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RESUMO

Rhipicephalus microplus € comumente conhecido como carrapato dos bovinos,
sendo um dos principais problemas sanitarios na bovinocultura em paises de clima
tropical e subtropical. As infestacOes por este ectoparasito sao controladas
principalmente, através da utilizacdo de acaricidas quimicos. Todavia, 0 uso
excessivo destes produtos predispde a contaminacdo do meio ambiente, do homem
e estimula a selecdo de carrapatos resistentes.O objetivo deste estudo foi avaliar a
patogenicidade in vitro de diferentes concentracdes de Oleos essenciais da folha de
Laurus nobilis (louro), da folha de Origanum vulgare L. (orégano) e do fruto de
lllicium verum L.(anis estrelado) sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus.
Os o6leos foram extraidos por hidrodestilacdo e a caracterizacdo quimica foi
realizada através de espectofotometria de massa. Para avaliar a acdo acaricida dos
Oleos sobre R. microplus foram realizados o teste sobre larvas através da
metodologia de pacote e as concentracdes testadas foram: 2,5%, 5%, 10%, 15% e
20% e para fémeas foi realizado o teste de imersdo nas concentracdes de 10, 20,
40, 60 e 80 mg/mL de cada 6leo. Na andlise da composi¢do quimica e identificacdo
dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais, |. verum apresentou 18 compostos
quimicos, sendo 1 composto majoritario: o Trans anetol (88,32%), no 6leo de O.
vulgare foram identificados 28 componentes quimicos tendo como composto
majoritario o 4 terpineol (24,92%) e no oOleo de L. nobilis foram identificados 28
componentes quimicos, cujo componente majoritario foi o 1,8 cineol (74,23%). Com
relacdo aos testes nos carrapatos, tanto em larvas quanto em fémeas adultas,
somente o 6leo essencial de |. verum apresentou atividade acaricida, ocasionando
99,8 % de mortalidade de larvas na concentracdo de 15 mg/mL e percentual de
controle de 85,4 % sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus, utilizando o éleo na
concentragéo de 80 mg\mL.

Palavras-chave: Fitoterapicos. Biocarrapaticidas. Carrapatos.



ABSTRACT

Rhipicephalus microplus is commonly known as bovine tick, being one of the main
sanitary problems in bovine breeding in tropical and subtropical countries.
Infestations by this ectoparasite are mainly controlled through the use of chemical
acaricides. However, the excessive use of these products predisposes the
contamination of the environment and man and stimulates the selection of resistant
ticks. The objective of this study was to evaluate the in vitro pathogenicity of different
concentrations of essential oils of Laurus nobilis (laurel) leaf, leaf of Origanum
vulgare L. (oregano) and the fruit of Illicium verum L. (star anise) on engorged larvae
and R. microplus females. The oils were extracted by hydrodistillation and the
chemical characterization was performed by mass spectrometry. To evaluate the
acaricidal action of the oils on R. microplus, the test on larvae was carried out using
the package methodology and the concentrations tested were: 2.5%, 5%, 10%, 15%
and 20% and for females the Immersion test at the concentrations of 10, 20, 40, 60
and 80 mg / mL of each oil. In the analysis of the chemical composition and
identification of the chemical constituents of the essential oils, I. verum presented 18
chemical compounds, being 1 major compound: Trans anetol (88.32%), in O. vulgare
oil were identified 28 chemical components having as (24.92%), and in L. nobilis oil,
28 chemical components were identified. The major component was 1.8 cineol
(74.23%). With regard to tick tests, in both larvae and adult females, only I. verum
essential oil showed acaricidal activity, causing 99.8% mortality of larvae at 15 mg /
mL and control percentage of 85, 4% on engorged females of R. microplus, using the
oil at the concentration of 80 mg / ml.

Key words: Herbal medicines. Biocarpathians. Ticks.
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1 INTRODUCAO

A infestacdo de bovinos pelo carrapato Rhipicephalus microplus € um dos
principais entraves a pecuaria no Brasil, onde as caracteristicas climaticas
favorecem o desenvolvimento desses parasitas na maioria dos meses do ano
(EVANS, 1992). O carrapato R. microplus € hematofago e pode causar anemia,
inocular toxinas nos hospedeiros, transmitir agentes infecciosos dos géneros
Anaplasma e Babesia, reduzir a qualidade do couro animal, além de comprometer o
ganho de peso e a producéo de leite (GOMES, 1998). Em bovinos leiteiros é comum
observar o agravamento destes problemas, pois grande parte dos rebanhos possui
animais com maior proporcdo genética de origem europeia, sendo estes mais
sensiveis ao R. microplus (ROCHA, 2000).

O controle do carrapato dos bovinos é feito, basicamente, pela utilizagdo de
carrapaticidas, muitas vezes de forma indiscriminada, o que tem levado ao
desenvolvimento de populacBes de carrapatos resistentes (FURLONG; MARTINS;
PRATA, 2003). O uso destes produtos pode levar a intoxicacdes dos animais e ao

impacto ambiental, pelo efeito residual deles na natureza (FURLONG, 1993).

Também ha um risco vigente relacionado a presenca de residuos de
carrapaticidas nos alimentos, visto que muitos produtores ndo respeitam os prazos
de caréncia e a proibicdo da utilizacdo de determinados produtos em animais
lactantes (CHAGAS et al., 2002). Somado a isso, a pesquisa para producdo de
novas bases quimicas demanda muito tempo e grandes investimentos (CHAGAS et
al., 2002). Diante desse contexto, a utilizacdo de fitoterapicos para o controle de
parasitas € considerada uma importante alternativa, podendo reduzir os impactos
econdmicos e causar menos danos ao ecossistema, quando comparada ao uso de
pesticidas sintéticos. Além disso, observa-se no Brasil e no mundo um aumento na
producdo de alimentos organicos, modelo este que nao permite o uso de pesticidas
(VIEIRA; CAVALCANTE, 1999). Apesar de o Brasil ser considerado o pais com o
maior nimero de espécies vegetais no mundo, estudos sobre possiveis efeitos
terapéuticos dessas plantas séo limitados (DI STASI, 1996), principalmente no que
diz respeito aos animais de producdo. Por outro lado, observa-se em campo, em

diversas regibes do pais, a utilizacdo de extratos vegetais produzidos de forma
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empirica, para o tratamento de diversos males do homem e dos animais. Alguns
estudos cientificos revelam o efeito promissor de fitoterapicos no controle de R.
microplus (COSTA et al., 2008; FARIAS et al., 2007).

O controle de carrapatos com fitoterapicos eficazes podera trazer grandes
vantagens para o produtor. Porém, se o 6leo essencial utilizado ndo produzir efeito
real, existe o risco de intensa infestacdo do rebanho, com consequéncias severas,
como queda na producédo, além de perda de animais. Nesse sentido, € evidente a
necessidade de buscar alternativas viaveis e sustentaveis que possam de maneira
eficaz, promover o controle de carrapatos, de modo a assegurar o0 bem-estar animal
e garantir minimos efeitos nocivos ao meio ambiente.

Estudos tém demonstrado que os Oleos essenciais de lllicium verum,
Origanum vulgare e Laurus nobilis contém altas concentragbes de trans-anetol
(TUAN E ILANGANTILEKE 1997), Carvacrol (SOUZA 2006) e 1,8 Cineol (SILVEIRA
2012), respectivamente, o que dao a estes Oleos potenciais antioxidantes,
antifingicos e antibacterianos.

