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AVALIACAO DOS EFEITOS DE PRINCIPIOS FITOTERAPICOS E
HOMEOPATICOS NO CONTROLE DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus
E COMPARACAO DE TECNICAS PARA ESTIMATIVA DE ECLOSAO DE
LARVAS in vitro

RESUMO - O parasitismo por Rhipicephalus (Boophilus) microplus ocasiona
grandes perdas econdmicas nos rebanhos bovinos, e seu controle por meio de
carrapaticidas sintéticos enfrenta problemas de resisténcia, além do risco de
residuos nos alimentos e ambiente. Com o objetivo de contribuir com informacdes
relevantes para o controle desse parasita, 0 presente estudo teve trés objetivos: 1)
avaliar in vitro o efeito do 6leo essencial de Ocotea elegans “canela-sassafras” sobre
larvas e fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus; 2) avaliar medicamento
homeopatico no controle de infestagbes naturais; 3) comparar as técnicas de
estimativa visual e de quantificacdo por amostragem de larvas eclodidas no teste de
imersdo de fémeas adultas, visto a importancia dessas no levantamento de
substancias com acdo carrapaticida. No primeiro experimento “Efeito acaricida e
repelente in vitro do 6leo essencial de Ocotea elegans (canela-sassafras) sobre
Rhipicephalus (Boophilus) microplus”, foram adotados os testes: contato de larvas
em papel impregnado (LPI), teste de repeléncia larvar (TR) e imersdo de fémeas
adultas (AIT). A fim de verificar a eficacia, O. elegans foi avaliada nas concentracdes
de 0,78 mg/mL a 100 mg/mL. No AIT, a partir da concentracdo de 25 mg/mL, a
eficacia foi superior a 90%. Os LPI (48h) a 100 mg/mL resultaram em taxas de
mortalidade acima de 70%. J4 o TR obteve repeléncia superior a 80% a partir da
menor concentracdo avaliada. Em relacdo as concentracfes letais (CL), a menor
CLso obtida no LPI foi de 25,59 mg/mL 48h pds tratamento. As CLsp € CLgo no AIT
foram de 4,96 e 17,37 mg/mL e no TR de 0,04 e 1,24 mg/mL, respectivamente. Foi
possivel concluir que O. elegans demonstrou efeito significativo sobre fémeas
ingurgitadas e de repeléncia das larvas, e possivelmente pode ser um adjuvante no
controle do carrapato bovino, devendo-se priorizar testes in vivo. No segundo
experimento, “Estudo da homeopatia no controle de infestagbes naturais por R. (B.)
microplus em bovinos de leite”, 24 fémeas da raca Holandesa e Jersey x Holandesa
foram divididas nos grupos controle (placebo) (n=12) e tratado (bioterapico 30 CH +
Sulphur 30 CH) (n=12), administrado no concentrado (2kg/animal/dia) por 12 meses.
De cada grupo coletou-se fémeas ingurgitadas, a fim de comparar os parametros
reprodutivos, e semi-ingurgitadas para avaliacbes morfo-histolégicas dos ovarios.
Mensurou-se o0 peso vivo (PV), volume globular (VG) e realizou-se contagens de
fémeas ingurgitadas no corpo dos animais. Os resultados médios de PV, VG e n° de
carrapatos ndo foram diferentes estatisticamente para 0s grupos controle e
homeopatia: 616,5 kg e 618,6 kg, 27,9% e 27,3%, 12,19 e 13,58 carrapatos,
respectivamente. Nas andlises in vitro, as médias do peso das fémeas (0,18 e 0,17
g), peso dos ovos (0,07 e 0,06 g), % de eclosao de larvas (70,1 e 76,6%) e indice de
eficiéncia reprodutiva (54,3 e 60,6%), para 0S grupos controle e homeopatia,
respectivamente, também n&o tiveram diferenca estatistica. Além disso, nenhuma
alteracdo nos ovarios foi observada nos estudos em foto-microscopia. Portanto, o
medicamento homeopatico avaliado néo foi eficaz no controle de R. (B.) microplus e
nao interferiu nos parametros reprodutivos das fémeas ingurgitadas. Finalmente, no
estudo “Alternative methods for egg hatch evaluation of Rhipicephalus (Boophilus)
microplus” em que comparou-se duas técnicas de estimativa de eclosdo de ovos,



fémeas ingurgitadas coletadas de bovinos foram submetidas ao AIT com extratos
vegetais e mantidas em incubadora para realizar a oviposigdo. Os ovos foram
transferidos para seringas e incubados por 15 dias. A eclosdo dos ovos foi avaliada
em 210 seringas por estimativa visual (%) e também contadas até 100, em trés
repeticbes. Foram encontradas diferencas significativas entre os dois testes. Na
estimativa visual (56,8%) a porcentagem de eclosdo média foi maior do que na
quantificacdo por amostragem (48,0%). Na quantificacdo por amostragem, né&o
foram observadas diferencas estatisticas nas contagens das trés amostras (48,1,
47,8 e 48,1%) e a correlacdo entre as repeticbes foi de 0,96, sugerindo que a
contagem de uma amostra é suficiente e o resultado independente do avaliador. O
presente estudo contribuiu com informacdes inéditas sobre o potencial acaricida e
repelente de O. elegans. Discutiu-se que apesar do medicamento homeopatico ndo
ter tido efeito, tal conclusdo ndo pode ser estendida a outras formulacdes
homeopaticas, vias de aplicacdo e condi¢cdes de manejo adversas as do presente
estudo. Por fim, os resultados do estudo comparativo contribuem para o
aperfeicoamento do AIT e podem estimular os pesquisadores a optar por técnicas
mais confiaveis na avaliacdo da ecloséo de ovos.

Palavras-chave: carrapato, fitoterapia, homeopatia, residuos, resisténcia, contagem
de larvas.
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EVALUATION OF THE EFFECTS of PHYTOTHERAPY AND HOMEOPATHIC
PRINCIPLES IN THE CONTROL OF Rhipicephalus (Boophilus) microplus AND
COMPARISON OF TECHNIQUES TO ESTIMATE LARVAE HATCHING in vitro

ABSTRACT - The parasitism by Rhipicephalus (Boophilus) microplus causes large
economic loss in cattle herds and its control through chemical acaricides faces
problems of resistance and residues in food and in the environment. Aiming to
contribute with relevant information for the control of this parasite, the present study
had three objectives: 1) evaluate the effect in vitro of Ocotea elegans essential oil on
larvae and engorged females of R. (B.) microplus, 2) evaluate homeopathic medicine
to control R. (B.) microplus natural infestations, and 3) compare visual estimation and
quantification by sampling techniques of larvae hatching in the engorged females
immersion test, due to the importance of this technique in the screening of
substances with antiparasitic action. In the first experiment, "In vitro acaricidal and
repellent effect of Ocotea elegans essential oil on R. (B.) microplus”, were adopted
the tests: larval packet test (LPT), the larval repellency test (RT) and the adult
immersion test (AIT). In order to verify efficacy, O. elegans was evaluated at
concentrations of 0.78 mg/mL to 100 mg/mL. In the AIT, from the concentration of 25
mg/ml, the efficacies were higher than 90%. LPT (48h) at 100 mg/mL resulted in
mortality rates higher than 70%. The RT obtained repellency higher than 80% sice
the lowest concentration evaluated. In relation to the lethal concentrations, the lowest
LCso obtained in the LPT was 25.59 mg/mL, 48 hours post treatment. The LCs and
LCq in the AIT were 4.96 and 17.37 mg/mL and in TR were 0.04 and 1.24 mg/mL,
respectively. It was possible to conclude that O. elegans had significant effect in
engorged females and larvae repellency and may be in the future an adjuvant for tick
control, prioritizing in vivo tests. In the second experiment, “Study of homeopathy in
the control of natural infestation of R. (B.) microplus in dairy cattle”, 24 females of the
Dutch and Jersey x Dutch breed were divided in the control group (placebo) and
treated (biotherapic 30 CH + Sulphur 30 CH) (n=12), administered in the concentrate
at 2 kg/animal/day for 12 months. It was collected in each group engorged females to
compare the reproductive parameters, and semi-engorged females for the ovaries
histologic evaluation. The live weight (LW), packed cell volume (PCV) and counts of
engorged females in the animals’ body were held. The average results of LW, PCV
and ticks were not statistically different in the control and homeopathic groups: 616.5
kg and 618.6 kg, 27.9% and 27.3%, 12.19 and 13.58 ticks, respectively. In the in vitro
analyzes, the average weight of females (0.18 and 0.17 g), egg weight (0.07 and
0.06 g), larvae hatching % (70.1 and 76.6%) and reproductive efficiency index (54.3
and 60.6%), to control and homeopatic groups, respectively, had no statistical
difference as well. In addition, no changes in the ovaries were observed in
microscopy. Therefore, the homeopathic medicine assessed didn’t present efficacy in
the R. (B.) microplus control, and didn’t interfere in the reproductive parameters of
engorged females. Finally, in the study "Alternative methods for egg hatch evaluation
of Rhipicephalus (Boophilus) microplus” in which two techniques of egg hatching
estimation were compared, engorged females collected from cattle were subject to
the AIT with plant extracts and kept in an incubator to perform oviposition. Eggs were
transferred to syringes and incubated for 15 days. Egg hatching was evaluated in 210
syringes by visual estimation (%) and also counted until 100 in three repetitions.
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Significant differences were found between the two tests. In the visual estimation
(56.8%) the hatching percentage average was higher than in the quantification by
sampling (48.0%). In quantification by sampling, no statistical differences were
observed in the pairwise counts between the three samples (48.1, 47.8 and 48.1%)
and, the correlation of repetitions was 0.96, suggesting that the count of one sample
is sufficient and the result should not differ much, regardless of the evaluator. The
present study contributed with unreleased information about the acaricide and
repellent effect of O. elegans. It was discussed that despite the homeopathic
medicine had not effect, such conclusion cannot be extended to other homeopathic
formulations, process of application and management conditions adverse to the
present study. Finally, the results of the comparative study contribute for the
improvement of the AIT and may encourage researchers to choose more reliable
techniques in the assessment of the egg hatching.

Keywords: tick, herbal medicine, homeopathy, residues, resistance, counting of
larvae.
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(A-E). nu: nucléolo; vg: vesicula germinal; v: vacuolo; gv: granulos de
1Y 1= 50
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Figure 1. The content of a syringe was homogenized and distributed in 3
areas of a disposable Petri dish (90 x 15 cm) to count larvae and infertile
eggs under a stereoscope (Coleman-1.25 magnification). Black arrow:
eggs, black arrowheads: 1arvae............cooooiiiiiiiii e

Figure 2. Scattergram showing the correlation (Pearson r) of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus egg hatching between visual estimation and
quantification by sampling, in each category (A: 1=0-25%, B: 2=26-50%, C:
3=51-75%, D: 4=76-100%) and in general (E: the standard deviation bars
(grey bars) are related to the three counts in the quantification by
SAMPIING ). .o
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Nas préximas quatro décadas, a populacdo mundial tera um aumento de dois
bilhbes de pessoas (FAO, 2013). A producdo agricola global ter& de aumentar em
60% em relacdo aos niveis produzidos entre os anos de 2005 a 2007 para atender a
demanda por alimento. Por representar 23% do PIB (Produto Interno Bruto), o
agronegocio € considerado um setor importante para a economia brasileira. Apesar
das quedas observadas no ramo da pecuaria, observou-se alta de 9,5% no preco do
leite cru motivado pela baixa oferta do produto no mercado, com impacto direto
sobre a industria de laticinios (CEPEA, 2016).

