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RESUMO

O carrapato Rhipicephalus microplus foi originalmente encontrado infestando ruminantes no sul
da Asia e transportado em gado zebu para outras localidades do mundo. Esse artropode causa
danos diretos nos hospedeiros, sendo o maior causador de perdas econémicas na pecuaria
mundial. No Brasil, com 224,6 milhdes de bovinos, estimativas apontam perdas de mais de 3
bilhGes de dolares anualmente. O controle desse parasito € realizado quase que exclusivamente
com carrapaticidas sintéticos. Porém, o uso constante, e as vezes incorreto e indiscriminado
destes produtos pode acelerar a selecdo de carrapatos resistentes. Pesquisas para
desenvolvimento de tecnologias para o controle dos carrapatos tém sido realizadas, como a
utilizacdo de vacinas, agentes de controle biologicos e 6leos essenciais (OEs). O OE de canela
(Cinnamomum zeylanicum) e seu derivado (E)-cinamaldeido possuem atividades carrapaticidas.
Alguns OEs e compostos presentes em OEs (COES) apresentaram bons resultados carrapaticidas,
inclusive com a associacao entre eles e produtos sintéticos em estudos in vitro e in vivo, porém
esses estudos sdo escassos. O presente estudo revisou a literatura com OEs e COEs para controle
de carrapatos em campo e semi-campo entre 0s anos 1991 e 2021 e investigou o efeito da
combinacdo de (E)-cinamaldeido e amitraz no laboratorio e a campo, para controle de R.
microplus. Foram selecionados 28 estudos na revisdo, dos quais 53,6% foram realizados no
Brasil, 71% com aplicacdo dos OEs e COEs nos animais e 29% no ambiente. Nesses estudos, 0
método de aplicacdo por aspersdo foi o mais utilizado (75%). A espécie bovina foi a mais
estudada (70%) e o carrapato R. microplus o mais pesquisado (46,4%). A partir dessa revisdo em
campo e semi-campo, percebemos o nimero ainda limitado de artigos avaliando a utilizagdo dos
OEs e COEs, sendo necessarios mais estudos nessas condi¢cdes para avaliar o real potencial
dessas substancias para o controle de carrapatos. Nesse sentido, alguns aspectos precisam ser
priorizados: a caracterizacdo dos OEs, a padronizacao das metodologias utilizadas nos testes de
avaliacdo de eficécia, a utilizacdo de OEs e COEs combinados com acaricidas sintéticos
(buscando interacdes sinérgicas), o desenvolvimento de formulacdes e a avalia¢do da seguranca
da aplicacdo para os animais, humanos e ambiente. Foram realizados testes in vitro com 116
populacdes de carrapatos de todas as regibes do Brasil, com 14 produtos sintéticos, e escolhidos
aqueles com 50-80% de eficacia possuindo somente um ingrediente ativo. Posteriormente, foram
testados os produtos a base de amitraz e clorfenvinfés em combinacbes binarias com o (E)-
cinamaldeido em uma cepa de carrapato, denominada cepa CM, que demonstrou melhor
resultado para o amitraz. A melhor associacdo de (E)-cinamaldeido e amitraz foi utilizada em
estudos farmacotécnicos para desenvolvimento e caracterizacdo das formulagdes, avaliando a
eficacia in vitro e in vivo para controle de infestagfes de R. microplus e seguranca clinica para
0s bovinos. A abordagem da combinacgédo desse COE e do produto sintético melhorou a eficacia
do ultimo (atingindo 86%) em fémeas ingurgitadas (in vitro), porém no estudo de campo com
aplicacdo sobre os animais, o (E)-cinamaldeido causou intoxicacdo nos bovinos. Pesquisas
futuras, buscando diminuir a toxicidade de formula¢Ges com (E)-cinamaldeido merecem ser
investigadas.

Palavras-chave: Canela, carrapato bovino, fenilpropanoide, 6leos essenciais
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ABSTRACT

The Rhipicephalus microplus tick was originally found infesting ruminants in South Asia and
transported on zebu cattle to other locations in the world. This arthropod causes direct damage
to the hosts, being the biggest cause of economic losses in livestock worldwide. In Brazil, with
224.6 million cattle, estimates point to losses of more than 3 billion dollars annually. The control
of this parasite is carried out almost exclusively with synthetic acaricides. However, the constant
and sometimes incorrect and indiscriminate use of these products can accelerate the selection of
resistant ticks. Research to develop technologies to control ticks has been carried out, such as
the use of vaccines, biological control agents and essential oils (EOs). Cinnamon (Cinnamomum
zeylanicum) EO and its derivative (E)-cinnamaldehyde have acaricides activities. Some EOs and
compounds present in EOs (CEOs) showed good acaricide results, including the association
between them and synthetic products in vitro and in vivo studies, but these studies are scarce.
The present study reviewed the literature with EOs and CEOs for field and semi-field tick control
between the years 1991 and 2021 and investigated the effect of the combination of (E)-
cinnamaldehyde and amitraz in the laboratory and in the field to control R .microplus. Twenty-
eight studies were selected in the review, of which 53.6% were carried out in Brazil, 71% with
the application of EOs and CEOs in animals and 29% in the environment. In these studies, the
spray application method was the most used (75%). The bovine species was the most studied
(70%) and the tick R. microplus the most researched (46.4%). From this field and semi-field
review, we realized the still limited number of articles evaluating the use of EOs and CEOs, and
further studies under these conditions are needed to assess the real potential of these substances
for tick control. In this sense, some aspects need to be prioritized: the characterization of the
EOs, the standardization of the methodologies used in the efficacy evaluation tests, the use of
EOs and COEs combined with synthetic acaricides (looking for synergistic interactions), the
development of formulations and the evaluation of the application safety for animals, humans
and environment. In vitro tests were carried out with 116 populations of ticks from all regions
of Brazil, with 14 synthetic products, and those with 50-80% efficacy was chosen, having only
one active ingredient. Subsequently, the products based on amitraz and chlorfenvinphos were
tested in binary combinations with (E)-cinnamaldehyde in a tick strain, called CM strain, which
showed better results for amitraz. The best association of (E)-cinnamaldehyde and amitraz was
used in pharmacotechnical studies for the development and characterization of formulations,
evaluating the in vitro and in vivo efficacy to control R. microplus infestations and clinical safety
for cattle. The approach of combining this CEO and the synthetic product improved the
effectiveness of the latter (reaching 86%) in engorged females (in vitro), but in the field study
with application on animals, (E)-cinnamaldehyde caused intoxication in cattle. Future research,
seeking to reduce the toxicity of formulations with (E)-cinnamaldehyde, deserves to be
investigated.

Keywords: Cattle tick, cinnamon, essential oil, phenylpropanoid
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1. INTRODUCAO GERAL

Os carrapatos ixodideos sdo ectoparasitos pertencentes ao subfilo Chelicerata,
subclasse Acari, superordem Parasitiformes e ordem Ixodida, sendo classificados em quatro
familias: Ixodidae (722 espécies), Argasidae (208 espécies), Nuttalliellidae (uma espécie) e uma
familia extinta, presente no registro fossil, denominada Deinocrotonidae'2. Os carrapatos sdo
artropodes hematofagos obrigatérios que atuam como transmissores de patdgenos aos animais e
aos seres humanos e, por isso, apresentam grande importancia para satde animal e satide publica®.

Entre os mais importantes, destaca-se Rhipicephalus microplus, que foi descrito
inicialmente infestando ruminantes no sul da Asia*® e, com o transporte de gado desse continente
para outras localidades no mundo, como Australia e Américas Central e do Sul®, acabou
colonizando outras regides. Esse processo ocorreu principalmente entre os séculos XVII e XVIII,
em que bovinos zebuinos foram levados da india para as Américas, onde houve cruzamentos com
bovinos de origem ibérica’. Por meio de analises genéticas, o complexo R. microplus foi dividido
em cinco taxons, localizados em paises subtropicais e tropicais (entre os paralelos 32°N e 32°S)8,
sdo eles; Rhipicephalus annulatus (Ird, Iraque, Israel e Roménia), R. microplus clado A ou stricto
sensu (Américas Central e do Sul, Africa e sudeste asiatico), R. microplus clado B (China e norte
da India), R. microplus clado C (india, Malasia, Bangladesh, Mianmar e Paquist&o) e Rhipicephalus
australis (Australia, Indonésia e Nova Caledonia)® 3.

A espécie R. microplus causa danos diretos nos hospedeiros em que parasita pelo habito
de hematofagia, sendo o carrapato que causa as maiores perdas econdmicas na pecuaria em todo o
mundo®. Além dos prejuizos diretos relacionados a hematofagia, R. microplus também atua como
vetor de patdgenos como Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale, agentes
etioldgicos causadores da babesiose e anaplasmose bovina (complexo tristeza parasitaria
bovina)!®16,

No Brasil, estimativas de 2014 apontavam que as perdas econémicas anuais devido ao
parasitismo de R. microplus na pecuaria bovina eram de 3,24 bilhGes de dolares, decorrentes da
diminuicdo da producéo leiteira, perda de peso®’, morte dos animais, além da reducéo do valor do
couro em 20 a 30% e gastos com 0 manejo e tratamento dos bovinos*®. Dados de 2021 apontavam
0 Brasil com um rebanho aproximado de 224,6 milhdes de bovinos'®, representando o maior

rebanho comercial do mundo?®2! e com producdo anual de mais de 35 bilhdes de litros de leite?®.



Baseado na metodologia proposta por Grisi et al. (2014) e considerando o rebanho bovino brasileiro
de 2021%°, com os valores das médias do més de abril de 2022 para o délar?, para o litro de leite?
e para o quilo de carne?, as perdas econdmicas anuais superam 8,1 bilhdes de ddlares, um aumento
de 151% em sete anos.

Para pecudria bovina se manter nessa posi¢do de destaque e com essa produtividade,
foi necessario no Brasil a ado¢do de medidas de manejo e controle de R. microplus, que é realizado
quase que exclusivamente com o uso de carrapaticidas sintéticos. Contudo, o0 uso continuo e as
vezes inapropriado desses produtos no decorrer de decadas resultou na selecdo de individuos
resistentes?®3, Existem, em 2022, registros de populacdes resistentes a quase todas as classes de
acaricidas disponiveis no mercado, além de populacdes de R. microplus multiresistentes 2>,

Pesquisas para o desenvolvimento de novas tecnologias para controle de carrapatos tém
sido desenvolvidas a partir da utilizacdo de vacinas®®31% de agentes de controle bioldgico® e
de dleos essenciais (OEs)3**!. Elas ocorrem devido ao cenario de resisténcia de R. microplus aos
carrapaticidas e a demanda do mercado consumidor por produtos provenientes de uma produgéo
sustentavel, alinhadas aos conceitos de sustentabilidade e de Satde Unica, que sejam livres de
residuos e que tenham menor impacto ao meio ambiente.

O estudo de biopesticidas tem crescido ano a ano, com perspectiva de representar 20%
de todo mercado de pesticidas até o ano 2025%2. O uso de OEs de plantas commodities, como
Cinnamomum zeylanicum e Thymus vulgaris €é liderado pelos Estados Unidos*?. A india, por sua
vez, tem o maior nimero de produtores organicos e o maior volume de pesquisas, enquanto o
Brasil encontra dificuldade no registro desses biopesticidas em funcdo da parte regulatéria
envolvendo os Ministérios da Salde, do Meio Ambiente e da Agricultura®.

Os OEs sdo sintetizados por meio das vias metabdlicas secundéarias das plantas
aromaticas e apresentam cerca de 20 a 60 compostos (COES) na sua composicdo quimica, que
apresentam importante papel na defesa contra predadores e patdgenos®. Além desse papel, os
COEs podem apresentar diferentes mecanismos de agdo contra artropodes, inibindo nesses a
reproducéo, a alimentacdo e a sintese de quitina, 0 que o0s tornam interessantes, isolados ou em
combinag@es, contra artropodes resistentes**. A maior parte desses compostos sdo classificadas em
terpenoides (mono e sesquiterpenos) e fenilpropanoides, e essa classificacdo se da de acordo com
a via metabdlica na espécie botanica*®. Os OEs com atividade acaricida geralmente s&o extraidos

de plantas nativas de regides tropicais e subtropicais®®.



A canela (C. zeylanicum) contém OEs e compostos, como o cinamaldeido, o trans-
cinamaldeido, o eugenol, o linalol, o cinamato e o acido cinamico*. Representando os maiores
constituintes do OE da casca da canela, o fenilpropanoide cinamaldeido e sua forma trans (E) séo
responsaveis pela fragrancia e pelas atividades bioldgicas como: efeito antioxidante, redutor de
colesterol e lipidio, anti-inflamatorio, antifingico, antimicrobiano, nematicida, larvicida e
inseticida®®. O OE da canela também possui propriedades acaricidas/carrapaticidas®4649, A
combinacdo de OEs e seus compostos com pesticidas sintéticos tem apresentado interacdes
sinérgicas para controle de carrapatos®®®!, como o monoterpeno timol sobre as espécies de
carrapatos R. annulatus (associado a deltametrina e eucaliptol)® e R. microplus (associado a
cipermetrina)®?.

Mesmo com algumas pesquisas avaliando a utilizacdo de OEs ou seus compostos em
estudos de campo, investigacdes avaliando interacfes sinérgicas (carrapaticidas sintéticos + OEs
ou COEs) e avaliagBes de seguranga clinica em animais ainda sdo escassas®. Por isso, sdo
necessarios para o avango dessa linha de pesquisa, estudos de campo avaliando a seguranca dos
produtos, bem como a eficacia dos OEs e COEs em combinaces com carrapaticidas sintéticos

para controle das infestacGes de R. microplus em bovinos®..



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalus microplus: origem e ciclo de vida

O carrapato R. microplus foi introduzido nas Ameéricas por intermédio das expedicdes
europeias, juntamente com a importacdo de bovinos, seus principais hospedeiros’®. Essas
importac@es, com origem na india ou na Africa, ocorreram entre os séculos XVI e XVII%, E um
parasito monoxeno (somente um hospedeiro), com o ciclo de vida dividido em duas fases, fase ndo

parasitaria (no ambiente) e fase parasitaria (no animal) (Figura 1)*.

Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus microplus

Fase Parasitaria
Periodo: Xx=21 dias

/+~’K<

r\ ~ . )
Fase Nao parasitaria
Periodo - varidvel

Created in BioRender.com bio

Figura 1 — Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus microplus,
dividido em duas fases: Parasitaria (no animal) e Nao
Parasitaria (no ambiente). Areas em vermelho
representam locais nos bovinos em que o nimero de
carrapatos é encontrado em maior quantidade.

A fase ndo parasitaria tem duracéo variavel em fungdo das condigdes climaticas®. Essa
fase inicia-se no solo, apos o desprendimento da fémea ingurgitada do animal e, no solo, ela procura
abrigo em local fresco e sombreado para realizagdo da postura dos ovos. A postura de
aproximadamente 3.000 ovos e a eclosao das larvas ocorre no periodo aproximado de 60 dias nos
meses mais quentes e imidos, podendo dobrar esse periodo nos meses mais frios e secos®. Até
cinco geragbes anuais em regides tropicais ja foram observadas®®®’, devido a fatores como
insolagdo, temperatura maxima do ambiente, pluviosidade e déficit de saturacdo da atmosfera®®.

Dentre eles, o principal fator é a temperatura; pois o calor é responsavel por acelerar a fase nao



parasitaria, e o frio pode, inclusive, interromper os estagios dessa fase ou, caso a fémea ingurgitada
permanegca viva, iniciar a postura somente quando a temperatura se elevar a 20°C*S,

O periodo de pré-oviposicdo no solo inicia-se em aproximadamente quatro dias no
verdo e 10 dias no inverno, e a duracdo desse estagio, assim como o periodo de incubacéo, séo
minimizados em condi¢des de temperatura mais elevada. A umidade baixa prejudica o periodo de
embriogénese e a luz solar direta sob os ovos diminui a taxa de eclosio®®. A quantidade de ovos
tem relagdo direta com a quantidade de sangue ingerido pela fémea e, quanto maior for a
quantidade, menor a perda de umidade e mais viavel eles se tornam. Ao eclodirem, as larvas se
deslocam e se mantém juntas no apide das folhas da vegetacdo, a espera do hospedeiro, no periodo
de temperatura mais amena (inicio da manha ou final da tarde)®8.

A fase parasitaria, por sua vez, tem duragdo aproximada de 21 dias®*, iniciando-se
quando a larva se prende ao animal e inicia o repasto sanguineo®. Apds o processo de alimentagéo
ocorre a troca de cuticula, passando ao estagio de ninfa, que também vai se alimentar e apds nova
ecdise, passara a fase adulta®. Na fase parasitaria os estagios de larvas, ninfas e adultos s&o mais
ativos®, e é no estagio adulto que ocorre a cdpula dos carrapatos sobre os bovinos, quando as
fémeas comecam o processo de ingurgitamento (aumentando cerca de 200 vezes 0 Seu peso),

desprendendo-se dos seus hospedeiros nas primeiras horas da manha e caindo sobre o solo®®.

2.2 Controle de Rhipicephalus microplus com carrapaticidas sintéticos

Ao parasitar os bovinos, R. microplus é capaz de transmitir agentes patogénicos
causadores de doencas, reduzir nos animais a producéo de leite e o ganho de peso, além de danificar
0 couro, impactando economicamente a atividade pecuaria'*®. O controle desse carrapato iniciou-
se com o uso do grupo sintético arsenical?’, porém o uso continuo desse produto fez com que alguns
individuos das populacdes fossem selecionados (habilidade de sobreviver e se multiplicar),
fendmeno conhecido como resisténcial. A resisténcia aos arsenicais contribuiu para a introdugio
de novos grupos sinteticos, como os organoclorados, organofosforados, carbamatos, amidinicos,
piretroides, lactonas macrociclicas, neonicotinoides, reguladores de crescimento, fenilpirazois e
mais recentemente as isoxazolinas. Apesar do desenvolvimento de carrapaticidas com ingredientes
ativos de diferentes classes quimicas, a resisténcia ja foi relatada para quase todas elas®®.

Mesmo diante desse cenario desafiador, o controle é realizado quase que

exclusivamente com o uso de acaricidas sintéticos sobre o hospedeiro. Apds instalada a resisténcia,



as alternativas para contorna-la sdo discutiveis e com possibilidade de graves efeitos colaterais,
como 0 aumento da concentracdo do produto, da frequéncia dos tratamentos, da associagéo entre
0S grupos quimicos e da troca do grupo quimico®. A resposta ao aumento da concentracio e da
frequéncia de uso desses carrapaticidas menos eficientes é a ampliacdo do processo de resisténcia
e maiores s&0 0s danos ao meio ambiente e as espécies ndo-alvos®. Para otimizar o controle, torna-
se necessario conhecer a biologia e a interacdo desse carrapato com 0 meio ambiente e hospedeiro,
no intuito de realizar o controle no periodo desfavoravel de sobrevivéncia deste na pastagem (fase
n&o parasitaria)®L.

