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RESUMO

O carrapato Dermacentor nitens € um dos principais parasitas dos rebanhos equinos sendo
conhecido como carrapato-da-orelha-do-cavalo, que pode transmitir doengas como a
babesiose. Diferentes grupos de carrapaticidas sintéticos tém sido empregados para o controle
desse &caro, contudo, o uso constante desses produtos propicia o surgimento de populaces
resistentes. Assim, objetivou-se analisar a eficacia in vitro do 6leo resina de copaiba e do
extrato etandlico do residuo da andiroba em diferentes concentracdes sobre larvas néo
alimentadas de D. nitens. Foram avaliados os efeitos das concentragdes 10, 5, e 2,5% das
solugdes e o controle realizado com Tween 80 (1%). Foi executado o teste de imersao larval
(TIL) no qual é indicada a imersdo de aproximadamente 100 larvas por 5 minutos nas
solucdes testes e incubadas em estufa de demanda bioquimica de oxigénio por 24 horas sob
condigdes de temperatura e umidade controladas. O calculo da mortalidade, em acordo com a
férmula Abbott, revelou indices de letalidade para o éleo resina de copaiba de 92,25, 87,07 e
85,93% para as concentracfes 10, 5 e 2,5% respectivamente. O extrato etanolico do residuo
da andiroba, por sua vez, apresentou médias de mortalidade de 96,57, 82,01 e 76,29% para as
concentragdes 10, 5 e 2,5%, nesta ordem. Nas concentragdes de 5 e 2,5% ambos os produtos
naturais testados apresentaram mortalidade superior a 75%, sendo considerados promissores
como potenciais produtos acaricidas para esta importante espécie de carrapato. Estudos
adicionais sdo necessarios para avaliar a eficacia in vivo destes produtos naturais para o
controle de D. nitens. Sendo este trabalho pioneiro em testes utilizando tais produtos em

larvas do carrapato equino.

Palavras—chave: D. nitens, copaiba, andiroba, eficécia



ABSTRACT

The Dermacentor nitens tick is one of the main parasites of equine herds and is known as the
horse-ear tick, which can cause diseases such as babesiosis. Differents groups of ixodicides
commercial have been employed for the control these mite, however, the constant use of these
products favors the emergence of resistant populations. Thus, the objective was to analyze the
efficacy in vitro of copaiba resin oil and ethanolic extract of andiroba residue in different
concentrations about larvae of D. nitens. The effects of concentrations 10, 5 and 2.5% of the
solutions were evaluated, together with the control with Tween 80 (1%). The larval
immersion test (TIL) was performed, in which approximately 100 larvae were immersed for 5
minutes in the test solutions and incubated in a biochemical oxygen demand oven for 24
hours under controlled conditions of temperature and humidity. The mortality calculation,
according to the Abbott formula, revealed lethality rates for copaiba resin oil of 92.25, 87.07
and 85.93% for concentrations 10, 5 and 2.5%, respectively. The ethanolic extract of andiroba
residue, in turn, showed mortality averages of 96.57, 82.01 and 76.29% for concentrations 10,
5 and 2.5%, in that order. At concentrations of 5 and 2.5%, both natural products tested
showed mortality above 75%, being considered promising as potential acaricide products for
this important tick species. Additional studies are needed to evaluate the in vivo efficacy of
these natural products in the control of D. nitens. This is a pioneering work in tests using such

products on equine tick larvae.

Key words: D. nitens, copaiba, andiroba, mortality, eficacy
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INTRODUCAO!