A producdo de leite no Brasil é laboriosa em funcdo da rotina de manejo.
Condicdes tropicais propiciam maior desenvolvimento de bactérias e parasitas, e por
esse motivo sistemas de producéo leiteira enfrentam problemas sanitarios, principal
barreira frente a ascensdo do desenvolvimento desse setor. A pecuaria em larga
escala esbarra, principalmente, nos elevados custos com insumos para a prevencao
e controle de doencas causadas por parasitas e patdogenos. Outra dificuldade esta
pautada nos medicamentos utilizados na pecuaria que, em sua maioria, vém
perdendo sua eficacia devido a resisténcia dos parasitas e patdgenos frente aos
antibioticos, anti-helminticos e carrapaticidas (TAYLOR; HUNT; GOODYEAR, 2002;
GIBBONS, 2004; BISSINGER; ROE, 2010).

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é considerado um dos
principais entraves da pecuaria por conta dos prejuizos econdmicos que acarreta
como queda da produtividade, transmissdo de doencas e consequente perda de
animais. Elevados sdo os custos relacionados a compra de carrapaticidas sintéticos
e mao de obra para sua aplicacdo (GRISI et al.,, 2014) e a utilizacdo intensa e
indiscriminada desses pode resultar na presenca de residuos na carne, leite e
ambiente. O maior problema, porém, esta relacionado a multirresisténcia que o
carrapato vem adquirindo frente aos carrapaticidas disponiveis no mercado, pois a
producdo de novas moléculas é lenta em relacdo ao surgimento da resisténcia
(FURLONG; MARTINS; PRATA, 2007; HIGA et al., 2016).



Diante dessa situacao, fitoterapia e homeopatia podem ser ferramentas no
controle das infestagBes pelo carrapato, atuando na melhoria da saude animal e na
reducdo do uso de drogas veterinarias, uma vez que podem ser associadas aos
carrapaticidas e possivelmente agir por meio de diferentes modos de acdo sobre os
parasitas, possibilitando prolongar a vida util dos produtos comerciais disponiveis.
Atualmente, estudos fitoquimicos de extratos vegetais fornecem informacdes quanto
a natureza dos bioativos, 0 que permite o monitoramento da qualidade e
embasamento para elaboracédo de formulacfes antiparasitarias (CHAGAS, 2015). A
avaliagdo de produtos homeopaticos atualmente utilizados em fazendas organicas
certificadas € de grande interesse para o esclarecimento de sua efetividade, possivel
validacdo e transferéncia. Dessa forma, os estudos aqui realizados objetivaram
trazer esclarecimentos acerca de ferramentas que pudessem contribuir com o
desenvolvimento de uma pecudria mais sustentavel.

Assim, avaliaram-se os efeitos do 6leo essencial de Ocotea elegans “canela-
sassafras” sobre larvas e fémeas adultas de R. (B.) microplus por meio do teste de
contato de larvas com papel impregnado (LPI), teste de repeléncia larvar (TR) e o
teste de imersdo de teledginas (AIT), bem como a efichcia de um medicamento
homeopatico no controle de infestacBes naturais. Além disso, levando-se em
consideracdo que parametros reprodutivos de R. (B.) microplus sdo frequentemente
analisados em laboratério por meio do AIT (por serem bons indicadores tanto da
resisténcia dos carrapatos quanto da eficacia de extratos de plantas), técnicas para
o céalculo da taxa de eclosdao de ovos, empregadas no referido teste, foram
comparadas.

O presente estudo pertence ao projeto aprovado na chamada n°. 01/2013 da
Embrapa — Prioridades do Portfélio de Projetos em Sistemas de Producdo de Base
Ecoldgica, Linha Temética: Controle sanitdrio em sistemas produtivos de base
ecolodgica, intitulado: “Avaliagdo de tecnologias para a melhoria da saude animal e
reducdo do uso de drogas veterinarias na producdo de bovinos de leite —
VERDEVET".



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Rhipicephalus (Boophilus) microplus

R. (B.) microplus é um ectoparasita hemat6fago e mondxeno, cujos estadios
se completam em apenas um unico hospedeiro. O ciclo de vida é dividido em duas
fases: parasitaria e de vida livre. O periodo total de parasitismo varia de 17 a 52
dias e todo o ciclo biolégico pode completar-se em dois meses, sendo que as
condi¢cBes climaticas podem influenciar sobre as variacées entre os estadios. Na
fase de vida livre, ao desprender-se do hospedeiro, a fémea ingurgitada deposita
cerca de trés mil ovos no solo, em um periodo que pode variar de 4 a 44 dias.
Desses ovos, entre 14 a 146 dias eclodem as larvas (com capacidade de
sobreviver até 20 semanas sem alimento) que, ao se tornarem infectantes,
ascendem a pastagem até fixarem-se no hospedeiro. Da fixacdo larvar até o
ingurgitamento sédo necessarios 21 dias. Posteriormente, ocorre a queda da fémea
adulta (HITCHCOCK, 1955; OLIVEIRA et al., 1974; BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

Popularmente conhecido como carrapato bovino ou carrapato-boi devido a
sua especificidade por essa espécie animal, esse parasita pode ocasionalmente
recorrer a hospedeiros alternativos como equinos, caes e até mesmo o homem, na
auséncia de bovinos (SOARES et al., 2007). Na pecuaria, infestacbes por esse
parasita afetam o bem-estar e provocam prejuizos diretos ao gado devido a
espoliacdo sanguinea, resultando em anemia, lesdes na pele que podem servir de
porta de entrada para bactérias ou miiases, bem como efeitos negativos indiretos
como a transmissdo de hemoparasitas (Babesia bovis, Babesia bigemina e
Anaplasma marginale) agentes da Tristeza Parasitaria Bovina, doenca que provoca
alto indice de mortalidade nos rebanhos (GONZALES et al., 1973; RAYNAL et al.,
2013; GUERRERO et al., 2014).

O carrapato bovino tem populacdes estabelecidas em todas as regides
intertropicais. Entre os paises situados entre os paralelos 350° Norte e 350° Sul,
essa especie de carrapato é a que possui maior distribuicdo e importancia
econdmica (DAVEY; OSBURN; MILLER, 1984). Sua distribuicdo geografica,

atualmente, abrange a regido pantropical, Africa, América Latina e Austrélia,



promovendo perdas econdmicas significativas em varios paises. Devido ao clima
tropical e subtropical, o territério brasileiro é potencialmente favoravel a sua
sobrevivéncia e propicia caracteristicas necessarias ao seu desenvolvimento
durante praticamente o ano inteiro (SOUZA et al., 1997; ESTRADA-PENA;
VENZAL, 2006) e, por esse motivo, assim como por interferir de maneira negativa
na lucratividade da pecuéaria, ao longo dos anos tornou-se um dos principais
inimigos dos produtores (HIGA et al.,, 2016). Somente no Brasil, o parasitismo é
responsavel por perdas estimadas em 3,24 bilhdes de dolares por ano na pecuaria
(GRISI et al 2014) e poucas sao as regides com baixa incidéncia, onde seu controle
nao é justificavel (KUNZ; KEMP, 1994; BARROS; PELLEGRIN, 2002).

A principal e se ndo exclusiva forma de controle se faz por meio de
carrapaticidas sintéticos. Estes geralmente estdo disponiveis comercialmente sob
forma de asperséo, pour on ou injetaveis (FURTADO et al., 2013). Como forma de
controlar e diminuir os prejuizos causados pelo parasitismo nos rebanhos, sua
aplicacdo tornou-se indispensavel e constante. No entanto, o uso intenso e
indiscriminado, bem como a falta de apoio técnico ao pecuarista, contribuiram para a
resisténcia que R. (B.) microplus adquiriu frente aos acaricidas. Quando o problema
de resisténcia se instala em uma propriedade, o produtor frequentemente aumenta a
dose do produto e reduz o intervalo entre as aplicagcdes, 0 que contribui para
agravar ainda mais o quadro de resisténcia (KLAFKE et al., 2006; FURLONG,;
MARTINS; PRATA, 2007; HIGA et al., 2016).

A problematica que envolve resisténcia tem se intensificado e a preocupacéo
€ evidente, visto que nas Ultimas décadas houve aumento de relatos cientificos
acerca de R. (B.) microplus resistentes aos carrapaticidas sintéticos.
Recentemente, foi documentado o primeiro caso de resisténcia ao Fluazuron, Unico
principio ativo até entdo sem relatos anteriores de resisténcia, além de identificada
a primeira populacdo de carrapatos resistentes a seis classes de acaricidas
(RAYNAL et al., 2013; RECK et al., 2014; CRUZ et al., 2015; HIGA et al., 2016).

Em sua maioria, as classes de carrapaticidas sintéticos atuam no sistema

nervoso central (SNC) dos ectoparasitas, com modos de acéo variados (Tabela 1).



Tabela 1. Principais classes de carrapaticidas sintéticos atualmente utilizados e modo
de acdo correspondente.

CLASSE QUIMICA MODO DE AGAO

Ligam-se irreversivelmente ao sitio esterasico da enzima

Organofosforados colinesterase, que é responsavel pela cisdo da molécula de
acetilcolina.
Carbamatos Sao inibidores reversiveis da colinesterase.
Possuem propriedades lipofilicas que facilitam a sua penetracao
Piretroides nos artropodes, através de sua cuticula rica em lipideos, em que,

(cipermetrina e
deltametrina)

uma vez absorvidos, sdo levados pela hemolinfa para as células
nervosas, interferindo no canal de sbédio, aumentando a
condutancia desse ion.

Formamidinas
(amitraz)

Ainda néo foi totalmente esclarecido pela literatura, entretanto,
observou-se que em larvas de carrapato, penetra rapidamente,
podendo atuar na forma de amitraz ou de seu metabdlito ativo, o
M-2,4-dimetil-fenil-N’-metilformamidina, inibindo a
monoaminoxidase (MAO). Esta enzima mitocondrial possui acéo
catalizadora no processo de desaminacdo de catecolaminas,
resultando no aumento dos niveis de noradrenalina e serotonina
no SNC. Nas teleédginas, as formamidinas inibem o processo de
liberacdo de ovos, impedindo a contragdo da sua musculatura
genital.

Lactonas
Macrociclicas
(avermectinas)

Potencializam a ac¢do inibidora neuronal mediada pelo GABA,
promovendo hiperpolarizacdo do neurbnio e, portanto, inibindo a
transmissao nervosa.

Agem nos canais de cloro GABA independentes, onde ha aumento
na conduténcia da membrana do musculo, pelo bloqueio para a
resposta do acido iboténico (ativador especifico do portdo-
glutamato). Assim, ha um aumento da permeabilidade da
membrana celular. E essas moléculas provocam ataxia e paralisia
nos insetos e nematodeos.

Fenilpirazois
(fipronil)

Inibe ndo competitivamente o GABA, fixando-se no receptor no
interior do canal de cloro, inibindo o fluxo celular dos ions,
anulando assim o efeito neurorregulador do GABA e causando a
morte do parasito por hiperexcitagéo.

*Fonte: Adaptado de SARTOR; SANTAREM (2006).

Dessa forma, carrapaticidas a base de vegetais tém sido amplamente
avaliados como método alternativo no controle de R. (B.) microplus. Isso devido a

algumas das principais vantagens dos produtos derivados de plantas (PDP),



incluindo baixa toxicidade sobre os mamiferos, menor periodo de persisténcia no
ambiente, além de quimicos complexos. Como a busca por novos farmacos para
controlar infestacBes pelo carrapato bovino tem ascendido constantemente, faz-se
muito importante adotar estratégias eficientes para o desenvolvimento desses,
buscando compreender a estrutura quimica e os mecanismos de agcdo do produto
com o qual se deseja trabalhar (ROEL, 2001; MARSHAL, 2004; CHAGAS et al.,
2012).