Desse modo, a realizacdo de pesquisas cientificas que abordam sobre o
controle de carrapatos a partir de fitoterapicos € de grande relevancia para que se
possam obter mais informacdes a respeito do tema. Assim sendo, este trabalho teve
por objetivo avaliar a patogenicidade in vitro de diferentes concentracfes de 6leos
essenciais da folha de louro (Laurus nobilis L.), da folha do orégano (Origanum
vulgare L.), e do fruto do anis estrelado (lllicium verum L.) sobre larvas e fémeas
ingurgitadas de R. microplus e determinar a constituicdo quimica dos o6leos

essenciais dessas plantas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia do Carrapato

O carrapato R. microplus pertence ao Filo Arthropoda, Classe Arachnida
Subclasse Acari, Ordem Parasitiformes, Subordem Metastigmata, Familia Ixodidae
(MONTEIRO, 2011). Ap6s analises moleculares, houve uma reclassificacao
taxon0mica, na qual com o mesmo foi inserido no género Rhipicephalus e
subgénero Boophilus, de modo que passou a ser denominado Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (MURREL; BARKER, 2003).

Pereira e Labruna (2008), baseando-se em descricbes de chaves de
identificacdo de alguns autores, estabeleceram as dimensfes morfolégicas de R.
microplus. Os machos sao pequenos de coloracao castanho-amarelada até marrom-
avermelhada e podem chegar a 2,5mm de comprimento e 1,4mm de largura.

As fémeas em geral atingem 2,5mm de comprimento e até 1,6mm de largura
antes de ingurgitar. Ap0s o0 ingurgitamento total podem chegar a 13 mm de
comprimento por 8 mm de largura.

Este parasita € de um s6 hospedeiro e seu ciclo de vida caracteriza-se por
duas fases: parasitaria (no hospedeiro) e ndo parasitaria (fémeas, ovos ou larvas no
pasto) (PEREIRA; LABRUNA, 2008). A distribuicdo populacional de R. microplus
consiste em cerca de 95% dos carrapatos presentes na pastagem e somente 5%
nos bovinos em um determinado instante. O periodo desde que a larva se fixa ao
hospedeiro até completar o ingurgitamento e queda, no caso das fémeas, € de 21 a
22 dias. Os machos permanecem no hospedeiro por 43 dias apos a infestagcéo e
alguns poucos persistem por prazos mais longos de até 70 dias (PEREIRA;
LABRUNA, 2008). A longevidade das larvas no pasto varia de acordo com a
temperatura do ambiente e principalmente com a pluviosidade (BRITO 2008).
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2.2 Prejuizos econdmicos na pecuéria associados ao carrapato Rhipicephalus

microplus

Os prejuizos na pecuaria tém sido causados principalmente pela presenca
dos parasitas devido aos danos de morbidade e mortalidade nos animais, e,
consequente queda na producao. Entre os ectoparasitos dos bovinos, o carrapato R.
microplus (Canestrini, 1887) continua sendo uma das principais causas das perdas
econbmicas na pecuaria, os danos causados nos animais estdo relacionados com
perda de sangue, danos no couro e transmissdo de agentes causadores da
babesiose e anaplasmose. Em relagdo ao prejuizos causados por esse carrapato no
Brasil (BRITO,2008) estima-se 40% por perdas na producdo de leite, 27% por
mortalidade de bovinos, 11% por desempenho reprodutivo, 9% em gastos com
acaricidas, 5% por reducdo no ganho de peso, 5% em juros bancarios, 3% devido a
ma& qualidade do couro e despesas no controle e prevencdo das hemoparasitoses,
estimando-se uma perda na ordem de 3,24 bilh6es de ddlares por ano (GRISI et al.
2014).

2.3 Controle de R. microplus utilizando extratos de origem vegetal

Com o intuito de diminuir o uso de carrapaticidas quimicos devido as suas
acOes prejudiciais ao ambiente, a saude animal, ao aplicador, entre outras, novas
pesquisas vém sendo realizadas para buscar alternativas viaveis ao controle
quimico através de substituicdo por produtos naturais de origem vegetal ou
associacdo destes com os acaricidas sintéticos. As plantas com atividade
ectoparasiticida podem ser uma alternativa para superar alguns problemas tais como
resisténcia do carrapato aos produtos sintéticos, além de danos ambientais e riscos
a saude (PIRES et al., 2007).

Diversos estudos vém sendo realizados com variadas estruturas de espécies
vegetais para verificagdo da eficacia contra o carrapato bovino. No Brasil, alguns
pesquisadores tém estudado o efeito de 6leos essenciais no controle de carrapatos.
Prates et al. (1998), em testes com Oleo essencial de capim-gordura (Melinis
minutiflora Beauv.), verificaram 100% de mortalidade em larvas de R. microplus,
apos dez minutos de exposicdo. Os Oleos essenciais das espécies Eucalyptus

citriodora, Eucalyptus globulus e Eucalyptus staigeriana proporcionaram 100% de
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eficacia de controle de R. microplus em concentracdes iguais ou acima de 12,5%
(CHAGAS et al., 2002).

Castro et al. (2009) analisaram a eficacia in vitro do extrato etandlico do
pinheiro brasileiro (Araucaria angustifolia) em fémeas ingurgitadas do carrapato
bovino nas concentracbes 30% e 15%. A maior concentracdo teve eficacia de 50%
quanto a eclodibilidade dos ovos e o extrato na concentracdo 15% foi considerado
ineficaz. Segundo estes autores, a legislacdo brasileira relativa prevé a eficacia de
no minimo 95% para os produtos antiparasitarios.

Na pesquisa feita por Pires et al. (2007), estudou-se o efeito de Simarouba
versicolor, popularmente chamada de Pau-Paraiba, sobre a oviposicédo do carrapato
bovino. O extrato aquoso da casca dessa arvore foi preparado na concentracédo de
20% (m/v). A maior concentracao testada (17,2 mg/ml) inibiu 100% da postura dos
ovos de fémeas ingurgitadas. Nas concentracfes menores houve postura, porém o0s
ovos foram inviaveis, ndo ocorrendo eclosdo. Outra espécie vegetal testada contra
fémeas ingurgitadas do carrapato bovino foi Carapa guianensis, conhecida
popularmente como Andiroba. Utilizou-se extrato hexanico de suas sementes para a
obtencdo do 6leo da planta. Este 6leo foi diluido em solucdo de agua destilada e
Tween® 80 (dispersante). Houve 100% de mortalidade das tele6ginas em todas as
diluicdes testadas (100, 50, 30, 25 e 10%). Apenas o tratamento a 10% apresentou
postura de ovos sendo estes inférteis. Nesta diluicAo menos concentrada, a
mortalidade das fémeas ocorreu no quarto dia apdés o tratamento e nas demais
concentracdes ocorreram morte de todas as fémeas entre o segundo e o terceiro dia
apos o tratamento (FARIAS et al.,2007).

Extratos de Calea serrata (Asteraceae), conhecida como erva-de-cobra, cha-
amargo ou quebra-tudo, foi estudada por Ribeiro et al. (2008). Observaram-se 0s
efeitos em carrapatos de cado, Rhipicephalus sanguineus, e de boi, R. microplus. O
extrato hexanico das partes aéreas da planta (folhas e caules) apresentou efeito
sobre ovos e larvas de R. microplus. Quanto aos ovos, a maior concentragao testada
(50 mg/ml) inibiu 100% da eclodibilidade. Concentragcdes menores de 25 mg/ml e
12,5 mg/ml inibiram a eclosdo em 90% e 70%, respectivamente, sendo que as larvas
eclodidas morreram em seguida. Em teste com larvas, a concentragdo de 3,12
mg/ml foi letal para 80% delas. Em concentragcdes maiores testadas (50 mg/ml, 25
mg/ml, 12,5 mg/ml, 6,25 mg/ml) obteve-se 100% de mortalidade das larvas em 48h

apos o tratamento. Fernandes e Freitas (2007) testaram extrato da resina oleosa do
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tronco de copaiba (Copaifera reticulata) em solvente dimetilssulfoxido e encontraram
resultados promissores para o controle de larvas do carrapato do boi. Os valores das
concentracdes letais de 50% e 99% das larvas foram de 1,58mg/ml (1,579 ppm) e
3,49mg/ml (3,491 ppm), respectivamente.