Além disso, utilizar o teste de sensibilidade aos carrapaticidas (teste de imerséo de
adultos), que consiste em coletar nos animais (estes sem contato, durante o tempo de agdo, com
produtos que possam interferir no resultado) fémeas ingurgitadas e avaliar se elas sdo afetadas
negativamente pelos grupos quimicos disponiveis®. Todas essas medidas aumentam o sucesso do
tratamento, associado ao banho carrapaticida realizado de forma adequada (dose, associacgao entre
grupos quimicos, volume por animal, homogeneizagdo da calda, horéario e equipamento de
aplicacéo, pressdo, seguranca do aplicador), assim como o intervalo e nimero de aplicagdes®?. O
processo de resisténcia colaborou para o surgimento de novas tecnologias de controle, como o uso

de vacinas®-32, de controle bioldgico® e de produtos botanicos®**

2.3 Substancias de origem vegetal no controle de carrapatos

Existem relatos que desde 400 aC as plantas eram utilizadas para o controle de pragas,
sendo que algumas dessas foram utilizadas como modelo para o desenvolvimento de acaricidas
sintéticos®. A utilizagdo de produtos boténicos, como os OEs, tem recebido especial atencio por
representarem uma alternativa de controle com eficacia documentada em insetos e acaros®4%. Os
OEs foram extraidos pela primeira vez pelos arabes, na Idade Média, por vapor ou hidrodestilacao
de partes das plantas arométicas. A qualidade, quantidade e composi¢do dos OEs variam com o
tipo de solo, com caracteristicas da planta (idade, 6rgéo e ciclo vegetativo) e com o clima®®.

Os OEs sdo metabolitos secundarios dessas plantas e, para elas, conferem protecéo: por
sua agdo contra virus, fungos, bactérias, insetos e herbivoros predadores; e perpetuacdo da espécie:
por atrairem polinizadores e dispersores de sementes. Os OEs sdo lipossoluveis, volateis e
apresentam em sua composicdo uma mistura de 20 a 60 componentes, que sdo em sua maioria

quimiotipados por cromatografia gasosa e analisados por espectrometria de massas®. Devido aos



seus diferentes mecanismos de acao ou pela sinergia entre eles, esses componentes constituem uma
opcdo no controle de populagdes resistentes aos carrapaticidas sintéticos, além de possuirem
capacidade de rapida biodegradacdo de seus residuos e possibilidade de baixa toxicidade para
organismos n&o-alvos®,

Os componentes dos OEs s&o divididos de acordo com sua origem biossintética em
dois grupos, o menos frequente é representado pelos derivados fenilpropanicos (compostos
aromaticos e alifaticos) e o principal representado pelos terpenos e terpenoides, que sao
combinagdes de varias unidades de base de cinco carbonos®®. A imerséo, o contato fisico com as
superficies tratadas e o vapor dos OEs afeta a sobrevivéncia ou causa repeléncia nos ectoparasitos
artropodes, controlando-0s®*. A eficacia dos OEs foi comprovada para controle de acaros, moscas,
piolhos, pulgas e carrapatos®.

Testes in vitro foram realizados em carrapatos que causam impacto econémico e que
representam importancia médico-veterinaria. Espécies que causam impacto econémico na
veterinaria, como R. microplus, tiveram fémeas ingurgitadas afetadas pelos OEs de Cuminum
cyminum, de Cordia verbenacea e de Alpinia zerumbet, assim como as suas larvas com a utilizacéo
de OEs de Arisaema anurans, de Bursera graveolens e de Hesperozygis myrtoides, com 100% de
mortalidade nos respectivos estagios®’. Adultos de Hyalomma anatolicum foram totalmente
controlados com OE de Azadirachta indica, enquanto pouco mais de 50% de adultos de R.
annulatus foram controlados com OE de Leucas aspera**. A espécie Rhipicephalus sanguineus
sensu lato (s.l.), foi afetada pelo OE de Schinus molle (2% de concentracdo), com 99% de
mortalidade das larvas, bem como foram observadas alteracdes morfoldgicas e histoquimicas com
OE de A. indica (20-60% de concentracao) e 84 a 88% de repeléncia com OE de Cocos nucifera.
Esse Gltimo OE também causou repeléncia em carrapatos da espécie Amblyomma americanum
(acima de 95% para concentracdes superiores a 0,625%), da mesma forma que o OE de Anthemis
melampodina (80% para concentragdo de 2%) e Origanum onites (acima de 66% para concentragao
de 0,103 mg/cm?)®2,

O OE de canela (C. zeylanicum) e seu composto (E)-cinamaldeido (derivado
fenilpropénico), na concentracdo de 2,5 uL./mL, causou percentual de mortalidade de 100 e 95%,
respectivamente, contra larvas de R. microplus no teste de pacote larval®’. O teste de imersdo de
adultos, realizado em fémeas ingurgitas de R. microplus, demonstrou 88,9 e 73,4% de mortalidade

na mesma concentracgéo, para o OE de canela e o (E)-cinamaldeido, respectivamente®’. Em testes



de pacote larval modificado, o (E)-cinamaldeido em concentragdes acima de 2,5 ul/ml causou
mortalidades acima de 98,5% em larvas de R. microplus e D. nitens®®. Em A. sculptum, entretanto,
essa mesma concentracdo causou mortalidade de 81,6% em larvas e ndo causou mortalidade em
ninfas, sendo nesse estagio encontrado mortalidade de 64% na concentragdo de 20 pl/ml®. Em
larvas de R. sanguineus, por sua vez, o (E)-cinamaldeido na concentragdo de 2,5 pl/ml causou
100% de mortalidade®®.

O OE de canela e seu composto sdo utilizados nas industrias alimenticia, cosmética e
farmacéutica, com uso estimado no ano de 2005 entre 100 e 1.000 toneladas por ano’. Entre os
anos 2005 e 2020, a producdo anual de canela aumentou 26,5%, passando para 222.122 toneladas
no mundo, produzida quase que exclusivamente no continente asiatico (98,2%) e com as Américas
responsaveis por apenas 138 toneladas’ (Figura 2). Apesar da baixa representatividade da canela
nas Ameéricas, € importante ressaltar que o territorio brasileiro detém 55% de todas as espécies de
plantas terrestres endémicas, com 10% de todas as espécies de plantas conhecidas pela ciéncia, e
com grandes areas desse pais que nunca foram visitadas por um boténico, o que pode aumentar
ainda mais essa propor¢do e favorecer o pais na producdo de outros OEs’?. Apesar de serem
considerados mais seguros gquando comparados aos carrapaticidas sintéticos, os OES e seus

componentes podem ser toxicos aos animais e humanos, além de outras espécies ndo-alvos’®.

Asia Produgdo mundial de canela
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Figura 2 — Produgé&o (por ano, por continentes) mundial de canela (Cinnamomum spp.) entre os anos 1961
e 2020 (toneladas). Fonte: Adaptado de Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 2022
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2.4 Efeitos bioldgicos e mecanismos de acdo dos 6leos essenciais nos carrapatos

Dentre os 20 a 60 componentes presentes nos OEs, apenas dois ou trés apresentam
concentracdes mais altas (até 70%) e definem suas propriedades bioldgicas acaricidas e o efeito
repelente®®. Os OEs e seus compostos atuam de maneiras diversas nos artropodes, afetando neles
a glandula salivar (impedindo a alimentacdo), influenciando os hormonios reguladores do
crescimento, inibindo a formagédo de quitina, reduzindo a fungdo reprodutiva (interrupcdo do
acasalamento, ma formacao de odcitos e inibindo a oviposi¢cdo), causando a mortalidade em algum
estagio (ovo, larva, ninfa ou adulto), sendo que os estagios larvais podem apresentar maior
susceptibilidade possivelmente pela fina espessura da cuticula®®2", Devido ao grande niimero de
constituintes, os OEs podem ter diversos alvos e acdes, desde danos a membrana plasmatica,
citoplasma e nucleo (que ocorre em bactérias, virus e fungos) a neurotoxicidade, genotoxidade e
mutagenicidade (que ocorre em insetos). O efeito dos OEs pode ser devido a um componente
majoritario ou a sinergia entre os diversos constituintes, com os constituintes em menor propor¢do
modulando a atividade dos componentes principais®®.

O OE de Satureja montana (41,5% de carvacrol) afetou os o6citos em estagios iniciais
de fémeas de R. microplus, o que prejudicou a sobrevivéncia dos ovos ou 0 desenvolvimento de
larvas’. Queiroz et al. (2020) observaram esse mesmo efeito com o composto 1,8-cineol e OE de
Ricinus communis em ovarios de R. microplus®, assim como Konig et al. (2019), que também
observou 0 mesmo em estudo com o acetato de carvacrol™. O timol, substancia encontrada nos
OEs de plantas do género Thymus e Lippia, ocasionou alteracdes morfoldgicas no singanglio de
fémeas (causando picnose nos nucleos), 6rgao de Gené, além de dilatar os acinos tipo | de glandulas
salivares de R. sanguineus s.1.7%". O OE de Lippia sidoides e Lippia gracilis interferiram na
vitelogénese, afetando o desenvolvimento embrionario de fémeas de R. microplus®. O OE de
Cymbopogon citratus encolheu o intestino médio de larvas, ninfas e adultos de Haemaphysalis
longicornis, causou o blogueio das aeropilas do espiraculo por secrec¢Ges liquidas e alteragdes
cuticulares, assim como distlirbios sensitivos e rupturas cuticulares na forma de rachaduras®’. O
(E)-cinamaldeido e o a-bisabolol (presente no OE de camomila e candeia) interagiu sob o perfil
lipidico do corpo gorduroso e ovos de R. microplus, e ndo demonstraram resisténcia cruzada com
os acaricidas comerciais nas populacdes testadas’®.

O mecanismo de acdo dos OEs sobre os carrapatos nao é totalmente conhecido, mas

existem dados indicando que eles possuem atividade sobre as enzimas acetilcolinesterase
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(AChE)®84 putirilcolinesterase®!, glutationa S-transferase (GST) e carboxilesterase (CarE)®,
além da atuagdo sobre os receptores octopaminérgicos®®. Entre os monoterpenos, 0s compostos
presentes nos OEs como timol, carvacrol, citral, eucaliptol e R-(-)-carvona inibiram a AChE em R.
microplus®. O mesmo efeito de inibicdo da AChE foi relatado para timol, eucaliptol e a
combinacéo entre timol+eucaliptol em R. annulatus, exercendo ainda acdo de estresse oxidativo,
causando a peroxidacdo lipidica®”. Os OEs de S. montana, Myristica fragrans e Cymbopogon
flexuosus também inibiram a AChE em R. sanguineus®®.

O estragol, constituinte majoritario de OE de Ocimum basilicum (80%), é capaz de
promover a penetracdo de outras drogas através da pele e membranas e apresentar efeitos inibitorios
sobre a AChE em Hyalomma scupense, assim como 0s OEs de Cupressus sempervirens e Mentha
pulegium®%, Em H. longicornis, a resposta molecular foi mais exacerbada com OE de C. citratus
em comparacdo ao seu constituinte citronelal, embora ambos tenham demonstrado efeito
neurotoxico (estresse oxidativo ligado aos canais de calcio) e citotoxico (apoptose)®®, com
alteragBes no intestino médio, tegumento e 6rgao de Haller®, Alteracdes citotoxicas também foram
responsaveis pelos danos no sistema reprodutivo em R. microplus com o uso de OE de S.
montana’®. Terpenoides oxigenados, como a pulegona, sio capazes de atuar como agonista dos
receptores octopaminérgicos, enquanto o alcool piperonilico, o 1,4-cineol, o carvacrol e o
isoeugenol atuam nesses receptores como moduladores, aumentando a atividade do ligante

enddgeno dos receptores de tiramina, mas sem efeito significativo por conta propria®.

2.5 Associacdo dos 0leos essenciais e substancias presentes nos 6leos essenciais

O desenvolvimento de resisténcia aos acaricidas neurotdxicos sintéticos e a restricao
da utilizacdo de algumas bases como organoclorados, organofosforados e piretroides em virtude
da toxicidade ao meio ambiente e a saude humana tém aumentado a busca por solucdes alternativas,
como a utilizacdo de OEs. A composicao quimica dos OEs pode determinar sua eficécia acaricida
sobre os varios estagios dos parasitas®. Além disso, ha evidéncias que os OEs possuem melhor
atividade acaricida quando comparado aos seus constituintes isolados, sugerindo o sinergismo
entre os componentes ali presentes’®%,

Estudos avaliando a eficécia carrapaticida da associagéo de OEs e substancias presentes
nos OEs foram realizados por diversos pesquisadores*®%-%’ demonstrando que o gendtipo de cada

planta interfere na expressao fenotipica (constituigdo quimica dos OESs), influenciando a atividade
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acaricida®®*®°. No estudo in vitro de Jyoti et al. (2019) foi relatado efeito sinérgico e/ou aditivo entre
0s OEs de canela, de capim-liméo e de cravo (1:1:1) ou entre dois deles (1:1), avaliado pelo ganho
na reducdo da dose individual, contra larvas de R. microplus, nas concentracdes de 1% (cravo +
capim limao) e 0,5% (demais associacdes). Além disso, perceberam que, quando avaliados de
forma isolada, o OE de canela (64,4% cinamaldeido) apresentou o melhor efeito acaricida, com a
menor concentragéo letal 50 (CLso) =0,086%.

A inibicdo da oviposicao de fémeas de R. microplus foi mais acentuada (52,8%) na
associacdo (1:1) com 2,5% dos OEs de Laurus nobilis e Copaifera officinalis do que cada um dos
6leos separadamente, com o triplo de inibi¢do quando comparado ao 6leo de L. nobilis (16,6%) e
aproximadamente o dobro quando comparado ao C. officinalis (33,3%), indicando que esses OEs
agem singergicamente!. Efeito antagdnico, porém, foi percebido por Shezryna et al. (2020), que
ao associarem (1:1) o OE de Citrus hystrix ao OE de C. citratus (0,5 a 40%), perceberam que o OE
de C. hystrix reduziu o efeito de C. citratus sobre larvas de R. microplus. O fator de sinergismo
(CLso OE isolado / CLso associacao) apés 24 horas foi de 7,9 para C. citratus e 0,8 para C. hystrix,
sendo que os valores maiores que um indicavam sinergismo e menores indicavam antagonismo®°?.

Os OEs de trés espécies de orégano foram avaliados (O. onites, O. majorana e O.
minutiflorum) contra larvas de R. annulatus, em concentragdes de 0,312 a 10%, e a associagdo dos
trés OEs (1:1:1) mostrou atividades toxicas e repelentes mais altas do que o 6éleo isoladamente ou
combinacBes de quaisquer dois 6leos (1:1), demonstrando a menor CLso (4 uL/mL) e sugerindo
efeitos sinérgicos com baixas doses'®?. A associacio (1:1) com 2,5 mg/mL de OEs de Cupressus
sempervirens e M. pulegium apresentou efeito acaricida e repelente contra larvas e adultos de H.
scupense maior do que o uso individual, e com inibicdo da enzima AChE. A mortalidade para
adultos de H. scupense foi de 51,4% para a associagdo dos OEs, 29,9% para C. sempervirens e
18,0% para M. pulegium *°.

Comparado ao uso individual de cada composto, concentragdes de timol (20,0 mg/mL),
carvacrol (15,0 mg/mL) e eugenol (15,0 mg/mL) foram reduzidas (5,0 mg/mL) para se alcancar
uma taxa de mortalidade aproximada de 95% contra larvas e ninfas de Amblyomma sculptum,
demonstrando o efeito sinérgico das combinagdes binarias (1:1)%. Ja contra larvas de R. microplus,
houve 100% de mortalidade (6,25 mg/mL) para as associa¢Oes (1:1) de timol + eugenol, timol +

carvacrol e carvacrol + eugenol 1%,
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Um percentual de mortalidade acima de 95% foi encontrado em larvas e ninfas de R.
sanguineus s.l., ndo alimentadas e ingurgitadas, com a utilizacdo da associa¢do binaria (1:1) de
timol + eugenol (5.0 mg/mL). Além disso, essa associacdo permitiu diminuir em 66% a
concentracdo de cada composto isolado (de 15 mg/mL para 5 mg/mL) e em até 33,5% o custo total
(de US$ 5,97 do composto isolado para US$ 1,97 da associaco)®®. Utilizando a CLso contra larvas
de A. sculptum e Dermacentor nitens, a combinagéo (1:1) de timol e carvacrol teve efeito sinérgico,
porém quando associados individualmente ao (E)-cinamaldeido (1:1), foi percebido efeito
antagonico 1%,

Utilizando a CL3p contra ninfas e adultos de H. longicornis, a associagdo binaria (1:1)
de benzoato de benzila + (E)-cinamaldeido demonstrou maiores taxa de sinergia (3,42) e
mortalidade (100%), quando comparado as associacdes binarias (1:1), terciarias (1:1:1) e
quaternaria (1:1:1:1) dos compostos benzoato de benzila, (E)-cinamaldeido, eugenol e linalol,
todos presentes nos OEs de Cinnamomum cassia e C. zeylanicum. Além disso, essa associacao
indicou provavel efeito minimo para invertebrados ndo-alvos, como Tenebrio molitor, por meio
de avaliacdes ecotoxicologicas. Apesar de apresentar 0s mesmos resultados de mortalidade que a
associacdo binaria de benzoato de benzila + (E)-cinamaldeido, as taxas de sinergia foram menores
para as associacOes de benzoato de benzila + eugenol (3,18) e benzoato de benzila + eugenol + (E)-
cinamaldeido (3,11)".

Embora nédo claramente compreendido, compostos naturais e
bactericidas/acaricidas/inseticidas sintéticos podem exibir associacdes sinérgicas. Estudo de
Rosario et at. (2019) demonstrou o sinergismo entre o antibidtico sintético doxicilina e o OE de
Ageratum conyzoides contra o agente Erlichia canis, uma bactéria transmitida aos cdes pelo
carrapato R. sanguineus °°. Em um estudo in vitro com timol + cipermetrina (1300 pg/mL + 3700
pug/mL), Tavares et al. (2022) perceberam que substancia timol potencializou a penetracéo cuticular
do piretroide cipermetrina. O sinergismo pode estar associado ao aumento da concentragdo de
cipermetrina nos tecidos de fémeas ingurgitadas de R. microplus, e o percentual de controle foi
acima de 90% nas populagdes susceptiveis e resistentes ao piretroide °1. Em estudos de campo, o
sinergismo foi relatado por Arafa et al. (2021) com a associagdo da substancia timol com o OE de
eucalipto e o piretroide deltametrina (TE 5% - D 1mL/L) com 95% de eficacia em bovinos

parasitados com o carrapato R. annulatus .
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Em outros estudos de campo, como no estudo de Klafke et al. (2021), um produto
comercial (6,25%) a base de OE de alecrim 10%, geraniol 5% e OE de hortelad-pimenta 2% teve
70% de eficacia em bovinos parasitados com larvas, ninfas e adultos de R. microplus 1%, Esse
mesmo produto, quando aplicado no ambiente (86,6 mL de ingrediente ativo /parcela), conseguiu
suprimir 90% das ninfas de Amblyomma americanum e Ixodes scapularis 1%, Amer e Amer (2020)
obtiveram 100% de efic&cia na prevencdo da infestacdo por fémeas de R. sanguineus em cées, ao
administrar via oral um produto comercial a base de alicina + OE de Allium sativum + OE de
Brassica napus (0,05 + 2,5 + 8%) 1%°,

Apesar do (E)-cinamaldeido (2,5 puL/mL) causar mortalidade acima de 95% em
larvas®”®8 e 73,4% em fémeas de R. microplus®’, e demonstrar sinergismo com outros COESs contra
H. longicornis¥’, ainda ndo existem estudos com esse composto em combinacdes binarias com

produtos sintéticos contra o carrapato R. microplus.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Fazer uma revisdo de literatura dos estudos com 6leos essenciais e compostos presentes
nos Oleos essenciais para controle de carrapatos em campo e semi-campo e avaliar o efeito da
associacdo de carrapaticidas sintéticos com (E)-cinamaldeido para controle de Rhipicephalus

microplus.