Os equinos, em especial os cavalos tem papel importante no Brasil, podendo ser
utilizado como animal de trabalho em propriedades rurais, em atividades militares, esportes,
turismo equestre, eventos e até na medicina com a equoterapia (MIRANDA et al., 2020).
Todas essas atividades se enquadram no chamado agronegocio do cavalo, que apesar de
pouco conhecido quanto ao seu desenvolvimento, movimenta anualmente cerca de R$16,5
bilhdes de reais com geracdo de aproximadamente trés milhdes de empregos diretos e
indiretos (LIMA; CINTRA, 2016). No Brasil esse rebanho cresceu 1,9% em 2020 totalizando
mais de 5 milhdes de cabecas de cavalo, no qual o Para corresponde a 7,68% desse valor
(IBGE, 2020). Todavia esse setor encara problemas transmitidos por vetores de doencas
infectocontagiosas que afetam o animal e a economia da produgdo por limitar a
movimentacdo internacional de cavalos (SCHWINT et al., 2008), afetar a reproducdo de
éguas (NANTES; ZAPPA, 2008) e gerar despesas significativas associadas a tratamentos
(DIERINGS; WILMSEN, 2021). Vale salientar ainda que apesar de todas as espécies de
animais de interesse zootécnico serem sensiveis, a variacdo de susceptibilidade sugere 0s

equinos como 0s mais sensiveis (SOUZA, 2021).

Dermacentor nitens é um carrapato amplamente distribuido no territorio brasileiro de
grande impacto na saude animal (RODRIGUES et al., 2017). Seu hospedeiro primario sdo 0s
cavalos para 0s quais transmitem a piroplasmose equina que compreende duas protozooses: a
babesiose e a teileriose (SCHUEROFF et al., 2019). Essa infec¢do é apontada como a mais
importante doenca a afetar os equinos em regides de clima tropical por causar danos que védo
desde a diminuicdo do desempenho até a morte do animal (DIAZ-SANCHEZ et al., 2020).
Atualmente apenas 10% da populacdo de equinos no mundo habita regides classificadas como
livres desses hemoprotozoarios (PECKLE et al., 2022). Calha pontuar ainda que altas
infestacbes desse parasita originam lesbes nos pavilhdes auriculares danificando
permanentemente a cartilagem e predispondo o animal a infecgdes secundarias (LABRUNA;
AMAKU, 2006).

Para controlar esse hematdfago sdo utilizados carrapaticidas sintéticos de variadas
bases quimicas que com o0 uso excessivo e descontrolado leva ao desenvolvimento de

resisténcia contra esses agentes (PERINOTTO et al., 2013), sobretudo, porque sao utilizados

10 artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submisséo da revista Animals. As normas indicadas
para a redacéao de artigos pela revista estdo disponiveis no link:
https://www.mdpi.com/journal/animals/instructions



acaricidas disponiveis para o controle de Rhipicephalus microplus por falta de produtos
especificos para D. nitens (CUNHA et al., 2007). Somado a isso existe uma preocupagao
progressiva relacionada a seguranca do meio ambiente e a saude humana advinda do uso
incorreto desses quimicos (BRESSANIN; MELO; PERINOTTO, 2020).

Portanto na busca de op¢Ges medicamentosas visando o controle eficaz do parasita
que atenue ndo sO o0s prejuizos na cadeia produtiva como também o0s danos ambientais a
fitoterapia se destaca (VARGAS et al., 2020), pois possui niveis toxicos baixos para
mamiferos, menor efeito residual e menor presséo seletiva para o aparecimento de resisténcia
(SIQUEIRA; PEREIRA; PAIVA, 2021).

Uma alternativa aos acaricidas sintéticos € a utilizacdo de produtos naturais, que vem
ganhando interesse recentemente, em especial na regido Amazonica dada sua biodiversidade e
0 Viés de uso sustentavel dos recursos da regido. Dentre os produtos naturais amplamente
conhecidos e utilizados pelas comunidades locais destaca-se o Oleo resina de copaiba,
Copaifera reticulata (Fabaceae), que é rico em terpenos e tem diferentes acBes bioldgicas,
atuando como fungicida (LAMEIRA et al., 2018), larvicida (PROPHIRO et al., 2021),
antimicrobiano (BARDAJI et al., 2016; PFEIFER BARBOSA et al., 2019) e acaricida
(FARIA et al., 2017). Outra planta muito utilizada na regido Amazonica é a andiroba, Carapa
guianensis (Meliaceae), uma espécie arbdrea que produz sementes das quais € obtido o 6leo
utilizado para diferentes finalidades terapéuticas e cosméticas por possuir propriedades
cicatrizantes, antiinflamatorias, antissépticas além de seu poder inseticida (SILVA et al.,
2010). Durante o processo de extracdo do 6leo de andiroba é produzido uma quantidade
significativa de residuo como subproduto, o qual ainda contém diferentes moléculas com
potencial bioativo (PEREIRA et al., 2014).