Extratos foliares e 0leo essencial de Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
provenientes da regido amazonica foram estudados quanto aos efeitos em larvas do
carrapato bovino. Esta planta esta amplamente distribuida na América Central,
sudeste da Asia e norte e nordeste do Brasil. O extrato hexanico das folhas na
concentracdo 20 mg/ml causou 70,42% de mortalidade. Ja o 6leo essencial na
concentragdo 0,1 mg/ml resultou em 100% de mortalidade larval. Uma das
vantagens do uso de extratos de Piper aduncum para o controle acaricida se deve a
presenca de diferentes constituintes da planta que podem agir em conjunto,
potencializando a acao acaricida e dificultando a capacidade dos carrapatos
tornarem-se resistentes ao extrato. Isto se aplica aos extratos vegetais de um modo
geral, pois 0s constituintes presentes nas plantas podem variar conforme as
condi¢cBes do ambiente, como o clima, tipo de solo e manejo (SILVA et al., 2009).

Hypericum polyanthemum foi estudada por Ribeiro et al. (2007) no Rio
Grande do Sul.Fémeas adultas e larvas de R. microplus foram submetidas a testes
de imersdo. Extratos metandlicos de partes aéreas nao tiveram efeito sobre a
oviposicdo das fémeas. Ja& as larvas, imersas na concentracdo 25mg/ml,
apresentaram mortalidade de 96% em 48 horas ap0s o tratamento. No México,
Rosado-Aguilar et al. (2010) estudaram o efeito de Petiveria alliaceae ou Erva-de-
alho em fémeas e larvas do carrapato do boi. O extrato metandlico de folhas e
caules desta planta causou 100% de mortalidade em larvas e a oviposi¢do das
adultas foi inibida em 40 e 91%, respectivamente. A espécie Melia azedarach L.
(Familia Meliaceae), popularmente conhecida como Santa-Barbara ou Cinamomo, é
uma planta originaria da india e tem sido estudada para o controle de insetos e
carrapatos (VALLADARES et al., 1999; JUAN et al.,, 2000; BORGES et al., 2005;
MENDES et al., 2007; SOUSA et al., 2008).

Sousa et al. (2008) avaliaram os efeitos de extratos hexanicos de frutos
verdes e maduros de Melia azedarach sobre fémeas e larvas do carrapato bovino.
Ambos tiveram boa eficacia, tanto em fémeas quanto em larvas, sendo superior 0
efeito dos frutos verdes. BORGES et al. (2003) realizaram estudo do efeito de
extratos de frutos maduros de M. azedarach, preparados com diferentes solventes
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sobre fémeas adultas e larvas do carrapato do boi, entre as concentracdes de 0,25 a
0,015%. Todos os extratos ocasionaram mortalidade larval, com 100 % para CHCls,
98% para o extrato hexanico e 50% para o etandlico, 168h apds o tratamento. Os
extratos de frutos maduros ndo mataram as fémeas, mas diminuiram parcial ou
totalmente a producao de ovos e a embriogénese. BORGES et al. (2005) analisaram
um extrato hexanico (concentracdo de 0,25%) dos frutos de M. azedarach em
bezerros infestados artificialmente com R. microplus. As fémeas ingurgitadas que
desprendiam naturalmente dos animais foram contadas diariamente e 40 foram
incubadas para acompanhamento dos parametros reprodutivos. Aos 21 dias de
contagem, notou-se um decréscimo significativo do nimero médio de fémeas no
grupo tratado (188) em comparacdo com o controle (247). Entretanto a converséo
em ovos e a eclodibilidade das larvas ndo foram afetadas indicando que houve
interferéncia da planta no desenvolvimento do carrapato, mas n&o na sua
reproducdo. Um teste in vivo foi realizado por Valente et al. (2007) utilizando extrato
aguoso de Azadirachta indica ou Neem (Meliaceae). Um Kg de folhas frescas foram
imersas em 5L de agua para posterior banho nos bovinos. Foram aplicados banhos
semanais (2L/animal) por 1 més. Este teste foi comparado com aplicagdo de
abamectina. Os pesquisadores constataram que, dentro de um programa de controle
de carrapatos, o extrato vegetal poderia substituir a abamectina, uma vez que nao
houve diferenca na infestacdo por carrapatos nos diferentes grupos testados. De
acordo com um estudo realizado com sementes de Neem (A. indica) pela Embrapa
Pecuéaria Sudeste em parceria com o Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sao Carlos, os extratos contendo teor de azadiractina-A que
apresentaram maior eficacia foram os de concentracdo 10% e 12,8% sobre fémeas
adultas de R. microplus. Nenhuma das concentracdes testadas apresentou efeito
sobre as larvas do carrapato do boi (EMBRAPA 2009). Esta planta, em altas doses,
pode apresentar graves efeitos de toxicidade a mamiferos. Méndez et al. (2006),
administraram quantidades de p6 de frutos maduros de M. azedarach, misturados a
racao de 8 suinos, em doses Unicas de 5-20g/kg. Na dose mais baixa (5g/kg) houve
sintoma de diarreia passageira; nas doses de 10, 15 e 20g/kg, ocorreu
incoordenacao, tremores musculares, dificuldade para manter-se de pé, relutancia
para levantar-se, decubito esternal e hipotermia; os 2 suinos que ingeriram 20g/kg
morreram. AlteracBes histologicas caracterizaram-se por necroses em diversos

orgaos. Ja na pesquisa realizada por Seffrin et al. (2008), ndo foi constatada a
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toxicidade de extrato aquoso de frutos verdes de M. azedarach em ratos Wistar. As
concentracbes analisadas foram 2,5; 5 e 10% (peso/volume - 1 ml/Kg) né&o
causaram sintomas de toxicidade em ratos.

Segundo Costa et al. (2004), os produtos naturais possuem caracteristicas
de baixa toxicidade e persisténcia, por isso podem ser associados a um menor
impacto ambiental em comparagdo aos produtos sintéticos, que apresentam
problemas aos organismos benéficos e ao ambiente. Estes autores apontam o uso
dos extratos vegetais como opc¢ao a ser utilizada no manejo integrado de pragas em
associacdo a outras praticas. Os problemas associados a presenca do carrapato do
boi sdo amplos e o numero de trabalhos relacionados ao desenvolvimento de
resisténcia a acaricidas e estabelecimento de técnicas alternativas para o controle
da praga é relativamente pequeno no Brasil.

Este fato dificulta o estabelecimento de um programa adequado de manejo
da praga baseado em fundamentos cientificos. Diante dessas dificuldades, um dos
principais objetivos desse trabalho é a realizacédo de estudos que busquem um modo
de adequacdo de possiveis recursos disponiveis no ambiente que possam ser
eficazes no combate ao carrapato bovino, evitando agredir a satde do homem, do
hospedeiro e 0 seu meio.

2.4 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo compostos naturais, volateis, sollveis em lipideos e
em solventes organicos, caracterizados por um forte odor e produzidos por plantas
aromaticas a partir do metabolismo secundario desses vegetais. Geralmente, séo
obtidos através da destilacdo a vapor e conhecidos por suas atividades bactericidas,
virucidas, atifingicase propriedades medicinais das suas fragancias.

