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RESUMO

Rhipicephalus sanguineus vem se tornando uma praga urbana, com relatos de infestagdes em
residéncias e populacdes resistentes a acaricidas, trazendo preocupagdes tanto a clinicos
veterinarios como também em saude publica. Visando alternativas mais sustentaveis para o
controle ambiental de R. sanguineus, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito in vitro do
0leo essencial de cravo-da-india, Syzygium aromaticum, sobre larvas de Rhipicephalus
sanguineus. Para realizar os testes foram utilizadas larvas com 15 dias de vida, sendo testadas
as concentragoes de 0,5%, 1% e 2% do o6leo essencial. A sensibilidade das larvas foi analisada
pelos testes de imersao larval (TIL) com adaptagdes. Foi encontrada eficacia larvicida acima
de 99% sobre R. sanguineus com concentracdes acima de 0,5% de 6leo de S. aromaticum
diluido em solucao hidroalcoolica. Demonstrando promissor efeito acaricida do 6leo essencial
de cravo-da-india sobre larvas de R. sanguineus.

Palavras-chave: acaricida, carrapato, sustentabilidade.

IN VITRO EFFECT OF CLOVE ESSENTIAL OIL (Syzygium aromaticum,
MYRTACEAE) ON THE LARVAL PHASE OF Rhipicephalus sanguineus

ABSTRACT

Rhipicephalus sanguineus has become an urban plague, with reports of infestations on
residences and resistant populations to acaricides, bringing concerns both to veterinarians and
public health. Looking for alternatives more sustainable for environmental control of R.
sanguineus, the aim of this study was to evaluate the in vitro effect of the clove essential oil,
Syzygium aromaticum, on Rhipicephalus sanguineus larvae. In the present study, it was used
15 old day larvae, which were tested concentrations of 0,5%, 1% and 2% of the essential oil.
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The sensibility of larvae was tested by the larvae immersion tests (LIT) with adaptations. It
was noted the larvicidal efficacy above 99% on R. sanguineus in concentrations above 0,5%
of Syzygium aromaticum oil diluted in hydroalcoholic solution. Demonstrating promising
acaricidal effect of clove essential oil on tick R. sanguineus.

Keywords: acaricides, tick, sustainability.

EFECTO IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE CLAVO DE OLOR (Syzygium
aromaticum, MYRTACEAE) SOBRE LA FASE LARVAL DE Rhipicephalus sanguineus

RESUMEN

Rhipicephalus sanguineus se ha convertido en una plaga urbana, con informes de
infestaciones en hogares y poblaciones resistentes a los acaricidas, lo que genera
preocupacion tanto a los médicos veterinarios como a la salud publica. Con el objetivo de
alternativas mas sostenibles para el control ambiental de R. sanguineus, el objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto in vitro del aceite esencial de clavo, Syzygium aromaticum, sobre
las larvas de Rhipicephalus sanguineus. Se utilizaron larvas con 15 dias de vida para realizar
las pruebas, y se probaron concentraciones de 0.5%, 1% y 2% del aceite esencial. La
sensibilidad larvaria se probé mediante pruebas de inmersion larvaria (TIL) con adaptaciones.
Se encontrd una eficacia larvicida superior al 99% sobre R. sanguineus con concentraciones
superiores al 0,5% de aceite de Syzygium aromaticum diluido en solucion hidroalcohdlica.
Demostrando efecto prometedor acaricida del aceite esencial de clavo para el control de larvas
de R. sanguineus.

Palabras clave: acaricida, garrapata, sostenibilidad
INTRODUCAO

Dentre os ixodideos, o carrapato Rhipicephalus sanguineus tem assumido relevante
importancia médico veterindria. Além das antigas preocupagdes quanto a vetorizagdo de
doengas infecciosas e patdogenos emergentes (1,2) as crescentes infestagdes urbanas (3) e os
relatos de populagdes resistentes a acaricidas comerciais (4,5) tém trazido a ecologia e as
medidas de controle desse 4caro para debate, bem como a urgente necessidade de métodos de
controle mais sustentaveis.

Conhecido popularmente como carrapato marrom/vermelho do cdo pela sua coloragdo
(1) ¢ o ixodideo mais comum em 4areas urbanas no Rio Grande do Sul. Um problema
rotineiro em canis, sendo também encontrado com frequéncia em ambiente domiciliar e
peridomiciliar de humanos que convivem com o seu principal hospedeiro, o cdo doméstico (6).

Estando plenamente adaptado ao clima subtropical do estado do Rio Grande do Sul,
vem se observando um aumento significativo de infestagdes por R. sanguineus em cidades,
invadindo residéncias e havendo inclusive relatos de parasitismo em humanos, sobretudo em
criangas (3). Se tornando assim também uma preocupacao de satude publica.