3.2 Objetivos especificos

» Desenvolver uma revisdo sistematica reunindo os estudos publicados nos ultimos
30 anos, com 6leos essenciais para controle de carrapatos, com énfase para os estudos a campo e
semi-campo.

» Auvaliar asuscetibilidade de populac6es de R. microplus a carrapaticidas comerciais
(amidinicos, organofosforados e piretroides sintéticos e suas associa¢des) e selecionar aqueles com
eficacia de controle entre 50 e 80%.

» Auvaliar os efeitos de combinac¢des binarias dos acaricidas comerciais selecionados
com o (E)-cinamaldeido no controle de larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus em laboratério
em diferentes cepas de carrapato, selecionar aquele com resultado acima de 90% e testa-lo em
condicGes de campo.

« Auvaliar se a combinacdo binaria do acaricida comercial selecionado com o (E)-

cinamaldeido apresenta seguranca para satde de bovinos em estudo de campo.
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Resumo

O controle de carrapatos enfrenta, ainda em 2022, grandes desafios devido a selecéo de carrapatos
resistentes aos carrapaticidas, somado a necessidade de desenvolvimento de novas tecnologias de
controle “eco-friendly” que estejam alinhadas aos conceitos de Satde Unica e Sustentabilidade.
Nesse sentido, os 6leos essenciais (OEs) de plantas e compostos encontrados nesses OEs (COES)
sdo apontados como alternativas em potencial para o desenvolvimento de novos carrapaticidas.
Nesse artigo, realizamos uma revisdo inédita de estudos com OEs e COEs para controle de
carrapatos, em condi¢cdes de campo e semi-campo. Inicialmente, foi realizado um levantamento
dos artigos utilizando as bases de dados: Scopus, Web of Science e Pub Med. Apos aplicacdo dos
critérios de elegibilidade, foram selecionados 28 estudos, sendo avaliados 0s seguintes parametros:
quantidade de publicacfes por ano, pais de realizacdo da pesquisa; espécies de carrapatos; tipos de
compostos testados e caracterizagdo quimica dos OEs; método de aplicacdo; volume aplicado e
namero de animais utilizados; resultados de eficacia; seguranca clinica para animais; efeito sobre
organismos nao-alvos e avaliacdo de residuos no ambiente. O nimero de estudos tem crescido ao
longo dos anos e o Brasil destaca-se como pais com maior nimero de publicagdes (53,6%). Em
relacdo a estratégia de aplicacdo, 71% dos estudos foram com aplicacdo dos OEs/COES sobre 0s
animais e 29% com aplicacdo no ambiente. As duas espécies de carrapatos mais estudadas foram
Rhipicephalus microplus (46,4%) e Ixodes scapularis (21,4%). Mais da metade dos estudos com
OEs e COEs tiveram resultados de eficacia acima de 70% no controle de carrapatos em condi¢des
de campo e semi-campo, possibilitando a reducdo do numero de carrapatos sobre o hospedeiro ou
no ambiente. A maioria (95%) dos OEsS/COEs ndo causaram reacOes adversas aos animais.
Somente um estudo avaliou a toxicidade em espécies ndo-alvos presentes no ambiente e um estudo
realizou avaliacdo de residuos. OEs e COEs podem representar uma alternativa para o

desenvolvimento de tecnologias para controle de carrapatos, contudo, ainda existem desafios que
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precisam ser vencidos. Como direcionamentos futuros, recomendamos: (1) todos estudos com OEs
devem realizar a caracteriza¢do quimica da amostra; (2) buscar a padronizacdo dos testes com uso
de metodologia bem estabelecidas na literatura, legislacbes especificas de cada pais e guias
internacionais; (3) estudos com OEs e COEs combinados com potenciais sinergistas; (4) estudos
de desenvolvimento de formulages; (5) estudos avaliando ndo s6 eficicia, mas também, seguranga

para animais, humanos, organismos ndo alvos e ambiente.

Palavras-chave: Biopesticidas, eco-friendly, Ixodidae, produtos botanicos, tick control.

1. Introducéo

Em animais de producdo como os bovinos, os carrapatos ocasionam perdas econémicas
relacionadas a diminuicdo do peso corporal, do ganho de peso vivo, da producdo de leite e da
qualidade do couro dos animais, além de ocasionar prejuizos pela transmissdo de agentes
patogénicos (complexo da tristeza parasitaria bovina), mortalidade de bovinos e dos custos
associados ao seu controle (Jonsson, 2006; Grisi et al., 2014). A reducdo de produtividade nos
rebanhos impacta diretamente na producédo de alimentos, que é um desafio devido ao aumento da
populacdo mundial, que em 2050 deve alcancar a marca de nove bilhdes de pessoas (Godfray et
al., 2010; King et al., 2017).

Em animais de companhia, os carrapatos sdo responsaveis por causarem espoliacéo
sanguinea e atuarem como vetores de agente patogénicos (i.e. Anaplasma platys, Babesia vogelli,
Babesia canis, Erlichia canis, Hepatozoon canis, Mycoplasma haemocanis, Cercopithifilaria
bainae), podendo ocasionar a mortalidade desses animais (Shaw et al., 2001; Dantas-Torres, 2010;
Tutija et al, 2020). O aumento da populagdo humana consequentemente ira propiciar um

crescimento do nimero de animais de estimacéo, ja que um ter¢o das familias possuem um cao
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(Growth from Knowledge, 2016). Os carrapatos também assumem grande importancia em salde
publica, e os casos de doencgas ocasionadas por agentes patogénicos veiculados por carrapatos a
humanos como, por exemplo, anaplasmose, erliquiose, doenca de Lyme, febre maculosa e tularemia
tem aumentado consideravelmente. Esses fatos evidenciam a necessidade do desenvolvimento de
tecnologias para o controle desses artropodes (Jones et al., 2018; Skotarczak, 2018; Madison-
Antenucci et al., 2020).

O controle desses ectoparasitos é realizado principalmente com carrapaticidas
sintéticos, compostos por moléculas pertencentes a classe dos organofosforados, amidinicos,
piretroides, fenilpirazdis, lactonas macrociclicas, reguladores de crescimento e isoxazolinas
(Adenubi et al., 2018; Salman et al., 2020). Contudo, 0 uso continuo desses carrapaticidas tem
resultado na selecdo de carrapatos resistentes aos principios ativos utilizados. O registro de
populagdes resistentes e multiresistentes aos carrapaticidas tem ocorrido em diferentes regides do
mundo (Miller et al., 2001; Furlong et al., 2007; Reck et al., 2014; Ziapour et al., 2016; Klafke et
al., 2017; Rodriguez-Vivas et al., 2017b; Vudriko et al., 2017; Ziapour et al., 2017; Aboelhadid et
al., 2018; El-Ashram et al., 2019; Godara et al., 2019; Jyoti et al., 2019; Arafa et al., 2020; Valsoni
et al., 2020; Agwunobi et al., 2021) e para diversas espécies de carrapatos, evidenciando ser um
problema global.

Somado ao problema de resisténcia, cabe destacar que cada vez mais existe uma
demanda do mercado consumidor por tecnologias para controle de pragas que sejam eco-friendly
e que estejam alinhadas aos conceitos de “Satide Unica” e “Sustentabilidade”. Tais aspectos
reforcam a necessidade de desenvolvimentos de novas tecnologias para controle destes
ectoparasitos, de forma mais segura aos seres humanos, aos animais e ao ambiente (Satde Unica)
e que sejam economicamente viaveis (Sustentabilidade) (Chagas, 2004; Isman, 2008; Borges et al.,

2011; Adenubi et al., 2018).
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Oleos essenciais (OEs) tém demonstrado potencial para o desenvolvimento de novos
biopesticidas (Pavela and Benelli, 2016). Os OEs sdo produtos naturais resultantes do metabolismo
secundario de plantas aromaéticas, contendo uma mistura de cerca de 20 a 60 compostos volateis,
lipossolUveis e de odor marcante (Bakkali et al., 2008). Nas plantas, os OEs possuem a funcédo de
atrair polinizadores e dispersores de sementes, repelir e combater parasitos, patégenos e
predadores, e auxiliar contra os fatores de estresse abidtico (Figura 1) (Yap et al., 2014; Pavela and
Benelli, 2016; Aljaafari et al., 2021).

Os compostos encontrados em OEs (COEs) podem ser divididos principalmente em
dois grupos de acordo com a sua biossintese: um representado pelos terpenos e terpenoides (como
0S monoterpenos e sesquiterpenos) e outro representado pelos compostos aromaticos e alifaticos,
como os fenilpropanoides (Bakkali et al., 2008; Asbahani et al., 2015).

Na década de 1990 foram publicados os primeiros estudos a respeito do uso de OEs
sobre carrapatos (Ndungu et al., 1995; Brown et al., 1998; Lwande et al., 1998; Prates et al., 1998).
Desde entdo, uma série de trabalhos foram publicados demonstrando a atividade carrapaticida
(Gomes et al., 2012; Lage et al., 2013; Gomes et al, 2014; Lage et al., 2015; Delmonte et al., 2017,
Ferreira et al., 2018). Outros trabalhos demonstraram efeitos bioldgicos (Matos et al., 2019; Matos
et al., 2020; Penha et al., 2021), mecanismos de acdo (Santos et al., 2021; Tavares et al., 2022) ) e
desenvolvimento de formulag6es (Arafa et al., 2021). Por fim, foram publicados artigos de revisao
sobre o0 assunto (Ellse and Wall, 2014; Adenubi et al., 2016; Rosado-Aguilar et al., 2017; Adenubi
et al., 2018; Benelli and Pavela, 2018; Nwanade et al., 2020a, 2020b).

Contudo, embora muitos estudos tenham sido produzidos, a presenca de carrapaticidas
no mercado contendo OEs ou COEs ainda é limitada. Isso provavelmente esta relacionado aos
poucos estudos de desenvolvimento de formulagOes, toxicidade, custo e cadeia de producdo e

avaliacdo da eficacia em condigdes de campo e semi-campo.
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Figura 1 — Interagdes ecoldgicas de plantas mediadas por 6leos essenciais. Circulos em verde
representam atracdo de dispersores de sementes e polinizadores. Circulos em vermelho
representam repeléncia e mortalidade de predadores e patdgenos. Circulo em roxo representa

fatores de estresse abidtico, como periodos de seca.

Nesse artigo, apresentamos pela primeira vez um trabalho que revisa toda a literatura
de estudos com OEs e COEs (1991-2021) para controle de carrapatos em condi¢des de campo e
semi-campo. A realizacdo desta revisdo permitira uma analise critica do real estado da arte dessa

linha de pesquisa, bem como definir prioridades e direcionamentos para estudos futuros.
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2. Metodologia

Para realizag&o desta reviséo de literatura, foi formado um banco de dados com artigos
publicados nos ultimos 30 anos (1991 - 2021), a partir de artigos encontrados nas seguintes bases
de dados: Scopus, Web of Science e Pub Med. Essas bases foram escolhidas por serem os maiores
bancos de dados de citagdes usados em todo o mundo. A busca foi realizada utilizando as seguintes
palavras-chave: “essential oil” combinadas com “tick”, “Ixodes”, “Argas”, “Rhipicephalus”,
“Boophilus”, “Amblyomma”, “Hyalomma”, “Dermacentor”, “Haemaphysalis” ¢ “Ornithodoros”.
As palavras “essential oil” e “tick” foram pesquisadas no singular e no plural (Figura 2).

Como critérios de inclusdo, foram considerados os artigos que utilizavam OEs ou
COEs em estudos de campo e semi-campo para controle de carrapatos. Como critérios de excluséo,
foram desconsiderados artigos com estudos somente em condi¢Ges de laboratério, estudos
avaliando atividade repelente, artigos com extratos vegetais, artigos duplicados, artigos de reviséo,
livros, capitulos de livros e resumos em eventos. Além da experiéncia dos autores, foi realizado o
processo de busca manual por verificacdo na lista de referéncias bibliograficas dos estudos
incluidos na revisdo a fim de identificar e adicionar artigos elegiveis que ndo foram recuperados
pela estratégia de busca inicial. Ao final da busca e aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusao
foram selecionados 28 artigos para elaboracdo da revisdo (Figura 2).

Os dados de cada artigo foram compilados em uma planilha do programa Microsoft
Excel®, sendo avaliados 0s seguintes parametros: (1) ano de publicacdo; (2) pais da realizacdo do
estudo; (3) tipo de ensaio; (4) numero de animais; (5) espécie do hospedeiro; (6) espécie de
carrapato; (7) espécie da planta utilizada para extracdo do OEs/COEs; (8) caracterizacdo quimica
dos OEs; (9) concentracdo dos OEs/COEs; (10) volume aplicado por animal ou parcela; (11)
resultados relacionados ao efeito acaricida/eficacia do produto sobre os carrapatos; (12) avaliagdo

de seguranga clinica; (13) tamanho da parcela; (14) avaliacdo em espécies ndo-alvos e (15)
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avaliacdo de residuos. O mapa com os locais onde foram realizados os estudos foi produzido com

a utilizagdo do software Microsoft Excel®.
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Figura 2 - Metodologia de busca dos estudos com 6leos essenciais (OES) e compostos encontrados
nos oleos essenciais (COEs) para controle de carrapatos em condi¢Ges de campo e semi-campo
(n=28) publicados no periodo de 1991 a 2021.

3. Pesquisas com OEs e COEs em condicGes de campo e semi-campo para controle de

carrapatos

3.1 PublicagGes por ano

Entre os anos 1991 e 2000, foram encontrados somente dois artigos (7,1%), enquanto
na década seguinte (2001 a 2010) foram encontrados seis artigos (21,4%). A maioria (15

publicacdes - 53,6%) dos artigos foi publicada entre os anos de 2011 e 2020, indicando um aumento
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no ndmero de estudos e no interesse sobre essa area de pesquisa. E importante destacar que somente
no primeiro ano da década atual (2021), foram encontradas cinco publicagfes, indicando que essa

tendéncia no aumento de estudos ird permanecer ao longo dos préximos anos (Figura 3).

Numero de artigos no periodo
30

25 1991 - 2000

2001 - 2010 m
20 2011 - 2020
2021 153% 53.6%
15
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| I
0 [

1991 - 2000 2001 - 2010 2011 - 2020 2021
Anos

Numero de artigos

Década - Acumulado

Figura 3 - Numero de publicacdes por década (1991-2021), usando 6leos essenciais € compostos
encontrados em 6leos essenciais (COEs) para controle de carrapatos em condi¢cdes de campo e

semi-campo.

Esse crescimento no nimero de publicagdes, com o passar das décadas, provavelmente
esta relacionado a alguns fatores: (1) aumento no registro de publicacdes de carrapatos resistentes
aos carrapaticidas; (2) mudancas climaticas e maior desafio no controle de carrapatos; (3)
necessidade de novas tecnologias de controle destes ectoparasitos alinhadas aos conceitos de Saude

Unica e Sustentabilidade.



36

Existe um aumento no nimero de publicacGes evidenciando registros de populagdes de
carrapatos resistentes a carrapaticidas comerciais (1), incluindo registro de populagcbes de
diferentes espécies (Agwunobi et al., 2021) como Rhipicephalus microplus (Furlong et al., 2007;
Rodriguez-Vivas et al., 2007; Reck et al., 2014; Higa et al., 2015, Petermann et al., 2016, Klafke
et al., 2017, Vudriko et al., 2017; Cavalcante et al., 2021, Kumar et al., 2022), R. sanguineus s. I.
(Miller et al., 2001; Becker et al., 2019), R. annulatus (Arafa et al., 2021), R. australis (Heath and
Levot, 2015), Hyalomma anatolicum (Jyoti et al., 2019), R. appendiculatus, R. bursa, R.
decoloratus, R. evertsi, Amblyomma mixtum e A. hebraeum (Dzemo et al., 2022).

Em paralelo, as alteracdes antrdpicas no ecossistema e/ou 0 aquecimento global em
algumas regides (2), tém acelerado o desenvolvimento de certas espécies de carrapatos, durante a
fase ndo parasitéria, fato que resulta no aumento de geragdes, propiciando maiores desafios de
controle e transmissdo de agentes patogénicos, além de acelerar a selecdo de carrapatos resistentes.
(Sekeyova et al., 2013; Grandi et al., 2020; Marques et al., 2020; Gilbert, 2021; Nicaretta et al.,
2021). Por fim, algumas das moléculas que compdem os carrapaticidas comerciais podem causar
intoxicacdo aos animais e aos humanos (3), deixando residuos em alimentos (carne e leite), além
de ocasionar contaminacdo ambiental (solo e agua) e resultar em efeito toxico a organismos nédo-

alvos (Monteiro and Prata, 2015; Adenubi et al., 2018; Nwanade et al., 2020a; Salman et al., 2020).

3.2 Publicacg6es por pais

As pesquisas com OEs e COEs em condic¢des de campo e semi-campo foram realizadas
em oito paises pertencentes aos continentes Americano (América do Norte e América do Sul),
Africano e Asiatico, e a maior parte das publicacdes sdo de estudos realizados nos seguintes paises:
Brasil (50%), Estados Unidos (25%) e Egito (7,1%) (Figura 4). Possivelmente, a maior

representatividade do Brasil esta relacionada ao impacto dos carrapatos na producdo e saude animal
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Distribuigdo dos 28 estudos
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Figura 4 - Distribuicdo geogréafica dos 28 estudos de campo e semi-campo utilizando éleos essenciais (OES) ou compostos encontrados
em 6leos essenciais (COES) para controle de carrapatos entre 1991-2021. Circulos coloridos, com tamanhos proporcionais ao nimero
de estudos, representam diferentes espécies de carrapatos. Abreviacdo dos géneros dos carrapatos: Amblyomma (A.); Ixodes (l.);
Hyalomma (H.); Haemaphysalis (Ha.); Rhipicephalus (R.) Fonte: adaptado da plataforma Bing, 2022.
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para economia do pais e por possuir uma vasta biodiversidade vegetal encontrada nos seus
diferentes biomas, fato que resulta em uma grande diversidade de matéria prima para ser utilizada
nos estudos.

O Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com
aproximadamente 224,6 milhdes de animais (Brasil, 2021; USDA, 2020) e é o terceiro maior
produtor de leite (Rocha et al., 2020), com uma producdo anual de mais de 35 bilhdes de litros
(Brasil, 2020). Um dos principais entraves para bovinocultura no pais é o carrapato R. microplus,
que é considerado o parasito que ocasiona maior impacto a pecuaria, resultando em perdas anuais
de 3,24 bilhdes de dolares (Grisi et al., 2014). Além disso, possui a segunda maior populacéo de
caes do mundo (estimado em 58,1 milhdes de animais) e detém o sexto maior faturamento do
mercado pet mundial (Abinpet, 2013; Abinpet, 2022); nesse sentido, existe uma grande demanda
por tecnologias para controle de R. sanguineus sensu lato (s.l.), que é considerado um dos principais
ectoparasitos de cdes (Dantas-Torres, 2008; Dantas-Torres, 2010). Em relacdo a biodiversidade
vegetal, o Brasil possui a maior quantidade de espécies descritas no mundo (55% das espécies de
plantas terrestres endémicas), indicando que o pais detém a maior diversidade de plantas (BFG -
The Brazil Flora Group, 2021) e, consequentemente, grande biodiversidade de matéria prima para

estudos sobre atividades de compostos botanicos sobre carrapatos.