Aproximadamente, 3000 tipos de Oleos essenciais sdo conhecidos, e destes,
300 sdo comercialmente importantes para as industrias farmacéutica, agronémica,
alimenticia, sanitaria, cosmética e de perfumes (BAKKALI et al., 2008).

Devido a atencdo que os produtos naturais vem recebendo na atualidade,
através 6leos essenciais, € importante desenvolver uma melhor compreensao do seu
modo de acdo biolégica para novas aplicacdes na area da saude humana, na

agricultura e no meio ambiente. Alguns deles constituem alternativas eficazes ou
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complementam o uso de compostos sintéticos produzidos na indulstria, sem

apresentar os mesmos efeitos secundarios (CARSON; RILEY, 2003).

2.5 Aspectos gerais sobre a espécie Origanum vulgare Linnaeus (Orégano)

Origanum vulgare Linnaeus, conhecido como orégano, € uma planta
herbacea, perene, aromatica, de 30-50 cm de altura e pertencente a familia das
Lamiaceae. Suas folhas medem de 1-2 cm, suas flores sdo de esbranquicadas a
violaceas (LORENZI; MATOS, 2008) (Figura 1). O género Origanum possui diversas
espécies, sendo a maioria delas originadas da regido do Mediterraneo
(RODRIGUES, 2002) e atualmente cultivadas na Europa, Asia e América (SOUZA,
2006). No Brasil o orégano € cultivado nas regides Sul e Sudeste.

Suas folhas e flores sdo usadas como condimento, na maioria das vezes na
forma desidratada. O orégano possui um odor agradavel, herbaceo, intenso, de
sabor quente e queimado. Para fins aromaticos, utilizam-se as folhas picadas em
pedacos bem pequenos (RODRIGUES, 2002). Na composi¢cdo quimica de suas
folhas ha até 1% de 6leo essencial, o qual é usado na composicao de aromatizantes
de alimentos e perfumes (LORENZI; MATOS, 2008). Com base em diversas
pesquisas, essa planta apresenta-se como um dos condimentos mais ativos ja
testados. O Oleo essencial do orégano contém compostos fendlicos, sendo o timol e
seu isdbmero, o carvacrol, comumente encontrados como compostos majoritarios.

Souza (2006) relata o carvacrol (68,06%) como componente majoritario do
Oleo essencial do orégano, seguido de p-cimeno (15,91%),a-pineno (2,56%) e
mirceno (1,87). O timol e o carvacrol rompem a membrana celular das bactérias,
causando sua permeabilizacdo. O orégano tem sido usado na medicina e na
culinaria por centenas de anos. A literatura atribui a essa planta propriedades
digestivas, analgésicas, espasmoliticas, bem como expectorantes brandos (SOUZA,
2006).Diversos estudos tem abordado a atividade antibacteriana, antifangica e
antioxidante do 6leo essencial de orégano (RODRIGUES, 2002; SOUZA, 2006) e

sua aplicacdo em alimentos tem se mostrado promissora.
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Figura 1 — Imagem da planta Origanum vulgare Linnaeus

Fato: Bone Wemmersson Fo s, <

Fonte: http://www.uniprot.org/taxonomy

2.6 Aspectos gerais sobre a espécie Laurus nobilis L. ( Folha de Louro)

A familia Lauracea compreende 32 géneros com cerca de 2000 a 2500
espécies, dentre as quais a espécie Laurus nobilis L. faz parte como membro (OZCAN
et al.,, 2010), sendo considerada uma espécie nativa da regido do Mediterraneo,
cultivada em muitos paises com clima moderado e subtropical (DERWICH,;
BENZIANE; BOUKIR, 2009). Laurus nobilis L. é uma arvore perenifélia com mdultiplas
ramificacdes, que cresce a cerca de 10 m de altura, apresentando folhas simples,
coriaceas, verde-escuras e aromaticas (Figura 2). As flores sdo pequenas, contendo
poucos lébulos, masculinas e femininas, separadas na mesma planta, com coloracao
amarela. O fruto apresenta 10 - 15 mm, ovoide, suculento, com coloragéo roxa e
pequena semente (LORENZI et al., 2003; PATRAKAR; MANSURIYA; PATIL, 2012).

Figura 2 — Imagem da planta Laurus nobilis L.

Fonte: http://sociedade-e-seresvivos.blogspot.com.br


http://www.uniprot.org/taxonomy
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A folha é a parte da planta mais utilizada para fins medicinais (LORENZI,
2002; PANIZZA, 1997). Estudos fitoquimicos tem revelado a presenca de
terpendides, antocianinas e glicosideos (PATRAKAR; MANSURIYA; PATIL, 2012).

Na induastria de alimentos, os 0Oleos essenciais presentes nas folhas séo
amplamente utilizados como realcadores de sabor para alimentos e produtos de
confeitaria (MARION et al., 1994). H4 um grande numero de relatos na literatura

relacionados as suas propriedades antimicrobianas (FIORINI et al.,1997).

2.7 Aspectos gerais sobre a espécie lllicium verum (Anis-estrelado)

O anis-estrelado é uma planta nativa da Asia Menor, llhas Gregas e Egito e
utilizada desde a antiguidade. E conhecido popularmente no Brasil como anis-da-
china e badiana (NEGRAES, 2003; GROSSMAN, 2005) (Figura 3). Trata-se de uma
planta arb6rea ou arbustiva, de ciclo perene, que pode atingir de 2,5 a 4 metros de
altura. O tronco é ereto, homogéneo, com casca lisa e madeira branca. As folhas
séo inteiras, lanceoladas e verdes; as flores sdo brancas a levemente creme,
agrupadas em inflorescéncia do tipo umbela. O fruto é marrom, deiscente,
pedunculado e possui oito carpelos em formato de barco e que, juntos formam uma
estrela. As sementes sdo ovais e marrom-amareladas (NEGRAES, 2003). Seu 6leo
essencial é tradicionalmente usado pelas propriedades carminativas,
antiespasmadicas, expectorantes, estimulantes e bactericidas (GROSSMAN, 2005).

Tuan e llangantileke (1997), analisando a composicdo quimica do 6leo
essencial de anis-estrelado obtido por arraste a vapor d’agua e CO, supercritico,
observaram que ndo houve diferenca significativa entre eles, apresentando como
constituinte majoritario o trans-anetol, com 92,2% para o método convencional de
extracdo e 89% para o CO;, supercritico. Roopa et al. (2007), estudando a atividade
antioxidante do o6leo essencial e de seus extratos em diferentes métodos
(peroxidacédo do acido linoléico, linoleato de B-caroteno e DPPH), observaram que
em todas essas metodologias o0 anis-estrelado apresentou forte atividade
antioxidante.ldentificaram o trans-anetol (94%) como composto majoritario, seguido

de limoneno (1%).



