repelente em
todos os pontos de tempo com 100% de repeléncia as 24h. O 6leo de catnip e o éster metilico
de Cio apresentaram repeléncia significativa até 96h e 72h ap0s o inicio dos testes,

respectivamente.
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TABELA 5- Percentual médio de repeléncia de ninfas ndo alimentadas de Amblyomma sculptum por
compostos de 6leo coco (ha concentracdo de 10%) em ensaio de placa de Petri modificado no
intervalo de tempo de um minuto a 168h. (Média * erro padrdo)

Ester Ester Oleode  Acido graxo

Tempo  Controle Controle metilico metilico ) 09

(Etanol)  (Papel Limpo) (Cr2) (Cuw) catnip livre
1’ 60,0£1,7 51,7£2,8 68,3*+2,9 90,0*+1,5 88,3*x2,0 96,7*+0,9
3 60,0£3,1 53,3%£2,6 73,3*+3,1 73,3*+x1,1  88,3*x2,0 83,3*+2,0
5 50,0£3,0 53,3%£2,2 76,7*+3,2 73,3*+1,8 81,7*x2)1 88,3*+1,8
10° 58,3t£1,5 53,3+2,4 75,0*+2,9 81,7*+16  81,7*+19 85,0*+1,6
15 55,0£2,7 60,0£2,1 75,0%+3,1 85,0*+1,6  86,7*+1,4 86,7*+1,4
30 58,3+2,1 51,7£2,4 81,7*+29 80,0*+3,2  90,0*x1,5 91,7*+1,1
24h 50,8+£2,0 51,7£2,1 75,0*+2,9 83,3*+2,3  76,7*x2,1  100,0*+0,0
48h 45,8+2,3 38,334 51,7£3,3 63,3*+3,0 78,3*x25 90,0*+1,5
72h 62,7129 43,3+2,7 51,7+£2,6 66,7*+3,0  78,3*+2,7 91,7%+1,5
96h 47,542 55,0+2,9 61,7+£2,0 56,7+3,1 71,7%x29 93,3*x1,5

168h 49,2431 53,3+2,8 65,0*+2,6 56,7+2,7 56,7+2,1 91,7*+1,5

A repeléncia foi considerada quando o nimero de carrapatos do lado ndo tratado da placa de Petri foi
superior ao numero do lado controle de acordo com o teste do qui-quadrado.
*Significativo (P<0,05)

3.3 Teste de pacote de larvas

Nos grupos tratados com o éster metilico de Ci2, a partir da concentragéo de 10
mg/mL foram observadas diferencas (P<0,05) na mortalidade de larvas, em relacdo ao grupo
controle (1,2 e 0,8%), com percentual de 43,4%, chegando a 100% na maior concentracao (20
mg/mL). Para o éster metilico de Cio, 0 percentual de mortalidade na concentracdo de 5
mg/mL foi de 13,9% (P<0,05), e na maior concentracdo (20mg/mL) a mortalidade foi de
82,1%.

Em relacdo ao acido graxo livre em formulacdo de lavanda, foram observadas
diferencas (P<0,05) quando comparado ao grupo controle, a partir da concentracdo de 10
mg/mL, com 20,9% de mortalidade, enquanto na maior concentracdo, o percentual de
mortalidade chegou a 88,7%. Em contrapartida, para o 6leo de catnip, ndo foram observadas

diferencas (P<0,05) quando comparada ao grupo controle (Tabela 6).
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TABELA 6- Atividade carrapaticida (%) de diferentes concentra¢es de compostos derivados de 6leo
de coco, em solucéo etandlica, sobre larvas ndo alimentadas de Amblyomma sculptum, sob condicBes
de laboratério (27°C e UR>80+ 5%). (Média + desvio padréo).

