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Resumo

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, artrépode hematéfago e vetor de doengas importantes dos bovinos, tem
causado grandes prejuizos econdmicos para os produtores. Atualmente, os produtos utilizados para o seu
controle vém apresentando eficacia reduzida, devido ao seu uso indiscriminado e manejo inadequado. Em
vista dessa resisténcia aos acaricidas, verifica-se a necessidade de encontrar novas alternativas de controle,
como a fitoterapia. Este trabalho teve o objetivo de avaliar a eficiéncia in vitro do extrato hidroalcoélico
de Eucalyptus dunnii, espécie comum na regido subtropical do Brasil, sobre teledginas de R. (B.) microplus,
seguindo a metodologia do biocarrapaticidograma, para testar o extrato e o comparar com Amitraz 12,5%.
Os dados foram avaliados por andlise de variancia seguida de Teste de Tukey e andlise de regressao linear.
Foram testadas trés concentragdes do extrato (25, 50 e 75%), que apresentaram eficacias de 49,5, 67,9
e 73,6%, respectivamente. Na analise de regressdo linear foi constatada associa¢do significativa entre as
concentragdes do extrato testado e o peso dos ovos, eclodibilidade larval e a eficicia dos tratamentos.
Foi verificada correlagdo negativa entre a concentragdo do extrato de E. dunni e o peso dos ovos e a
eclodibilidade, enquanto para a eficicia a correlagio foi positiva. Conclui-se que o extrato hidroalcoo6lico
de E. dunnii, nas concentragdes utilizadas, apresentou baixa e média eficacia contra teledginas do carrapato
bovino, apresentando maior interferéncia na eclodibilidade das larvas do que na postura das teledginas, ndo
podendo ser utilizado isoladamente no controle desse ectoparasito.
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Abstract

The cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus, hematophagous arthropod vector of diseases of
cattle, has been causing great economic losses to producers. Currently, products used for their control have
reduced effectiveness due to their indiscriminate use and improper management. In view of this resistance
to acaricides, there is the need to search for new alternatives of control, such as the phytotherapy. This study
aimed to evaluate in vitro the efficacy of the hydroalcoholic extract of Eucalyptus dunnii, a common species
in the subtropical region of Brazil, against engorged females of R. (B.) microplus, following the methodology
of acaricide bioassay to test the extract and compare with Amitraz 12.5%. The obtained data were appraised
using analysis of variance followed by Tukey test and linear regression analysis. Three concentrations of the
extract (25, 50 and 75%) were tested, and they presented efficacies of 49.5, 67.9 and 73.6% respectively. On
linear regression analysis, significant association was observed between concentrations of the extract and
egg masses weight, larval hatchability and the effectiveness of treatments. Negative correlation between the
concentration of extract of E. dunni, egg masses weight, and larval hatchability was noticed, while for the
effectiveness the correlation was positive. It is concluded that the hydroalcoholic extract of E. dunnii, in the
concentrations used, presented low and medium effectiveness against engorged females of the cattle tick R.
(B.) microplus, showing greater interference on larval hatchability than in the engorged females oviposition.
Moreover, it may not be used alone in the control of this ectoparasite.

Keywords: Cattle tick. Acaricide. Phytotherapy. Eucalyptus.

Introducao

0 Brasil possui um dos maiores rebanhos bovinos
do mundo (IBGE, 2015), e um ectoparasito que vem
causando grandes prejuizos para os produtores é o
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, um artrépode
hematéfago vetor de doencgas importantes e que
atualmente vem resistindo aos produtos utilizados
paraoseucontrole (Yoneya,2009).0R. (B.) microplus
ocasiona prejuizos pela diminuicdo da producdo
animal, pela desvalorizacdo do couro, transmissdo
de importantes patdgenos e gastos na tentativa
de seu controle, levando a perdas de mais de 3,24
bilhdes de dolares anuais no Brasil (Grisi et al,
2014). A fim de evitar tais prejuizos, os produtores
utilizam ha anos diversos produtos carrapaticidas,
porém como ndo ha no Brasil qualquer politica
oficial de controle do carrapato comum dos bovinos,
praticas de controle individuais tém sido adotadas
(Carvalho; Costa, 2007).