Para o controle ambiental ainda ¢ comum a aplicagao de pesticidas em residéncias e
patios, muitas vezes executada de maneira indiscriminada e sem orientacdo profissional,
trazendo o risco de selecao de populacdes resistentes as bases quimicas disponiveis na indistria
farmacologica (7).

Também ha o risco a saide humana e animal, uma vez que o uso inadequado de
acaricidas representa grande parte das emergéncias de intoxicacdes acidentais de animais
domésticos atendidas em clinicas veterinarias no Brasil (7,8).
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O uso indiscriminado de acaricidas também aumenta a pressdo de selegcdo. Varios
pesquisadores vém constando nas ultimas décadas cepas de R. sanguineus resistentes a varias
bases quimicas no Brasil (5). Dentre os estudos, recentemente foi documentado a existéncia de
populacdes dessa espécie resistentes a deltametrina, ivermectina, ¢ ao fipronil em diversos
locais da zona metropolitana de Porto Alegre, no estado do RS (4).

Dentro desse contexto os 6leos essenciais surgem como uma alternativa, podendo
auxiliar no controle integrado de carrapatos, sendo biodegradaveis, ndo poluentes e de menor
poder residual (9,10). Podendo também atender a parcela de tutores que se opdem ao uso de
produtos sintéticos em suas residéncias.

O oleo de cravo-da-india, Syzygium aromaticum ¢ um produto de facil
disponibilidade no mercado de dleos essenciais e rico em eugenol, composto amplamente
explorado pela industria farmacologica pelo seu potencial antimicrobiano e por suas
propriedades antioxidantes, ¢ que vem sendo estudado também quanto ao seu potencial
inseticida e acaricida (11).

Buscando uma solugdo pratica e de menor impacto ambiental, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito do 6leo essencial de cravo-da-india, S. aromaticum, sobre larvas
de carrapato de cdo, R. sanguineus.

MATERIAL E METODOS

Para os ensaios de imersdo larval foram utilizados como controle negativo agua
destilada, controle positivo alcool etilico a 92,8° INPM, e para o teste o 6leo essencial de
cravo-da-india, S. aromaticum antigo Eugenia caryophyllata, da marca doTERRA®, obtido
por destilacdo a vapor dos botdes florais da planta.

No Laboratério de Lipidomica e Bio-organica, LLIBIO UFPel, foi realizada uma
analise do extrato oleoso para identificagdo dos constituintes quimicos. O extrato foi diluido
em metanol de grau HPLC e injetado automaticamente em um Cromatdgrafo acoplado a
Espectrometria de Massas modelo GC-MS QP-2020 (Shimadzu, Kyoto, Japao) usando hélio
como gas de arraste e uma coluna capilar RTX-5ms (Restek, Bellefonte, Estados Unidos).

Para a obtencdo de larvas de R. sanguineus, foram utilizadas tele6ginas obtidas de
animais que nao haviam recebido tratamento acaricida ha mais de 180 dias, coletadas por
médicos veterinarios colaboradores do projeto e encaminhadas ao laboratdrio para incubagao.

No Laboratério de Doengas Parasitarias, LADOPAR, UFPel, as teleginas foram
lavadas em 4gua corrente, secas em papel toalha, selecionadas quanto a viabilidade e
acondicionadas em placas de Petri sendo fixadas dorsalmente em papel com fita adesiva dupla
face.

Depois fixadas as teledginas foram incubadas, e apds quinze dias de incubacgdo
foram coletadas as posturas e incubada a massa total de ovos em um microtubo de 2 mL, do
tipo Eppendorf®, com furo na tampa e vedado com tecido de nylon para passagem de ar, até a
obtengao das larvas.

Para as imersdes, foi primeiramente preparada uma solucao hidroalcéolica nas
concentragdes de 10% de alcool etilico 92,8° e adgua destilada, sendo esta a formulagdo do
controle negativo e na qual foram diluidas as concentracdes de 0,5%, 1% e 2% do 6leo
essencial de cravo-da-india testado. Cada uma das solugdes foi homogeneizada em mesa
agitadora por 2 minutos.

Para o controle positivo foi utilizado o acaricida comercial Colosso Fc30, composto por
fenthion, cipermetrina e 30% de clorpirifos. Foi aplicado 125ul do produto em 100 ml de agua
destilada, dilui¢ao de 1:800, dose recomendada pelo fabricante.

Os testes de imersdo larval (TIL) foram baseados no método descrito por Shaw (12) e
modificado pela EMBRAPA para estudos com oleos e extratos vegetais (13). Foi
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necessario adaptagcdes na metodologia, como a incubag¢do das posturas em um unico tubo,
preservando a integridade dos ovos e mantendo assim maior umidade ao agrupar o total da
massa de ovos em um unico recipiente, sem formar pequenas aliquotas em tubos individuais
como o realizado por outros pesquisadores (13,14).