Tratamentos Ester metilico  Ester metilico  Oleo de catnip  Acido graxo livre
(mg/mL) (Cr2) (C)

Controle etanol 0,8+1,12 0,8+1,1% 0,8+1,12 0,8+1,12
Controle agua 1,2+1,2% 1,2+1,2°2 1,2+1,2 2 1,241,2
2,5 5,6+3,2% 1,5+1,6 % 0,7+0,92 5,1+3,2 ¢
5 3,2+2,1% 13,9+3,4 be 1,5+2,4 2 2,943,332

10 43,4219  60,8+15,0 1,1+1,32 20,9+13,4 «

15 93,6+19,9¢ 66,1+11,4 ¢ 0,9+1,12 60,0+19,7 %

20 100,0+0,0¢ 82,1+¢11,29  12,3+29,35? 88,7+10,4 °

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna apresentam diferencas (P>0,05) a nivel de 5%.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo demonstra pela primeira vez o potencial de compostos
derivados do 6leo de coco para o controle de fases imaturas de A. sculptum em condicéo de
laboratério. Todos 0s compostos apresentaram pelo menos 24h de repeléncia, chegando até
sete dias de efeito. Além disso, trés dos quatro compostos avaliados demonstraram atividade
carrapaticida superior a 82% na maior concentracdo utilizada.

No presente estudo, os ésteres metilicos de Cio € C12 dos &cidos graxos de coco
apresentaram atividade repelente contra ninfas ndo alimentadas de A. sculptum por até sete
dias. O presente estudo corrobora os resultados de Zhu et al. (2018) que observaram que dos
acidos graxos contidos no 6leo de coco hidrolisado, os acidos graxos Cg, C1o € C12 exibiram
0s mais altos niveis de repeléncia contra as espécies de carrapato A. americanum e R.
sanguineus s.I. por até sete dias. Além disso, Zhu et al. (2018), também observaram
repeléncia destes compostos contra Stomoxys calcitrans e também contra percevejos (Cimex
letularis), reforcando seu potencial repelente. Em testes recentes de atividade antialimentacéo,
esses ésteres metilicos impediram a alimentacéo de sangue pelas moscas S. calcitrans (Roh et
al., 2020). E com relacdo a repeléncia desta mesma espécie de mosca (S. calcitrans),
resultados semelhantes foram encontrados anteriormente, onde os acidos graxos Cio e Ci2
exibiram repeléncia superior a 90% (Zhu et al., 2018).

Ja o 6leo de catnip (Nepeta cataria) apresentou repeléncia de até 96h contra A.
sculptum. Em avaliacdo realizada para comparar a eficacia de DEET e derivados de 6leo de
coco, Zhu et al., (2018) utilizaram o Oleo de catnip como controle positivo por ser
considerado um dos mais fortes repelentes de moscas S. calcitrans identificados até agora
(Zhu et al., 2009). Para A. sculptum, até onde se sabe, essa substancia ainda ndo havia sido
estudada. Este entdo, é o primeiro registro de acdo do 6leo de catnip em carrapatos A.
sculptum.

A metodologia do bioensaio de placa de Petri e 0 solvente (hexano) utilizados nos
testes de triagem pareceu influenciar na repeléncia, por isso foram feitas algumas
modificagdes. Nos testes de triagem utilizando placas de Petri sobrepostas e vedadas com
termoplésticos resistentes (Parafilm), o grupo controle de hexano apresentou repeléncia aos
cinco minutos e com o passar do tempo alguns carrapatos morreram, durante e apds os testes.
Apos as modificagdes, o controle com etanol ndo apresentou repeléncia significativa e ndo foi
observado mortalidade dos carrapatos. A modificagdo feita no bioensaio de placa de Petri

nesse estudo, deve ser uma opc¢éo a ser utilizada em futuros testes de repeléncia pois retrata
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melhor o ambiente natural em que o composto serd utilizado. A metodologia de placa de Petri
proposta por Bissinger et al. (2009) é um procedimento facil de realizar, rapido e barato
(Bissinger e Roe, 2010). No entanto, pode haver uma superestimativa da repeléncia pela
auséncia de pistas do hospedeiro (Dautel, 2004). Por esse motivo, pesquisas adicionais a
campo utilizando esses compostos sdo 0s proximos passos da pesquisa.

Curiosamente, o &cido graxo de coco e os acidos céprico (Cio) e laurico (C12) ndo
apresentaram boa repeléncia em teste de triagem realizado nesse estudo ao contrario do que
foi observado para seus ésteres metilicos relatados e discutidos aqui. Zhu et al. (2018) ao
encontrar resultados semelhantes contra moscas dos estabulos, atribuiu que o 6leo de coco
ndo mostrou repeléncia, possivelmente porque os &cidos graxos estdo presentes como uma
molécula maior de triglicerideos (Marina et al., 2009), sugerindo que a falta de repeléncia
pode ser devido a natureza volumosa da estrutura dos triglicerideos e ndo a presenca de
fracOes éster, uma vez que o éster metilico de Ci2, que também contém uma fragdo éster
semelhante a estrutura dos triglicerideos, é altamente repelente além de exibir toxicidade (Zhu
etal., 2018).