A caréncia de informacdes, na maioria das vezes,
é a maior causa do uso incorreto e indiscriminado
desses produtos pelos produtores, uma das causas
para a resisténcia adquirida pelo R. (B.) microplus,

atuando conjuntamente com os fatores genéticos
(selecdo) préprios do carrapato. Essa situacdo deve
ser encarada como sério problema para a pecudria,
em virtude da dificuldade no controle dessa praga
apos sua instalacdo (Saueressig, 1999; Martins,
2006).

Verifica-se a necessidade de se encontrar nova
alternativa de controle a qual o R (B.) microplus
ainda ndo apresente mecanismo de resisténcia,
e que de preferéncia gere menores riscos a saude
humana e ambiental e minimize as perdas dos
produtores.

O extrato de Eucalyptus spp. possui agdo
repelente e inseticida (Chagas, 2002; Clemente,
2007), o que pressupde que solugcdes constituidas
por esse extrato apresentem mesmo modo de agdo
no controle de demais artrépodes, como o carrapato
bovino. Atualmente estd sendo analisada sua agdo
no controle dessa espécie por ser uma alternativa
que abrange todos os pontos positivos que se
espera de um novo produto, além de ser sustentavel
e ambientalmente correto.

A utilizacdo do extrato de eucalipto contra
carrapatos possui inimeras vantagens, mas dentre
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as mais importantes estdo a nio resisténcia desses
parasitos ao principio ativo do eucalipto, o que
pode conduzir a uma grande eficicia do produto e
a abrupta diminuicdo no tempo de permanéncia de
residuos no leite e na carne.

Eucalyptus dunnii, espécie largamente cultivada
na regido Sul do Brasil por sua resisténcia a
geadas, possui grande importincia econdmica,
pois é uma espécie que fornece madeira para a
intensa producdo de energia renovavel na regido,
entre outros produtos, e dentre essas utilidades
nenhuma aproveita suas folhas que acabam sendo
descartadas.

Com base nos estudos até entdo realizados, a
acdo do 6leo de Eucalipto, a partir de suas folhas,
no controle de R. (B.) microplus, apresentou
resultados que variaram de acordo com os niveis
de sua concentracao utilizada, mas o seu custo é
relativamente alto, justificando a necessidade de
estudos complementares.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito in vitro do extrato hidroalcodélico de
E. dunnii sobre teledginas do carrapato do boi, R.
(B.) microplus.

Material e métodos

A espécie utilizada para a preparacio do
extrato foi E. dunnii, por ser uma das espécies mais
cultivadas na regido sul do Brasil, tendo em vista
a utilizacdo de sua madeira. A coleta foi realizada
na Universidade do Contestado - UnC, Campus
de Canoinhas, e ap0s identificagdo uma exsicata
estd mantida no Herbario do Curso de Engenharia
Florestal da UnC. Apd6s a coleta, as folhas foram
laceradas e permaneceram imersas por 15 dias em
Becker coberto por papel aluminio, numa solugao
de etanol PA: dgua (7:3 v/v). Apds 15 dias, a mistura
foi filtrada com papel filtro, separando o conteido
sélido (folhas laceradas) do liquido, para colocagdo
em banho-maria a 45°C, onde permaneceu até
obten¢do do extrato bruto. O extrato hidroalcoélico
obtido foi diluido em &gua até as concentragdes de
25%, 50% e 75% para a realizacao dos bioensaios
in vitro.