Figura 3 — Imagem da planta lllicium verum

Fonte: http://www.alimentosetratamentos.com.br/Anis
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade in vitro de diferentes concentracfes de 6leos essenciais de
Laurus nobilis L. (folha de louro), do Origanum vulgare L. (folha do orégano) e
do fruto do lllicium verum L. (anis estrelado) sobre larvas e fémeas
ingurgitadas de carrapatos R. microplus e determinar a constituicdo quimica

dos 6leos essenciais dessas plantas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a composicdo quimica de cada 6leo essencial e determinar seus
componentes majoritarios

Determinar o percentual de mortalidade das larvas de R. microplus utilizando
os 6leos essenciais nas concentracdes de 2,5; 5; 10; 15 e 20 mg/mL.
Determinar o percentual de controle de fémeas ingurgitadas de R. microplus

utilizando os o6leos essenciais nas concentracdes de 10, 20, 40, 60 e 80

mg/mL.
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4 ARTIGO

CARACTERIZACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS E AVALIACAO IN
VITRO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Laurus nobilis, Illicium verum e Origanum
vulgare SOBRE RHIPICEPHALUS MICROPLUS

RESUMO

Rhipicephalus microplus é comumente conhecido como carrapato dos bovinos,
sendo um dos principais problemas sanitarios na bovinocultura em paises de clima
tropical e subtropical. As infestacbes por este ectoparasito sdo controladas
principalmente, através da utilizacdo de acaricidas quimicos. Todavia, 0 uso
excessivo destes produtos predispde a contaminacdo do meio ambiente, do homem
e estimula a selecdo de carrapatos resistentes.O objetivo deste estudo foi avaliar a
patogenicidade in vitro de diferentes concentracdes de 6leos essenciais da folha de
Laurus nobilis (louro), da folha de Origanum vulgare L. (orégano) e do fruto de
lllicium verum L.(anis estrelado) sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus.
Os oOleos foram extraidos por hidrodestilagdo e a caracterizacdo quimica foi
realizada através de espectofotometria de massa. Para avaliar a acdo acaricida dos
O0leos sobre R. microplus foram realizados o teste sobre larvas através da
metodologia de pacote e as concentracdes testadas foram: 2,5%, 5%, 10%, 15% e
20% e para fémeas foi realizado o teste de imersdo nas concentragdes de 10, 20,
40, 60 e 80 mg/mL de cada 6leo. Na andlise da composi¢do quimica e identificacdo
dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais, |. verum apresentou 18 compostos
qguimicos, sendo 1 composto majoritario: o Trans anetol (88,32%), no 6leo de O.
vulgare foram identificados 28 componentes quimicos tendo como composto
majoritario o 4 terpineol (24,92%) e no 6leo de L. nobilis foram identificados 28
componentes quimicos, cujo componente majoritario foi o 1,8 cineol (74,23%). Com
relacdo aos testes nos carrapatos, tanto em larvas quanto em fémeas adultas,
somente o 6leo essencial de |. verum apresentou atividade acaricida, ocasionando
99,8 % de mortalidade de larvas na concentracdo de 15 mg/mL e percentual de
controle de 85,4 % sobre fémeas ingurgitadas de R. microplus, utilizando o dleo na
concentragéo de 80 mg\mL.

Palavras-chave: Fitoterapicos. Biocarrapaticidas. Carrapatos.
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ABSTRACT

Rhipicephalus microplus is commonly known as bovine tick, being one of the main
sanitary problems in bovine breeding in tropical and subtropical countries.
Infestations by this ectoparasite are mainly controlled through the use of chemical
acaricides. However, the excessive use of these products predisposes the
contamination of the environment and man and stimulates the selection of resistant
ticks. The objective of this study was to evaluate the in vitro pathogenicity of different
concentrations of essential oils of Laurus nobilis (laurel) leaf, leaf of Origanum
vulgare L. (oregano) and the fruit of Illicium verum L. (star anise) on engorged larvae
and R. microplus females. The oils were extracted by hydrodistillation and the
chemical characterization was performed by mass spectrometry. To evaluate the
acaricidal action of the oils on R. microplus, the test on larvae was carried out using
the package methodology and the concentrations tested were: 2.5%, 5%, 10%, 15%
and 20% and for females the Immersion test at the concentrations of 10, 20, 40, 60
and 80 mg / mL of each oil. In the analysis of the chemical composition and
identification of the chemical constituents of the essential oils, I. verum presented 18
chemical compounds, being 1 major compound: Trans anetol (88.32%), in O. vulgare
oil were identified 28 chemical components having as (24.92%), and in L. nobilis oil,
28 chemical components were identified. The major component was 1.8 cineol
(74.23%). With regard to tick tests, in both larvae and adult females, only I. verum
essential oil showed acaricidal activity, causing 99.8% mortality of larvae at 15 mg /
mL and control percentage of 85, 4% on engorged females of R. microplus, using the
oil at the concentration of 80 mg / ml.

Key words: Herbal medicines. Biocarpathians. Ticks.



35

4.1 INTRODUCAO

A infestacdo de bovinos pelo carrapato Rhipicephalus microplus € um dos
principais entraves a pecuaria no Brasil, onde as caracteristicas climaticas
favorecem o desenvolvimento desses parasitas na maioria dos meses do ano
(EVANS, 1992). O carrapato R. microplus € hematofago e pode causar anemia,
inocular toxinas nos hospedeiros, transmitir agentes infecciosos dos géneros
Anaplasma e Babesia, reduzir a qualidade do couro animal, além de comprometer o
ganho de peso e a producao de leite (GOMES, 1998). Em bovinos leiteiros € comum
observar o agravamento destes problemas, pois grande parte dos rebanhos possui
animais com maior proporcdo genética de origem europeia, sendo estes mais
sensiveis ao R. microplus (ROCHA, 2000).

O controle do carrapato dos bovinos é feito, basicamente, pela utilizacédo de
carrapaticidas, muitas vezes de forma indiscriminada, o que tem levado ao
desenvolvimento de popula¢Bes de carrapatos resistentes (FURLONG; MARTINS;
PRATA, 2003). O uso destes produtos pode levar a intoxicacdes dos animais e ao
impacto ambiental, pelo efeito residual deles na natureza (FURLONG, 1993).

Também ha um risco vigente relacionado a presenca de residuos de
carrapaticidas nos alimentos, visto que muitos produtores ndo respeitam os prazos
de caréncia e a proibicdo da utilizacdo de determinados produtos em animais
lactantes. Somado a isso, a pesquisa para producdo de novas bases quimicas
demanda muito tempo e grandes investimentos (CHAGAS et al., 2002). Diante
desse contexto, a utlizacdo de fitoterapicos para o controle de parasitas €
considerada uma importante alternativa, podendo reduzir os impactos econémicos e
causar menos danos ao ecossistema, quando comparada ao uso de pesticidas
sintéticos. Além disso, observa-se no Brasil e no mundo um aumento na producéo
de alimentos orgéanicos, modelo este que nédo permite o uso de pesticidas (VIEIRA,
CAVALCANTE, 1999). Apesar de o Brasil ser considerado o pais com o maior
namero de espécies vegetais no mundo, estudos sobre possiveis efeitos
terapéuticos dessas plantas séo limitados (DI STASI, 1996), principalmente no que
diz respeito aos animais de producdo. Por outro lado, observa-se em campo, em
diversas regibes do pais, a utilizacdo de extratos vegetais produzidos de forma
empirica, para o tratamento de diversos males do homem e dos animais. Estes

extratos sdo produzidos com base no conhecimento transmitido por geragdes, que
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muitas vezes foi aprendido com indigenas ou raizeiros ou ainda pela observacao do
comportamento dos habitos dos animais. Alguns estudos cientificos revelam o efeito
promissor de fitoterapicos no controle de R. microplus (COSTA et al., 2008; FARIAS
et al., 2007).

O controle de carrapatos com fitoterapicos eficazes poderd trazer grandes
vantagens para o produtor. Porém, se o 6leo essencial utilizado ndo produzir efeito
real, existe o risco de intensa infestacdo do rebanho, com consequéncias severas,
como queda na producédo, além de perda de animais. Nesse sentido, € evidente a
necessidade de buscar alternativas viaveis e sustentaveis que possam de maneira
eficaz, promover o controle de carrapatos, de modo a assegurar o bem-estar animal
e garantir minimos efeitos nocivos ao meio ambiente.