Alguns PDPs ja possuem modos de acao relativamente bem estabelecidos
sobre os parasitas como € o caso do Pyrethrum spp., que age sobre os canais de
sodio, servindo como uma neurotoxina. A Azadirachta indica, conhecida como neem,
que age no sistema colinérgico através da inibicdo da AChE, interferindo no
equilibrio hormonal e resultando em dissuasdo alimentar, interrupcdo do
crescimento, podendo, ainda, reduzir a aptiddo e atuar sobre a oviposicdo e
esterilidade. Estudos recentes relataram que Oleos essenciais (com potencial
parasiticida) e seus constituintes agem principalmente sobre GABA,
receptores/sinapses de tiramina e octopamina, e sobre a inibicdo da
acetilcolinestrase (AChE). Além disso, independente do modo de acéo especifico, a
lipofilicidade dos mesmos pode desempenhar um papel importante na eficacia,
otimizando a penetracdo dos produtos no corpo dos artropodes (GEORGE et al.,
2014).

Apesar do grande numero de pesquisas sobre o potencial de PDP no
controle de parasitas, poucas estabeleceram os modos de acdo, descrevendo
apenas de maneira geral os efeitos registrados. Porém, estudos recentes sugerem
gue os Oleos essenciais sdo capazes de atuar em diferentes sitios de acao dos
parasitas. Além disso, por conta de suas propriedades quimicas complexas,
poderdo, promissoramente, retardar o desenvolvimento da resisténcia sobre o0s
PDP. Isso serd possivel apenas se houver controle de qualidade do material
vegetal por meio de técnicas analiticas, as quais permitirdo futura producdo em
escala industrial de farmacos a base de PDP com potencial acdo antiparasitaria
(MIRESMAILLI; BRADBURY; ISMAN, 2006; GEORGE et al.,, 2014; CHAGAS,
2015).

Outro agravante acerca do uso indiscriminado de carrapaticidas sintéticos é



o risco da presenca de residuos desses na carne, leite e meio ambiente, o que
invariavelmente pode comprometer a saude humana e prejudicar o equilibrio
ambiental (SCHWARZENBACH et al., 2010; FURTADO et al., 2013). Entre 2006 e
2007, a Anvisa examinou amostras de leite do comércio exposto ao consumo
humano. Apesar de estarem abaixo do limite méximo de residuos permitidos (LMR)
41,29% e 52,17% das amostras possuiam residuos de ivermectina, 2,80% e 7,25%
de abamectina e 3,89% e 21,74% de doramectina, no leite UHT e leite em po
respectivamente. Essa ultima em niveis acima do LMR em 0,22% das amostras de
UHT e em 5,80% das amostras de leite em p6 (5,80%) (PAMVET, 2009).

Ao mesmo tempo, a populacdo também tem se tornado um pouco mais
exigente no tocante aos cuidados com a alimentacéo e, por esse motivo, produtos
organicos tém atraido novos consumidores. Houve aumento das vendas e das
expectativas de prosperidade desse mercado (GOTTSCHALK; LEISTNER, 2013).
Fazendas de producéo de leite organico tém utilizado terapias ndo convencionais
para controle de carrapatos, porém, iSsoO ocorre muitas vezes sem respaldo
cientifico. Dessa forma, é necessaria a busca por alternativas mais eficientes no
controle desses parasitas, considerando-se que producBes agroecologicas e
especialmente organicas ndo permitem a aplicacdo de pesticidas (OLIVO et al.,
2009).

2.2. Principios fitoterapicos no controle de R. (B.) microplus

Em todo o mundo, extratos de aproximadamente 55 espécies de plantas
pertencentes a 26 familias ja foram avaliados sobre o carrapato bovino (BORGES;
SOUSA; BARBOSA, 2011). Ha décadas tem se pesquisado novas moléculas a base
de plantas para o controle parasitario, no entanto, a grande dificuldade esta pautada
nos testes a campo, ja que resultados de boa atividade carrapaticida e/ou repelente
in vitro muitas vezes ndo se repetem nos ensaios in vivo (HABEEB, 2010; CHAGAS,
2015; CHAGAS et al., 2016).

A diversidade quimica dos organismos vegetais € uma fonte inesgotavel de
busca por novas estruturas quimicas para a producao de farmacos (GURIB-FAKIM,

2006). Assim, o “screening” dessas bibliotecas naturais, a realizacdo de testes



biolégicos e o desenvolvimento de relagdes de estrutura-atividade séo fatores
importantes para a execucdo de acgOes de pesquisa e desenvolvimento
relacionadas ao controle de diversos tipos de doencas (BISSINGER; ROE,
2010). Busca-se nos estudos sobre as moléculas ativas oriundas de espécies
vegetais por caracteristicas que possam ser interessantes para o controle parasitario
nos sistemas de producdo animal: baixo impacto ambiental, redu¢cdo do risco da
presenca de residuos nos alimentos, lento desenvolvimento da resisténcia
parasitaria e baixo custo ao produtor (ROEL, 2001; MELLO-PEIXOTO et al., 2013).

Como exemplo podemos citar alguns estudos. O Oleo de Melaleuca
alternifolia em sua forma pura e nanoestruturada (nanoparticulas) nas concentracées
de 5% e 0,75%, respectivamente, foram testadas a campo. Verificaram que a forma
pura apresentou efeito acaricida sobre R. (B) microplus no quarto dia de
experimento, interferindo nas contagens de carrapatos. Obteve-se médias de 25, 12
e 7 teledginas nas vacas do grupo controle, tratamento na forma nanoestruturada e
tratamento com a forma pura, respectivamente. No teste in vitro, no qual incubaram-
se fémeas ingurgitadas de cada grupo para comparar o desempenho reprodutivo, 0
tratamento com M. alternifolia na forma nanoestruturada interferiu na reproducédo das
teledginas, determinando menor taxa de oviposicao e eclodibilidade, resultando em
34,5% de eficacia (BOITO et al., 2016).

A partir de estudo in vitro com o extrato etandlico de Ageratum conyzoides
nas concentracdes de 2 a 10%, obtiveram-se mortalidades de 76,7% a 90% sobre
carrapatos resistentes a carrapaticidas sintéticos, bem como interferéncia na
ovipostura das fémeas ingurgitadas (com reducao de 7,04% a 31,3% na oviposi¢cao)
no AIT. As concentracdes letais, ainda no AIT mas sobre carrapatos suscetiveis,
foram de ClLso = 3,94% e ClLgg = 8,91%, demonstrando 96,7% de mortalidade. No
teste de imersao de larvas, a partir das sub fracbes bioativas do extrato, foram
detectadas atividades larvicidas médias de 96,2% a 97,5% e de 77,1% a 94,9%
contra larvas de cepas sensiveis e multirresistentes, respectivamente (KUMAR et al.,
2016).

Apesar de elevado numero de PDP terem sido testados contra R. (B.)
microplus in vitro, apenas alguns desses foram avaliados em experimentos in vivo.

Além disso, bons resultados in vitro com fitoterapicos podem ndo se repetir em



ensaios a campo, devido a alguns fatores limitantes, como variagcdes quimicas
causadas por fatores bidticos e abibticos no pés e pré-colheita do material vegetal,
podendo alterar a bioatividade do produto final. Por exemplo: diferentes variedades,
partes da planta e locais geograficos distintos para uma Unica espécie vegetal, com
ano de colheita e condigbes de armazenamento também distintos, podem influenciar
na quimica do 6leo essencial. Para isso, a identificagcdo e uso das substancias
ativas, ao invés da mistura que substancias que compdem os 6leos (quimicamente
menos estaveis) pode ser uma solucédo mais eficaz (GEORGE et al., 2014).

Dessa forma, faz-se de extrema importancia estudar as espécies mais
promissoras para determinar 0s seus principais compostos bioativos e validar a
eficAcia a campo sem efeitos toxicos no hospedeiro (CHAGAS et al., 2012), pois a
fitoterapia demonstra ter potencial para se tornar uma importante ferramenta na
reducdo dos problemas de resisténcia e residuos. Além disso, também existe a
possibilidade da associacdo de bioativos vegetais com substancias sintéticas, que
permitiria prolongar a vida util dos carrapaticidas sintéticos em uso (CHAGAS, 2008).
Dessa forma, o conhecimento sobre as estruturas quimicas dos ativos de plantas

podera contribuir com a sintese em larga escala.

2.3. Principios homeopaticos no controle de R. (B.) microplus

A homeopatia foi criada no ano de 1796 e chegou ao Brasil em 1840. O
preparo de seus medicamentos € respaldado pela Farmacopeia Homeopéatica
Brasileira e atualmente essa pratica esta difundida em diversos paises do mundo
(FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011) e tem como principio a cura
pelo semelhante: “Semelhante cura semelhante” (Similia similibus curantur), ou seja,
se uma substancia pode provocar sintomas especificos em um individuo sadio, essa
mesma podera proporcionar a cura de pacientes com sintomas similares, em sua
forma homeopatica (HAHNEMANN, 1995).

Os pilares da homeopatia ainda baseiam-se em: “Experimentacdo no homem
sao” (toda substancia ou droga utilizada como remédio homeopatico deve ter sido
previamente experimentada no homem s&o); “Uso de doses minimas ou

infinitesimais” (substancias utilizadas como tratamento devem ser administradas em
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doses diminutas, diluidas e dinamizadas), e “Uso do medicamento unico” (as drogas
homeopéticas indicadas aos pacientes devem ser de remédio Unico, ndo de
complexos, onde se perderia a referéncia de qual medicamento estaria fazendo o
efeito  desejado) (ANTONIASSI, 2010; FARMACOPEIA HOMEOPATICA
BRASILEIRA, 2011).

Portanto, essa terapéutica valoriza ndo apenas a doenga, mas principalmente
o doente (com suas suscetibilidades, fragilidades, herancas genéticas e
inconstancias emocionais) (FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, 2011),
pautando-se na administracdo de um medicamento Unico para cada organismo.
Entretanto, o termo “homeopatia populacional”, utilizado pela primeira vez em 1987,
tem sido empregado para o tratamento de populacfes animais acometidas por
afeccdo comum a maioria dos individuos, baseando-se no conceito de observacao
de casos epidémicos e repeticdo dos sintomas (REAL, 2008), e o que certamente €
mais aplicavel para sistemas de producéo.

Entretanto, o uso da homeopatia em animais de producdo tem sido alvo de
guestionamentos. Os resultados de pesquisa sdo controversos por serem publicados
em revistas de baixa exigéncia técnico-cientifica, em alguns casos, além de néo ser
raro 0 uso de numero pequeno de animais, periodos curtos de avaliacdo e
metodologias inadequadas em parasitologia veterindria. Dos 115 artigos que
envolviam avaliacao de produtos homeopéaticos em medicina veterinaria, somente 38
possuiam critérios cientificos satisfatorios (MATHIE; HACKE; CLAUSEN, 2012). Isso
sé comprova a necessidade de investigacdes elucidativas e confiaveis para efetiva
transferéncia dessa tecnologia.