A importancia deste trabalho advém da escassa literatura sobre testes acaricidas
utilizando os bioprodutos aqui testados, tendo em vista que o Oleo resina de copaiba
normalmente é empregado em testes com carrapato bovino (FERNANDES; FREITAS, 2007)
ndo encontrado nenhum relato com D. nitens.O mesmo é valido para o residuo da andiroba
que possui poucos estudos sobre seu potencial biocida e nenhum trabalho testando seu efeito

acaricida com carrapatos da especie D. nitens.



Deste modo, o presente estudo objetivou avaliar a atividade acaricida de diferentes
concentragfes do 6leo resina de copaiba e do extrato etandlico do residuo industrial de

andiroba em larvas do carrapato-da-orelha-do-cavalo.
METODOLOGIA
Material vegetal

O residuo industrial da andiroba foi disponibilizado pela empresa extratora de 6leo
vegetal AmazonQil localizada na cidade de Ananindeua — PA, que utilizou a prensagem
através do expeller, em seguida o residuo foi enviado para a Universidade Federal do Oeste
do Para para posterior extracdo por solvente alcodlico. O material vegetal para identificacdo
de C. reticulata, utilizado nos testes, foi coletado na Floresta Nacional do Tapajos — FLONA,
no quilémetro 67, localizada no municipio de Belterra — PA. A extracdo do 0leo resina foi
realizada em periodo chuvoso por uma técnica ndo agressiva as copaibeiras, que consiste na
perfuracdo de dois orificios com um trado na altura de 1 metro e 1,50 metro acima da base da
planta permitindo o escoamento do 06leo resina (OLIVEIRA; LAMEIRA; ZOGHBI, 2006).
Apos a coleta os orificios sdo vedados com cano do tipo PVC com % de diametro e 10 cm de
comprimento contendo uma tampa de plastico utilizada para facilitar as proximas coletas e

proteger a arvore contra possiveis agentes contaminantes, como bactérias e fungos.
Coleta dos carrapatos

Fémeas ingurgitadas (teledginas) de D. nitens foram coletadas dos pavilhdes
auriculares e da regido perianal de equinos infestados em uma propriedade particular no
municipio de Santarém-PA. ApGs a coleta, as teledginas foram transportadas em tubos
Falcon, previamente preparados para circulacdo de ar, para o Laboratério de Sanidade Animal
(LARSANA) da Ufopa. No laboratério as fémeas foram limpas com agua corrente, secas em
papel toalha e entdo acondicionadas em placas de Petri e incubadas em temperatura 27-28°C e
70-80% de umidade relativa até a ovoposicdo. Os ovos foram coletados e colocados em
seringas de 5 mL vedadas com algoddo hidrofilico, permitindo troca de ar e umidade. Ao
longo de duas semanas os ovos eclodiram e as larvas estavam prontas para o teste apds mais

uma semana.

Teste de imersao larval — TIL
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O TIL proposto por (SHAW, 1966) e modificado por (SABATINI et al., 2001) e
(CHAGAS et al,, 2002) foi usado para a realizacdo deste trabalho. Neste método,
aproximadamente 100 larvas ndo alimentadas de D. nitens foram colocadas em microtubos
tipos Eppendorf de 1,5 mL cheios da solugdo teste. Os microtubos foram mantidos em
constante agitacdo por 5 minutos e em seguida as larvas, com o auxilio de uma espatula,
foram transferidas para o centro de um envelope de papel filtro com dimensdes de 6 cm x 6
cm. Foi entdo dobrada a Ultima extremidade do envelope e vedada com grampos de fichario.
Na sequéncia cada envelope, previamente identificados com os tratamentos correspondentes e
o controle, foram colocados em camara climatizada a 27 £ 1°C e UR > 80 = 10% por 24 h.
Apos esse periodo, foi contado os nimeros de larvas vivas e mortas com o auxilio de bomba &
vacuo. As larvas que apresentavam movimentos nas patas mas ndo se deslocavam, foram
consideradas mortas (CLEMENTE et al., 2010).