A coleta das teleéginas de R. (B.) microplus
foi realizada em uma propriedade de criacdo

de bovinos de leite localizada no municipio de
Canoinhas /SC, onde foram coletadas 200 tele6ginas
com comprimento superior a 4,5 mm, presentes
em bovinos da raca Holandesa naturalmente
infestados, isentos de tratamento com carrapaticida
quimico de contato por pelo menos 21 dias. Foram
selecionadas 150 teledginas (sem ma formacao,
com boa motilidade, sem lesdes, sem resquicios de
tegumento no aparelho bucal), que foram lavadas
em agua destilada, secas em papel absorvente,
distribuidas em grupos de cinco e pesadas.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com seis tratamentos e cinco repeticdes,
considerando-se cinco teledginas como repeticao.

O primeiro grupo foi representado por
teledginas tratadas com agua (controle negativo/
nivel zero), sendo a mesma agua usada para a
diluicdo dos extratos e do carrapaticida. O segundo,
com teledginas tratadas com agua e alcool P.A. (na
propor¢do 3:7, mesma usada para a maceragao
do extrato). E o terceiro, com um carrapaticida
de contato ja testado e com eficacia de 100%
em carrapatos dessa propriedade (Pedrassani;
Reisdorfer, 2015), o Amitraz 12,5% (amidina/
concentracdo de 0,025% apés diluido). Os demais
tratamentos foram com as diluicdes do extrato
hidroalcodlico de E. dunnii em 25%, 50% e 75%.
Apbs preparo de 500 mL de cada tratamento, as
teledginas ficaram imersas por cinco minutos no
tratamento respectivo.

Em seguida, as fémeas foram secas em papel
absorvente, fixadas em placas de Petri e mantidas
em estufa BOD a 272C (*1) e 80% (%5) de umidade
relativa, sendo avaliadas diariamente até o décimo
oitavo dia.

Aos 18 dias do inicio do experimento, as massas
de ovos foram retiradas, pesadas e transferidas para
tubos de ensaio vedados com gaze e identificados.
Ap6s o periodo de incubagdo de sete dias foi estimado
o percentual de eclosdo de larvas de cada grupo.

Foram registrados mortalidade das teledginas
(reacdo positiva ou negativa ao toque com pinga),
tempo de letalidade (periodo transcorrido entre
a imersdo no tratamento e a morte das fémeas),
numero de oviposicdes, peso das massas de ovos,
percentual de eclodibilidade por meio de uma
escala que variou de 0 (auséncia de eclosdes) a 4
(100% de larvas eclodidas), e eficacia do produto.
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Analise estatistica

Os dados registrados e avaliados foram: peso
médio dos ovos (g), peso das teledginas (g),
porcentagem de fémeas mortas (porcentagem de
mortas, %), porcentagem de eclosdo ap6s 15 dias
(porcentagem de eclosdo, %), porcentagem de
teledginas que apresentaram postura (%), eficacia
reprodutiva (ER, %) e eficicia de tratamento (ET,
%). O calculo da ER e da ET foi realizado de acordo
com metodologia sugerida por Drummond et al.
(1973): ER = ((peso ovos (g)/peso teledginas (g)) x
% eclosdao x 20.000) e ET = ((ER grupo controle - ER
grupo tratado)/ ER grupo controle) x 100.

As variaveis analisadas foram peso (g) das
teledginas de R. (B.) microplus anterior aimersao nos
tratamentos, peso dos ovos (g), eclodibilidade (%)
e eficacia (%). Os dados dos grupos independentes
foram avaliados por andlise de variancia seguida de
Teste de Tukey, para a comparagdo de médias, com
ade 5% (P <0,05).

Os dados de peso dos ovos (g), eclodibilidade
(%) e eficacia (%) dos tratamentos dependentes
(H,O, extrato 25%, extrato 50% e extrato 75%)

100%

obtidos foram submetidos a andlise estatistica de
regressao linear. As andlises foram realizadas no
programa IBM SPSS® statistics versdo 21.