O sistema de producédo de base ecoldgica e mesmo organica é carente de
produtos e tecnologias que possibilitem sua sustentabilidade e expansao no Brasil.
Ja no Reino Unido, por exemplo, a homeopatia € uma das principais formas de
tratamento da mastite em propriedades de leite organico. Em estudo verificou-se que
o tratamento alopatico era utilizado em 100% das fazendas tradicionais, enquanto
nas propriedades reconhecidas como orgéanicas, a porcentagem era de 40,7%. Este
fato conduziu a uma economia relacionada principalmente com a reducédo do
descarte do leite dos animais tratados (HOVI; RODERICK, 1998).

Em levantamento bibliografico verificou-se que a preparacdo homeopatica
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Fator C&MC® 0,01g/dia misturado na racdo foi avaliada em bovinos leiteiros
confinados e infestados artificialmente com R. (B.) microplus por 5 meses.
Observou-se eficacia de 26%, contra 64% do tratamento baseado no extrato
Enxofre-Allium sativum® a 20 g/dia (COSTA-JUNIOR; FURLONG, 2011). Em estudo
com bezerros mesticos Gir x Holandés a pasto, a administracdo dos medicamentos
homeopéaticos Fator Pré6® e C&MC® a 5 g/animal/dia junto ao sal proteinado, por oito
meses consecutivos, ndo afetou o desenvolvimento corporal e a infestacdo por
carrapato (SIGNORETTI et al., 2008).

Por outro lado, uma série de estudos com o produto Fator C&MC® adicionado
ao sal mineral tem demonstrado eficacia no controle do carrapato bovino. Isso foi
observado em propriedades leiteiras em relacdo a outras que utilizavam produtos
sintéticos convencionais (MAGALHAES-NETO, BENEDETTI; CABRAL, 2005).
Novilhas Purund também apresentaram 50,5% menos fémeas ingurgitadas ao
receberem o Fator C&MC® a 1,6 g/animal/dia por 12 meses, ndo havendo diferenca
significativa em relacdo ao grupo tratado com amitraz (SILVA et al., 2007). Em outro
estudo, ndo houve necessidade de tratamento alopatico para o controle de parasitas
e mastite em oito vacas (20% do rebanho) Gir x Holandés que receberam no
concentrado os medicamentos homeopaticos: Fator Pr6®, Estresse®, M&P® e
C&MCP® (5 g/animal/dia) por nove meses (SIGNORETTI et al., 2010).

Dessa forma, questionamentos em relacdo a real aplicabilidade de
tecnologias alternativas devem ser pesquisados e respondidos. O principio do
tratamento homeopatico individualizado é responsabilizado por ser o principal
obstaculo da sua avaliacdo classica em ensaios clinicos, jA que é muito complexo
implementa-lo sob as condicBes de manejo das fazendas. Desta forma, espera-se

verificar se o tratamento populacional se monstra eficaz.

2.4. Técnicas in vitro para deteccdo de substancias ativas sobre fémeas

ingurgitadas do carrapato bovino

Os parametros reprodutivos de R. (B.) microplus sao frequentemente
avaliados em laboratorio. Eles auxiliam no levantamento da resisténcia parasitaria a

carrapaticidas comerciais e na busca por novas moléculas com atividade
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carrapaticida, oriundas de extratos vegetais ou qualquer outra fonte como fungos ou
bactérias. Entretanto, a existéncia de metodologias adequadas na pesquisa de
novos bioativos € essencial para que os diferentes modos de acdo possam
efetivamente ser avaliados. Como exemplos podemos citar. mortalidade da fémea
ingurgitada, reducdo da fertilidade da fémea, inibicAo do desenvolvimento de
diferentes estadios, inibicdo da eclosdo das larvas e atividade repelente frente as
larvas (CHAGAS; RABELO, 2012).

A técnica de imerséao, sugerida inicialmente por Whitehead (1958) com larvas
(Larval Immersion Test - LIT) e fémeas ingurgitadas de Boophilus decoloratus (Adult
Immersion Test - AIT), foi aprimorada por Shaw (1966) para as larvas de R. (B.)
microplus, consistindo na imersdo das mesmas por 10 minutos no produto a ser
testado. Apés este periodo, as larvas sdo secas e aproximadamente 100 exemplares
sao transferidos para papéis filtro secos, acondicionados em estufa e com leitura de
mortalidade apés 24 horas.

Para a imersdo de fémeas ingurgitadas, o teste mais utilizado € o AIT,
aprimorado por Drummond et al. (1973), no qual essas séo coletadas dos bovinos,
higienizadas e divididas em grupos de 10 para serem imersas por 5 minutos nos
produtos-teste. Apds esse periodo, as fémeas sdo secas, colocadas em placas de
Petri e acondicionadas em estufas climatizadas. As que sobrevivem tém seus ovos
pesados e a eclodibilidade verificada visualmente para céalculo da eficacia, conforme
férmulas sugeridas pelos autores. Entretanto, Amaral (1993) sugere que a avaliagdo
visual da eclosdo das larvas é subjetiva e pode variar quando efetuada por técnicos
diferentes.

Assim, como a porcentagem de eclosédo € um parametro usado rotineiramente
no teste de imersdo de fémeas ingurgitadas, levantou-se a possibilidade de
comparar as técnicas de estimativa visual e quantificagdo por amostragem, para
calculo da taxa de larvas. Assim, buscou-se contribuir para o aperfeicoamento do
AIT e estimular os pesquisadores a optarem por técnicas mais confiaveis nesse tipo

de avaliacéo.
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CAPITULO 2 - EFEITO ACARICIDA E REPELENTE in vitro DO OLEO
ESSENCIAL DE Ocotea elegans (CANELA-SASSAFRAS)
SOBRE O CARRAPATO BOVINO Rhipicephalus (Boophilus)

microplus
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RESUMO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é responsavel por afetar o bem-estar animal, causar
queda do desempenho produtivo e transmitir a Tristeza Parasitaria Bovina, doenga que
provoca elevada taxa de mortalidade nos rebanhos. A principal forma de controle se faz por
meio de carrapaticidas quimicos, entretanto, além do risco de residuos nos alimentos e

ambiente, a situacdo de resisténcia parasitaria aos mesmos € preocupante. Dessa forma,
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avaliou-se o efeito acaricida e repelente in vitro do 6leo essencial da espécie Ocotea elegans
(canela-sassafras) sobre larvas e fémeas adultas de R. (B.) microplus. Foram realizados o teste
de contato em papel impregnado (LPI), teste de imersdo de adultos (AIT) e teste de repeléncia
larvar (TR). A identificacdo e elucidacdo estrutural das substancias do 6leo foram realizadas
por ressonancia magnética nuclear (RMN). No AIT verificou-se eficicia acima de 90% a
partir da concentragdo de 25 mg/mL. Nos dois LPIs realizados com 48h, somente a
concentracdo de 100 mg/mL resultou em mortalidades acima de 70%. Por outro lado, o 6leo
apresentou repeléncia média de 95% a partir de 0,78 mg/mL no TR. A partir dos resultados
obtidos em cada teste foi possivel estimar via Probit SAS as CLs de dois testes LP1 com 48h,
sendo 59,68 (41,34-100,51) e 25,59 (14,23-58,57) mg/mL, respectivamente, bem como as
Clso e CLgo do AIT: 4,96 (2,02-7,22) e 17,37 (12,52-33,23) mg/mL, e do TR: 0,04 (0,01-
0,15) e 1,24 (0,49-2,14) mg/mL, respectivamente. Foi possivel concluir que O. elegans possui
efeito acaricida significativo sobre fémeas ingurgitadas e na repeléncia de larvas do carrapato
R. (B.) microplus, podendo ser uma alternativa promissora no controle desse ectoparasita.

Palavras-chave: carrapato bovino, resisténcia, residuos, éleos essenciais, fitoterapia.

1. Introducéo

A importancia do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus estd altamente
relacionada aos prejuizos causados por seu parasitismo, uma vez que afeta diretamente o bem-
estar dos animais, resultando em estresse, anemia devido a espoliacdo sanguinea, queda dos
desempenhos produtivo e reprodutivo, além da transmissdo dos agentes da Tristeza Parasitaria
Bovina, doenca que provoca elevada taxa de mortalidade nos rebanhos. O impacto econémico
é grande e os setores de producdo de leite e carne. No Brasil, as perdas sdo estimadas em
$3,24 bilhdes de dolares por ano com medidas para controle e prevencdo desse ectoparasita
(Rodrigues e Leite, 2013; Raynal et al., 2013; Grisi et al., 2014).

A aplicacdo de antiparasitarios quimicos tornou-se indispensavel na pecuéria e,
atualmente, este € o principal método utilizado no controle de carrapatos (Furtado et al.,
2013). Porém, hd uma evidente preocupacdo por parte dos produtores relacionada a
resisténcia que os parasitas vém adquirindo frente aos produtos disponiveis no mercado. Nas
ultimas décadas, relatos cientificos acerca da resisténcia de R. (B.) microplus frente aos

carrapaticidas quimicos aumentaram (Raynal et al., 2013; Cruz et al., 2015; Higa et al., 2016)
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e este ainda € um quadro preocupante.

A busca por novos farmacos como alternativas para controlar parasitas tem ascendido
constantemente e, nesse sentido, a fitoterapia tem demonstrado potencial para se tornar uma
ferramenta na reducdo da resisténcia e residuos, possibilitando prolongar a vida util dos
produtos comerciais utilizados, bem como a associacao de bioativos vegetais com substancias
sintéticas (Roel, 2001; Chagas, 2008). Moléculas ativas, oriundas de espécies vegetais, tém
sido extensivamente estudadas. Busca-se por caracteristicas que seriam interessantes para o
controle parasitario em sistemas de producdo animal, tais como: menor impacto ambiental,
reducdo da presenca de residuos nos alimentos, baixo custo e retardo na resisténcia parasitaria
(Roel, 2001; Mello-Peixoto et al., 2013).

Ocotea elegans Mez, conhecida popularmente no Brasil como “canela-sassafras”,
pertence a familia Lauraceae. Esta familia vegetal, dependendo da espécie, pode atingir até
50 metros de altura e possui distribuicdo pantropical. Ocorre na América, Asia, Austrélia,
Madagascar e Africa do Sul. Possui importancia econdmica por suas espécies apresentarem
diversas substancias de uso nas industrias farmacéutica, quimica, alimenticia e cosmética,
bem como na construcdo, marcenaria e fabricacdo de papel (Rohwer, 1993; Marques, 2001;
Marques et al, 2004). Espécies de Ocotea spp. sdo encontradas em toda a América tropical,
ocorre em floresta seca no bioma restinga, vegetacdo encontrada na costa brasileira (Kropf et
al., 2015).

Vaérias classes de compostos foram isoladas do género Ocotea, tais como
terpendides, alcaldides, neolignanas, alil-fendis, cumarinas, e sesquiterpenlactonas (Hess,
1995). Estudos recentes detectaram efeito acaricida de extratos obtidos de Ocotea lancifolia
e Ocotea diospyrifolia sobre fémeas ingurgitadas e larvas do carrapato R. (B.) microplus
(Barbosa et al. 2013; Santos et al., 2013). Prieto et al. (2010) testaram in vitro os 6leos
essenciais de Ocotea macrophylla e Ocotea longifolia sobre o inseto Sitophilus zeamais
(“gorgulho-do-milho™) por meio de papéis impregnados. A primeira espécie ndo apresentou
efetividade, mas a atividade inseticida do 6leo de O. longifolia aumentou proporcionalmente
com as concentrages, resultando em mortalidade superior a 90% a 500 pL/L ar.