O efeito carrapaticida sobre larvas de A. sculptum foi observado para o éster
metilico de Ci2 e &cido graxo livre de 6leo de coco (em formulacdo de lavanda) nas
concentracdes de 10, 15 e 20 mg/mL, e para o éster metilico de Cio nas concentracGes de 5,
10, 15 e 20 mg/mL no presente estudo. Dos Santos et al. (2020) observaram que nenhum
destes acidos graxos testados in vitro contra larvas de Rhipicephalus microplus (teste de
imersdo de larvas) exibiram eficacia. No entanto, os acidos caprico (Cio) e laurico (C12) a uma
concentracdo de 40 mg / ml exibiram mais de 95% de eficacia contra carrapatos adultos (teste
de imersdo em adultos) (dos Santos et al., 2020). Resultados semelhantes foram encontrados
contra S. calcitrans ao avaliar ésteres metilicos em testes de alimentacdo de sangue, sendo
observado que as moscas foram 'derrubadas’ rapidamente e morreram cerca de 10 minutos
apos a queda; onde nas dosagens de 10 e 20 mg de éster metilico de Cio a mortalidade foi
mais rapida (<5 min), em comparagdo com o0s outros ésteres. Apenas o ester metilico de Cio
quando testado a 2 mg, foi capaz de derrubar (80%) das moscas S. calcitrans. As
porcentagens médias de mortalidade de duas doses mais altas (10 mg e 20 mg) de trés ésteres
metilicos foram de 85% e 100%, respectivamente (Roh et al., 2020). Em outro estudo, o éster
metilico derivado do acido laurico também exibiu toxicidade (tempo letal para 90% <11 min)
para S. calcitrans, enquanto o acido laurico em si ndo foi toxico (Zhu et al., 2018).

A acdo repelente e acaricida contra A. sculptum, além do bom efeito residual, que

observamos nesse estudo (7 dias), em componentes de acidos graxos de Oleo de coco
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associados as evidéncias de eficicia contra outros artropodes hemat6fagos, indicam que esses
componentes sdo candidatos a repelentes e carrapaticidas para uso contra esses ixodideos, ja
que um repelente ideal deve fornecer protecdo por pelo menos 8 horas, contra um amplo
espectro de artropodes hematofagos, ndo ser toxico e irritante, sem odor e ndo gorduroso
(Fradin, 1998). Abre-se assim, novas perspectivas para que estudos sejam realizados a campo,
buscando melhorar a eficAcia dos componentes testados para serem futuramente
desenvolvidos comercialmente, sozinhos ou em associacdes com outros compostos ja

disponiveis no mercado.
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5. CONCLUSOES

As substancias derivadas do 6leo de coco: acido graxo livre em formulacéo de 6leo
de lavanda, ésteres metilicos de Ci> e Cio; € 0 Oleo de catnip (Nepeta cataria)
apresentaram atividade repelente contra ninfas ndo alimentadas de A. sculptum na
faixa de concentracdo avaliada (10%).

Todos os compostos submetidos ao teste de Placa de Petri modificado apresentaram
pelo menos 24h de repeléncia, chegando até sete dias de efeito.

Os ésteres metilicos (C12 e Cio) e 0 acido graxo livre em formulacdo de dleo de
lavanda apresentaram atividade carrapaticida sobre larvas ndo alimentadas de A.

sculptum, dependendo da concentracao.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou a eficacia repelente e carrapaticida de substancias
derivadas de 6leo de coco sobre fases imaturas de A. sculptum, reforcando o potencial dessas
substancias como forma de controle para carrapatos. O presente estudo fornece ainda uma
adaptacdo da metodologia da placa de Petri para testes de repeléncia in vitro estabelecida por
Bissinger et al., sendo que com a adaptacao o retrato foi mais fiel ao ambiente natural onde o
repelente serd utilizado.

A realizagéo de testes a campo em locais naturalmente infestados por A. sculptum
e 0 desenvolvimento de estudos de interacdo entre essas substancias com o intuito de
aumentar a eficacia visando sua aplicacdo a campo, sdo as perspectivas deixadas a partir dos

resultados avaliados.
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