Analise estatistica

A mortalidade das larvas foi expressa em porcentagem, sendo consideradas as
médias de mortalidade encontradas para cada solucdo testada nas suas diferentes
concentragfes. Para o calculo da mortalidade corrigida foi aplicada a férmula Abbott
(ABBOTT, 1925).

Mortalidade (%) = larvas mortas x 100

total de larvas
Mortalidade corrigida (%) =

(% mort. do teste — % mort. do controle) X

(100 — % mort. do controle)

100

Das solucGes testadas (extrato etandlico do residuo da andiroba e dleo resina de
copaiba) as concentracdes preparadas foram de 10, 5 e 2,5% diluidas em Tween 80 (1%)
sendo o grupo controle tratado com a mesma substancia. Todos os testes foram realizados em

triplicata para cada tratamento.
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O software SPSS Statistics foi utilizado para as analises estatisticas e as médias de
tratamento foram comparadas por ANOVA seguidas do teste de Tukey. Todas as analises

foram calculadas considerando o intervalo de confianga de 95% (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se que o0 Oleo resina de copaiba obteve resultados superiores ao extrato
etanolico do residuo de andiroba nas concentraces 5 e 2,5% as quais apresentaram
mortalidades de 87,07% e 85,93% respectivamente (Tab. 1). No entanto a maior média de
mortalidade atingida no teste (96,57%) foi proveniente da concentragdo a 10% do extrato de
andiroba seguida de um decréscimo nas concentracdes restantes registrado em 82,01% e
76,29% (Tab. 1) O extrato etandlico do residuo da andiroba na concentracdo de 2,5%
apresentou a menor acdo acaricida contra larvas de D. nitens nas condicdes aplicadas neste
trabalho.

Tabela 1 — Mortalidade corrigida de acordo com a férmula Abbott causada pelo 6leo resina da copaiba e extrato
etanolico do residuo da andiroba sobre larvas de D. nitens (média + desvio padrdo) em diferentes concentragdes.

Produtos naturais Concentracéo?® (%) Mortalidade? (%)
10 92,25 A+ 6,97
Oleo resina de copaiba 5 87,07 A+4,64
2,5 85,93B+7,81
Ext. Etandlico do residuo 10 96,57 A £ 5,94
industrial de andiroba 5 82,01 A+156
25 76,29 A £ 13,3
Controle 54,44 B + 8,61

L concentragdo em v/v. 2 Dados expressos em média da porcentagem de mortalidade referentes a trés replicatas e
0 desvio padrdo da média.
As médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente ao nivel de significAncia de 5% (ANOVA)

De acordo com o decreto 48 de 1997 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) novos produtos carrapaticidas devem demonstrar eficacia de ao
menos 95% sobre os carrapatos (MAPA, 1997). Desse modo os resultados apresentados (Fig.
1) demonstram que as duas substancias testadas sdo bastante promissoras para 0
desenvolvimento de um produto eficaz e ecologicamente correto. Novos estudos precisam ser

feitos em campo para comprovacao de sua eficacia in vivo.
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Figura 1 — Percentual de controle de larvas de D. nitens tratadas com diferentes concentracBes de extrato
eta(;glico do residuo da andiroba e 6leo resina de copaiba em condigdes de laboratério (27 £ 1°C e UR >80 +
:ELSC;rra.s com letras iguais ndo diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5% (ANOVA)

Outro fator que corrobora o uso dessas espécies amazoOnicas como carrapaticidas
alternativos é a superioridade letal em relacdo aos sintéticos. NETO et al., (2017) relatam que
a eficacia média de principios ativos muito utilizados de grupos quimicos como 0s piretroides
(deltametrina), organofosforados (diclorvos e clorpirifés) e suas associacdes (cipermetrina e
diclorvos) apresentam eficacia de 19,87%, 82,77% e 36,01%, respectivamente, em testes
realizados com teledginas. Valores abaixo dos resultados obtidos no presente trabalho. BOGO
et al., (2021) ao avaliarem a eficacia da deltametrina em quatro propriedades pecuérias a
média de mortalidade atingida em fémeas adultas de R. microplus foi de apenas 32,33%,
resultado condizente ao de RAYNAL et al., (2018) que ao testar varias bases quimicas em
cinco regides diferentes da Bahia em todas obtiveram um percentual de mortalidade abaixo de
30% comprovando a forte resisténcia do acaro ao controle sintético. Cabe pontuar que o teste
de imerséo larval (TIL) é um ensaio descrito como a técnica mais sensivel para testes de
resisténcia acaricida (ASSUNCAO et al., 2020) e uma alternativa melhor ao teste de imersio
em adultos (TIA) devido ao alto numero de espécimes usados tornando o teste mais preciso e
com chances de repeticdo (CASTRO-JANER et al., 2009).