Uma serie de espécies da familia Lauraceae, de ocorréncia no Brasil, ainda ndo foram
investigadas quanto as suas possiveis atividades biologicas (Marques, 2001; Yamaguchi et al.,
2012). Partindo-se desse principio e levando-se em consideracdo as atividades do género

Ocotea relatadas na literatura, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito acaricida
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e repelente, in vitro, do 6leo essencial da espécie O. elegans sobre larvas e fémeas adultas de

R. (B.) microplus.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta do material vegetal e extracdo do 6leo essencial de Ocotea elegans

Folhas de O. elegans foram coletadas de diferentes espécimes no Parque Nacional da
Restinga de Jurubatiba (PNRJ), no municipio de Carapebus, Rio de Janeiro, Brasil,
geograficamente situada a 22° 18°32"" S, e 41° 66'11"" W, durante o dia, nos meses de
novembro e dezembro de 2014 e janeiro de 2015, sob autorizacdo de coleta 13659-2 do
IBAMA. A identificacdo da espécie foi realizada pelo botanico Dr. Marcelo Guerra Santos da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e um voucher do espécime foi depositado
no herbarium da Faculdade de Formacéo de Professores (RFFP), sob o nimero RFFP: 16.873.
As folhas foram submetidas a hidrodestilacdo por 4 h em aparato modificado do tipo

Clevenger para extracdo do 0leo essencial, processo descrito por Nascimento et al. (2017).

2.2. Andlises quimicas do 6leo essencial de Ocotea elegans

O 6leo essencial utilizado no presente estudo foi previamente analisado por
cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas (CG/MS) e detector por
ionizacdo de chama (CGFID) (Nascimento et al., 2017). A identificacdo e elucidagdo
estrutural das substancias do Oleo foram realizadas por ressonancia magnética nuclear
(RMN). Os espectros de RMN 'H e RMN **C foram obtidos no equipamento Varian
VNMRS com freqgiiéncia de 300 e 500 MHz 'H e 125 MHz para *3C, utilizando solvente
deuterado e TMS como padréo interno. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em
partes por milhdo (ppm). A edicdo dos espectros foi realizada utilizando o SpinWorks
3.1.5.0 e mestReNova 6.0.2-5475.

2.3. Testes in vitro com o carrapato R. (B.) microplus

Esses testes foram realizados de acordo com a Autorizagdo de pesquisa n°® 37006-4 do
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SISBIO. As fémeas ingurgitadas utilizadas neste ensaio foram provenientes de bovinos do
Sistema de Producdo de Leite da Embrapa Pecuaria Sudeste — CPPSE, isentos de tratamento
carrapaticida ha pelo menos 90 dias. De acordo com biocarrapaticidograma realizado em
2016, detectou-se que o0s carrapatos deste rebanho sdo resistentes a piretroides,

organofosforados e amidinas.

2.3.1. Teste de imersao de fémeas adultas (AIT)

Fémeas ingurgitadas foram colhidas manualmente dos bovinos com movimentos de
rotacdo até seu total desprendimento, a fim de preservar a integridade do aparelho bucal.
Foram entdo higienizadas com agua corrente, enxutas com papel absorvente e distribuidas ao
acaso em grupos de 10. Os grupos tiveram o peso mensurado e balanceado (balanca
Shimadzu, modelo AUX220; 0,0001g de precisdo) e, posteriormente, submetidas a imersao
por cinco minutos consecutivos em recipientes contendo 5 mL de O. elegans nas
concentragdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 e 0,78 mg/mL, com trés repeti¢des. O
mesmo procedimento foi realizado para os grupos controle (C) com agua destilada (C1) e
etanol 75% (C2). Em seguida, as fémeas ingurgitadas foram enxugadas com papel
absorvente e acondicionadas em placas de Petri e foram mantidas em estufa a 27°C, com
umidade relativa (UR) acima de 80%. Ap6s o periodo de ovipostura, mensurou-se 0 peso
dos ovos e esses foram transpostos para seringas adaptadas, vedadas com algodéo hidréfilo e
novamente mantidos em estufa por mais 15 dias. Ao final desse periodo, realizou-se a
estimativa de eclosdo por meio da contagem de amostras de cada seringa (Giglioti et al.,
2011). Avaliou-se o Indice de Oviposicdo (I0), % de inibicdo da oviposicdo, indice de
Eficiéncia Reprodutiva (REI) e Eficacia do Oleo (EO) de O. elegans, de acordo com as

férmulas de Drummond et al. (1973):

10 = massa dos ovos (q)
biomassa das fémeas (g)

% eclosdo: 10 (controle) - 10 (tratado) x 100
10 (controle)
REI = massas dos ovos (g) X % eclosdo x 20.000*

biomassa das fémeas (g)
*ndmero estimado de ovos presentes em 1g de postura de R. (B.) microplus
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2.3.2. Testes com larvas de R. (B.) microplus

Para os testes descritos a seguir, foram utilizadas larvas com idades entre 14 e 21 dias.
A partir de bovinos do CPPSE, coletaram-se fémeas ingurgitadas que foram higienizadas,
acondicionadas em placas de Petri e incubadas em estufa B.O.D. (x27°C; UR > 80%) para
realizarem ovipostura. Posteriormente, transferiu-se as massas de ovos para seringas

adaptadas e vedadas para a eclosdo das larvas.

2.3.3. Teste de contato de larvas em papel impregnado (LPI)

Papéis filtro (2 cm x 2 cm) foram impregnados com 1 mL de O. elegans nas
concentragfes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 e 0,78 mg/mL. Com auxilio de alca de
platina, cerca de 100 larvas foram depositadas nos papéis impregnados com a solucdo e,
utilizando-se uma pinga, cobriu-se as larvas formando um “sanduiche”, o qual foi
acondicionado dentro de um envelope de papel filtro maior (4 cm x 6 cm), previamente
identificado quanto a concentracdo. Os envelopes foram entdo vedados, a fim de evitar fuga
das larvas, e mantidos em estufa (£27°C; UR > 80%) por 24 horas. As mesmas concentragoes
também foram avaliadas apds 48 horas de exposicdo. Realizou-se 03 repeticbes para cada
concentracdo, bem como para 0s grupos controles, sendo esses compostos por agua (C1) e
agua destilada+tween 80 a 2% (C2). A leitura do teste foi realizada por meio de bomba a
vacuo. Quantificaram-se larvas vivas e mortas, obtendo o indice de mortalidade e eficicia do
6leo, calculados em porcentagem, através do total de larvas mortas em relacdo ao total

presente em cada repeticdo (FAO, 1971).

2.3.4. Teste de repeléncia larvar (TR)

A atividade repelente foi avaliada 6h ap6s a imersdo de palitos de madeira (25 cm de
comprimento) em O. elegans nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 e 0,78
mg/mL. A primeira porcdo do palito proximo a base (15 cm) néo teve contato com a solugéo,
enquanto a mediana (de 15 a 20 cm) e a extremidade superior (de 20 a 25 cm) sim, ou seja, 0S
10 cm superiores dos palitos permaneceram imersos nas solucdes dispostas em tubos Falcon

de 15 mL por 15 minutos consecutivos. Cada palito foi fixado no centro de um suporte
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previamente montado com papel filtro quantitativo (JP41, faixa preta, 12,5 cm de raio, poros
de 28 pm) cortado no formato de um triangulo (+ 6 cm de cada lado) e com um orificio no
centro, colado no centro de um copo plastico descartavel de 50 mL contendo gesso. Os palitos
dos grupos controle foram imersos em agua destilada (C1) e agua destilada+Tween 80 a 2%
(C2). Cerca de 100 larvas foram adicionadas na base de cada palito (entre 2 e 4 cm) e essas se
deslocaram para o apice ou dispersaram-se no papel filtro. Cada tratamento foi realizado em
triplicata (total de 300 larvas/tratamento). Posteriormente, quantificaram-se larvas de cada
area por meio de bomba a vacuo estimando-se a repeléncia de O. elegans (Chagas e Rabelo,
2012).

2.4. Andlise estatistica

Os dados foram analisados por delineamento inteiramente casualizado por meio do
procedimento PROC GLM, cujo modelo incluiu o efeito fixo de dose e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, com significancia de 5%. A determinacdo da concentracdo letal (CL) foi
realizada por meio da regresséo linear Probit utilizando a distribuigdo normal e o modelo
linear generalizado para dados binarios (regressdo logistica), com estimativas dos parametros
dessas equacdes por maxima verossimilhanca. Foram estimadas entdo as Clspe
CLgo (concentracdo necessaria para as respectivas letalidades). Os dados foram analisados
pelo pacote estatistico SAS (2002/2010).

3. Resultados

O o6leo essencial obtido a partir das folhas de O. elegans apresentou aspecto amarelo
claro, odor acentuado e agradavel. Onze compostos sesquiterpenos foram identificados, sendo
0 sesquirosefurano o constituinte majoritario, correspondente a 92,2% da composi¢ao relativa
total. Informacgdes sobre a composicdo quimica deste 6leo essencial podem ser vistas no
estudo de Nascimento et al. (2017). Na Tabela 1, constam os resultados das analises de RMN
'H e 3C do composto quimico sesquirosefurano (Figura 1). O espectro de 1H-RMN (Figura
2) apresentou quatro sinais referentes as metilas que aparecem como singleto em d 1.96, 1.70,
1.67 e 1.59, um sinal referente ao hidrogénio ligado ao carbono 5, que aparece como um

dubleto em ¢ 3.28, um multipleto na regido proximal a 6 5.08, e dois dubletos em 6 6.15 ¢



7.20, referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos 2 e 1, respectivamente.

Tabela 1. Dados de *H e **C-RMN da substancia
sesquirosefurano, em ppm. Anélise por meio de
PRESAT, COSY, APT, HSQC e HMBC.

Posicdo o0 H 8C
1 7.20 (d) 139.00
2 6.15 (d) 124.33
3 - 136.48
4 - 150.00
5 3.28 (d) 39.66
6 multipleto 120.10
7 - 131.56
8 26.72
9 25.25
10 multipleto 112.93
11 - 113.52
12 1.70 (s) 17.80
13 1.96 (s) 25.79
14 1.59 (s) 9.92
15 1.67 (s) 16.24

Fig. 1. Estrutura quimica do sesquirosefurano, substancia
majoritaria do 6leo essencial de O. elegans.

2 4 8 8
g8 8 8

o
1 Goom)
- -

Fig. 2. Espectro de RMN do 6leo essencial das folhas de O. elegans e seus
respectivos deslocamentos quimicos de carbono **C (100 MHz, CDCI5).
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Foi possivel observar os seguintes sinais (em 6 ppm) no espectro de 3C- RMN: 150.00
(C-4), 139.90 (C-1), 136.48 (C-3), 131.56 (C-7), 124.33 (C-2), 120.10 (C-6), 113.52 (C-11),
112.93 (C- 10), 39.66 (C-5), 26.72 (C-8), 25.79 (C-13), 25.25 (C-9), 17.80 (C- 12), 16.24 (C-
15), 9.92 (C-14), que por sua vez foram coerentes com 0s dados encontrados em estudo

anterior (Masahiro et al, 1982) e na base de dados SciFinder, Chemical Abstracts Service.