Estudos tém demonstrado que os Oleos essenciais de lllicium verum,
Origanum vulgare e Laurus nobilis contém altas concentracdes de trans-anetol
(Tuan e llangantileke 1997), Carvacrol (Souza 2006) e 1,8 Cineol (Silveira 2012),
respectivamnte, o que dao a estes 6leos potenciais antioxidantes, antifingicos e
antibacterianos.

Desse modo, a realizacdo de pesquisas cientificas que abordam sobre o
controle de carrapatos a partir de fitoterapicos € de grande relevancia para que se
possam obter mais informacdes a respeito do tema. Assim sendo, este trabalho teve
por objetivo avaliar a patogenicidade in vitro de diferentes concentracdes de 6leos
essenciais da folha de louro (Laurus nobilis L.), da folha do orégano (Origanum
vulgare L.), e do fruto do anis estrelado (lllicium verum L.) sobre larvas e fémeas
ingurgitadas de R. microplus e determinar a constituicdo quimica dos o6leos

essenciais dessas plantas.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Oleo essencial — material vegetal

Os materiais vegetais folha de louro (Laurus nobilis L.), folha do orégano
(Origanum vulgare L.), e o fruto do anis estrelado (lllicium verum L) foram adquiridos
de forma seca em uma feira localizada no municipio de Cuiab4-MT. As plantas foram
escolhidas através de pesquisa prévia na literatura e que ainda nao foram testadas

sobre carrapatos, mas que ja demonstraram efeitos de controle ou repeléncia sobre
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algum parasito. Para obtencdo dos Oleos essenciais, as plantas foram
encaminhadas ao laboratério de Farmacognosia da Universidade de Cuiaba, e o
Oleo essencial foi obtido pela técnica de hidrodestilacdo, utilizando o aparelho de

Clevenger de acordo com a metodologia de Simdes et al. (2004).

4.2.2 Extracdo e andlise dos 0leos essenciais

Os oOleos essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo em um sistema
extrator de Clevenger de vidro, acoplado a um baldo de fundo redondo de 6000 mL,
com uma manta elétrica aquecedora mantendo-se a temperatura em 100°C
(FARMACOPEIA, 2010) (Figura 1). Para cada rotina de extracdo foram utilizadas
100 g de folhas secas do orégano para 850 ml de agua, 159,259 de folha de louro
secas para 850 ml de 4gua e 119,21g do fruto seco e triturado do anis estrelado
para 300 ml de agua destilada. Os materiais vegetais foram colocados
separadamente em um baldo de fundo redondo acoplado ao sistema Clevenger
onde a extracdo foi realizada durante aproximadamente trés horas, mantendo a
solucdo em ebulicdo. Posteriormente coletou-se o 6leo essencial onde se obteve 1,5
ml de Gleo essencial de orégano e de folha de louro e 2,97 ml de 6leo essencial do
fruto do anis estrelado.

A analise em relacdo a composicdo quimica dos o6leos essenciais foi
realizada através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa
(GC/MS - Shimadzu QP-2010 Plus) equipado com uma coluna capilar de silica
fundida Factor Four / VF - 5ms (30mx 0,25mm x 0,25um espessura do filme),
utilizando hélio como gas veiculo a 1 mL/min. A temperatura inicial do forno foi de
60°C, a qual foi mantida constante durante 2 min. Foi aumentada a uma taxa de 3°C
min™ a 260°C, seguido de 10°C min™® a 290 °C, com um final isotérmico (290 °C)
durante 10 min. A injecao da amostra foi 1p (modo de divisédo 1:50). As temperaturas
do injetor e do detector foram de 220°C e 250°C, respectivamente. O espectro de
massa foi obtido numa gama de m / z 10-300, pela técnica de impacto de elétrons a
70 eV.

A andlise quantitativa da composi¢cao quimica dos 6leos foi realizada em um
cromatdgrafo gasoso acoplado a um detector de ionizagdo de chama HP5890 Série
Il (FID), utilizando as mesmas condi¢cdes operacionais e 0 mesmo tipo de coluna que

na analise GC/MS, na qual a o percentual de cada componente foi calculado pela
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area integral sob o0s respectivos picos em relagdo a é&rea total de todos os
constituintes da amostra. Os diferentes constituintes quimicos do 06leo essencial
foram identificados pela comparacao visual dos seus espectros de massa com os da
literatura e os espectros fornecidos pela base de dados de equipamentos (NIST 08),
assim como pela comparac¢éo dos indices de retencdo com os da literatura (ADAMS,
2007). Uma solugcdo padrédo de n-alcanos (C8-C20) foi injetada sob as mesmas
condicbes cromatograficas que a amostra e utilizada para obter os indices de

retencdo como descrito por Van den Dool e Kratz (1963).

Figura 1 — Aparelho de Clevenger para obtenc&o de 6leo essencial

Fonte: CORREA, R.S, 2016

4.2.3 Obtencéo dos carrapatos

As fémeas ingurgitadas de R. microplus foram obtidas através de infestacéo
natural em bovinos de leite mantidos em uma propriedade particular na cidade de
Juiz de Fora (MG) sem contato prévio com produtos quimicos. As fémeas
ingurgitadas foram coletadas e levadas ao laboratorio de Parasitologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora (MG), lavadas em agua corrente, imersas em
solucdo de hipoclorito de sédio a 1% para assepsia da cuticula e secas em papel
toalha. Algumas fémeas foram acondicionadas em placas de Petri e mantidas em
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camara climatizada com temperatura de 27 £ 1 °C e umidade relativa = 80% para a
obtencdo de ovos e larvas; enquanto outras foram divididas em grupos com peso

homogéneo e submetidas aos tratamentos pertinentes.

4.2.4 Teste de pacote de larvas

Foi utilizada a metodologia adaptada por Monteiro et al. (2012), onde
aproximadamente 100 larvas foram colocadas entre papéis de filtro de 6 x 6 cm,
fechados com pregadores (binder clips), e impregnados com 06leos essenciais nas
concentracbes de 2,5; 5; 10; 15 e 20 mg/mL, sendo este 6leo emulsificado com
Tween 80 a 30 mg/mL tendo como veiculo agua destilada, além do estabelecimento
de um grupo controle negativo com agua destilada e Tween 80 a 30 mg/mL (Figura
2 ). ApOs o tratamento, os pacotes de larvas foram mantidos em estufa climatizada a
27°C com umidade relativa superior a 80%. A leitura foi realizada 24 apls a
impregnacdo, contando-se as larvas vivas e mortas com o auxilio de uma bomba a

vacuo. Foram utilizados 6 envelopes para cada tratamento determinado.

425 Teste de imersdo de fémeas

As teledginas foram submetidas a teste in vitro de imersdo, segundo
Drummond et al. (1973), as fémeas foram pesadas individualmente para formacao
de seis grupos homogéneos contendo 10 fémeas em cada e o0 bioensaio foi
realizado duas vezes.

As concentra¢des dos 6leos foram 10, 20, 40, 60 e 80 mg/mL, com a adicédo
de Tween 80 a 30 mg/mL para emulsificacdo, e como veiculo 4gua destilada. O
bioensaio teve um grupo controle negativo composto apenas por agua destilada e
Tween 80 a 30 mg/mL. As fémeas foram imersas por cinco minutos em seus
respectivos tratamentos, e em seguida foram acondicionadas em placas de Petri
(Figura 2) e mantidas em estufa climatizada a 27°C com umidade relativa superior a
70%, durante todo periodo de oviposicdo. A partir da incubacao, as teledginas dos
respectivos tratamentos foram analisadas diariamente, sendo mensurado o peso da
massa de ovos de cada fémea, até o término da postura, para avaliacdo do
percentual de eclosao das larvas. O calculo da eficacia do produto (EP) foi realizado

usando-se as formulas matematicas abaixo descritas (Drummond et al., 1973).