A atividade acaricida ja era esperada, pois as espécies utilizadas tiveram suas

atividades bactericida, fungicida, inseticida e acaricida demonstradas por diferentes autores
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(AGUIAR et al., 2021; AGUIAR; AMORIM, 2014; BARROS et al., 2012; CLEMENTE et
al., 2010; FARIAS et al., 2009, 2012; FERNANDES; FREITAS, 2007; GONCALVES, 2021;
JUNIOR et al., 2020; LIMA et al., 2021; MELO et al., 2015; MUSTAFA; MOHAMMAD,;
MAHAMMED, 2016; PROPHIRO et al., 2021; VASCONCELOS et al., 2018; VIEGAS,
2003; VOLPATO et al., 2015; ZIECH et al., 2013)(Tab. 2). Contudo, devido a escassa
literatura utilizando o residuo da andiroba para tais efeitos, pode-se indicar que este trabalho
é, provavelmente, um dos primeiros a investigar o potencial desse subproduto como
carrapaticida. O que é muito importante, pois € produzido de 70 a 90% de rejeito industrial
cuja absorcdo é bem pequena totalizando mais de 130 toneladas de residuo de andiroba

gerados anualmente que séo descartados (PERON, 2017).

Tabela 2 - Diferentes atividades biocidas das espécies C. guianensis e C. reticulata

Espécie _Material Atividade Bioldgica Referéncia
Staphylococcus Oleo-resina** Bactericida ZIECH et al., (2013)
coagulase
Tribolium castaneum  Oleo essencial** Inseticida MELO et al., (2015)
Damalinia ovis Oleo essencial* Inseticida AGUIAR et al., (2021)
R. microplus Oleo resina** Acaricida FERNANDES;
FREITAS, (2007)
D. nitens Oleo essencial* Acaricida FARIAS et al., (2009)
Aedes aegypti Oleo-resina** Larvicida PROPHIRO et al.,
(2021)
R. microplus Oleo essencial e Larvicida AGUIAR; AMORIM,
extrato alcodlico* (2014)

FONTE: Elaboracéo prépria a partir de dados citados
*C. guianensis
**C. reticulata

FARIAS et al., (2009) mostraram que o0 Oleo de C. guianensis tem atividade
carrapaticida significativa contra D. nitens e Rhipicephalus sanguineus tendo atingido 100%
de eficacia nas cinco dilui¢des empregadas. Sucesso semelhante ao descrito por FARIAS et
al., (2012) que obtiveram eficacia de 80,31% sobre fémeas de D. nitens com variagéo de 6,67
a 100% na mortalidade. Em contrapartida, testes realizados com larvas de D. nitens sob as
espécies Eucalyptus citriodora e Cymbopogon nardus s6 demonstraram eficacia superior as

apresentadas no presente trabalho nas concentragdes de 50 e 25%, respectivamente
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(CLEMENTE et al.,, 2010). Em outro trabalho utilizando as espécies Illicium verum e
Curcuma zedoaria nas concentracfes 2,5, 5 e 10% os indices de mortalidade em larvas de D.
nitens resultaram em 7,3, 12 e 52,3% (JUNIOR et al., 2020). Tais dados reforcam o potencial
da espécie em testes de eficacia acaricida.