3.3 Publicacg6es por espécie de carrapato

Rhipicephalus microplus (46,4%) foi a espécie de carrapato mais estudada, seguida por
Ixodes scapularis (21,4%), A. americanum e R. sanguineus s.l. (10,7% cada). Também foram
realizadas pesquisas com R. lunulatus; R. evertsi; R. appendiculatus; R. annulatus; A. sculptum;

Hyalomma anatolicum, Haemaphysalis bispinosa e R. haemaphysaloides (3,6% = um estudo com
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cada espécie). Todos os estudos realizados tiveram como alvo carrapatos de importancia
econdmica ou de satde publica (Figura 4).

R. microplus foi o ectoparasito mais estudado, provavelmente devido a sua ampla
distribuicdo geogréafica e a grande importancia econdmica que esse carrapato apresenta para
pecuaria bovina mundial, a ponto de centralizar a atencdo de empresas farmacéuticas, 6rgdos
governamentais e instituicGes de pesquisa (Martins et al., 2006). Os prejuizos anuais no Brasil e
México foram estimados em US $ 3,24 bilhdes e US $ 573,61 milhdes respectivamente (Grisi et
al., 2014; Rodriguez-Vivas et al., 2017a). Somado a isso, cabe destacar que a maior parte dos
produtos carrapaticidas disponiveis no mercado apresentam baixa eficacia no controle desse
carrapato, devido ao aumento de registros de populagdes resistentes, principalmente populagdes
multirresistentes, em paises da América Central, América do Sul e Asia (Fernandez-Salas et al.,
2011; Cuore and Salori, 2014; Reck et al., 2014; Klafke et al., 2017; Fular et al., 2018; Rodriguez-
Vivas et al., 2018; Vilela et al., 2020; Marchesini et al., 2020; Agwunobi et al., 2021).

I. scapularis foi a segunda espécie mais estudada (21,4%), seguida de A. americanum
(10,7%). Essas espécies possuem grande importancia em satde publica nos Estados Unidos por
serem vetores de agentes causadores de doencas em humanos (Spach et al., 1993). I. scapularis é
o0 vetor dos agentes causadores de doencas como Lyme (Borrelia burgdorferi), anaplasmose e
babesiose humana (Anaplasma phagocytophilum e Babesia microti, respectivamente). A.
americanum € o vetor dos agentes causadores de doencas como Ehrlichia chaffeensis (erliquiose
monocitica humana) e Ehrlichia ewingii (erliquiose granulocitica humana), Borrelia lonestari
(rash) e Francisella tularensis (tularemia) (Piesman and Eisen, 2008; Pféaffle et al., 2013; Madison-
Antenucci et al., 2020).

Rhipicephalus sanguineus s.l. teve equivaléncia em numeros de estudos com o A.

americanum (10,7%). Esse carrapato possui grande importancia em satde animal por atuar como
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vetor de uma série de agentes patogénicos para os cdes (seus hospedeiros preferenciais), como
Ehrlichia canis, Babesia vogeli, Mycoplasma haemocanis, Hepatozoon canis e Dipetalonema
(=Acanthocheilonema) dracunculoides (Dantas-Torres, 2008), Cercopithifilaria bainae (Tutija et
al., 2020). Além disso, R. sanguineus s.l. também apresenta importancia em salde publica,
podendo parasitar humanos e atuar como vetor de Rickettsia conorii (Matsumoto et al. 2005;
Dantas-Torres et al., 2006) e Rickettsia rickettsii (Demma et al. 2005; Guglielmone et al., 2006),
agentes etiolégicos de febre botonosa e febre maculosa, respectivamente (Louly et al., 2006;
Dantas-Torres, 2008; Dantas-Torres, 2010; Dantas-Torres e Otranto, 2015). Ressalta-se que a
resisténcia de R. sanguineus s.l. também ja foi descrita a piretroides, amidinicos, organofosforados,
fenilpirazois e lactonas macrociclicas (Miller et al., 2001; Rodriguez-Vivas et al., 2017b; Becker

etal., 2019).

3.4 Publicag6es por compostos testados e caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais
A maioria dos estudos de campo e semi-campo utilizou OEs (64%), seguido de

pesquisas com COEs (18%) e OEs e COEs no mesmo estudo (18%) (Figura 5a). A avaliacdo da
composic¢do quimica foi realizada em 83% dos estudos que utilizaram OEs, entretanto, em alguns
casos (22%), a caracterizacdo ndo foi realizada no préprio estudo, mas sim em um estudo anterior
realizado pelo mesmo grupo. Em 17% desses estudos ndo foram realizadas a caracterizagao
quimica dos OEs (Figura 5b). Nessa analise ndo foram considerados os estudos com produtos
comerciais contendo OEs.

A caracterizagdo quimica dos OEs € um aspecto fundamental, pois os OEs de uma
mesma espécie vegetal podem apresentar composicéo e atividade carrapaticida variada de acordo
com o gendtipo, local de coleta, época do ano, ano de colheita, parte da planta utilizada para

extracdo do OE, método de extracdo e condi¢cdes de armazenamento (Cruz et al., 2013; George et
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al., 2014; Silva Lima et al., 2018). E fundamental saber quais sio 0s compostos majoritarios
presentes nos OEs para correlacionar essas informagGes com a atividade carrapaticida. Foi
demonstrado que OEs de uma mesma espécie de planta apresentaram diferencas nas atividades
carrapaticidas devido a variagdes na composic¢ao quimica (Peixoto et al., 2015; Soares et al., 2016;
Silva Lima et al., 2018; Diniz et al., 2021).

Entre as vantagens do uso de OEs, podemos citar o fato de apresentarem menor
toxicidade para vertebrados quando comparados aos compostos majoritarios testados isoladamente
(Safford et al., 1990). Outra vantagem € que as misturas de moléculas encontradas nos OEs podem
resultar em efeito sinérgico devido a presenca de compostos com diferentes mecanismos de acdo
(Yap et al., 2014; Pavela and Benelli, 2016). Contudo, os OEs também possuem desvantagens
quando comparados com os COEs, uma vez que os OEs apresentam variagdo na composi¢ao
quimica, fato que pode ser considerado um entrave para fins comerciais devido a falta de
padronizacdo com consequente dificuldades de um controle de qualidade e obtencdo de matéria
prima em larga escala. No entanto, uma forma de contornar esse obstaculo seria trabalhar com
marcadores de atividade, com quantidades pré-determinadas de um composto-chave que possa
garantir a atividade carrapaticida (Miresmailli and Isman, 2014).

Encontrar um marcador de atividade carrapaticida nem sempre € um trabalho simples
(Castro et al., 2018). Nesse sentido, trabalhar com os COEs tem como vantagem o fato de facilitar
a padronizacdo e obtencdo do ingrediente ativo em larga escala para o desenvolvimento das
formulagBes. Porém, a utilizacdo de COEs isolados pode elevar a toxicidade da formulacdo para
animais, como ja demonstrado com a utilizacdo do (E)-cinamaldeido, composto majoritério

encontrado no OE de canela (Safford et al., 1990; Gonzaga et al., 2022 prelo).
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3.5 Método de aplicacao
Dos 28 estudos de campo e semi-campo com o uso de OE e COEs para controle de

carrapatos, em 71% dos estudos a aplicagdo das formulacdes foi realizada nos animais (bovinos,
coelhos, cées, ovinos e caprinos), enquanto em 29% dos estudos a aplica¢do das formulagdes com
OEs/COEs foi feita no ambiente (naturalmente ou experimentalmente infestados) (Figura 5c). Nos
estudos com aplicacdo nos animais, os bovinos foram os animais mais estudados (70% - Figura
5d). Sobre a forma de aplicacdo, foram relatadas: pulverizacéo (75%); pour on (10,7%), gota sobre
o local de fixacédo (3,6%), espuma de sabdo (3,6%) e liquido por via oral (3,6%). Dois trabalhos

ndo descreveram a forma de aplicagéo (Figura 5e).

Tipos de formulagéo Caracterizagao quimica dos OEs
OEs w M sim - artigo
original
@ OEs e COEs @ Sim - artigo
anterior
COEs Nao realizado
a b
Estratégia de aplicacdo Espécies de animais Métodos de aplicagdo
15%
10% W Aspersio
B Animal 28 @ Bovinos 20 5% BPouron
atios Caes artigos com B Sem descrigdo
Caprinos animais Gota
@ Ambiente Coelhos Sabéo
Ovinos Oral
c d e

Figura 5 - Estudos em campo e semi-campo (n=28) utilizando 0leos essenciais (OES) e seus
compostos (COEs) para controle de carrapatos no periodo de 1991-2021. a — Percentual de estudos
com Oleos OEs e COEs; b — Percentual de estudos que realizaram ou ndo, caracteriza¢do quimica
dos OEs; ¢ — Percentual das estratégias de aplicacdo dos OES e COEs; d — Percentual de espécies
animais utilizadas nos estudos com OEs/COEs; e — Percentual dos metodos de aplicagcdo de

OEs/COEs nos animais e ambiente.
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O controle de carrapatos de importancia em saude animal, como por exemplo R.
microplus em bovinos e R. sanguineus s. . em cdes, é feito primordialmente com a aplicacdo de
carrapaticidas diretamente sobre os hospedeiros (Figura 6). Isso ocorre devido a facilidade de
acesso/manejo dos animais de producdo e companhia, permitindo a utilizacdo de menor volume de
carrapaticida, somado ao custo relativamente menor de controle, quando comparado ao custo para
tratar o ambiente (Furlong, 2005; Furlong et al., 2007; Dantas-Torres, 2008; Verissimo, 2013;

Andreotti et al., 2016).

Métodos de controle de
carrapatos

Controle de carrapato no animal Controle de carrapato no ambiente

St~y o YR\

Hospedeiros domésticos Hospedeiros silvestres

Figura 6 — Métodos / estratégias de aplicacao de carrapaticidas, sobre o hospedeiro e no ambiente,

para controle de carrapatos verificados nos estudos incluidos na reviséo.
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Os estudos com aplicacdo no ambiente (29%) foram realizados sempre com aplicagédo
de equipamentos de pulverizagdo e tiveram como alvo carrapatos de importancia em salde publica,
que geralmente tem animais silvestres como hospedeiros (Figura 6). Esse fato dificulta o acesso
para aplicagdo de carrapaticidas nesses animais, sendo necessaria a ado¢éo de medidas diferentes,
como aplicacéo de carrapaticidas no ambiente. Em areas endémicas e de risco para febre maculosa
no Brasil, por exemplo, as populagdes de A. sculptum geralmente s&o mantidas devido a presenca
de capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), e 0 acesso a esses animais para aplicacdo de
carrapaticidas € laborioso e o fato dos animais entrarem constantemente na agua, pode ocasionar
impacto ambiental (Perez, 2013; Pinter, 2013; Donalisio et al., 2020). A mesma dificuldade ocorre
nos Estados Unidos para o controle de I. scapularis, em que as popula¢des s&o mantidas por
animais silvestres, como Peromyscus leucopus (camundongo de patas brancas), Odocoileus

virginianus (veado de cauda branca), outros roedores e aves (Pfaffle et al., 2013).

3.6 Desenho experimental

Foi observado uma variacdo entre 0 numero de animais por grupo utilizado nos
experimentos, volume de formulacdo aplicada sobre os animais e as formas de aplicacdo. Nas
publicacbes com bovinos, utilizando carrapaticidas de pulverizacdo, em 50% dos estudos foram
aplicados ao menos trés litros de calda por animal e em 70% dos estudos foram utilizados, ao
menos, cinco animais por grupo.

Martins e Gonzalez (2007) utilizaram apenas dois litros de solu¢do em animais com
peso de 350 kg, ja Boito et al. (2016) e Santos et al. (2017) utilizaram apenas 400 mL e 50 mL,
respectivamente, em bovinos adultos, porém Santos et al. (2017) realizaram a aplicagdo somente
no pescoco, pernas e regides inguinal e ventral destes animais. E recomendado que bovinos adultos

sejam tratados com quatro a cinco litros de solucdo carrapaticida, molhando todo o corpo do
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animal, quando utilizado o método de aspersdo (Prata et al, 2008; Andreotti et al., 2019). O ideal,
para que houvesse maior precisao nos dados de seguranca dos OEs e dos COEs, seria que o0 volume
de aplicacdo por animal adulto replicasse o que & recomendado para o tratamento com
carrapaticidas comerciais (1 L para cada 100 kg animal), mesmo que o custo representasse um fator
limitante. Houve trabalhos em que os autores ndo relataram a forma ou o volume de aplicacéo, a
categoria bovina (jovem, adulto) e tampouco o peso dos animais, impedindo avaliar se o volume
aplicado por animal estava adequado.

A recomendacéo estabelecida, em 2006, pela World Association for the Advancement
of Veterinary (WAAVP), era para que se utilizasse um minimo de trés bovinos por grupo em
estudos de eficacia carrapaticida (Holdsworth et al., 2006). O ideal seria a utilizacdo de um maior
ndmero de animais, fato que resulta em uma maior confiabilidade nos dados. No Brasil, por
exemplo, para testes de eficacia e registro de carrapaticidas a legislagdo recomenda o uso de 10
animais por grupo (Brasil, 1997). Além disso, a nova diretriz da World Association for the
Advancement of Veterinary (WAAVP) passou a recomendar 0 minimo de 20 animais por grupo
(Holdsworth et al., 2022).

Nas publica¢bes com cdes, 66% dos estudos utilizaram cinco animais por grupo e no
restante dos estudos foi observado 10 animais. Nessa espécie animal, a WAAVP recomenda desde
2007 um namero suficiente que permita uma boa analise estatistica, geralmente com o minimo de
seis por grupo (Marchiondo et al., 2013).

Contudo, os custos de estudos com um namero maior de animais representam um
desafio para realizacdo de pesquisas em condi¢Ges de campo e semi-campo. Assim, tornam-se
necessarios esforcos para encontrar caminhos para resolucéo desse desafio. Nesse sentido, além do

aumento de recursos destinados a realizacdo desse tipo de pesquisa, também € importante o



46

desenvolvimento de testes em modelos animais, testes preditivos, modelagem computacional e

alternativas de validacédo das formulacdes desenvolvidas com OEs e COEs (Karlberg et al., 2013).

3.7 Estudos com aplicacdes de OEs e COEs em animais

3.7.1 Avaliacédo de eficacia

Nos estudos com bovinos, é possivel observar uma grande variacdo nos resultados de
eficacia carrapaticida, com valores entre zero e 100%. As informac6es sobre cada um dos estudos
podem ser encontradas na Tabela 1. Resultados de eficacia superior a 95% foram encontrados em
estudos com formulacdes pour on, como 99,98% de eficacia utilizando o OE de Tagetes minuta
(Andreotti et al., 2013). Eficacia igual ou acima de 95% também foram encontradas em aplicacbes
com formulacBes por aspersao, como por exemplo, no estudo utilizando nanocapsulas de OE de
canela (100%) (Santos et al., 2017), e no estudo utilizando uma combinacgédo de OE de eucalipto +
timol + deltametrina (95%) (Arafa et al., 2021).

Contudo, no estudo realizado por Santos et al. (2017) a eficacia foi avaliada por meio
de contagem de carrapatos somente em uma pequena faixa corporal do bovino onde a formulacéo
foi aplicada, enquanto no estudo conduzido por Arafa et al. (2021) a eficacia foi avaliada pela
contagem de carrapatos antes e apds o tratamento, sem ter um grupo controle que ndo recebeu
tratamento durante todo experimento. O ideal seria a realizacdo de experimentos de campo com
aplicacdo da formulagdo em todo o corpo do animal e manutencdo de um grupo controle sem
tratamento, permitindo realizar o calculo de eficacia por meio da comparacdo entre a média da
contagem de carrapatos nos animais ndo tratados (controle) e tratados conforme recomendados

pelos guias WAAVP (Holdsworth et al., 2006; Holdsworth et al., 2022).
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Tabela 1 — Dados gerais (tratamentos e eficacia) compilados de 13 artigos utilizando 6leos essenciais (OEs) e seus compostos (COES) para controle de

Rhipicephalus microplus em estudos de campo e semi-campo, com bovinos de 1991-2021.

Ne de
Carrfap_ato OEs/ COEs Concentracéo Volume_e f0[ma animais Principais resultados Referéncia
(estégio) de aplicacéo por grupo

. . Fémeas semi-ingurgitadas morreram ap6s a aplicagdo do OE e as Chungsamarnyart
R. microplus C. citratus e A x fo : itadas nio fi PR e Jiwaginda

(A) C. nardus (Asperséo) €meas ingurgitadas néo fizeram oviposicéo. (1992)

R. microplus ) ) _ 10 e 100% 40 mL (pour on); O OE na forma pour on ou spray reduziu o nimero de carrapatos de Martir)s e

A) C. winteranius Jowitt 2 L (Aspersio) 15 forma significativa, quando comparados aos grupos controle. Gonzalez

(2007)
R. microplus c d 4% 3L . A eficicia média foi de 30,9%. Agnolin et al.
(L, N, A) - hardus (Asperséo) S (2010a)
- resultou em eficacia média 22,5 e 39,1% nas concentragdes de -
R. microplus 3ed% sL OO l ficacia média 22,5 e 39,1% Ges d Agnolin et al
. x o - .
(N, A) C. nardus (Aspersao) 5 3 e 4%, respectivamente. (2010b)
R. microplus - 4L O OE resultou em 96,4% de eficacia 21 dias pos-tratamento. Olivo et al.
(L N, A) Co. citriodora 3,5% (Asperso) 6 (2013)

i 0 50 mL ST 0 i
kalﬂ?ﬂ)us T. minuta 20% (Pour on) 6 O OE apresentou eficacia média de 99,98%. And(rggtlt;)et al.
R. microplus R 8,6% 4L O OE apresentou eficacia média de 91,3%, 21 dias pés-tratamento. Agnolin et al.

(LN, A) C. winterianus (Aspersao) 6 (2014)

. O tratamento com OE (original e formulado) ndo reduziu
R-(E“EVOIFA"')US Co. citriodora e 15e1,5% 6 significativamente o nimero de fémeas ingurgitadas em relagéo ao Ch?ggi:)t al.

o Co. citriodora formulado grupo controle.

O OE nao formulado teve maior efeito sobre adultos (76,6% de
R. microplus o 0,75% (nano 400 mL mortalidade), enquanto o OE nano encapsulado teve maior efeito Boito et al.
(L N, A) M. alternifolia . encapsulado e (Aspersio) 5 sobre a biologia reprodutiva das fémeas ingurgitadas (34,5% de (2016)
5% (n&o formulado) eficacia)
A eficécia foi de 90,5%; 100% e 63,5%, nos tratamentos com 0 OE
R. microplus ) 0,5% (nanocapsu!as); 50 mL ndo formulada, nanocapsulas e nanoemulsdo, respectivamente. O OE Santos et al.
Cinnamomum sp. 0,5% (nanoemulsdo) e 5 4 nao formulado e em nanocapsulas, afetou a biologia reprodutiva das 20
(L, N, A) x (Aspersdo) ! ) (2017)
5% (no formulado) fémeas ingurgitadas.