Os testes de imersdo foram realizados com larvas de 15 dias de vida, contados a partir
do inicio da eclosao larval. Sendo formadas as aliquotas no dia dos testes, em grupos com cerca
de 100 larvas, sugadas por ponteiras de 1 mL de volume adaptadas com vedacdo de tecido
de nylon e acopladas a bomba de vacuo. Apds a sucgdo as ponteiras foram vedadas na parte
inferior com fita isolante.

Em triplicatas foram realizadas as imersdes em cada tratamento, adicionando 1 mL das
respectivas solugdes em cada uma das ponteiras com larvas. A injecdo dos tratamentos foi
facilitada perfurando o tecido de nylon que vedava extremidade superior da ponteira.
Imediatamente foram adicionadas as soluc¢des de cada tratamento, e agitadas manualmente por
10 segundos para garantir que todas as larvas ficassem imersas nas solugdes. Apos 5 minutos
de imersao, as larvas foram transferidas para envelopes de papel filtro, com o auxilio de um
pincel. Os envelopes foram grampeados para vedagdo e secos por 30 minutos, logo apods
foram acondicionados em potes conforme o tratamento recebido, agrupando as repeticdes.

Apo6s 24 horas foram abertos os pacotes e contadas as larvas vivas e as mortas com o
auxilio da bomba de vacuo e de novas ponteiras adaptadas para a succ¢ao das larvas.

A andlise estatistica foi realizada por ANOVA, seguido pds-teste de multipla
compara¢do de Tukey com nivel de 5% de probabilidade, para comparar os valores entre os
grupos, tratados e controle. As andlises foram feitas utilizando o software GraphPad Prism,
versao 8.0.

RESULTADOS

O efeito acaricida das diferentes concentragdes de alcool etilico 92,8° e das solugdes
contendo o 6leo essencial de cravo em diferentes concentragdes dos testes realizados in vitro
com larvas de R. sanguineus estdo demonstrados na Tabela 1.

O controle negativo contendo 10% de alcool demostrou mortalidade de 0,30%. O
controle positivo, composto por acaricida comercial, atingiu 100% de mortalidade larval.

Houve diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre as médias do
grupo controle negativo, com 0,30% de mortalidade larval, e dos grupos com 0leo essencial
S. aromaticum, que resultaram em mortalidades acima de 99%. Nao houve diferenga
estatistica significativa entre os tratamentos com 6leo essencial e com o acaricida comercial,
todos alcangando maxima mortalidade larval.

Tabela 1. Médias percentuais de mortalidade de larvas de R. sanguineus submetidas ao teste
de imersao em diferentes concentragdes de Oleo essencial de cravo-da-india em
solucao hidroalcoodlica, Pelotas, RS, 2021.

Solugdo testada Concentracao (%) Mortalidade (%)
alcool etilico 92,8° meédia do teste
Oleo 0,5% 10 99,34
Oleo 1% 10 100
Oleo 2% 10 100°
Controle positivo 10 100?
Controle negativo 10 0,30°
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Obs: Médias com letras iguais indicam que ndo houve diferenga estatistica significativa (p<0,05) pelo testede
comparagdo médias de Tukey.

Controle negativo: solucdo hidroalcolica (90% de agua destilada e 10% alcool etilico 92,8°).Controle
positivo: solugdo com acaricida comercial Colosso Fc30 (diluigao de 1:800).

DISCUSSAO

Foi obtida maxima mortalidade de larvas R. sanguineus, 100%, em baixas
concentragdes do 6leo essencial, 1% e 2%. Pela analise estatitisca a média de mortalidade do
tratamento com 6leo a 0,5% ndo teve diferenga significativa dos demais tratamentos, com 1%
e 2% de oOleo, e nem do tratamento com acaricida comercial que também resultou em
mortalidade méxima de larvas.

Resultado similar encontrado em estudo com larvas de carrapato bovino (15),
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, nas quais se alcancou mortalidades de 100% em
concentragdes a partir de 0,5% com o Oleo essencial de Syzygium aromaticum.

O efeito acaricida desse Oleo ¢ associado a presenca de eugenol, nome genérico do 4-
alil-2-metoxifenol. A andlise em CG-EM identificou esse composto entre os constituintes
quimicos do 6leo essencial testado a partir da comparagao do espectro de massas gerado pela
biblioteca NIST 17-S.

Na Figura 1 pode-se visualizar o cromatograma com os 7 picos referentes aos
constituintes do 6leo testado, os quais estdo descritos na Tabela 2.
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Figura 1. Cromatograma de CG-EM referente aos constituintes do 6leo essencial de cravo-
da-india testado, LLIBIO UFPel, 2021.