Seu efeito inseticida ainda € relatado por AGUIAR et al., (2021) que alcancaram
eficacia de 94% do 6leo de C. guianensis sobre espécimes do piolho Damalinia (Bovicola)
ovis na concentracdo de 1000mg/ml com apenas 1 hora de exposicdo, similar a BARROS et
al., (2012) que obteve 100% de eficacia também nas primeiras horas de teste contra Felicola
subrostratus. Resultados analogos ao de (MARTIN et al., 2018) que ao testar o residuo
industrial da andiroba sobre larvas da mosca Bemisa tabaci biétipo B obteve 94 e 60% de
mortalidade nas primeiras 24 horas para as concentragdes de 200 e 100mg/ml,
respectivamente, conseguindo eliminacéo total de larvas a partir do terceiro dia. Em trabalhos
testando extratos etandlicos VASCONCELOS et al., (2018) obtiveram eficacias maxima de
30,77% e 76,75% nas concentragdes a 100mg/ml para as espécies Serjania lethalis e
Schinopsis  brasiliensis em fémeas adultas de D. nitens. Enquanto MUSTAFA,
MOHAMMAD; MAHAMMED, (2016) obtiveram resultados de 55% na maior concentragéo
testada (23,2mg/dl — 100%) em 24 horas para a espécie Sorghum bicolor com carrapatos do
género Boophilus spp. Nesse contexto o extrato etanélico do residuo da andiroba se mostra

superior aos resultados ja obtidos e promissor nos cuidados da cadeia produtiva equina.

No presente trabalho o 6leo resina de copaiba apresentou resultados satisfatérios na
taxa de mortalidade demonstrando que a espécie possui potencial carrapaticida. 1sso se
confirma em GONCALVES, (2021) que apresentou eficacia média de 100% sobre R.
microplus com um tratamento fitoterapico a base de 6leo essencial de copaiba. VOLPATO et
al., (2015) registraram que os 6leos de andiroba e copaiba a 10% inibem significativamente a
oviposicdo de fémeas de R. microplus reduzindo a capacidade para 30 e 40%,
respectivamente. Somado a isso o efeito larvicida da copaiba se confirma também com
PROPHIRO et al., (2021) que compararam os efeitos do 6leo resina de copaifera com um
inseticida organofosforado, famoso larvicida empregado no controle de larvas de Aedes
aegypti, constatando que a variedade e complexidade dos compostos ativos do 6leo resina
ajudam a reduzir a ocorréncia de individuos resistentes em comparagdo aos compostos

sintéticos.
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A composicdo quimica das solucdes testadas ndo foi avaliada, mas com base na
literatura, podemos inferir que a atividade acaricida de C. reticulata pode estar relacionada a
presenca de sesquiterpenos e diterpenos (LIMA et al., 2021) substancias descritas como
capazes de inibir ou retardar o crescimento e atuar como supressores de apetite podendo levar
insetos e parasitas & morte por inani¢cdo ou toxicidade (VIEGAS, 2003). Em C. guianensis,
por sua vez, a atividade acaricida pode estar ligada a presenca de limondides ou meliacinas,
compostos de elevadas atividades antifungicas, bactericidas, antivirais e propriedades

reguladoras do crescimento (LIRA et al., 2021).

Os resultados reforcam a importancia do uso de substancias extraidas de plantas, bem
como residuos industriais, gerados da utilizacdo de partes vegetativas, que antes eram
descartaveis mas que se tratados adequadamente podem resultar em produtos com maior valor
agregado, como acaricidas que no futuro podem oferecer novas oportunidades para um
controle mais efetivo no manejo integrado de carrapatos, viavel economicamente e

contribuinte para o desenvolvimento sustentavel na Amazénia.

CONCLUSAO

No presente trabalho larvas de D. nitens foram mais sensiveis na concentracéo a 10%
do extrato etandlico do residuo da andiroba seguido das concentracdes de 10, 5 e 2,5% do
6leo resina de copaiba, onde todas atingiram indices de mortalidade superior a 75%. E
evidente o potencial carrapaticida e larvicida de ambas as espécies reforcando a necessidade
de testes meticulosos com maior variedade de concentracdes, bem como em diferentes

estagios da espécie alvo.

Este foi o primeiro estudo a avaliar a acdo destes produtos naturais sobre a espécie de

carrapato D. nitens.
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