No AIT, conforme ilustrado na Tabela 2, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos em relacdo aos pesos das fémeas ingurgitadas (PF), visto que esses foram
previamente ajustados para minimiza-las. Como esperado, 0s grupos controle apresentaram as
maiores médias de peso dos ovos (PO), em funcdo de maior ovipostura realizada pelas fémeas
ingurgitadas desses grupos. O. elegans nas concentragdes de 25, 50 e 100 mg/mL inibiu a
ovipostura, pois resultaram nas menores médias de peso dos ovos, e consequentemente, em
menores porcentagens de eclosdo das larvas (ECLO), ou até mesmo nulas, como ocorreu para
as concentracdes de 50 e 100 mg/mL. Os indices de eficiéncia reprodutiva (REI) confirmam
isso, uma vez que constatou-se eficiéncia reprodutiva nula das fémeas submetidas ao
tratamento nas concentracbes de 50 e 100 mg/mL, alcancando-se 100% de eficicia nas
mesmas. A partir da concentracdo de 12,5 mg/mL a eficicia foi menor, mas manteve-se

superior a 70%.

Tabela 2. Médias dos pesos das fémeas (PF), pesos das massas de ovos (PO), % de eclosdo das larvas
(ECLO), indice de eficiéncia reprodutiva (REI) e eficacia do 6leo essencial (EO) de Ocotea elegans
sobre fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, avaliadas pelo teste de imersdo de teledginas (AIT).

Concentracao*
(maimL) PF (g) PO (g) ECLO (%) REI EO (%)
C1 (4gua) 2.29+0.00a 1.09+0.07a 98.00£0.00a  93.30+6.71a
C2 (etanol)  2.30+0.00a  0.81+0.09a,b 88.33+2.88a 62.19+5.26a,b
6.2 2.29+0.00a 0.66+0.14b  55.00+39.05a,b 33.65+25.64b,c 63.93+27.48a
12.5 2.32+0.01a 0.77+0.07b  36.00+15.27b,c 25.13+12.43c,d 73.07+13.32a
25 2.29+0.01a 0.32+0.14c 8.00+10.39c  2.63+3.68c,d  97.18+3.95a
50 2.29+0.02a 0.06+0.11c 0.00+00.00c 0.00+0.00d 100.00:£0.00a
100 2.32+0.01a 0.03+0.03c 0.00+0.00c 0.00+0.00d 100.000.00a

*Letras diferentes na mesma coluna representam uma diferenca (p<0.5).
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Os resultados obtidos nos testes com larvas revelam as porcentagens médias de
eficcia do 6leo essencial de O. elegans tanto para as taxas de mortalidade obtidas nos testes
LPI, quanto para os indices de repeléncia obtidos no TR, conforme observado na Tabela 3.
No LPI1 (24h), de maneira geral, as médias de mortalidade evidenciadas foram baixas,
apresentando alguma eficacia apenas a partir da concentracdo de 12,5 mg/mL a 100 mg/mL,
sem diferenga significativa entre os tratamentos e controles. Apesar de se preconizar a
contagem das larvas 24h apds o tratamento, realizou-se adaptacéo para a avaliacdo apds 48h
de exposicdo. Assim, no LPI2 (48h), evidenciou-se mortalidade das larvas a partir da
concentracédo de 3,12 mg/mL, destacando-se a concentragdo de 100 mg/mL, que resultou em
taxa de mortalidade diferente estatisticamente das demais. O LPI3 (48h) foi realizado com o
intuito de confirmar os resultados obtidos no LPI12. Observou-se que os resultados seguiram
padrdo semelhante ao LP2, com mortalidade das larvas a partir da concentracdo de 3,12
mg/mL, sem diferenca (p>0,05) entre as concentragOes, exceto para 100 mg/mL, e com
porcentagens médias de mortalidade semelhantes ao LPI12.

Tabela 3. Médias de eficacia do 6leo essencial de O. elegans em relacdo a mortalidade,
verificada pelos testes de contato de larvas em papel impregnado (LPI) de 24h e 48h, e em
relacdo a repeléncia obtida no teste de repeléncia (TR).

Mortalidade (%6)

Repeléncia (%0)

Concentracdo | p| 1 (24n)  LPI 2 (48h) LPI 3 (48h) TR

(mg/mL)*

C1 (4gua) 0.00+0.00a  0.00+0.00d 0.00+0.00b 19.44+6.89c

C2 (etanol) 0.00+0.00a  0.00+0.00d 0.000.00b 8.07+4.00c

0.78 0.00+0.00a  0.00+0.00d 0.00+0.00b 91.19+7.51a,b

1.56 0.00+0.00a  0.00+0.00d 0.00+0.00b 85.23+3.35b

3.12 0.00£0.00a  10.99+6.37¢,d 7.50+5.31b 97.85+2.32a

6.25 0.00+0.00a  5.25:0.70d  37.73%54.13a,b 94.21+5.95a,b

12,5 6.71£9.98a 22.81+4.34bc  31.12+20.15ab 99.11+1.52a

25 8.25+4.42a 23.90+7.94bc  52.2649.22ab 99.11+0.86a

50 10.82+17.88a  28.43#8.69b  61.23+33.66a,b 100.00+0.00a

100 34.48+47.61a  77.40£8.40a  76.25+21.90a 100.00+0.00a

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica (p<0.5).
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Em relacdo ao TR, ainda € possivel observar na Tabela 3 porcentagens de repeléncia
elevadas a partir da concentracdo mais baixa, que foi de 0,78 mg/mL. A concentracdo de 1,56
mg/mL, apesar de ter obtido média de repeléncia inferior em relacdo a 0,78 mg/mL
(85,23+3,35 e 91,19+7,51, respectivamente), ndo diferiu estatisticamente das concentragdes
0,78 e 6,25 mg/mL. As maiores percentagens de repeléncia foram verificadas a partir da
concentracédo de 12,5 mg/mL, sendo que 50 mg/mL e 100 mg/mL atingiram 100%.

A partir dos resultados obtidos em cada teste, foi possivel estimar via Probit as
concentragOes letais (CLsyp e ClLgo) do Oleo essencial de O. elegans sobre as fémeas
ingurgitadas de R. (B.) microplus no AIT, bem como sobre as larvas nos testes LPI1, LPI2,
LPI3 e TR, conforme pode ser visualizado na Tabela 4. Esses dados revelam que tanto no
AIT (CLso= 4,96 m/mL e CLgo= 17,37 mg/mL), quanto no TR (CLso= 0,04 mg/mL e CLgo=
1,24), baixas concentracfes foram necessarias para determinar o bom desempenho de O.

elegans, confirmando sua agdo acaricida e repelente.

Tabela 4. Concentrag@es letais (CL, mg/mL) + 95% de limites de confianga do 0leo
essencial de O. elegans avaliado sobre R. (B.) microplus pelos testes de imersdo de
teledginas (AIT), contato de larvas em papel impregnado (LPI) e repeléncia (TR).

Testes CLso Clgo
AIT 4.96 (2.02-7.22) 17.37 (12.52-33.23)
LPI 1 (24h) * *
LPI 2 (48h) 59.68 (41.34-100.51) *
LPI 3 (48h) 25.59 (14.23-58.57) *
TR 0.04 (0.01-0.15) 1.24 (0.49-2.14)

*A letalidade observada néo foi suficiente para determinar os valores de CL.

4. Discussao

Os sesquiterpenos foram apontados como predominantes nos estudos de composi¢ao
quimica do género Ocotea, bem como por sua atividade biologica (Moraes, 2012; Camargo et
al, 2013). Pode-se citar as espécies O. catharinensis (Teles, 2012), O. duckei (Teles, 2012;
Rosseti et al, 2014), O gomezii (Chaverri, 2011) e O. elegans (Batista et al, 2010; Nascimento

et al, 2017). A presenga do sesquiterpeno “sesquirosefurano” na familia Lauracea havia sido
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relatada previamente por Hayashi e Komae (1980), bem como por Nascimento et al. (2017),
que descreveram o0s constituintes do dleo essencial avaliado no presente estudo, todos
sesquiterpenos: a-copaeno (0,4%), p-cariofileno (0,4%), farneseno<(e)-f-> (2,8%),
aloaromadendreno (1,1%), biciclogermacreno (0,6%), nerolidol <(e)-> (0,3%), dendrolasina
(0,8%), espatulenol (0,8%), eremoligenol (0,3%), metil farnesoato <(2e,6e)-> (0,3%) e
sesquirosefurano (92,2%).

Os resultados da analise por RMN *C e 'H mostram a correspondéncia dos
resultados encontrados no presente estudo com os dados de literatura para o constituinte
majoritario sesquirosefurano (Masahiro et al., 1982). A substancia foi identificada e consta
na biblioteca Scifinder pelo nimero de CAS 39007-93-7 e seu espectro de sinais (Figura 1 e
Tabela 1) teve resultados semelhantes aos descritos por Tada et al. (1982).

O sesquirosefurano foi também relatado em outras espécies de Lauraceae, como
Lindera strychnifolia Vill, Neolitsea aciculata, Neolitsea sericea Blume Koidz, Neolitsea
zeylanica Merr (Gottlieb, 1972), Actinodaphne longifolia (Hayashi e Komae, 1980) e Litsea
coreana Leveille (Rattan, 2010). Esse composto apresenta propriedade termicida (Ozaki,
1999) e potencial como precursor biogenético de substancias com importantes propriedades
farmacoldgicas, como a formacéo de litseaverticilois (sesquiterpenos isolados de Viethamese
shrub), aos quais sdo atribuidas propriedades anti-HIV (Margaros et al., 2006). Em estudos
quimicos envolvendo auto-oxidacdo por biomimetismo na sintese quimica, 0s
sesquirosefuranos perileno, rosefurano e litseaverticilois apresentaram potencial
intermediario de sintese (Tada et al., 1982; Margaros et al., 2006).

As andlises realizadas por Prieto et al. (2010) revelaram a presenca de
monoterpenos e sesquiterpenos no éleo essencial obtido a partir das folhas de O. longifolia
(91,67% e 6,20%, respectivamente) e de O. macrophylla (0,62%, 70,62%, respectivamente).

Este é o primeiro estudo no qual se avaliou o efeito bioldgico do 6leo essencial de
O. elegans sobre fémeas ingurgitadas e larvas de R. (B.) microplus. De acordo com Enan
(2001), qualquer que seja 0 modo de acdo especifico, a lipofilicidade dos dleos essenciais e
dos seus constituintes possivelmente desempenham um papel importante na eficacia, por
otimizarem a penetracdo dos bioativos através da cuticula dos artrépodes. O modo de acao
dessa espécie vegetal ainda ndo foi elucidado, entretanto, neste ensaio demonstrou atividade
acaricida e repelente. As concentragdes de 50 e 100 mg/mL interferiram na ovipostura das

fémeas, resultando em menores pesos de ovos (0,06 g e 0,03 g, respectivamente) e ainda
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inibindo completamente a eclosdo de larvas no AIT. Isso corrobora com os estudos de
Barbosa et al. (2013), no qual extratos de O. lancifolia a 0,2%, produzidos com folhas e
cascas do tronco, demonstraram atividade significativa sobre os parametros reprodutivos de
R. (B.) microplus, obtendo eficacia de 34,5 % no AIT. Dessa forma, pode-se inferir que o
6leo essencial de O. elegans possivelmente interferiu no aparelho reprodutivo das fémeas
ingurgitadas, e deve ser melhor estudado em nivel histoldgico. Essas mesmas concentracdes
(50 e 100 mg/mL) no TR repeliram 100% das larvas, observando-se resultados proximos a
95% a partir da concentracao de 3,12 mg/mL.

Em estudo no qual avaliou-se extrato etandlico obtido a partir de ramos e folhas de
O. diospyrifolia, por meio do teste de imerséo de larvas, a atividade larvicida foi superior a
95% na concentracdo de 40% (Santos et al., 2013). O presente ensaio, apesar de nao ter
demonstrado tal desempenho larvicida nos testes de LPI, obteve taxas de mortalidade acima
de 75% com o 6leo de O. Elegans, em ambos os testes realizados com 48h, na concentracao
de 100 mg/mL, considerada bem inferior aos 400 mg/mL utilizado por Santos et al. (2013).