. microplus tratamento com o eugenol resultou em eficacia média de 13,97%. alente et al.
R. micropl 10 mL /100 kg o] I resul ficacia média de 13,97% Val |
(LN, A) Eugenol 5% (Pour on) 6 (2017)

Timol e. globulus 30 dias ap0s tratamento a eficacia foi de: 21,67% para Deltametrina,
R. annulatus combinados com 50 5 88,33% para Timol + Deltametrina e 95% para Timol + E. globulus Arafa et al.
(LN, A) deltametrina (Asperséo) + Deltametrina. (2021)
R. microplus Essentria® 1C-3 (Oleo de 75L Considerando a reducéo de carrapatos sobre os animais e a alteragdo Klafke et al
. - 0 - 0 , S . R - . 0 .
(L N, A) alecrim 10%, geraniol 5% e 6,25% (Aspersio) 4 na biologia reprodutiva, a eficicia média ap6s 21 dias foi de 70%. (2021)

6leo de horteld-pimenta 2%)

Abreviagdes dos géneros de carrapatos: Rhipicephalus (R.). AbreviagOes dos estagios dos carrapatos: Larva (L); Ninfa (N); Adulto (A)
Abreviagdes dos géneros do género das plantas: Cymbopogon (C.), Corymbia (Co.), Tagetes (T.), Melaleuca (M.), Eucalyptus (E.)

... — Informagdo ndo mencionada
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Experimentos por aspersdo conduzidos com bovinos foram conduzidos dessa maneira
por alguns autores: Agnolin et al. (2014) trabalharam com 8,6% de OE de Cymbopogon
winteranius e Klafke et al. (2021) com 6,25% de um produto comercial a base de geraniol e OEs
de alecrim e hortel&-pimenta. Esses pesquisadores relataram resultados de eficécia superior a 70%,
entretanto, com concentragcdes mais elevadas. A utilizagdo de formulagdes carrapaticidas, com
modificacdo de dose ou concentracdo dos ingredientes ativos, € uma das estratégias para contornar
0s mecanismos de resisténcia dos carrapatos (Rodriguez-Vivas et al., 2018), contudo, em relacéo
aos OEs e COEs, o aumento da concentracdo pode impactar a viabilidade das formulagdes devido
ao custo elevado, devido a necessidade de grande volume de solugéo carrapaticida para banhar um
bovino completamente, além da possibilidade de ocasionar a intoxicac¢do dos animais. Contudo, ao
reduzir as concentracdes testadas, pode resultar na ineficacia das formulagdes. Resultados com
baixa eficicia foram encontrados no estudo de Chagas et al. (2014), que utilizaram o OE de
Corymbia citriodora (pulverizacéo), com 0% de eficacia, e no estudo de Valente et al. (2017), que
utilizaram o eugenol (pour on), composto encontrado no OE do cravo, com eficacia de 13%.

Nos estudos com cées, 100% de eficécia foi relatada em 66% dos trabalhos, sobre todos
0s estagios dos carrapatos avaliados, ao utilizarem OE de Tagetes minuta por aspersao (Silva et al.,
2016) e uso oral de um produto comercial contendo uma mistura de OEs de alho, colza e rosa
mosqueta, que além de tratar também atuou de forma preventiva para novas infestacbes (Amer e
Amer, 2020). Monteiro et al. (2021) utilizaram uma nanoemulsdo contendo timol e eugenol (5
mg/mL) que foi pulverizada nos cées e observaram que a formulacéo reduziu o numero de larvas
sobre os cdes e reduziu 85% dos descendentes de fémeas ingurgitadas recuperadas dos animais
(Tabela 2).

Nos artigos em que pequenos ruminantes, apesar de apresentarem eficacia acima de

76%, os estudos utilizaram diferentes formas de administragéo, o que torna dificil a avaliacdo dos
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Tabela 2 — Dados gerais (tratamentos e eficicia) compilados de sete artigos utilizando 6leos essenciais (OES) e seus compostos (COESs) para controle

de carrapatos em estudos com cées, coelhos, ovinos e caprinos de 1991-2021.

Ne° de
Carrrflp_ato Hospedeiro OEs/COEs Concentragéo Volume_e fo[ma de animais Principais resultados Referéncia
(estagio) aplicacdo
por grupo
5 mL por pavilhio O OE na concentragao de: 2,5% eliminou 95% das larvas; 5% eliminou
R. appendiculatus Coelhos 0. suave 2 5 e 10% aSricSlar 2 100% das larvas e 87,33% das ninfas; 10% eliminou 100% de larvase ~ Mwangi et al.
(LN, A) ' ' 0 ninfas e 74,46% dos adultos. (1995)
H. anatolicum; Houve 100% de eficacia para todas as concentragdes do OE de capim-
Ha. bispinosa; Caprinos C. citratus e C. nardus 25, 33 e 50% 6 limdo. Para OE de citronela, a eficécia foi de 100% nas concentragoes John et al.
R. haemaphysaloides P (Aspersdo) de 50% e 33%. (2009)
(LN, A)
Th. trilobata
. alpha-Pinene (21.6%), . s . . . .
R. evertsi Ih Ipha-ohelland o 5 mg/mL e 10 mg/mL 2 gotas na area de A eficécia do OE foi de 100%, sobre ninfas, 60 minutos ap6s a Peebles et al.
(N, A) Ovelhas alpha-phellandrene (21.0%), fixaco 1 aplicacéo (2011)
' limonene (12.8%) and '
germacrene D (7.5%)
O percentual de mortalidades (cumulativo) apés o 8° dia, foi de 76,12,
R. lunulatus . Sabdo 90,27 e 96,29%, nas concentracdes de 0,06, 0,09 e 0,12 uL/g, Kouam et al.
(L, N, A) Caprinos Ch. ambrosioides 0.06,0,09€0,12ul/g (Espuma) 10 respectivamente. (2015)
R. sanguineus sensu lato 20 UL O OE resultou em 100% de eficacia, uma vez que nédo ocorreu Silva et al
(L N, A) Caes T. minuta 20% (Aspersio) 5 ingurgitamento das larvas, ninfas e adultos. (2016)
0 - x . x
R. sanguineus sensu lato x Lacecca® (Alicina + A. 0,25 mL/kg por 3 dias O OE resultou em 100% de eflcacw_l na prevengdo de infestagdo por R. Amer e Amer
Cées - 0,05+ 2,5 + 8%. 10 sanguineus.
(A) sativum + B. napus) (oral spray) (2020)
. 5+ 5mg/mL (0,50% A nanoemulséo apresentou estabilidade fisica, reduziu o n°® de larvas Monteiro et
R. sanguineus sensu lato Ci imol | y 10 mL / kg b imais e af A dutivos de fé |
(L N, A) des Timol + eugeno (p/p) (Aspersio) 5 sobre os animais e afetou os parametros reprodutivos de fémeas al.
T ingurgitadas (85% de percentual de controle). (2021)

Abreviagdes dos géneros de carrapatos: Rhipicephalus (R.); Hyalomma (H.); Haemaphysalis (Ha.)

Abreviacdes dos estagios dos carrapatos: Larva (L); Ninfa (N); Adulto (A)
Abreviagdes dos géneros do género das plantas: Cymbopogon (C.), Ocimum (O.), Thelechitonia (Th.), Tagetes (T.), Chenopodium (Ch.), Allium (A.), Brassica (B.)

... — Informacao ndo mencionada
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resultados (Tabela 2). Foram descritos sabdo em caprinos com OE de Chenopodium ambrosioides
(Kouam et al., 2015), gotas nos locais da infestacdo em ovinos com OE de Thelechitonia trilobata
(Peeblesetal., 2011) e apenas um estudo usou a forma de aspersdo de OEs de Cymbopogon citratus
e C. nardus, porém ndo descreveu a quantidade usada por animal (John et al., 2009). Além de serem
formas de administracdo diferentes, é impraticavel a utilizacdo de gotas no local de fixacdo do
carrapato como rotina de manejo. Em alguns estudos foi demonstrado que a eficacia acaricida foi
proporcional a concentracdo dos produtos aplicada aos animais (Mwangi et al., 1995; John et al.,
2009; Agnolin et al., 2010; Kouam et al., 2015).

A utilizacdo de formulacGes com concentracbes menores de OEs e COEs, com a
utilizacdo de nanotecnologia, como: 0,75% de OE de Melaleuca alternifolia nanoencapsulado
(Boito et al., 2016), 0,5% de OE de Cinnamomum sp. nanoencapsulado e em nanoemulséo (Santos
etal., 2017) e 0,5% de timol + eugenol em nanoemulséo (Monteiro et al., 2021), geraram resultados
de eficacia de 34,5; 65,5 e 100; 85%, respectivamente.

Outra possibilidade para melhorar a eficacia é o desenvolvimento de formula¢des com
a combinacdo de OEs e COEs com carrapaticidas sintéticos, buscando encontrar um efeito
sinérgico. Em 2022, no mercado brasileiro, existem formulacdes que possuem piretroides e
organofosforados associados a terpenos (citronelal e geraniol) ou a butéxido de piperonila
(SINDAN, 2022), molécula sinergista sintetizada a partir do safrol, fenilpropanoide encontrados
no OE de pimenta. (Scott et al., 2008). Arafa et al. (2021) mostraram que uma combinacao de timol
+ OE de eucalipto + deltametrina resultou em eficacia de 95% em condigdes de campo. Em alguns
estudos 0s pesquisadores relataram que 0s estagios mais imaturos foram mais susceptiveis as
formulagGes com os OEs e COEs do que os carrapatos adultos (Mwangi et al., 1995; Peebles et al.,
2011; Monteiro et al., 2021). Possivelmente isso estd relacionado ao aparecimento da camada

externa da cuticula dos carrapatos (a partir do estagio de ninfa), além da composi¢do dessa camada
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por cera, diferenciando a composigéo da cuticula entre larvas e fémeas (Balashov, 1972; Hackman

and Filshie, 1982).

3.7.2 Avaliacéo de seguranca clinica
A avaliacdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos pode ser valiosa para

determinar o efeito toxico das drogas, pois fornece informacdes sobre a reacdo do organismo em
relacdo a lesGes e estresse (Bojarski and Witeska, 2020). A realizacao isolada de hemograma foi
feita no estudo com OE de Cymbopogon nardus (Agnolin et al., 2010a), enquanto a avaliacéo
bioguimica foi realizada nos estudos com OE de Cymbopogon winteranius (Martins e Gonzélez,
2007) e com OE de Eucalyptus globulus + timol + deltametrina (Arafa et al., 2021), todos em
bovinos. A analise de hemograma e bioquimica foi realizada nos estudos em cées tratados com um
produto comercial a base de alicina e OEs de Allium sativum e Brassica napus (Amer e Amer,
2020) e no estudo com aplicagdo de uma formulagdo contendo terpeno timol combinado com o
fenilpropanoide eugenol (Monteiro et al., 2021). N&o houve alteracdo dos dados de hemograma e
bioquimica dos animais tratados com o OEs e COEs.

A avaliacdo clinica foi realizada em nove estudos, e ndo foi percebida nenhuma
alteracdo entre grupos tratado e controle (Tabela 3). Nao houve descricdo, na avaliagdo clinica, de
quais parametros foram observados nos estudos de John et al. (2009), Valente et al. (2017), Amer
e Amer (2020), Arafa et al. (2021) e Klafke et al. (2021). Kouam et al. (2015) relataram que 0s
caprinos foram avaliados clinicamente por alteracdo comportamental. Valores de frequéncias
cardiacas e respiratorias, e a temperatura do globo ocular foram avaliadas nos estudos de Olivo et
al. (2013) e Agnolin et al. (2014). Temperatura retal, hidratagcdo, frequéncias cardiacas e
respiratoria, além de coloracdo de mucosa e condicéo fisica geral foram avaliados por Monteiro et

al. (2021),
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Tabela 3 — Avaliagdes de seguranca clinica compiladas de 28 artigos utilizando 6leos essenciais (OEs) e seus compostos (COEs) para controle de
carrapatos em estudos de 1991-2021 com animais que foram tratados.

Hospedeiros

OEs/ COEs

Parametro Avaliado

Hemograma

Bioguimica

Avaliagdo clinica

Avaliagdo dérmica

Referéncia

Bovinos
Coelhos
Bovinos

Caprinos
Bovinos Holandes
Bovinos Holandes

Ovelhas
Bovinos Holandes
Bovinos Holandes
Bovinos Holandes
Bovinos Holandes

Caprinos
Cées (racas mistas)
Bovinos Holandes
Bovinos Holandes
Bovinos Holandes
Caes (ragas mistas)

Bovinos Holandes
Cées Cocker Spaniel Inglés

Bovinos Angus

C. citratus e C. nardus
0. suave
C. winteranius Jowitt

C. citratus e C. nardus
C. nardus
C. nardus
Th. trilobata
Co. citriodora
T. minuta
C. winterianus

Co. citriodora e Co. citriodora modificado

Ch. ambrosioides
T. minuta
M. alternifolia
Cinnamomum sp.
Eugenol

Lacecca® (A. sativum, + Allicin + B. napus)

Timol e. globulus combinados com deltametrina

Timol + eugenol

Essentria® IC-3 (Oleo de alecrim 10%, geraniol 5% e

6leo de horteld-pimenta 2%)

Sem alteracédo

Sem alteragdo

Sem alteracédo

Sem alteracéo

Sem alteragdo
Sem alteragdo

Sem alteracédo

Sem reagdo adversa

Sem reagdo adversa
Sem reagdo adversa

Sem reacgdo adversa

Sem reagdo adversa
Sem reagdo adversa

Sem reagdo adversa
Sem reagdo adversa

Sem reagéo adversa

Sem reagdo adversa

Sem reagdo adversa

Sem reagdo adversa
Sem reagdo adversa
Sem reagdo adversa

Sem reagdo adversa

Sem reagdo adversa
Reacdo alérgica em um
animal
Sem reagdo adversa

Chungsamarnyart e
Jiwaginda (1992)
Mwangi et al (1995)

Martins e Gonzalez
(2007)

John et al. (2009)
Agnolin et al. (2010a)
Agnolin et al. (2010b)

Peebles et al. (2011)

Olivo et al. (2013)
Andreotti et al. (2013)
Agnolin et al. (2014)

Chagas et al. (2014)
Kouam et al. (2015)
Silva et al. (2016)
Boito et al. (2016)
Santos et al. (2017)
Valente et al. (2017)
Amer e Amer (2020)

Arafa et al. (2021)
Monteiro et al. (2021)
Klafke et al. (2021)

Abreviaces dos géneros do género das plantas: Cymbopogon (C.), Ocimum (O.), Thelechitonia (Th.), Corymbia (Co.), Tagetes (T.), Chenopodium (Ch.), Melaleuca

(M.), Allium (A.), Brassica (B.), Eucalyptus (E.)

.. — Avaliagdo ndo realizada

Avaliacdo clinica: Frequéncias cardiaca e respiratoria, temperaturas retal e do globo ocular, desidratacdo e coloracdo de mucosa.



53

A avaliacdo dérmica, em casos de toxicidade, pode revelar dermatite alérgica e lesdes
urticarifomes, além de avermelhamento e calor da pele em fungdo da vasodilatacdo causada por
agentes rubefaciantes, como alguns OEs (Nicholson, 1995; Woolf, 1999). Dos nove estudos que
relataram essa avaliacdo, apenas no artigo de Arafa et al. (2021) foi observada alteracdo dérmica
em um bovino pulverizado com cristais de timol que acabaram precipitando sobre a pele do animal.
Foi demonstrado que a presenca de varios compostos, em conjunto, presentes nos OEs (como o
eugenol), podem minimizar ou até mesmo impedir reac@es clinicas/dermatoldgicas (Allenby et al.,
1984; Safford et al., 1990). Possivelmente esse fato explique o motivo de néo ter sido relatado
efeitos adversos nos animais aos quais foram administrados OEs, assim como no estudo de
Monteiro et al. (2021) em que cdes foram pulverizados com 0,5% de timol + eugenol.

Embora néo tenha sido relatada reagdes adversas em estudos com OEs com diferentes
concentragOes (Mwangi et al., 1995; John et al., 2009; Kouam et al., 2015), a utilizagdo de COEs
isolados em concentragfes maiores pode ocasionar rea¢Bes clinicas em animais (Lahti and
Maibach, 1984; Woolf, 1999). Entdo € importante que nos futuros estudos, além da avaliacdo de
eficacia, também seja realizada uma avaliacdo mais detalhada sobre o efeito dos OES nos animais.
A padronizacdo das avaliacbes hematoldgicas, bioquimicas, clinicas e dermatoldgicas permite
comparar os diferentes tratamentos de maneira adequada, além de fornecer dados mais precisos
para que os pesquisadores possam intervir de forma rapida e precisa em casos de intoxicacdo dos

animais.

3.8 Estudos com aplicacdo de OEs e COEs no ambiente
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3.8.1 Avaliacéo de eficacia
Os detalhes do estudo no ambiente: carrapatos (estagio), OEs/COEs, tipo de ensaio,

concentracdo, tamanho da parcela e resultados estdo expressos na Tabela 4. Os resultados de
eficacia carrapaticida no ambiente superaram 90% na metade dos trabalhos avaliados (Jordan et
al., 2011; Bharadwaj et al., 2012; Aradjo et al., 2015; Schulze and Jordan, 2021). Contudo, em
alguns estudos foram demonstrados que a eficacia caiu ao longo do periodo de avalia¢do, sendo
necessario novas aplicagcdes para manter a supressdo dos carrapatos nas areas estudadas (Dolan et
al., 2009; Jordan et al., 2011; Bharadwaj et al., 2012; Schulze and Jordan, 2021). A baixa
persisténcia e consequente diminuigdo da taxa de controle dos OEs/COEs pode ser devido a sua
alta volatilidade (Bakkali et al., 2008; Ellse and Wall, 2014), que pode ser corrigida por meio de
formulacGes encapsuladas (Quadros et al., 2020).

Dolan et al. (2009) observaram que a utilizag&o de uma formulagdo com a concentragao
de 2% de nootkatone, aplicada por pulverizador de alta presséo, foi tdo eficaz quanto uma
formulacdo com 5%, aplicado com bomba costal. Esses autores também observaram que uma
formulagdo utilizando nanotecnologia também aumentou a eficacia do nootkatone. Melhorias no
processo da formulagdo, como a nanoemulsao utilizada por Dolan et al. (2009) e o encapsulamento
em lignina utilizada por Bharadwaj et al. (2012), permitiram utilizar menores concentragoes e
aumentar o periodo de eficicia do produto contra I. scapularis e A. americanum. A concentracdo
do produto, o intervalo entre as aplicacdes e o custo financeiro atribuido a eles pode ser um fator

limitante quando a aplicagdo for realizada em grandes areas.
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Tabela 4 — Tratamentos e eficacia compilados de 28 artigos utilizando 6leos essenciais (OES) e seus compostos (COES) para controle de carrapatos em
estudos no ambiente de 1991-2021.