A Figura 2 ilustra os espectros de massas dos componentes encontrados no 6leo testado:

Salicilato de Metila, Chavicol, Eugenol, Cariofileno, Humuleno, Acetato de Isoeugenol e
Oxido de Cariofileno.
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Figura 2. Espectros de Massas referentes aos constituintes do 6leo de cravo-da-india testado,
LLIBIO UFPel, 2021.

Pela analise cromatografica pode-se afirmar que o dleo testado possui os constituintes
citados anteriormente, sendo o eugenol o majoritario, ocupando maior area na composi¢ao do
oleo testado, conforme a Tabela 2.

O eugenol ¢ um produto natural encontrado em maior quantidade no cravo-da-india,
Eugenia caryophyllata sinonimia botanica Syzygium aromaticum. Por isso escolhido foi o
para o estudo, mas sabe-se que esse composto também pode ser abundante em diversas outras
plantas aromaticas (16), como na Pimenteira-da-jamaica (Pimenta dioica, Myrtaceae), na
Noz-moscada (Myristica fragans, Myristicaceae), na Canela (Cinamomum verum, Lauraceae)
(17) e em Lamiaceae (18) como a alfavaca (Ocimum gratissimum) € o manjericao (O.
basilicum), sendo muitas dessas especiarias naturais cultivadas mundialmente e, de facil
extracao e disponibilidade no mercado de 6leos essenciais.
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Tabela 2. Compostos presentes em amostra do 6leo essencial testado, LLIBIO UFPel, 2021.

Pico Nome Area (%)

1 Salicilato de metila 0,35
2 Chavicol 0,39
3 Eugenol 68,11
4 Cariofileno 9,2

5 Humuleno 1,48
6 Acetato de Isoeugenol 20,27
7 Oxido de Cariofileno 0,39

Esse composto vem sendo amplamente estudado e explorado pela induastria
farmacoldgica, ja incorporada a produtos alimenticios, cosméticos e produtos odontologicos,
por apresentar relevante potencial antimicrobiano além de ag¢des antioxidantes. Sendo
crescentes os estudos e o nimero de registro de patentes com eugenol nas tltimas décadas
(11).

Sabe-se que esse composto também apresenta propriedades nematicidas e
larvicidas, porém esse potencial biologico tem sido timidamente explorado, corroborando
para que novas pesquisas sejam desenvolvidas (19).

Quanto a agdo acaricida, estudos vém demonstrando a eficacia tanto do eugenol
isolado de cravo-da-india assim como de seu 6leo essencial sobre teledginas e larvas de
carrapato bovino, R. microplus, e de outras espécies de ixodideos (20-22). Ja em carrapato
de cdo, existem poucos trabalhos, sendo a maioria deles com o Eugenol purificado e
testado em associacdo com outros compostos de interesse industrial como o timol (20)
cinamaldeido e o carvacrol (23).

Comparando o efeito acaricida do eugenol purificado com o 6leo essencial de cravo-da-
india em carrapatos, pesquisadores vém observando que o componente extraido e purificado
ndo proporciona superioridade significativa na eficacia acaricida do que o 6leo essencial de S.
aromaticum (15,24), ja que o eugenol € seu composto majoritario.

Sendo assim o 6leo essencial de cravo-da- india a melhor alternativa. Uma vez que seu
0leo essencial ¢ um produto de mais facil acesso, menor custo, de alto rendimento no processo
extrativo e de menor impacto ambiental, ndo necessitando o uso de solventes organicos
necessarios para a obtencao do eugenol purificado (15).

A solugdo testada foi de facil elaboracao, utilizando produtos de ampla disponibilidade
no mercado, o que facilita a repeti¢ao dessa solugdao em futuros ensaios.

De acordo com os resultados obtidos, o Oleo essencial de cravo-da-india, S.
aromaticum, diluido em solucdes hidroalcoodlicas demonstrou ser uma alternativa
promissora para o controle desse carrapato. Exercendo maxima agdo acaricida sobre
larvas ndo alimentadas de R. sanguineus em baixas concentracdes, a partir de 0,5%.
Restando ainda descobrir a menor dose efetiva sobre larvas de R. sanguineus, bem como
estudos de repeléncia larval e tempo de acdo residual desse 6leo, bem como de ensaios de
toxicidade do eugenol e dos demais componentes presentes no 6leo essencial testado.

CONCLUSOES

O dleo essencial de Syzygium aromaticum em doses a partir de 0,5% de concentragdo,
diluido em solucdo hidroalcoolica, demonstrou excelente acdo acaricida sobre larvas
de Rhipicephalus sanguineus em ensaios in vitro. Os resultados encontrados sao
importantes no campo da saude Unica, podendo futuramente ser uma alternativa mais
sustentavel para o controle de infestagdes ambientais pelo carrapato-vermelho-do-cao.
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