Estudos com dleos essenciais de espécies vegetais de restinga, também coletadas no
PNRJ, apresentaram bons resultados quanto a atividade inseticida e carrapaticida. Nos estudos
de Nogueira et al. (2014a e 2014b), o 6leo essencial de Zanthoxylum caribaeum mostrou-se
eficaz contra ninfas do insetos hemat6fago Rhodnius prolixus, bem como atividade frente ao
carrapato R. (B.) microplus. O 6leo essencial era constituido de 47.3% de sesquiterpenos.

O dleo essencial de O. longifolia demonstrou atividade significativa contra o inseto S.
zeamais, praga de plantacdes de milho, apresentando CLs, de 280,5 pL/L ar. Neste estudo, 0s
autores ainda sugeriram que esse 6leo poderia ser associado aos inseticidas sintéticos para o
controle da praga (Prieto et al., 2010). Do mesmo modo, a partir do bom desempenho do 6éleo
essencial de O. elegans, conforme demonstrou-se no presente estudo, é possivel afirmar que
essa espécie vegetal representa potencial alternativa frente ao controle de infestacdes por R.
(B.) microplus, podendo, com perspectiva, ter seu componente majoritario incorporado aos
carrapaticidas sintéticos. Por esse motivo, necessita ser melhor estudado in vitro e em ensaios
toxicoldgicos e a campo.

Pesquisas com foco no levantamento de novas substancias ativas presentes em
extratos vegetais para o controle do carrapato bovino tém se intensificado, no entanto,
resultados de elevada eficécia in vitro por vezes ndo se repetem a campo. Isso pode estar

relacionado as condigdes de coleta, estabilizagdo e de armazenamento, o que pode influenciar
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a qualidade e o valor terapéutico do material vegetal (Chagas, 2015). Diante disso, 0 presente
ensaio preconizou boas técnicas de armazenamento e conservacdo do material vegetal de O.
elegans. No entanto, também faz-se necessario avancar no desenvolvimento de formulacdes
adequadas que permitam melhorar a solubilidade, aprimorando processos de absorcéo e

distribuicdo tecidual e diminuindo possiveis efeitos toxicos.

Conclusodes

A partir dos resultados obtidos € possivel concluir que O. elegans apresenta
atividades acaricida, especialmente sobre fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus, e
atividade repelente sobre as larvas. Por conseguinte, possui potencial para possivelmente ser
um adjuvante no controle do carrapato bovino, devendo-se focar os préximos estudos em
formulagdes contendo seu constituinte majoritario, o sesquirosefurano, bem como em ensaios

toxicoldgicos e clinicos.
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CAPITULO 3 — ESTUDO DA HOMEOPATIA NO CONTROLE DE INFESTACOES
NATURAIS POR Rhipicephalus (Boophilus) microplus EM
BOVINOS DE LEITE

Estudo da homeopatia no controle de infestacdes naturais por Rhipicephalus (Boophilus)
microplus em bovinos de leite
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RESUMO

Rhipicephalus (Boophilus) microplus ocasiona prejuizos econdmicos na bovinocultura e seu
controle por meio de produtos convencionais enfrenta problemas de resisténcia aos
carrapaticidas sintéticos. Além disso, ha evidente preocupacdo com residuos nos alimentos e
ambiente. A homeopatia pode representar uma opc¢éo para a reducdo do uso indiscriminado de
medicamentos veterinarios e sua validacdo € de grande interesse principalmente nos sistemas
de producéo organicos. Dessa forma, o presente estudo avaliou medicamento homeopético no
controle de infestagBGes naturais pelo carrapato R. (B.) microplus em bovinos de leite. Fémeas
da raca Holandesa e Jersey x Holanda (n=24) foram distribuidas nos grupos controle e tratado

(medicamento composto por bioterapico de R. (B.) microplus 30 CH + Sulphur 30 CH). A
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formulacdo homeopética (5 mL) foi adicionada em 500 g de agucar que, apds homogeneizado,
foi acrescentado a 30 kg de sal mineral. Esse preparo foi fornecido junto ao concentrado,
sendo 2 kg/animal/dia. A racdo do grupo controle foi submetida aos mesmos processos de
mistura (sal e acUcar) e administracdo, porém, sem medicamento. Os grupos ficaram mantidos
em piquetes separados durante o periodo experimental de 12 meses. Realizaram-se
mensuracdo do peso vivo animal (PV), volume globular (VG) e contagens de fémeas
ingurgitadas no corpo dos animais. Temperatura, umidade e pluviosidade média foram
registradas. Coletaram-se fémeas ingurgitadas de cada grupo para comparagdo dos parametros
reprodutivos in vitro e semi-ingurgitadas para avaliagdo morfo-histoldgica. Os resultados
médios de PV, VG e n° de carrapatos ndo foram diferentes estatisticamente para 0s grupos
controle e homeopatia: 616,5 kg e 618,6 kg, 27,9% e 27,3%, 12,19 e 13,58 carrapatos,
respectivamente. Nas andlises in vitro, as médias do peso das fémeas (0,18 e 0,17 g), peso dos
ovos (0,07 e 0,06 g), % de eclosdo de larvas (70,1 e 76,6%) e indice de eficiéncia reprodutiva
(54,3 e 60,6%), para os grupos controle e homeopatia, respectivamente, também néo tiveram
diferenca estatistica. Além disso, nenhuma alteracdo nos ovarios foi observada em
microscopia. Portanto, o medicamento homeopatico avaliado nao foi eficaz no controle de R.
(B.) microplus, além de ndo interferir nos pardmetros reprodutivos das fémeas ingurgitadas.
Talvez a inclusdo de praticas agroecoldgicas propicie condigdes mais habeis para que a
homeopatia auxilie 0s animais no combate & doenca.

Palavras-chave: carrapato, residuos, resisténcia, homeopatia, bioterapico, producao organica.

1. Introducéo

Rhipicephalus (Boophilus) microplus tem populacdes estabelecidas em todas as
regibes intertropicais e é considerado um dos principais obstaculos para aumentar a
lucratividade da pecuaria (Higa et al., 2016), por ser parasita obrigat6rio de bovinos. Além de
provocar danos diretos a producdo devido a espoliacdo sanguinea, causa depreciacdo
comercial do couro e transmite os hemoparasitas que causam a Tristeza Parasitaria Bovina,
doenga que ocasiona elevada taxa de mortalidade entre os animais nos rebanhos (Guerrero et
al., 2014). Somente no Brasil, R. (B.) microplus é responsavel por perdas estimadas em 3,24
bilhdes de dolares por ano (Grisi et al 2014).
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A principal forma de controle se faz por meio do uso de carrapaticidas quimicos
convencionais (Kunz e Kemp, 1994; Barros e Pellegrin 2002). Entretanto, de acordo com
Baron et al. (2015), os carrapatos adquiriram a capacidade de evadir os efeitos toxicos dos
acaricidas sintéticos, desenvolvendo diferentes mecanismos de resisténcia. Ha décadas
ocorrem relatos cientificos do desenvolvimento da resisténcia de R. (B.) microplus frente aos
carrapaticidas quimicos. A resisténcia multipla é um fenémeno alarmante, uma vez que nédo
existe opcdo de moléculas com novo modo de acdo disponivel no mercado (Raynal et al.,
2015; Klafke et al., 2017). Elevado nimero de propriedades rurais tem enfrentado esse
problema de resisténcia e é evidente a necessidade de novas alternativas para auxiliar no
combate dos ectoparasitas (Pazinato et al., 2014).

Cada vez mais ascende a busca por meios alternativos que possam substituir ou ao
menos reduzir a utilizacdo de produtos quimicos, visando a sustentabilidade dos sistemas de
producdo. O acumulo de pesticidas na cadeia alimentar e 0 consequente risco de exposicao da
populagdo aos pesticidas, por meio do consumo de alimentos de origem animal, levantam
graves riscos para a saude publica. Dessa forma, a utilizacdo de medicamentos veterinarios
sintéticos convencionais deve ser minimizada, com intuito de reduzir o risco de residuos de
drogas em produtos de origem animal (Braghieri et al., 2007; Bedi et al., 2015).

Em um cenério no qual ainda ndo existe estimativa de desenvolvimento de novos
carrapaticidas em curto prazo, faz-se necessario determinar novas estratégias para retardar o
desenvolvimento da resisténcia aos farmacos comercialmente disponiveis (Chagas, 2004;
Klafke et al., 2017). Nesse sentido, a homeopatia pode ser uma alternativa, pois € um método
terapéutico considerado seguro, em razdo de suas formulacdes serem baseadas em plantas,
animais ou minerais (Braghieri et al., 2007). Ela constitui uma perspectiva para os criadores
de bovinos, auxiliando na reducdo do uso indiscriminado de medicamentos e, consequente,
diminuindo a pressao de selecdo de cepas de carrapatos resistentes, ja que suas possibilidades
de aplicacdo na medicina veterinaria sdo grandes (Verdone, 2000; Verissimo et al., 2016).
Contudo, ainda ha necessidade de esclarecimentos quanto a sua efetividade.

Sistemas de pecuéria organica tém como prioridade a busca por métodos fitoterapicos
e homeopaticos para o controle de parasitas (Osterroht et al., 2002), entretanto, ha caréncia de
produtos e tecnologias que possibilitem a expansdo dessa atividade de producdo. Por esse
motivo, a avaliacdo de produtos homeopaticos de uso em fazendas orgéanicas certificadas ¢é de

grande interesse para a elucidacdo de sua efetividade, possivel validacdo e transferéncia de
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tecnologia. Por ser alvo de questionamentos e ter resultados de pesquisas controversos, mais
investigacBGes acerca da homeopatia devem ser realizadas para o respaldo cientifico de sua
eficacia. Dessa forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar um medicamento
homeopatico de uso em fazenda de producdo de leite organico, a fim de verificar sua eficacia

no controle de infestacGes naturais por R. (B.) microplus.

2. Material e Métodos

2.1. Local e animais experimentais

O experimento foi realizado no Sistema de Producéo de Leite — CPPSE, municipio de
Sdo Carlos, Sdo Paulo, e teve duracdo de 12 meses. Foram utilizados dois piquetes (ambos
com + 3,0 hectares) formados por Brachiaria spp. e Cynodon spp. (coast-cross), com
descanso inicial de aproximadamente 30 dias. Os animais dos dois grupos avaliados foram
manejados em sistema de pastejo continuo. Foram utilizadas fémeas bovinas (n=24) néo
lactantes e mesticas (racas: Holandesa e Jersey x Holanda), com idade média de cinco anos,
sem tratamento quimico ha pelo menos 90 dias antes do inicio do experimento. Este ensaio foi
autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Embrapa — Centro de Pesquisa
Pecuéria Sudeste (CPPSE), protocolo 02/2014.