Resultados e discussao

No primeiro dia ap6s a imersdo das teledginas,
12% das tratadas com o extrato 75% haviam morrido,
e essa mortalidade aumentou rapidamente até o 182
dia de observacdo, chegando a 100% juntamente
com as tratadas com extrato 50%; as fémeas do
tratamento a 25% chegaram a 88% de mortalidade,
valores muito acima da letalidade dos demais grupos
(Figura 1). Parte da mortalidade do extrato a 75%
talvez seja devido a elevada viscosidade da solucdo,
podendo ter recoberto o peritrema das teledginas
dificultando sua respiragao.

Os dados obtidos para o parametro peso das
teleéginas (g), anterior a realizacdo da imersdo
nos tratamentos, mostram ndo haver diferenca
significativa entre os grupos utilizados, o que indica
que quanto a esse fator os grupos foram similares, ndo
interferindo nos resultados da pesquisa (Tabela 1).

80%

60%

40%

e | e

1° dia 6° dia 12° dia 18° dia
——— Agua 0% 4% 12% 32%
Agua + Alcool 0% 4% 8% 32%
Amitraz 0% 0% 0% 20%
Extrato 25% 0% 8% 52% 88%
Extrato 50% 0% 12% 52% 100%
Extrato 75% 12% 48% 72% 100%

Figura 1 - Mortalidade (%) nos dias 1°, 6°, 12° e 18° das teledginas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus submetidas aos

tratamentos carrapaticidas testados.
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Tabela 1 - Média (* desvio) padrao do peso das teledginas (g) de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, peso dos ovos (g), eclodibilidade
(%) e eficacia (%) dos tratamentos com os extratos hidroalcodlicos de Eucalyptus dunnii, Amitraz e controles aquoso e hidroalcoolico

Peso Teledginas (g) Peso ovos (g) Eclodibilidade (%) Eficacia (%)

H20 0,882 0,06 0,409 = 0,10° 98,00 = 1,14° 0,00 0,00
H20 + alcool 0,881 0,04 0,377 0,06 96,20 + 1,30° 10,08 = 14,437
Amitraz 0,879 = 0,06 0,020 0,02 0,020 + 0,04° 100,00 + 0,000
Extrato 25% 0,875 + 0,06 0,272 + 0,04® 74,00 £ 15,57 49,56 + 12,53¢
Extrato 50% 0,879 0,05a 0,264 + 0,08* 47,80 10,32 67,94 15,20«
Extrato75% 0,883 0,05 0,212+0,12° 42,60 £ 25,07¢ 73,62 %17,27¢

Nota: Letras diferentes na coluna indicam diferenca estatisticamente significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).

As tele6ginas imersas em agua destilada e dgua
destilada + alcool, realizaram 84% e 96% de postura
respectivamente, com ovos totalmente viaveis, ja
dentre as imersas em amitraz, somente 249% realizou
postura, sendo essa com 100% dos ovos inviaveis.

Das fémeas ingurgitadas tratadas com o
extrato 25%, 92% realizaram postura, sendo que
12% foram posturas parciais. Das tratadas com o
extrato 50%, 84% apresentaram postura positiva,
e as do tratamento com extrato 75% apresentaram
postura de 68%, sendo que a postura de ambos

os tratamentos apresentou 8% de teledginas com
posturas parciais (Figura 2).

Avaliando a postura das teledginas, os dados
evidenciaram ndo haver diferenca significativa no
peso dos ovos (g) dos grupos tratados com o extrato
quando comparados aos tratamentos com H,0 e H,0
+ dlcool, diferindo somente do grupo tratado com
Amitraz, que inibiu a postura de 76% das teledginas
(Figura 2); ou seja, o extrato em suas diferentes
concentragdes ndo interferiu significativamente na
oviposicao (Tabela 1).