Carrfalp_ato OEs/ COEs Ensaio Concentragéo Tamanho Principais resultados Referéncia
(estagio) da parcela
) ) 1:2: 5%: O Carvacrol e 0 Nootkatone a 5% foram capazes de suprimir 100% e ninfas de I. scapularis e A. americanum
AI. cheqisﬁilce;rr:i; Nootkatone: Nootkatone nzﬁ:r]gllr?]rgr?te 73:1% ; 100 por 2'dias, manteondo gma(je_ficicia slgperi~or a 65% att)é 21 diasla'pésda aplicagdo. O Nootk:\tone teve efic?cja Dolan et al.
. nanoemulsdo e Carvacrol ) (nanoemuls&o) superior 70 e 109 %, até 21 dias de aplicagdo, para ambas as especies de carrapatos, com 3,1% em nanoemulséo (2009)
(N, A) infestado e 0.05: 5% e 2% em pulverizador de alta presséo, respectivamente.
O produto boténico teve eficacia semelhante ao piretroide sobre ninfas (100% 2 semanas ap6s aplicagao). Em
| sca . Eco-Exempt IC2 (10% : 10.000 m*  Jarvas o controle foi de 63,1 e 94,3%, com o uso do produto botanico e piretroides (5 semanas apos a aplicagio).
. scapularis . - 0 Ambiente 0 T g . | A Rand et al
(LN, A) oleo de alecrim, 5% naturalmente 3,1% (L,N)e Para adultos, o controle usando o produto botanico e o piretroide foi de 93,8% e 100%, respectivamente, na (2010)
Y geraniol, 2% Oleo de infestado 100 m?(A) 142 semana apGs a aplicagdo. Na primavera, foi de 72% e 100%, respectivamente, na 412 semana apds a
horteld-pimenta) aplicacéo.
A formulagdo de nootkatone (2%) resultou em 96,5% de controle para |. scapularis e 91,9% para A.
Nootkatone 2% 100 m? americanum, apds 42 e 35 dias, respectivamente.
l. scapu_laris e Ambiente 469 mL/L e As aplicagdes resultaram em 90,8 e 87,3% de controle de I. scapularis e A. americanum, respectivamente. O Jordan et al
A. americanum Eco Trol T&O naturalmente 7é 1mU L 100 m2 controle caiu para 30,4% para . scapularis e 62,6% para A. americanum ap6s 42 dias. (2011) '
(N) infestado '
As aplicagdes resultaram em 92,3% e 92,9% de controle de I. scapularis e A. americanum, respectivamente.
Carvacrol 2% 100 m? O controle caiu para 76,7% para |. scapularis e 61,9% para A. americanum apés 42 dias.
Ixodes Ambiente A formulag&o de nootkatone resultou em 100% de eficécia para ninfas de I. scapularis, apos 3 dias, 49%, ap6s Bharadwaj et al
scapularis Say Nootkatone naturalmente 0,46-0,84% 150-387 m? 16 dias, chegando a 0% ap6s o 29° dia. Com o encapsulamento em lignina, o percentual de controle foi de (2012)
(N) infestado 100% em todo o periodo de observagéo (até 56 dias).
Ixodes Eco-Exempt IC2 (10%
scapularis Say Oleo de alecrim, 5% Ambiente 31% 100 m2 0O IC-2 foi tdo eficaz quanto a bifentrina em L, N e A, além de se mostrar menos t6xicos em espécies nio- Elias et al
(L N, A) geraniol, 2% 6leo de naturalmente ’ alvos. (2013)
N horteld-pimenta) infestado
Ambiente . ~ , | . T . o
R. microplus Cristais de Timol experimentalment  2,50; 5; 10: 15 0.05 m? N?s maiores concentrat,;oes (10, 15 e 20 mg/mL) o nimero de larvas vivas diminuiu em mais de 95%, em Araiijo et al.
(L) e infestado 20 mg/ mL ' relagao ao grupo controle. (2015)
A. sculptum Timol + Eugenol e Ambiente A eficacia nos tratamentos com timol + eugenol e carvacrol + eugenol foram de 63 e 42%, respectivamente Vale et al
’ experimentalment 5mg/mL 0,03 m2 9 9 0, esp : ’
(L) Carvacrol + Eugenol h (2021)
e infestado
I scapu_larls € Essentria® 1C-3 (10% 6leo Ambiente 56‘6 m_L de 2 As aplicagdes no final de abril resultaram em supresséo de ninfas das duas espécies, superior a 90%, durante Schulze and
A. americanum - . ingrediente 100 m . o - - - : -~ - Jordan
(NeN, A) de alecrim, 5% geraniol, naturalmente ativo /oarcela 3 semanas. Ap6s uma segunda aplicacéo no final de maio, as ninfas de I. scapularis foram suprimidas por mais (2021)
' 2% 6leo de hortela- infestado P 3 semanas (100%), enquanto as ninfas de A. americanum foram suprimidas por mais 2 semanas (=90%).

pimenta)

Abreviagdes dos géneros de carrapatos: Ixodes (I.), Amblyomma (A.); Rhipicephalus (R.)
Abreviacdes dos estagios dos carrapatos: Larva (L); Ninfa (N); Adulto (A)
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3.8.2 Residuos e toxicidade em organismos nao-alvos

Oleos essenciais possuem intimeras atividades bioldgicas, sdo eficazes contra varias
pragas e tem pouca ou nenhuma toxicidade contra espécies ndo-alvos, como os OEs de espécies
como Foeniculum vulgare Miller, Stevia rebaudiana e Cinnamomum cassia (Pavela, 2018; Benelli
et al., 2020; Nwanade et al., 2021; Nwanade et al., 2022). Nessa revisdo, em apenas 25% dos
estudos de campo e semi-campo realizados no ambiente foram avaliados efeitos de toxicidade em
espécies nao-alvos ou descricdo dos residuos no ambiente (Bharadwaj et al., 2012; Elias et al.,
2013). Houve relatos de diminui¢do do nimero de artropodes ndo-alvos das ordens Coleoptera,
Himenoptera e classe Collembola, uma semana apds a aplicacdo de produto a base de OEs de
alecrim e horteld pimenta + geraniol (Elias et al., 2013). Também foi relatado fitotoxicidade dos
produtos a base de OEs de alecrim e hortelda pimenta + geraniol e nootkatone emulsionavel.
Contudo os autores mencionam que essa fitotoxicidade foi revertida dias apds a aplicacdo
(Bharadwaj et al., 2012; Elias et al., 2013).

Essas avaliagcOes sdo importantes, principalmente em estudos no ambiente, pois
existem evidéncias de ecotoxicidade de OEs de Lippia alba, L. gracilis, L. sidoides, Mentha
arvensis, M. piperita, Ocimum gratissimum, Piper aduncum e P. callosum, e do hidrolato de
Artemisia absinthium (subproduto desse OE), em organismos nao-alvos em ambiente aquatico,
como micro crustaceos, sementes de plantas, algas e nematoides (Pino-Otin et al., 2019; Miura et
al., 2021a, 2021b). Uma possibilidade para diminuir, e até mesmo evitar a fitotoxicidade, é o
encapsulamento com lignina, utilizada Bharadwaj et al. (2012). Alternativas, como o0 uso de
nanotecnologia, podem reduzir potenciais riscos aos animais e aos organismos nao-alvos (Jesser et

al., 2020).
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4. Consideraco0es finais

Esta revisdo possibilita compreender de maneira mais assertiva 0S avancos
conquistados nos resultados de campo e semi-campo nas pesquisas com OEs e COEs para controle
de carrapatos. Ao longo de trés décadas, foram produzidos estudos que evidenciaram a capacidade
de OEs e COEs em reduzir infestagdes de carrapatos em diferentes hospedeiros e suprimir
infestacOes de carrapatos no ambiente. Contudo, para que o uso de OEs e COEs se torne uma
realidade para o controle de carrapatos, ainda é necessario ampliar o numero de investigagdes em
condigdes de campo e semi-campo, permitindo dimensionar o real potencial dessas substancias,
levando em consideragdes alguns aspectos importantes, incluindo (Figura 7):

1. Realizar a caracterizagdo dos OEs ou descricdo da fonte, lote, e grau de pureza dos COEs,
uma vez esses aspectos podem influenciar nos resultados de avaliacdo de eficacia dos
OEs e COEs em estudos em condi¢des de semi-campo e campo;

2. Buscar ao maximo a padronizacdo dos estudos para avaliar a eficacia dos OEs e COEs
para controle de carrapatos em condi¢Oes de campo e semi-campo, seguindo protocolos
de estudos ja bem estabelecidos na literatura, guias da WAAPV e protocolos de registro
de antiparasitarios vigentes nos paises onde serdo realizados os estudos;

3. Realizar estudos com OEs e COEs em combina¢fes com moléculas utilizadas como
ingredientes ativos de carrapaticidas disponiveis no mercado e outras moléculas
promissoras, que possam apresentar interacdes sinérgicas, resultando em maior eficacia
e maior viabilidade econémica, permitindo reduzir as concentragdes dos OEs e COEs;

4. Realizar estudos farmacotécnicos de desenvolvimento de formulacGes, especialmente
com o uso de nanotecnologia e encapsulamento, permitindo reduzir a volatilidade dos
OEs ou COEs, podendo resultar em aumento de eficacia e de seguranca para animais,

humanos e ambiente.
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5. Realizar estudos em condic¢des de campo e semi-campo com OEs e COEs para controle
de carrapatos, para avaliar ndo so a eficacia, mas também a seguranca da aplicacdo para

animais, humanos, organismos-néo alvos e ambiente.

0

Caracterizagdo dos OEs Avaliacao de seguranca
clinica e efeitos em
organismos nao-alvo

B e

Padronizacao de
metodologias de
avaliacao de eficacia

o @

farmacotécnicos

Combinacio com de desenvolvimento de

moléculas sinergistas formulacdes

Figura 7 — Direcionamentos para estudos futuros com a utilizacdo de dleos essenciais (OES) e
compostos encontrados em 6leos essenciais (COESs), em condigdes de campo e semi-campo, para

controle de carrapatos.
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Abstract

This work had the objectives to (1) evaluate the susceptibility of various Rhipicephalus
microplus populations to commercial acaricides, and (2) select commercial acaricides (50-80%
effective) and evaluate the effects of binary combinations of the phenylpropanoid (E)-
cinnamaldehyde with selected commercial acaricides to control R. microplus under laboratory
and field conditions. Using adult immersion tests with 116 populations and 14 commercial
acaricides, products showing 50-80% effectiveness (percent control) with the lowest number
of active ingredients were selected. Acaricides containing amitraz or chlorfenvinphos were
tested in combination with (E)-cinnamaldehyde on a field population (strain CM). We found
that (E)-cinnamaldehyde enhanced the activity of both commercial acaricides against R.
microplus larvae; however, the enhancement was more accentuated when using amitraz.
Experiments combining (E)-cinnamaldehyde + amitraz on unfed larvae and engorged females
from another population (strain Gyn) were performed, verifying (E)-cinnamaldehyde enhanced
the activity of amitraz. In the field experiment, the application of (E)-cinnamaldehyde appeared
toxic to the tick hosts (cattle). We concluded that (E)-cinnamaldehyde enhanced the activity of
amitraz against unfed larvae and engorged females of R. microplus; however, in the field test
this phenylpropanoid caused intoxication in the cattle. Studies searching for new combinations
of compounds from essential oils with amitraz deserve attention, as well as studies to develop
formulations using amitraz + (E)-cinnamaldehyde that will be efficient and will not have toxic

effects in cattle.

Keywords: Amitraz; cattle tick; chlorfenvinphos; essential oil; phenylpropanoid; tick

resistance

INTRODUCTION

Rhipicephalus (Boophilus) microplus is an ectoparasite which causes the highest
economic losses in livestock production in the world. In addition to direct losses associated
with blood-sucking, R. microplus is also a vector of pathogens causing babesiosis and
anaplasmosis (Parizi et al. 2012; Costa et al. 2020). Further, there are expenses associated to
labor force and medications needed to treat animals (Furlong et al. 2007; Kiss et al. 2012). In
Brazil, the economic loss due to R. microplus was estimated as 3.24 billion dollars per year
(Grisi et al. 2014).

Control of R. microplus has been accomplished using synthetic acaricides; however, the
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continuous utilization of such acaricides for decades has resulted in the selection of resistant
populations. There are already reports of resistant populations against almost all chemical
classes of acaricides available in the Brazilian market, in addition to reports of multi-resistant
populations (Reck et al. 2014; Higa 2015; Klafke et al. 2017; Valsoni et al. 2020; Cavalcante
et al. 2021). Resistance of R. microplus populations to acaricides has also been observed in
other world regions, which shows that this is a global problem (Rodriguez-Vivas et al. 2007,
Godara et al. 2019; Agwunobi et al. 2021).

In light of the current scenario, there is a demand for the development of new and
sustainable technologies to control ticks. In this context, essential oils (EOs) and compounds
found in these oils represent alternatives that deserve to be investigated (Rosado-Aguilar et al.
2017; Adenubi et al. 2018; Nwanade et al. 2020). Essential oils are mixtures produced by the
secondary metabolism of plants, containing an average of 20-60 volatile and hydrophobic
compounds. These compounds have important roles in the chemical ecology of plants,
performing defensive functions against herbivores and pathogens. Most of the compounds
found in the EOs belong to the class of terpenes (mono and sesquiterpenes) and
phenylpropanoids (Pavela and Benelli 2016).

The phenylpropanoid (E)-cinnamaldehyde, a major compound of cinnamon
(Cinnamomum zeylanicum Blume) bark EO, has acaricidal activity against various species of
ticks (Senra et al. 2013a, b; Marchesini et al. 2020, 2021a,b). Cinnamon’s EO and the
phenylpropanoid (E)-cinnamaldehyde are already in use in the pharmaceutical, food and
cosmetic industries (Bickers et al. 2005; Rao and Gan 2014), with an estimate of annual
production varying from 100 to 1,000 tons per year (Bickers et al. 2005). Furthermore, the
combination of (E)-cinnamaldehyde with other EO compounds has a synergistic effect on ticks
(Nwanade et al. 2022).

A combination of EOs with chemical insecticides, especially pyrethroids, has shown
synergistic interactions to control mosquitoes (Tong and Bloomquist 2013; O’Neal et al. 2019;
Sheng et al. 2020; Norris and Bloomquist 2021), moths (Fazolin et al. 2016) and ticks (Arafa
et al. 2021; Tavares et al. 2022). Piperonyl butoxide (PBO), derived from the botanical
compound safrole (found in some EOs), is used as synergist component in various commercial
formulations of insecticides and acaricides (Furlong et al. 2007; Scott et al. 2008).

There are still no studies with compounds found in EOs combined with amidines and
organophosphates against ticks. Therefore, this work had the objectives to (1) evaluate the
susceptibility of various R. microplus populations to commercial acaricides, and (2) select

commercial acaricides with effectiveness between 50 and 80% and evaluate the effects of
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binary combinations of (E)-cinnamaldehyde with selected commercial acaricides to control R.
microplus under laboratory and field conditions.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals used
Formulations of commercial acaricides used in the present work are listed in Table 1.

(E)-cinnamaldehyde was purchased form Sigma-Aldrich (purity >98%).

Test of susceptibility against different commercial acaricides

This test was performed in order to select commercial acaricides, showing an average
efficiency between 50 and 80%, to be used later in tests combined with (E)-cinnamaldehyde.
Random populations of ticks from samples (engorged females) provided by farmers from
different Brazilian regions and sent to the Laboratory of Parasitology at the Brazilian
Agricultural Research Corporation — EMBRAPA Dairy Cattle, during 2019 and 2020, were
used in the experiment. A total of 116 populations were selected to perform these tests (Fig. 1).
The number of acaricides tested for each population varied according to the number of ticks
received in the laboratory.

The susceptibility profile to commercial acaricides within each population sample
received was performed by the adult immersion test (AIT), with engorged females (Drummond
etal. 1973; FAO-UN 2004). Solutions, at commercial concentration, of the acaricides listed in
Table 1 were prepared using water, according to the product leaflet.

Females from each population were separated in groups (10 females per group) with
homogeneous weight and then, each group with 10 females was immersed for 5 min. in the
commercial acaricide solutions. A control group was also established, using distilled water.
After immersion, females were set in Petri dishes for oviposition and conditioned in a Solab
B.O.D. incubator at 27 £ 1 °C and 80 £ 10% RH. When oviposition period ended, egg masses
were weighed, transferred to a plastic syringe, and kept under the same conditions for later
evaluation of the larval hatch by means of visual estimate (Figueiredo et al. 2018). With the
values obtained for weight of females before oviposition (mg), egg mass weight (mg) and larval

hatch (%), the percent control was calculated according to Drummond et al. (1973).
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No. Active ingredient (final concentration for application®, pg/mL = ppm) Commercial name Company

1 Deltamethrin (SP? — 25) Butox P CE 25 MSD Animal Health

2 Amitraz (AM — 250) Triatox MSD Animal Health

3 Chlorfenvinphos (OP — 500) Supokill UCBVet Animal Health
4 Dichlorvos (OP —1,125) + Cypermethrin (SP — 125) Alatox Zoetis

5 Chlorpyrifos (OP — 833) + High-Cis Cypermethrin (100) Flytion SP Clarion Biosciences

6 Chlorpyrifos (500) + Cypermethrin (200) Ciclorfos Europharma

7 Chlorpyrifos (400) + Cypermethrin (160) Aspersin Biogénesis Bagd

8 Dichlorvos (1,500) + Chlorpyrifos (500) Ectobat 80 Champion

9 Chlorpyrifos (312.5) + Cypermethrin (187.5) + Citronellal (TE — 12.5) Couro Limpo Noxon of Brazil Quim Farm
10  Chlorpyrifos (312.5) + Cypermethrin (187.5) + Citronellal (12.5) Colosso Pulverizagdo Ourofino Animal Health
11 Trichlorfon (OP - 3,880) + Coumaphos (OP — 50) + Cyfluthrin (SP — 50) Neguvon + Asuntol Plus Elanco

12 Chlorpyrifos (375) + Fenthion (OP — 187.5) + Cypermethrin (187.5) Colosso FC 30 Ourofino Animal Health
13 Chlorpyrifos (312.5) + Cypermethrin (187.5) + Piperonyl butoxide (SY — 187.5) Cyperclor Plus Ceva Santé Animale

14 Chlorpyrifos (250) + Cypermethrin (150) + Piperonyl butoxide (10) Maximo Biovet

Concentration of the active ingredient in the dilution recommended in product leaflet

2SP = synthetic pyrethroid; AM = amidine; OP = organophosphate; TE = terpene; SY = synergist
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Fig. 1 Population distributions of Rhipicephalus microplus (a: Brazil; b: state of Minas Gerais

= MG), used in the susceptibility test to commercial acaricides

Combination of (E)-cinnamaldehyde with amitraz and chlorfenvinphos on unfed larvae
from a field population — strain CM

The experiment was done with larvae from a population collected from a farm in the
county of Carmo da Mata (CM), in the state of Minas Gerais, Brazil (20°33'21"S, 44°51'45"W).
This population was selected based on the results from the experiment described in the previous
section, where the efficiency (percent control) was 0 and 35% for amitraz and chlorfenvinphos,
respectively, indicating low susceptibility to the acaricides.

Larval packet test (LPT) was used, as proposed by Stone and Haydock (1962) and
adapted by Monteiro et al. (2012), using larvae with ages from 15 to 28 days after hatching.
Approximately 100 unfed larvae were set in the center of a piece of filter paper (6 x 6 cm),
which was then folded through the middle line and the edges sealed with binder clips. After
establishing the packets, each side of the filter paper was dampened with 90 pL of the
concentrations tested, with a total of 180 pL per packet. Packets were conditioned for 24 hin a
B.O.D. incubator at 27 + 1 °C and 80 + 10% RH. After this period, dead and live larvae were
counted.