(massa de ovos)
RE = x percentual de ecloséo x 20.000

(Peso inicial das fémeas)

(RE grupo controle — RE grupo tratado)

PC = x 100

(RE grupo controle)

(massa de ovos)
IPO= x 100
(Peso inicial das fémeas)

Legenda:
IPO: indice de producéo de ovos;
RE: reproducgao estimada;

PC: percentual de controle;

40
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Figura 2 — Larvas de R. microplus colocadas entre papéis de filtro 6 x 6 cm, fechados com
pregadores (binder clips) seguido do teste de imerséo de fémeas e oviposi¢do

Fonte: CORREA, R.S, 2016

4.2.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o software Instat 3.0. As médias dos
tratamentos foram comparadas pela andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey, exceto nos casos de dados ndo paramétricos, os quais foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido por Student-Newman-Keuls.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise da composi¢do quimica e identificacdo dos constituintes quimicos
do Oleo essencial através de CG-EM, lllicium verum apresentou 18 compostos
guimicos presentes no 6leo, sendo 0 composto majoritario trans-anetol com 88,32%
(Tabela 1 e Figura 3).
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Figura 3 - Cromatografia do 6leo essencial de lllicium verum
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Resultados similares apresentando trans-anetol como componente
majoritario em |. verum estdo presentes na literatura, como por exemplo, Tuan e
llangantileke (1997), que observaram trans-anetol numa concentracdo de 92,2%
para 0 método convencional de extracdo e 89% para o CO2 supercritico. Roopa et
al. (2007), em seus estudos identificaram o trans-anetol com 94% como composto
majoritario, seguido de limoneno (1%). Da mesma forma, Huang (2010), identificou
por GC e GCMS que o componente mais abundante foi trans-anetol (89,5%), sendo o

componente majoritario deste 6leo. Entretanto, Lima (2014) avaliando a toxicidade

do 6leo essencial de I, verum para o pulgao-verde Schizaphis graminum, identificou

como constituintes do 6leo essencial de lllicum verum os compostos Trans-anetol
(90,40%) e em menores quantidades, o limoneno (2,60%) e metil-chavicol (1,30%),
além de pequenas concentragfes do a-pineno, linalol e 4-terpineol.

As diferencas na qualidade e quantidade na composi¢cao do 6leo essencial,
entre este estudo e outros podem ser devido a variagdo genética, clima, distribuicdo
geografica e sazonal da planta, ciclo vegetativo, fatores extrinsecos e processo de

obtencéo desses 0leos.
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Tabela 1 - indice de retencgéo, Rl e area relativa do pico (%) de compostos em 06leos
essenciais da planta lllicium verum.

Compostos RIP % area relativa do pico
lllicium verum

a- pinene 939 0,38
mircene 990 0.19
a- phellandrene 1002 0,15
0-3- carene 1011 0,35
a-terpineno 1017 0,10
p-cimeno 1024 0,33
limonen0 1029 3,05
1,8-cineol 1031 0,83
y-terpineno 1059 0,15
z-0xido de linalol 1072 0,07
terpinoleno 1088 0,15
linalol 1096 1,45
terpinen-4-ol 1177 0,55
a-terpineol 1188 0,29
estragole 1196 2,52
p-anis aldeido 1250 0,87
Trans-anetol 1284 88,32
eugenol 1359 0,24
Total 99,99

®indice de Retencdo (RI) relativo a n-alcanos em coluna capilar VF-5ms (30m x
0.25mm, 0.25 um).

No 6leo essencial de Origanum vulgare foram identificados 28 componentes
quimicos tendo como compostos majoritarios o 4 terpineol (24,92%) ,carvacrol
(19,67%), Y-terpineno (11,82%), 4 thujanol (8,31%) e o a-terpineno (7,32%) ( Tabela
2).

Resultados similares apresentando carvacrol como componente majoritario
em O. vulgare estdo presentes na literatura, como por exemplo, Souza (2006), que
observou carvacrol numa concentracéo de 68,06% em seus estudos seguido de p-
cimeno (15,91%),a-pineno (2,56%) e mirceno (1,87%).

Acredita-se que as diferencas na qualidade e quantidade na composic¢ao do
Oleo essencial, entre este estudo e o de Souza (2006) podem ser devido a variagao
genética, clima, distribuicdo geogréafica e sazonal da planta, ciclo vegetativo, fatores

extrinsecos e processo de obtencdo desses oleos.
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Tabela 2 - indice de retencéo, Rl e area relativa do pico (%) de compostos em 6leos
essenciais da planta Origanum vulgare

Compostos RI % area relativa do pico
Origanum vulgare

a- thujene 930 1,30
a- pinene 939 0,75
sabinene 975 2,53
B- pinene 979 1,04
mircene 990 1,17
3-octanol 991 0,21
a- phellandrene 1002 0.43
a-terpineno 1017 7.32
p-cimeno 1024 3.64
sylvestrene 1030 1.49
y-terpineno 1059 11,82
E-4-thujanol 1070 1,64
terpinoleno 1088 2.33
Z-4-thujanol 1098 8,31
z-p-menth-2-em-1-ol 1121 1,46
E-p-menth-2-em-1-ol 1140 1,00
terpinen-4-ol 1177 24,72
a-terpineol 1188 3,88
E-piperitol 1208 0,46
Anisol 1235 1,70
acetato de linalol 1257 0,58
Carvacrol 1299 19,67
E-cariofileno 1419 1,23
Germacrene D 1485 0,13
Bicyclogermacrene 1500 0,33
B- bisaboleno 1505 0,22
Espatulenol 1578 0,22
Oxido de cariofileno 1583 0,21
Total 99,99

®indice de Retencao (RI) relativo a n-alcanos em coluna capilar VF-5ms (30m x
0.25mm, 0.25 um).

Souza et al. (2016) ao avaliarem o efeito bactericida in vitro dos oleos
essenciais de lllicium verum (anis estrelado) e Origanum vulgare (orégano) sobre
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) analisaram por CG-EM e CG-DIC a
composigcdo quimica e concentragdo minima bactericida desses 0Oleos essenciais
sobre a bactéria verificando como compostos quimicos majoritarios o Trans-Anetol
(87,69%) encontrado no lllicium verum e o carvacrol (73,11%) no Origanum vulgare

(Figura 4).
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As diferencas na qualidade e quantidade na composi¢cao do éleo essencial,
entre este estudo e outros podem ser devido a variagdo genética, clima, distribuicao
geografica e sazonal da planta, ciclo vegetativo, fatores extrinsecos e processo de

obtencéo desses 0leos.

Figura 4 - Cromatografia do 6leo essencial de Origanum vulgare.
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No 6leo de Laurus nobilis foram identificados 28 componentes quimicos cujo
componente majoritario foi o 1,8 cineol (74,23%), conforme observado na Tabela 3 e
Figura 5. Estudos fitoquimicos tem revelado a presenca de terpendides,
antocianinas e glicosideos (PATRAKAR; MANSURIYA; PATIL, 2012).