100%

Agua Agua +Alcool |  Amitraz*

80%

60%

40%

20% .
0%

Extrato 25%>

Extrato 50%°

Extrato 75% *

92%

84%

68%

84%

96% 24%

Nota: * 24% das teledginas realizaram posturas inviaveis; 2 12% realizaram posturas parciais; * 8% realizaram posturas parciais; * 8% realizaram posturas
parciais.

Figura 2 - Teledginas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus que apresentaram postura positiva (%).
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Na andlise de regressio linear com os dados
de pesos de ovos (x) e concentragcdo de extrato
hidroalcodlico de E. dunnii (y) foi verificada
associacdo significativa (P < 0,05) expressa pela
equacao y = 0,380 - 0,060x. Foi observado que
quanto ao peso dos ovos (g), com coeficiente de
regressao (R) 0,606 e significancia de 0,005, a cada
nivel que o extrato aumentou poderia diminuir
0,060g de peso dos ovos.

Analisando o aspecto dos ovos, as fémeas que
realizaram postura produziram ovos brilhantes e
de coloracdo amarronzada, indicativo de fertilidade,
mas as teledginas tratadas com Amitraz, 24% das
que realizaram postura produziram ovos mais
escuros e secos; as demais expeliram uma secrecdo
amarelada, possivelmente devido ao seu potencial
ovariostatico e antiembriogénico, citado por Merlini
e Yamamura (1998).

Os resultados para o parametro eclodibilidade
evidenciaram que houve influéncia do extrato na
taxa de eclosdo das larvas quando comparados aos
tratamentos com H,0, H,0 + alcool e Amitraz nas
concentragoes de 50% e 75%, que proporcionaram
47,8% e 42,6% de eclodibilidade, respectivamente,
resultando em larvas eclodidas, juntamente com
ovos intactos. Os valores sdo muito superiores
ao do tratamento com Amitraz, com 0,02% de
eclodibilidade, o que resultou em ovos inviaveis,
sem contetido em seu interior. Ja na concentracdo
de 25%, o extrato ndo diferiu estatisticamente dos
grupos tratados com H,0 e H,0 + alcool (Tabela 1).

Na andlise de regressao linear com os dados
de eclodibilidade (x) e concentracdo do extrato
(y), verificou-se associacao significativa (P < 0,05)
expressa na equacao y = 94,460 - 19,240 x. Em
relacdo a eclodibilidade (%), com coeficiente de
regressao 0,820 e significancia de 0,000, a cada nivel
que o extrato aumentou, poderia diminuir 19,2% de
larvas eclodidas.

Quanto a eficacia, os tratamentos com o
extrato hidroalcodlico de E. dunnii diferiram
estatisticamente quando comparados aos grupos
H,0, H,0 + dlcool e Amitraz (Tabela 1). A eficacia
foi crescente a medida que as concentracdes dos
extratos foram aumentadas: 49,5% de eficacia
com o extrato a 25%, 67,9% com o extrato a 50% e
73,6% com o extrato a 75%.

Na andlise de regressao linear com os dados

de eficicia do tratamento (x) e concentragdo do
extrato (y), verificou-se associacdo significativa (P
< 0,05) expressa na equagdo y = 11,903 + 23,925x.
Quanto a eficicia, com coeficiente de regressdo
0,856 e significincia de 0,000, a cada nivel que
a concentracdo do extrato aumentou, a eficicia
poderia aumentar 23,9 %.

Foi verificada correlacdo negativa entre
concentracdo do extrato de E. dunni, peso dos ovos
(g) (Correlagao de Pearson - 0,606) e eclodibilidade
(%) (Correlagdo de Pearson - 0,820). Para a eficacia
(%), a correlagdo foi positiva (Correlagao de Pearson
0,856).