Tests using (E)-cinnamaldehyde combined with amitraz were completed using the
following concentrations: (E)-cinnamaldehyde (1,000 pg/mL); amitraz (250, 125, 62.5, 31.2
and 15.6 pg/mL); binary combinations of (E)-cinnamaldehyde (1,000 pg/mL) + amitraz (250,
125,62.5,31.2 and 15.6 pg/mL). A control group with distilled water and a group with dimethyl
sulfoxide (DMSOQ) at 3% were also established, in total 13 groups with five replicates each. The

experiments were repeated twice.
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For (E)-cinnamaldehyde combined with chlorfenvinphos, the following concentrations
were used: (E)-cinnamaldehyde (1,000 pug/mL); chlorfenvinphos (500, 250, 125, 62.5 and 31.2
pg/mL) and binary combinations of (E)-cinnamaldehyde (1,000 pg/mL) + chlorfenvinphos
(500, 250, 125, 62.5 and 31.2 pug/mL). A control group with distilled water and a group with
dimethyl sulfoxide (DMSO) at 3% were also established, making a total of 13 groups with five
replicates each. The experiments were repeated twice.

Combination of (E)-cinnamaldehyde with amitraz against unfed larvae and engorged
females — strain GYN

This experiment was performed using unfed larvae and engorged females from the strain
GYN (resistant to pyrethroid, amidine, organophosphate and phenylpyrazole), obtained through
artificial infestation in male calves housed individually in pens at the Animal Experimental
Station of the School of Veterinary and Animal Science of the Federal University of Goias
(CEUA — 067/21), Brazil (16°36'03"S, 49°16'32”W). In these tests, females recently detached
from the animals and larvae with ages from 15 to 28 days after hatching were used.

Larval packet tests as described above were used, with the same concentrations of
amitraz and (E)-cinnamaldehyde. In addition, adult immersion tests (AITs) were done.

With engorged females following the methodology proposed by Drummond et al.
(1973), using groups with 10 engorged females (each female = 1 experimental unit), with
homogeneous weight, immersed for 5 min in the solutions tested. The following groups were
established: control (distilled water); amitraz (250 pg/mL); (E)-cinnamaldehyde (1,000 pg/mL)
and (E)-cinnamaldehyde (1,000 pg/mL) + amitraz (250 pg/mL).

Ethanol 30% (water/ethanol, vol/vol) was used to dilute (E)-cinnamaldehyde with and
without amitraz. After immersion, engorged females were conditioned in wells (one female per
well) in cell culture plates (one plate per treatment) and set for oviposition in a B.O.D. incubator
at 27 £ 1 °C and 80 + 10% RH. After 15 days, egg masses were collected, weighed and set in
plastic syringes (10 mL) with their distal extremities cut, sealed with hydrophilic cotton and set
ina B.O.D. incubator at the temperature and relative humidity mentioned. After approximately
21 days, the percentage of larvae hatched was estimated, following the quantification method
described by Figueiredo et al. (2018). From these data, the egg production index (EPI) (Bennet
1974), estimated reproduction (ER) and percent control (%C) (Drummond et al. 1973) were

calculated.
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Field test

The experiment followed the regulations of the 48th Ordinance from the Ministry of
Agriculture, Livestock and Supply (MAPA) for the registration of anti-parasite products (Brazil
1997) and was approved by the Animal Use Ethics Committee from the Federal University of
Goias (protocol —067/21). Only cattle in a good nutritional status, without recent treatment with
acaricides/endectocides, were included in the experiment. Additionally, only cattle with a
minimum of 20 R. microplus engorged females on the right side of the body were selected. The
identification of cattle was performed using the numbered ear tags fixed in the right ear.

In order to constitute the groups, 40 female bovines from the Simental breed, with
average weight of 490 kg, were divided in four groups with 10 cows each, after counting R.
microplus engorged females (length varying from 4.5 to 8 mm) on the right side of the cattle in
days -3, -2, -1 (Wharton and Utech 1970). The experimental groups were constituted at random,
following the criteria: after animals being listed in decreasing order by the mean number (three
counts) of ticks; the four animals with the highest results were set in the replicate one of each
group; the following four were set in replicate number 2; and so on, until constituting the 10
replicates per group.

Cows were treated with 5 L of the test solutions per animal in day 0. Bovines were
individually isolated with the aid of a rope to facilitate the application of the test solutions.
Treatments were applied using a backpack sprayer. To obtain better performance, the animals
were bathed according to technical criteria, considering the time and condition of the day, dose
of the product, homogenization of the solution and safety for the applicator (Prata et al. 2008).
The following treatments were applied: control (non-treated), amitraz (250 pg/mL), (E)-
cinnamaldehyde (1,000 pg/mL), and 4 - amitraz (250 pg/mL) + (E)-cinnamaldehyde (1,000
pug/mL). The emulsions were prepared using ethanol 30% (vol/vol). After treatment, all animals
were evaluated regarding the clinical signs of systemic intoxication (ataxia, sialorrhea,
prostration / excitation, convulsion, dysphonia, diarrhea, dyspnea, jaundice, cough and head
and skin tremors).

In order to evaluate the efficiency, the ticks were counted (scheduled days for counting
were +3, +7, +14, +21 and +28) and the efficiency was calculated through the formula proposed
by the MAPA (Brazil 1997).

Statistical analysis
Data were analyzed using the software Biostat v.5.0. Mean values of larval mortality

and biological parameters from engorged females were analyzed by ANOVA tests, followed
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by Tukey test to compare treatment means (o = 0.05). However, when data did not show a
normal distribution, data were analyzed by non-parametric Kruskal-Wallis and Student

Newman Keuls tests (a = 0.05). Percentages were arcsin \x transformed prior to analysis.

RESULTS

Susceptibility to commercial acaricides

Considering all populations included in the study or only populations from the state of
Minas Gerais (Table 2), just three acaricides (hnumbers 5, 6 and 12) showed efficiency (percent
control) >90%, when compared to all other products tested. Good efficiency also was obtained
with acaricides 8 and 13 (>80%, Table 2).

For combination with (E)-cinnamaldehyde, amitraz and chlorfenvinphos were selected,
as they showed efficiency of 55.9 and 75.6%, respectively, and they have only one active
ingredient (a.i.) in the product.

Combination of (E)-cinnamaldehyde with amitraz and chlorfenvinphos on unfed larvae —
field population (strain CM)

Binary combinations of (E)-cinnamaldehyde with all concentrations of amitraz resulted
in 100% mortality, significantly higher than for other treatments, where the mortality was
always <40%. No mortality was seen in the control group (Fig. 2a).

With chlorfenvinphos, binary combinations of (E)-cinnamaldehyde with the two highest
concentrations of this organophosphate (250 and 500 pg/mL) resulted in significantly higher
mortality values compared to the other treatments, reaching 100% mortality in the treatment
with 500 pg/mL chlorfenvinphos + 1,000 ng/mL (E)-cinnamaldehyde. No mortality was seen
in the control group (Fig. 2b).

Combination of (E)-cinnamaldehyde with amitraz against unfed larvae and engorged

females — strain GYN

Larval packet test

The binary combination of amitraz (15.6 pg/mL) + (E)-cinnamaldehyde (1,000 pg/mL)
resulted in 62% mortality, significantly higher than when these compounds were used alone
[(E)-cinnamaldehyde = 25%; amitraz = 32%] (Fig. 3). In treatments with >31.2 ug/mL amitraz
(alone or combined), the mean mortality values observed were >90%, significantly higher than
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1  Table 2 Mean (= SD) efficiency (%) of commercial acaricides on populations of Rhipicephalus microplus from various places throughout Brazil

2 (including MG), or only from the state of Minas Gerais

No. Active ingredient? No. populations (2019-2020) Efficiency (%)

Brazil Minas Gerais Brazil Minas Gerais
1 Deltamethrin (SP) 56 32 10.8+16.0a 9.1+9.7a
2 Amitraz (AM) 115 62 55.9+31.5de 58.7+30.8 cd
3 Chlorfenvinphos (OP) 108 59 75.6£242f 74.4 £ 25.8 ef
4 Dichlorvos (OP) + Cypermethrin (SP) 56 31 40.2 £ 25.0 bc 35.1+£228h
5 Chlorpyrifos (OP) + High-Cis Cypermethrin 114 61 95.7+12.1i 96.5+£9.71i
6 Chlorpyrifos + Cypermethrin 111 59 949+ 144 93.9+15.1i
7 Chlorpyrifos + Cypermethrin 53 29 32.1+£276b 27.5+£209b
8 Dichlorvos + Chlorpyrifos 106 57 89.7+19.7h 89.2+209h
9 Chlorpyrifos + Cypermethrin + Citronellal (TE) 58 34 46.4 £ 35.2 cd 41.4+34.1hd
10  Chlorpyrifos + Cypermethrin + Citronellal 111 61 47.3+34.1d 41.2+33.0bc
11 Trichlorfon (OP) + Coumaphos (OP) + Cyfluthrin (SP) 54 31 61.3+31.4¢f 61.3+31.7 de
12 Chlorpyrifos + Fenthion (OP) + Cypermethrin 111 61 944 +£13.3i 93.9+£139i
13 Chlorpyrifos + Cypermethrin + Piperonyl butoxide (SY) 116 63 84.4+26.2h 84.9+24.7 gh
14 Chlorpyrifos + Cypermethrin + Piperonyl butoxide 110 60 749+30.7¢ 73.3+31.3fg

3 ISP = synthetic pyrethroid; AM = amidine; OP = organophosphate; TE = terpene; SY = synergist

4 Means within a column followed by different letters are significantly different (Student Newman Keuls tests: P<0.05).

5
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(E)-cinnamaldehyde

cccCC
b
b P b

156 31.2 62.6 125 250 156 31.2 626 125 250
Amitraz Amitraz + Cin 1,000

Treatments /Concentration (ug/mL)

(E)-cinnamaldehyde

d
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¢
c
b

b b
31.2 625 125 250 500 31.2 62.5 125 250 500
Chlorfenvinphos Chlorfenvinphos + Cin1,000

Treatments /Concentration (ug/mL)

Fig. 2 Mean (x SD) mortality (%) of unfed Rhipicephalus microplus larvae, from a population

collected on a farm in Carmo da Mata (strain CM), Minas Gerais, Brazil, treated with various

concentrations of amitraz (a) and chlorfenvinphos (b), associated or not with (E)-

cinnamaldehyde (= Cin). Means within a panel capped with different letters are significantly
different (Student Newman Keuls tests: P<0.05).
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the other treatments (Fig. 3).

(E)-cinnamaldehyde
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a
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CTR Cin 15.6 31.2 62.6 125 250 156 31.2 62.6 125 250

1,000 Amitraz Amitraz + Cin 1,000

Treatments/Concentration (ug/mL)
Fig. 3 Mean (£ SD) mortality (%) of unfed Rhipicephalus microplus larvae (strain Gyn), treated
with various concentrations of amitraz, combined or not with (E)-cinnamaldehyde (Cin). Means

capped with different letters are significantly different (Student Newman Keuls test: P<0.05).

Adult immersion test

The weight of engorged females before oviposition did not show significant differences
among the various groups, signaling that reproductive biology alterations are correlated with
the effect of the treatments. Only the treatment with amitraz + (E)-cinnamaldehyde caused a
significant reduction in the egg mass (44.9 mg) compared to the control (126.1 mg). The egg
production index for the treatments with amitraz alone or amitraz + (E)-cinnamaldehyde was
significantly lower than for the control group (Table 3).

Similar result was obtained regarding the larval hatch, with a significant reduction in
groups treated with amitraz or amitraz + (E)-cinnamaldehyde. The reduction in the quantity and
viability of eggs resulted in percent control of 65.2, 37.7 and 86.0%, in treatments with amitraz,
(E)-cinnamaldehyde and amitraz + (E)-cinnamaldehyde, respectively (Table 3).
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Table 3 Mean (£ SD; n = 10) weight (mg) of females before oviposition and of egg mass of engorged females, larval hatch (%) and percent control

of Rhipicephalus microplus, treated with amitraz and (E)-cinnamaldehyde (separate or combined) under laboratory conditions.

Treatment Female weight before  Egg mass weight Egg Larval hatch Percent control
oviposition (mg)* (mg)? production (%)?
index?
Control 251.0+222a 126.1+27.8a 50.3+10.5a 89.6%x16.1a
Amitraz 250 pg/mL 256.7+25.3a 89.8 +62.3ab 342+238h 448+284bc 652
Cinnamaldehyde 1,000 pg/mL 255.7+29.7a 101.4 £55.8 ab 39.0+20.8 70.7+183ab  37.7
ab
Cinnamaldehyde 1,000 pg/mL + Amitraz 250 pg/mL 255.4+26.6 a 449+57.1b 182+227b 359+30.1lc 86.0

Means within a column followed by different letters are significantly different (Tukey test or 2Student Newman Keuls tests: P<0.05).



98

1 Field test
2 Approximately 20 min after treating cattle with (E)-cinnamaldehyde (alone), all 10
3 animals showed intense sialorrhea (Fig. 4) and muscle tremors. Immediately all cattle treated
4 were washed with pressurized water for approximately 20 min in a contention trunk. Even after
5  washing, six of the 10 animals still showed sialorrhea and muscle tremors. For this reason, each
6  one of these six animals received atropine sulfate and a solution with glucose, vitamin complex
7 and amino acids (according to the product leaflet), administrated intravenously. The recovery
8 of the clinical condition occurred near 20 min later, without the need for supplementary
9 treatment. As the animals were washed with pressurized water after the experimental treatment,

10 it was not possible to complete the counting of ticks in the previously scheduled dates.

11

12

13 Fig. 4 Simmental cattle showing signs of (E)-cinnamaldehyde toxicity, approximately 20 min after
14 application
15
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DISCUSSION

Due to the existence of resistant populations of R. microplus against the acaricides available
on the market (Klafke et al. 2017), the number of investigations in search of new technologies to
control arthropods has intensified (Kiss et al. 2012). In this sense, the pursuit of molecules which
may act as synergists, enhancing the activity of commercial acaricides deserves to be investigated
further (Arafa et al. 2021; Tavares et al. 2022). In the present study, we showed for the first time
the enhancement in the efficacy of commercial acaricides containing amitraz and chlorfenvinphos
after adding the phenylpropanoid (E)-cinnamaldehyde, on unfed larvae and engorged females of
R. microplus. We also demonstrated that (E)-cinnamaldehyde in ethanol 30%, administrated
topically was toxic to cattle.

Considering the average efficiency of commercial acaricides tested against the various R.
microplus populations, it was verified that only one of the products (product 5 in Table 1) showed
efficacy >95%, whereas products 6 and 12 had efficiency >90%. Most commercial acaricides
(64%; i.e., nine products) showed average efficacy <80%. According to the World Association for
the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP), to be considered as efficient, an acaricide
has to show efficiency equal to or >95% (Holdsworth et al. 2006). Our data comprehending 116 R.
microplus populations from all Brazilian regions reinforces the challenging scenario concerning
resistance against acaricides, as has already been reported in Brazil and various other parts of the
world (Furlong et al. 2007; Spagnol et al. 2010; Reck et al. 2014; Jyoti et al. 2016; Klafke et al.
2017; Rodriguez-Vivas et al. 2018).

In experiments combining (E)-cinnamaldehyde with acaricides, products 2 (a.i. amitraz)
and 3 (a.i. chlorfenvinphos) were selected based on the presence of only one active ingredient in
the product, and based on their average efficiency. Acaricide emulsions contain vehicles that are
important for the solubilization of hydrophobic active ingredients, such as amitraz and
organophosphates. As (E)-cinnamaldehyde also has a hydrophobic character, its addition to a
formulation may represent a challenge, affecting the support capacity of the system and preventing
the establishment of a consistent emulsion, where the precipitation of the active ingredients or
separation of phases may occur. In addition, a higher number of active ingredients contribute to
increase the possibility of incompatibility between the formulation’s components (Cheng et al.
2020; Kolluru et al. 2021). The efficiency of acaricides such as amitraz (55%) and chlorfenvinphos

(75%) was also favorable, allowing to use lower concentrations of potential synergists, facilitating
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the development of formulations that may have an efficiency >90%. In addition, chlorfenvinphos
has a low withdrawal period from milk, of about 12 h (SINDAN 2022).

In the present study, we demonstrated that (E)-cinnamaldehyde enhanced the acaricide
activity of amitraz and chlorfenvinphos on R. microplus larvae. Enhanced acaricide activity was
also observed regarding combinations of (E)-cinnamaldehyde and amitraz on engorged females.
Arafa et al. (2021) demonstrated that a combination of thymol + EO from eucalyptus +
deltamethrin, had a synergic effect on Rhipicephalus annulatus. The same effect was demonstrated
with cypermethrin + thymol on R. microplus larvae (Tavares et al. 2022). Generally, a synergic
effect occurs due to a combination of active ingredients with different mechanisms of action
(Coelho et al. 2020). Amitraz (amidine) acts on octopamine / tyramine receptors, causing a
disruption in the operation of the arthropod nervous system (Finetti et al. 2021). Chlorfenvinphos
(organophosphate) acts on the enzyme acetylcholinesterase, phosphorylates the enzyme avoiding
hydrolyses of acetylcholine, resulting in the accumulation of neurotransmitter in nervous synapses
(Fukuto 1990). Little is known about the action of cinnamaldehyde in ticks, but the impairment of
the cell wall in bacteria was demonstrated using this botanical compound (Wang et al. 2018).
Recently, it was demonstrated that (E)-cinnamaldehyde causes alteration in the lipid profile of R.
microplus, increasing the cholesterol level in the fat body of engorged females and reducing it in
the eggs, besides suppressing the presence of hydrocarbonates in the fat body of engorged females
(Marchesini et al. 2021b). The presence of thymol (compound of EO) increases the penetration rate
of cypermethrin inside engorged females (Tavares et al. 2022). This may also be one of the
mechanisms explaining the increase of activity of amitraz when combined with (E)-
cinnamaldehyde.

Although (E)-cinnamaldehyde increased the activity of amitraz on larvae of both
populations, in the field population (strain CM) such enhancement was stronger. As strain CM
showed lower susceptibility to amitraz, the stronger enhancement of the (E)-cinnamaldehyde may
be related with the action of this phenylpropanoid on the enzymes responsible for the metabolic
resistance to amitraz in R. microplus. Metabolic detoxification, in conjunction with insensibility to
the local target, are the main resistance mechanisms of ticks against acaricides (Guerrero et al.
2012). The occurrence of metabolic resistance in ticks against amitraz mediated by
monooxygenases by cytochrome P450 was already shown (Chevillon et al. 2007; de La Canal et

al. 2021). In general, it is known that monooxygenases have an important role in metabolic
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detoxification of xenobiotics, such as insecticides/acaricides in arthropods (Li et al. 2007).
Glutathione s-transferases (GSTSs) also have a significant role in metabolic detoxification in ticks.
Concerning acaricides, there is evidence that GSTs are involved in the resistance against
pyrethroids, organophosphates and macrocyclic lactones (Le Gall et al. 2018; Upadhaya et al. 2020;
Kumar et al. 2021). By means of in silico analysis, Marchesini et al. (2021b) demonstrated that
(E)-cinnamaldehyde may act as substrate for GST, stimulant for caspase and cytochrome P450,
and inhibitor for catalase.