Silveira (2012) avaliou a atividade antimicrobiana e antioxidante do Oleo
essencial de L. nobilis como agente conservador natural em embutido carneo
frescal, onde a analise por CG-EM do Oleo essencial de L. nobilis revelou como
compostos quimicos majoritarios o 1,8 cineol (35,50%) e o linalol (14,10%)
constatando que o 6leo essencial de L. nobilis apresentou atividade antimicrobiana

in vitro, principalmente contra Escherichia coli e Yersinia enterocolitica.
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Tabela 3 - indice de retencéo, Rl e area relativa do pico (%) de compostos em
Oleosessenciais da planta Laurus nobilis

Compostos RI % area relativa do pico
Laurus nobilis

a- thujene 930 0,34
a- pinene 939 2,64
sabinene 975 2,64
B- pinene 979 2,51
desidro-1,8-cineol 991 0,36
a-terpineno 1017 0,32
p-cimeno 1024 1,67
1,8-cineol 1031 74,23
y-terpineno 1059 0,58
E-4-thujanol 1070 0,24
terpinoleno 1088 0,12
linalol 1096 0,21
Z-4-thujanol 1098 0,31
z-p-menth-2-em-1-ol 1121 0,42
E-pinocarveol 1139 0,86
Sabina cetona 1159 0,26
Pinocarvona 1164 0,53
O-terpineol 1166 0,59
terpinen-4-ol 1177 3,75
a-terpineol 1188 0,30
mirtenol 1195 1,65
O- terpinil acetato 1317 0,49
a- terpinil acetato 1349 0,18
Total 95,20

®indice de Retencao (RI) relativo a n-alcanos em coluna capilar VF-5ms (30m x
0.25mm, 0.25 um).

Figura 5 - Cromatografia do 6leo essencial de Laurus nobilis.
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Na anélise do percentual de mortalidade de larvas de R. microplus tratadas
com diferentes concentracdes dos Oleos essenciais de I. verum, O. vulgare, e L.
nobilis (Tabela 4), verificou-se que somente o 6leo essencial de I. verum foi eficaz na
mortalidade das larvas, apresentando percentuais de mortalidade de 72,2, 99,8 e

94,8% nas concentracdes de 10, 15 e 20 mg/ml respectivamente.

Tabela 4 - Percentual de mortalidade de larvas de Rhipicephalus microplus tratadas
com diferentes concentracdes dos Oleos essenciais de lllicium verum, Origanum
vulgare e Laurus nobilis em condic¢des laboratoriais (27 = 1°C e U.R 2 10%). Média
Desvio padrao.

Concentracdes lllicium Origanum Laurus
verum vulgare nobilis
Controle Tween 80- 30 mg/ml 0x0a 0x0 00
2,5 mg/ml 0+x0a 0+0 00
5,0 mg/ml 0x0a 00 00
10,0 mg/ml 72,2+10,0 ab 00 00
15,0 mg/ml 99,8 + 0,003 b 00 00
20,0 mg/ml 94,8 +0,07 b 00 00

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca
significativa (p < 0,05).

Por ndo terem apresentado atividade acaricida sobre larvas, os 6leos de O.
vulgare e L. nobilis ndo foram testados sobre teledginas. O Peso das fémeas
ingurgitadas antes da postura (mg), peso da massa de ovos (mg), indice de
producdo de ovos (IPO%) e percentual de eclosao de larvas (%) de R. microplus
tratadas com diferentes concentragcbes do Oleo essencial de |. verum estédo
representados na Tabela 5, onde pode-se perceber reducao significativa no peso da
massa de ovos a partir da concentracado de 60 mg/ml e na porcentagem de eclosao
a partir de 20 mg/ml. As porcentagens do controle obtidas com exposi¢cédo ao Oleo
nas concentracoes de 10, 20, 40, 60 e 80mg/ml foram 56,9; 77,2; 78,5; 84,9 e 85,4%
respectivamente (Grafico 1).
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Tabela 5 — Peso das fémeas ingurgitadas antes da postura (mg), peso da massa de
ovos (mg), indice de producdo de ovos (IPO%) e percentual de eclosdo de larvas
(%) de Rhipicephalus microplus tratadas com diferentes concentracdes do 6leo
essencial de lllicium verum em condi¢des laboratoriais (laboratoriais (27 + 1°C e U.R
= 10%). Média + Desvio padrao.

Tratamentos Peso das fémeas Peso da indice de Percentual de
Ingurgitadas antes massa producédo eclosao de
da postura (mg) ovos (mg) de ovos (%) larvas (%)

Controle

Tween 80 232,9+37,1a 108,0+475a 44+ 15 ab 93,0+80a

(3%)

10,0 mg/mL 233,77+ 34,6 a 92,9+ 32,7 ab 40 + 12 abc 46,8 £+ 37,7 ab

20,0 mg/mL  233,8+40,2a 82,5+34,8ab 31+17 bc 279+328b

40,0 mg/mL  233,3+27,1a 85,6 + 30,2 ab 37+12ab 253+33,1b

60,0 mg/mL 233,7+50,3 a 79,1 +451 ab 32+ 15bc 19,2+2460Db

80,0 mg/mL  233,7+39,2a 57,3+34,4b 25+13c 256 +29,0b

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa(p<0,05).

Grafico 1- Porcentagens de controle obtidas com exposicdo ao O6leo nas
concentracgdes de 10, 20, 40, 60 e 80mg/ml.
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relacionada ao alto teor de trans- anetol (88,32%). Este composto j& apresentou
atividade contra fungos (HUANG et al., 2010), pulgbes (LIMA et al.,, 2014) e
bactérias (SOUZA et al., 2016).

Apel et al. (2009) observou a presenca do 1,8 Cineol (54,4%) como
composto majoritario em partes aéreas de Cunila incisa demonstrando baixo efeito
acaricida sobre R. microplus. Da mesma Forma Hui (2015) identificou por GC e
GCMS que o componente mais abundante das partes aéreas do Ocimum canum
(alfavaca) foi o 1,8 Cineol (70,2%) que também demonstrou a nao atividade
acaricida do 6leo essencial de O. canum sobre R. microplus. Assim como CHAGAS
(2002) em seus estudos comprovou a presenca do 1,8 Cineol (85,84%) nas partes
aéreas de Eucalyptus globulos (Eucalipto comum), verificando a baixa eficacia (
15%) do 6leo essencial de E. globulus sobre carrapatos de R. microplus. Entretanto

JUY HYUNG (2015) avaliando a toxicidade do oOleo essencial de Rosmarinus
officinalis L em insetos da espécie Trichoplusia ni, identificou como constituinte

majoritario o composto 1,8 Cineol (37,6%) e em menores quantidades a-pineno,
canfora e canfeno onde a atividade inseticida do 6leo de alecrim parece ser uma
consequéncia do efeito sinérgico da interacdo entre 1,8-cineol, canfora, e canfeno.
Os estudos de APEL (2009), HUI (2015) e CHAGAS (2002) demonstraram a
ineficacia do composto 1,8 Cineol sobre o carrapato R. microplus , assim como neste
presente estudo Oleo essencial de L. nobilis cujo componente quimico majoritario é
o 1,8 Cineol (74,23), também nédo apresentou nenhuma atividade acaricida sobre R.

microplus.

4.4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam existéncia de atividade
acaricida in vitro do 6leo essencial de I. verum sobre larvas e fémeas ingurgitadas
de R. microplus, sugerindo o potencial uso desse fitoterapico para o controle do
referido parasito. A atividade acaricida pode estar relacionada a presenca do trans-
anetol (88,32%) na sua composi¢do. Ficou evidenciado que os 6leos essenciais de
O. vulgare e L. nobilis ndo apresentaram efeito acaricida sobre larvas e fémeas

ingurgitadas R. microplus.
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