Para um produto quimico comercial ser
considerado de alta eficicia, ele precisa eliminar
mais de 95% dos carrapatos, de média eficicia
entre 90-95% e de baixa eficicia menos de 90%
(Brasil, 1997). No presente estudo, seguindo essa
classificagdo, o extrato hidroalcodlico de E. dunnii
apresentou baixa eficacia, pois mesmo em sua
maior concentracdo alcangou apenas 73,6% de
eficacia, ndo podendo ser utilizado isoladamente
como alternativa de tratamento carrapaticida.

Outros estudos com o 6leo essencial de distintas
espécies de eucalipto chegaram a 100% de
eficacia (Chagas et al, 2002; Agnolin, 2012; Olivo
et al,, 2013), mas devido ao alto custo desse 6leo,
procurou-se elaborar um produto de forma mais
simples e economicamente viavel ao produtor,
como um extrato hidroalcodlico, sabendo que
cada espécie da planta possui quantidade variavel
do composto responsavel pela acdo acaricida,
1,8-cineol ou eucaliptol. Sefstrom (2011) cita que a
concentracdo desse metabolito no 6leo essencial de
E. dunnii é de 60,74%. Costa et al. (2008) avaliaram
a eficacia in vitro do extrato hidroalcodlico de
Eucalipto (Eucalyptus sp.) a 10% sobre fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus e obtiveram uma
eficacia de 96%.

Apesar do extrato de E. dunnii ter apresentado
algum efeito sobre as teledginas de R. (B.) microplus,
postura e eclodibilidade de larvas, dificilmente
seria utilizado um extrato que esteja em tdo altas
concentracoes. Pode-se perceber, também, que
mesmo aumentando a concentragdo do extrato, a
eficacia apresentou pouca alteragao.

Chagas et al. (2002) esclareceram que para um
bioativo ter efeito e ser absorvido pelos artrépodes,
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ele precisa ser hidrofilico e lipolitico, e quando um
produto estd altamente concentrado ocorre um
fendmeno fisico denominado apassivacdo. Nesse
fendmeno, o produto é inicialmente absorvido, mas
em seguida forma um filme apassivador que barra
a passagem do 0leo, o que ndo ocorre quando o
produto estda mais diluido, pois as moléculas dos
monoterpenos se ligam facilmente a 4gua, formando
particulas menores. Assim, o filme nio se forma e
a penetracdo ocorre mais lentamente, porém de
maneira mais devastadora.

Segundo Chungsamarnyart et al. (1991), a
utilizacdo das plantas como alternativa de terapia
carrapaticida estd cada vez mais ganhando espaco,
pois além de ser menos agressiva ao meio ambiente,
tende a apresentar niveis baixos de toxidez aos
mamiferos e possui baixa degradacdo e um lento
desenvolvimento a resisténcia.

Vale ressaltar que trata-se de um extrato bruto,
que pode ser aperfeicoado utilizando-se maiores
fracbes de seu metabdlito mais ativo, o 1,8-cineol,
ou até mesmo utilizando-se solventes mais polares
para sua elaboracdo, como o acetato de etila, visto
na cromatografia realizada que, por sua maior
polaridade, carregou em maior escala os metabdlitos
do extrato na placa cromatografica quando em maior
concentracdo. Todavia, apesar de sua alta polaridade,
torna-se dificil formular um produto com essa
substancia devido a sua alta toxicidade.

Conclusao

0 extrato hidroalcoélico de E. dunnii, produzido
para esse estudo, nas concentra¢des utilizadas
apresentou baixa e média eficicia contra
teledginas de R. (B.) microplus, apresentando maior
interferéncia na eclodibilidade larval do que na
postura das teledginas.

Entretanto, novos estudos devem ser conduzidos
com o foco na emulsificacdo do extrato de E. dunnii,
obtendo menores concentragdes e facilitando
a absorcdo dos monoterpenos pelas teledginas
de R. (B.) microplus, fator esse que pode resultar
em valores mais altos de eficacia; ou ainda, pelo
isolamento de fragdes dos monoterpenos presentes
na planta e/ou uso de solventes mais polares para
elaboragio do extrato.
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