Piperonyl butoxide (PBO) is used as synergist in insecticides and acaricides due to its action
on enzymes participating in the metabolic detoxification of xenobiotics (Scott et al. 2008; de La
Canal et al. 2021). PBO is synthesized from safrole, a phenylpropanoid found in EOs, similar to
(E)-cinnamaldehyde. This reinforces our hypothesis regarding the way (E)-cinnamaldehyde may
be acting in the increment of amitraz activity on R. microplus.

In the field test, the application of (E)-cinnamaldehyde on cattle caused intoxication to the
animals which exhibited intense sialorrhea and muscle tremors. Using (E)-cinnamaldehyde, Lahti
and Maibach (1984) reported non-immunological contact urticaria in dermatological tests on
guinea pigs. Reactions such as edema, perivascular infiltration of eosinophils and lymphocytes
were dosage dependent. In contrast, oral administration of (E)-cinnamaldehyde in confinement
cattle (until 1,600 mg/day), besides not causing toxicity, produced an increment of ingestion of dry
matter and reduced the effects of stress when offered in the beginning of the feeding period (Yang
et al. 2010).

Santos et al. (2017) administrated formulations (nano-emulsion and nano-capsules) of EOs
from C. zeylanicum (0.5%), containing 41.2% (E)-cinnamaldehyde and did not report intoxication
in the cattle. The differences between the present study and the research by Santos et al. (2017)
may be associated to three characteristics: volume of the formulation applied to the animals,
presence of eugenol, and formulation. In our study 5 L per animal was applied, whereas Santos et
al. (2017) used only 50 mL per animal (a 100x smaller volume) and evaluated the efficiency only
by reduction of ticks on the treated site. Consequently, animals received a much lower volume of
(E)-cinnamaldehyde. The EO used by Santos et al. (2017), in addition to (E)-cinnamaldehyde, had
eugenol in its composition (approximately 7%). It was demonstrated that eugenol may reduce the
toxicity of (E)-cinnamaldehyde in guinea pigs and humans (Allenby et al. 1984; Safford et al.
1990). Finally, the system formed with nano-capsules and nano-emulsions, used in the study



=

© 00 N o Uu b~ w N

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

102

conducted by Santos et al. (2017), may have resulted in a slower release of (E)-cinnamaldehyde,
thus reducing its toxicity.

Consequently, we conclude that (E)-cinnamaldehyde enhanced the activity of amitraz on
unfed larvae and engorged females of R. microplus; however, in the field experiment we observed
that this phenylpropanoid caused intoxication in cattle. Studies searching for new combinations of
compounds from EOs with amitraz deserve attention, as well as studies to develop formulations
using amitraz + (E)-cinnamaldehyde that will be efficient and at the same time will have no (or

reduced) toxic effects in cattle or in other hosts.
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Os OEs e COEs podem ser utilizados de forma isolada ou combinada aos produtos
sintéticos, representando uma alternativa para desenvolvimento de tecnologias “eco-friendly”,
guando comparados a esses. Este trabalho ressaltou os resultados obtidos nas pesquisas
realizadas nos ultimos 30 anos, demonstrando que esses produtos botanicos merecem destaque
por sinalizarem uma alternativa frente ao combate dos carrapatos, pelo fato de possuirem
diferentes mecanismos ou locais de a¢do nos artropodes, agindo diretamente sobre esse parasito
ou interferindo na sua biologia reprodutiva.

Existem entraves a serem contornados que ainda dificultam a utilizacdo em uma
escala maior. Para os OEs, a falta de padronizacdo de seus componentes, ja que existem muitas
variaveis que antecedem o processo de extracdo do 6leo e seguem até o tempo de
armazenamento do produto. Para os COEs, os poucos estudos explorando o potencial de
sinergia com outras moléculas. E para ambos, as poucas pesquisas in vivo, somadas a
desuniformidade metodoldgica dos dados avaliados por estas.

Outrossim, a presenca de residuos e a interagdo com espécies ndo-alvos merecem
destague em pesquisas futuras, assim como novas tecnologias para minimizar a volatilidade
desses produtos. Alternativas como o encapsulamento e a utilizacdo de nanotecnologia foram
utilizadas em alguns estudos citados nesse trabalho.

Em 95% dos estudos citados foi demonstrado que os produtos botanicos sé@o
seguros aos animais, sendo em apenas uma pesquisa com o composto timol relatado reacao
dermatoldgica em um bovino. No estudo avaliado nessa tese, porém, mesmo com resultado em
laboratdrio superior a 86%, para a combinagdo comercial de amitraz + (E)-cinamaldeido (1.000
png/mL) em larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus, no teste de campo os bovinos
apresentaram intoxicacao apos a pulverizacdo do composto isolado (1.000 pg/mL), sinalizando
que atencdo especial deve ser dada aos estudos de seguranca clinica. Pesquisas futuras,
buscando diminuir a toxicidade de formulacdes com (E)-cinamaldeido merecem ser

investigadas.
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ANEXO A. Parecer CEUA 067/21

MINISTERIO DA EDUCACAO L)
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS (T
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goidnia, 13 de setembro de 2021.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO
PROTOCOLO N. 067/21

I - Finalidade do projeto de pesquisa: Pesquisa —Doutorado

II - Identificacio:

a Data de apresentaciio a CEUA: 24/08/2021

a Data de inicio do projeto: 01/11/2021

a Data de término do projeto: 31/07/2026

a Titulo do projeto: Associagio de Metarhizium anisopliae sensu lato brm2335 ou Cordyceps
javanica brm27666 com amitraz como forma de controle de Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae)

a Pesquisador Coordenador no SIGAA/ Unidade: Caio Marcio de Oliveira Monteiro (IPTSP/UFG)
a Pesquisador Responsdvel/ Unidade: Caio Marcio de Oliveira Monteiro (IPTSP/UFG)

a Pesquisadores Participantes/ Unidade: Lainny Jordana Martins Pereira e Sousa (EVZ/UFG),
Welber Daniel Zanetti Lopes (IPTSP/UFG), Ana Lucia Coutinho Teixeira (EVZ/UFG), Francisca Leticia
Vale da Silva (EVZ/UFG), Mirna Secchis Vieira (EVZ/UFG), Nélio Roberto de Moraes Junior (EVZ/UFG),
Lais Carneiro Naziasene Lima Marreto (PPCF/UFG), Bruno César Ferreira Gonzaga (EVZ/UFG), Mayara
Macédo Barrozo Santos (EVZ/UFG), Gabriel Webert Gomes (EVZ/UFG) e Victoria Aparecida Santos de
Sousa (EVZ/UFG),

a Médico Veterindrio/CRMV: Mirna Secchis Vieira/4896

a Unidade onde seri realizada a pesquisa: Bovinos utilizados para manutencio da colénia de
carrapatos - Escola de Veterinaria e Zootecnia UFG

Bovinos utilizados no estudo de campo Fazenda Sdo Bento, Rodovia GO 162, Zona rural, Regifio de Pigara,
Municipio de Palmeiras de Goias

IPTSP- anilise experimental

III - Objetivos e justificativa do projeto:

“....sele¢do de populagoes de carrapatos resistentes as bases quimicas disponiveis no mercado;

,,,,, busca cada wvez maior por meios de producbes sustentiveis e seguros, utilizando agentes

entomopatogénicos.

..... utilizagdo do controle bioldgico na produgio animal.

Os fungos entomopatogénicos sio indicados como os agentes biol6gicos mais promissores para o controle

de carrapatos, sendo que nas tltimas trés décadas, também foram os organismos mais estudados para esse

fim. Poucos sdo os dados sobre a investigagdo da utilizagdo do controle biolégico em associagio com o

quimico e quais seriam diretamente os impactos causados no carrapato R. microplus. Esta falta de dados
Contissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA

Pré-Reitoria de Pesquisa e Inovagdo/PRPI-UFG, Alameda Flamboyant, Qd. K, Edificio K2, 1° andar, Prédio da Agéncia de
Inovacio, Parque Tecnolégico, sala da CEUA, Campus Samambaia — Goidnia-GO, Fone: (55-62) 3521-1876.
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sobre a combinacio de fungos com o amitraz, nos instiga a pesquisa, além dos dados de como seria o
desenvolvimento do fungo sobre a cuticula de R. microplus.”

IV - Sumario do projeto:

a Discussio sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do nimero de animais:

“ a coleta de R. microplus de bovinos infestados naturalmente nio ¢ desejada, visto que grande parte dos
pecuaristas utilizam acaricidas quimicos para controle de carrapatos.

.0 ideal ¢ manter uma colénia para realizacio de testes com carrapatos, permitindo que os experimentos
sejam realizados sempre com individuos da mesma populagio, preferencialmente, utilizando uma cepa de
referéncia para testes carrapaticidas (Cepa sensivel aos carrapaticidas) seguindo (recomendacdo da FAQ e
do MAPA, para realizagio de testes com agentes para controle de carrapatos). Para manutengio de colonia
de carrapatos, também nio existem ainda metodologias satisfatorias com alimentagdo artificial. Assim, é
necessario a utilizagio de bovinos para manutencio de uma coldnia, por meio de infestacaes artificiais. Em
relagio ao estudo de campo, nido existem métodos alternativos. Estudos para validar métodos de controle de
carrapatos em bovinos, e registro de novos antiparasitarios, com a utilizaciio de carrapaticidas, devem seguir
Portaria n° 48 de 12 de maio de 1997 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
MNessa Portaria, é estabelecido o niimero minimo de 10 bovinos por grupo experimental. Destacamos que
além das normas da Portaria 48 do MAPA, o delineamento experimental ira seguir as recomendagdes do
Guia de Boas Praticas Clinicas Veterinarias da VICH (International Cooperation on Harmonisation of
Techinical Requirements for Regostration of Veterinary Medical Products) e a Lei n® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, (Lei Arouca), que prevé o manejo humanitirio dos animais. Ainda destacamos que o
delineamento experimental niio ird alterar as praticas comuns de manejo dos bovinos, ja realizados na
Fazenda parceira. Os animais serdo mantidos nos mesmos pastos onde ja se encontram, recebendo a mesma
disponibilidade de alimento (pasto e racio) e agua, e sendo tratados com carrapaticidas, quando necessario,
visando manter o bem estar e produtividade.”

a Prevé Projeto Piloto: Nao

a Descricio do animal utilizado (Explicitar: espécie/ linhagem/ sexo (informar nimero por sexo)/
peso ¢fou idade ete): Bovino Cruzada, 18-36 meses (M+F), 200-500 kg

a Espécie animal utilizada/ nimero total de animais/ Niumero de animais por tratamento ou
grupo experimental: Bovino Cruzada, 18-36 meses, 63 animais, 3 machos e 60 fémeas, 200-500 kg

a Fonte de obteng¢io do animal: Bovinos utilizados no estudo de campo Fazenda Séo Bento, Rodovia
GO 162, Zona rural, Regido de Pigara, Municipio de Palmeiras de Goias

a Descricio das instalacdes utilizadas e nimero de animais/area/qualidade do ambiente (ar,

temperatura, umidade), alimentacio/hidratacio:

“Bovinos utilizados para manutencio da colénia de carrapatos: Os animais serfio alimentados com feno
ou silagem (volumoso) e racio propria para bovinos ad libitum. A dgua sera tratada pela rede estadual e
fornecida ad libitum.

Bovinos utilizados ne estudo de campo: Durante todo o periodo experimental, os seis grupos de bovinos,
com dez animais cada, serio mantidos em piquetes separados, em regime de pastagem formada por

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Inovaclo/PRPI-UFG. Alameda Flamboyant, Qd. K. Edificio K2, 1* andar, Prédio da Agéncia de
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Email: ceva.ufgigemail.com
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Brachiaria decumbens ¢ com dgua e sal mineral fornecidos ad libitum, na Fazenda particular parceira
(Fazenda Sio Bento).”

Nos dois locais a fonte de iluminagio serd natural durante todo o ano, com orientagiio Leste-Oeste, a
variacdo de temperatura estard sujeita a sazonalidade climética anual com temperaturas médias minimas de
19,5°C e média da maxima de 29,8°C e a umidade relativa estard sujeita a sazonalidade climatica anual com
variacio média de minima entre 40% maxima entre 80%.

Bovinos utilizados para manutencio da colinia de carrapatos: Galpio de experimentacio de grandes
animais: Baia individual com 10 m2. Um animal por baia ou trés animais juntos, no piquete Piquete: 0,5 ha.
Bovinos utilizados no estudo de campo 6 piquetes de 11.3 hectares, 10 animais por piquete (1 grupo
experimental por piquete).

Utilizacio de agente infeccioso/gravidade da infeccio a ser observada e analise dos riscos aos
pesquisadores/alunos: Serio selecionados animais com no minimo 20 partenoginas de R. microplus no
lado esquerdo do corpo.

a Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa: “serio selecionados animais com no
minimo 20 partenoginas de R. microplus no lado esquerdo do corpo. A identificagio dos bovinos sera feita
por meio de brincos numerados fixados na orelha esquerda. Durante todo o periodo experimental. os 60
bovinos, divididos em seis grupos, cada um com 10 animais, serdo mantidos em piquetes separados. Agua e
sal mineral serdo fornecidos ad libitum. Sendo cada tratamento: 1. Controle agua destilada com tween 80
(0.1%); 2. Controle amitraz + agua destilada com tween 80 (0,1%); 3. Tratado com M. anisopliac BRM2335
(concentragdo definida no topico 2.3) + dgua destilada com tween 80 (0,1%); 4. Tratado com Cordyceps
javanica BRM27666 (concentragio definida no topico 2.3) + agua destilada com tween 80 (0,1%); 5.
Tratado com M. anisopliae BRM2335 (concentracio definida no topico 2.3) + agua destilada com tween 80
(0,1%) + amitraz (250 ppm); 6. Tratado com Cordyceps javanica BRM27666 (concentracio definida no
topico. No dia -3, todos os bovinos seriio submetidos a exames fisicos e clinicos, e caso seja observado
algum pardmetro fora da normalidade, o animal sera medicado e retirado da pesquisa. Apos essa avaliacio
inicial, serdo realizadas contagens de fémeas ingurgitadas de R. microplus (4.5 a 8.0 mm) no lado esquerdo
dos bovinos nos dias -3, -2, -1, e a partir dessas contagens, os animais serio divididos nos grupos
experimentais. A constitui¢io dos seis grupos experimentais sera do tipo blocos casualizados e obedecera ao
seguinte critério: apds os animais serem listados em ordem decrescente pelo niimero médio (trés contagens)
de carrapatos: 0s seis animais com as contagens mais elevadas serdo destinados a repeticio namero 1 de
cada grupo; os seis seguintes a repeticio nimero 2 e, assim, sucessivamente até a formagio das 10
repetigdes/grupo. No dia 0, sera realizado o tratamento dos animais com a aspersdode5 litros de calda por
animal. O cdlculo de eficicia das formulagdes serd realizado por meio da formula preconizada pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, Secretaria de Defesa Agropecudria, Portaria n®48,
12/05/1997. Apos o tratamento, serdo realizadas contagens do nimero de carrapatos nos dias +3, +7, +14,
+21, +28 e +35.7

a Grau de invasividade: |

a Material foi obtido ou sera utilizado em outros projetos (informar protocolo CEUA quando
houver): Nao
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a Métodos utilizados para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animais antes,
durante ¢ apés a pesquisa (Pontos Finais Humanitdrios): “farmacos a serem utilizados sio de uso
comum no mercado veterinario, registrados pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento), sem efeitos danosos aos animais. Os fungos entomopatogénicos nio sio prejudiciais aos
bovinos, apresentando efeito patogénicos apenas para os artropodes. Esses fungos ja sio registrados e
comercializados para utilizagiio em culturas agricolas orginicas devido a sua reconhecida seguranga para
saide humana e animal. A probabilidade de algo danoso ocorrer ¢ minima, porém no caso de algo
inesperado acontecer, um veterinario estard acompanhando o processo e deliberara a respeito.”

a Método de eutandsia: ndo se aplica

a Destino do animal: continuariio na fazenda

V — Comentarios do relator frente as orientacoes da CEUA:

O Quante aos documentos exigidos pela CEUA/UFG: foram devidamente entregues: termo de
responsabilidade, certiddo de ata do CD, projeto de pesquisa e ficha de protocolo CEUA.

a Quanto aos cuidados ¢ manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: “Os riscos de acidentes
com 0s animais serio minimos, vista que os executores do projeto possuem habilidades e praticas no manejo
dos mesmos e o tempo de execucido € muito curto. Além disso, serio realizados esforgos para selegio de
animais que apresentarem comportamentos doceis. Todos os animais sio de pratica leiteira e costume de
contengio para coleta de leite, acostumados ao manejo proximo. A aplicacio do acaricida sera feita por
pessoas treinadas e com uso de EPIs, utilizando a concentraciio/dose recomentada na bula, evitando assim,
intoxicagio dos animais e pesquisadores.”

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentaciio apresentada 4 CEUA, o projeto foi considerado APROVADO pela

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA da Universidade Federal de Goids.

Reiteramos a importincia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que o{a) pesquisador{a) responsavel
deverd encaminhar 4 CEUA-PRPI-UFG o Relatorio Final baseado na conclusio do estudo e na incidéncia de
publicagdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n°. 11.794 de 08/10/2008, e Resolugio
Normativa n®. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal-CONCEA.
O prazo para entrega do Relatorio é de até 30 dias apos o encerramento da pesquisa, prevista para conclusio
em 30/07/2026.

VI1I - Data da reunidio: 13/09/2021.
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Pré-Reitoria de Pesquisa e Inova¢io/PRPI-UFG. Alameda Flamboyant, Qd. K, Edificio K2, 1° andar, Prédio da Agéncia de
Inovacdo, Parque Tecnolégico, sala da CEUA, Campus Samambaia — Goidnia-GO, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceua.ufg@amail. com
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *Associaciio de Metarhizium anisopliae sensu lato brm2335 ou
Cordyceps javanica brm27666 com amitraz como forma de controle de Rhipicephalus microplus
{Acari: Ixodidae)”. registrada com o protocolo n® 067/21, sob a responsabilidade de Caio Marcio de
Oliveira Monteiro que envolve a producio, manutengdo ou utilizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de & de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade
Federal de Goias (UFG), em reunido de 13/09/2021.

Finalidade: ( ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo (inicio e fim): setembro/2021 a julho/2026
Espécie/linhagem/raca: Bovinos cruzamento

N de animais autorizados: 63, 3 machos e 60 fémeas.

Peso/ldade: Bovino Cruzada 18-36 meses, 200-500 kg

Sexo: machos e fémeas

Iy Iy Iy

Instalagio onde serio mantidos os animais: Bovinos utilizados para manutencio da colénia de
carrapatos - Escola de Veterindria e Zootecnia UFG

Bovinos utilizados no estudo de campo Fazenda Sdo Bento, Rodovia GO 162, Zona rural, Regido de Picara,
Municipio de Palmeiras de Goias

a Origem (fornecedor): Fazenda Sio Bento, Rodovia GO 162, Zona rural, Regido de Pigara, Municipio
de Palmeiras de Goias

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CELUA
Préd-Reitoria de Pesquisa e Inovagio/PRPI-UFG. Alameda Flamboyant, Qd. K. Edificio K2, 1° andar, Prédio da Agéncia de
Inovacio, Parque Tecnoldgico, sala da CEUA, Campus Samambaia — Goidnia-GO, Fone: (55-62) 3521-1876.

Email: ceua ufoi@email com
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