2.2. Formulacdo Homeopatica

Composta por bioterapico (produzida a partir do préprio carapato) de R. (B.) microplus
30 CH (centesimal Hahnemanniana) e Sulphur 30 CH, a formulacdo utilizada neste
experimento foi elaborada pela farméacia de manipulacéo seguindo técnicas preconizadas pela
Farmacopeia Homeopatica Brasileira (2011). Para a escolha da medicagdo, ocorreu visita
prévia de médico veterinario especialista em homeopatia no sistema de producao da Embrapa

Pecuaria Sudeste, para conhecimento do rebanho e das condi¢cdes de manejo dos animais.
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2.3. Fornecimento do medicamento homeopatico

Foram adicionados 5 mL da formulacdo homeopatica em 500 g de acUcar, que foi
homogeneizado e armazenado. Posteriormente, esse preparo era acrescentado a 30 kg de sal
mineral (utilizado como veiculo) e misturado ao concentrado para ser fornecido aos animais.
O grupo tratado com homeopatia recebeu a racdo composta por: 80% de milho, 15% de soja,
4,92% de sal mineral e 0,08% de agucar associado a homeopatia, 2 kg/animal/dia. Para o
grupo controle, realizou-se os procedimentos de mistura (acucar/sal/racdo) na mesma
proporcdo. O fornecimento das ragdes de ambos 0s grupos era realizado diariamente na parte

da manha.

2.4. Avaliacdo da homeopatia a campo

Para a randomizacdo dos grupos, foram realizadas trés contagens prévias de carrapatos
em 24 animais (Agosto/2015). Esses foram inspecionados no seu lado esquerdo,
individualmente, para quantificacdo das fémeas ingurgitadas acima de 4,5 milimetros
(Wharton e Utech, 1970). Os animais foram entdo distribuidos em dois grupos com ndmero
médio de carrapatos similar, pulverizados com Colosso® (a fim de zerar o nimero de
carrapatos) e devidamente identificados com brincos numerados e colares coloridos como
grupo controle e homeopatia. Os grupos foram mantidos a pasto, rotacionando em piquetes
diferentes de Setembro/2015 a Agosto/2016, e submetidos a contagens semanais de fémeas
ingurgitadas (>4,5mm; lado esquerdo), fazendo-se estimativa do numero encontrado por
animal multiplicado por dois lados. Pretendeu-se avaliar a infestagdo natural de cada grupo,
bem como a reinfestacdo da pastagem a longo prazo. O peso vivo animal foi mensurado
mensalmente e o volume globular verificado bimestralmente. O hemograma foi realizado
colhendo-se de 1,5 a 3 mL de sangue por meio de puncdo da veia coccigea média ou mamaria
do lado esquerdo, em tubo com anticoagulante EDTA.

2.5. Avaliagdo do desempenho reprodutivo das fémeas ingurgitadas

De acordo com a disponibilidade, amostras de fémeas ingurgitadas de cada grupo

(>4,5 mm) foram coletadas manualmente dos animais, sempre no intervalo de 8:00 as 10:00h.
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Apo6s cada coleta, com o objetivo de comparar o parametro reprodutivo das fémeas
ingurgitadas, elas eram encaminhadas ao laboratorio, selecionadas a partir da auséncia de
desconformidades morfologicas, higienizadas com &gua corrente e secas com papel
absorvente. Mensurou-se 0 peso das fémeas ingurgitadas de cada grupo e essas foram
acondicionadas em placas de Petri, e mantidas em estufa (x27°C e UR >80%) por 18 dias
consecutivos para a ocorréncia de ovipostura. Ap6s esse periodo, mensurou-se 0 peso dos
ovos e esses foram acondicionados em seringas adaptadas, mantidas novamente na estufa por
mais 15 dias para eclosdo das larvas. A eclosdo de cada grupo foi verificada por meio de
avaliacdo visual (Drummond et al., 1973), obtendo-se a taxa de eclodibilidade. Comparou-se
o0s parametros: porcentagem de eclosdo das larvas e indice de eficiéncia reprodutiva (REI), a

partir das formulas preconizadas por Drummond et al. (1973), abaixo relacionadas:

10 = massa dos ovos (q)
biomassa das fémeas (g)

% de eclosdo: 10 (controle) - 10 (tratado) x 100
10 (controle)

REI = massas dos ovos (g) x % ecloséo x 20.000*
biomassa das fémeas (g)
*numero estimado de ovos presentes em 1g de postura de R. (B.) microplus

2.6. Anélises morfo-histologicas

A cada 90 dias fémeas semi-ingurgitadas (n=25) de cada grupo foram submetidas a
analises morfo-histoldgicas. Selecionou-se as que estavam no meio da fase de ingurgitamento,
uma vez que as fémeas ingurgitadas ndo sdo a melhor fase para avaliacdes citotoxicas. No
final do processo de ingurgitamento muitos 6rgdos degeneram naturalmente, dificultando a
avaliagdo. Dessa forma, as amostras foram coletadas manualmente, higienizadas,
acondicionadas em recipientes bem aerados e identificados quanto ao grupo e, posteriormente,
encaminhadas ao Laboratério de Histologia do Departamento de Biologia — Instituto de
Biociéncias da UNESP, Campus de Rio Claro — SP, para estudos em fotomicroscopio e
avaliacdo de possiveis alteracbes morfo-histologicas nos ovarios.

As amostras foram entdo mantidas em refrigerador, a fim de que ocorresse anestesia a

partir de choque térmico e foram dissecadas em solucdo tampéo fosfato salina — PBS (NaCl
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7,5 g/L, Na2HPO4 2,38 g/L e KH2PO4 2,72 g/L). Os ovarios foram removidos, fixados por
24 horas em parafomaldeido 4%, desidratados em etanol, embutidos em resina Leica por 24 h
e transferidos para formas plasticas previamente preenchidas com resina Leica polimerizada.
Apbs polimerizacdo, todos os blocos foram seccionados em fatias de espessura de 3 pum e
corados com hematoxilina e eosina. As laminas de vidro com os ovarios foram examinadas
em fotomicroscopio Motic BA300 (Oliveira et al., 2008).

2.7. Dados meteorologicos

indices de precipitagdo pluviométrica, umidade relativa do ar, temperatura, radiagéo
solar e velocidade do vento, equivalentes aos 12 meses do periodo experimental, foram
obtidos a partir da Estacdo Meteoroldgica da Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos. A cidade
esta situada a 22° 01' Sul de latitude e 47° 54' Oeste de longitude, com altitude de 856 metros,
em regido de clima tropical de altitude com inverno seco (Classificagdo climéatica de Képpen).

2.8. Andlises estatisticas

Teste in vivo: Os dados de peso vivo dos animais, volume globular e n° de carrapatos
contados, tiveram delineamento inteiramente casualizado e foram submetidos a anélise de
variancia PROC MIXED (SAS, 2002/2010), considerando-se os efeitos de grupo (Hn=12¢e C
n=12), més (1 a 12), interacdo grupo*més, em delineamento split-plot no tempo, tendo como
medida repetida o més. Para a comparacdo multipla de médias, adotou-se a opcao
LSEMANS, utilizando-se Teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. A varidvel n° de
carrapatos sofreu transformacdo raiz quadrada de x+0,5. As variaveis ambientais de
temperatura, umidade e precipitacdo foram analisadas através de estatistica descritiva, ao
longo dos meses (1 a 12).

Teste in vitro: os dados de peso das fémeas, peso dos ovos, % de eclosdo e indice de
eficiéncia reprodutiva (REI) foram submetidos a andlise de variancia PROC GLM (SAS,
2002/2010), considerando no modelo os efeitos de grupo, estacdo e a interagdo grupo*estacéao.
Na comparacdo mdaltipla entre as medias, foi adotado o teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5%.
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3. Resultados
Avaliacdo do tratamento homeopatico a campo

Apenas oito animais precisaram ser tratados com carrapaticida em meados de
Julho/2016, ja no final do experimento, sendo cinco pertencentes ao grupo homeopatia e trés
ao grupo controle. Utilizou-se Colosso® pulverizacdo, respeitando-se o periodo de caréncia de
10 dias antes de considerar novas contagens ou coletas de carrapatos desses animais.

Comparando-se 0 grupo controle e o que recebeu 0 medicamento homeopatico por 12
meses consecutivos, obtiveram-se valores similares e sem diferengas significativas (Tabela 1)
para mensuracdes do peso vivo animal (PV), volume globular (VG) e nimero médio de

carrapato (Figuras 1, 2 e 3).

Tabela 1. Médias do peso vivo (PV), volume globular (VG) e nimero de carrapatos das vacas leiteiras
dos grupos controle e homeopatia (bioterapico de R. (B.) microplus 30 CH + Sulphur 30 CH)
durantel2 meses na Embrapa Pecuaria Sudeste.

PV (kg) VG (%) n° carrapatos

Més C H C H C H
Set * * 35,88+6,75  28,99+6,63
w  Out  571,1#259  567,1+260  30:0,98 30:0,97 30,336,10  28,93%5,92
&  Nov * * 4,31+1,98  9,51+1,91
Dez  576,7+259 59254260  26+0,98 251,00 2,01+0,65  3,350,64
Jan  607,5#259  607,2+26,0 3,64+1,65  9,43+1,60
Fev  627,6£259  636,7+259  27+0,98 260,97 20,21+6,24  26,806,02
Mar  639,44+259  634,1+259 16,13+3,86  20,71+3,79
©  Abr 6481259 63924259  28+0,98 274#0,97 4,42+091  3,68+0,90
&  Mai 62824259 64234259 10,48+1,77  8,84+1,74
Jun 61124260 62424259  26+101 264097 13,62+2,77 16,15+2,68
Jul 620,2426,0  615,8+259 4,06+1,09  3,97+1,07
Ago  6355%26,0  626,7+259  30+1,01 29+0,97 1,24+0,67  2,57+0,65
Média Total  616,5+254  618,6+254 27,9+0,72 27,3+0,70 12,19+2,27  13,58+2,20

Né&o houve diferenca significativa (p<0.05)

*Valores ndo mensurados
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Fig. 1. Médias do peso vivo dos animais, obtidas a partir da mensuragcdo mensal,
durante o periodo experimental de 12 meses.
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Fig. 2. Médias do volume globular, obtidas a partir dos hemogramas dos animais
durante o periodo experimental de 12 meses.
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Fig. 3. Nimero médio de carrapatos, obtidos a partir das contagens no corpo dos
animais, durante o periodo experimental de 12 meses.

46



47
Dados Meteorologicos
Em relacdo as variaveis climaticas (indice de pluviosidade, temperatura e umidade

relativa (UR), velocidade do vento e radiacao solar), coletadas diariamente durante o periodo

experimental de 12 meses, obtiveram-se resultados detalhados nas Figuras 4 e 5:
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Fig. 4. Médias de temperatura, umidade e pluviosidade total, obtidas a partir do
monitoramento meteoroldgico, durante o periodo experimental de 12 meses.

o 3.0 24
S 25 ] 2 3
S 20 20 3
s 188
8 13 4| 6 &
= 1.0 | 9] S
8 48
e mnn :
2 o0

0.0 10

Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago

2015 2016
Meses

CVelocidade do vento (m/s) —¢— Radiacio Solar (MJ.m-?)

Fig. 5. Médias da velocidade do vento e intensidade de radiacdo solar, obtidas a
partir do monitoramento meteoroldgico, durante o periodo experimental de 12
meses.

O indice de pluviosidade total (Figura 4) exibiu picos mais elevados nos meses
Dez/2015 (66,6 mm), Jan/2016 (182,6 mm) e Mai/2016 (62,7 mm) (referente as estagdes
verdo/outono). Ja nos meses Abril, Julho e Agosto de 2016, g néo registrou-se chuva. Nos
demais meses, Setembro/2015 (2,2 mm); Outubro/2015 (0,2 mm); Novembro/2015 (7,4 mm);
Fevereiro/2016 (16,8 mm), Mar¢o/2016 (31,2 mm) e Junho/2016 (3,8 mm), registraram-se
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menores indices de pluviosidade. As médias de temperatura (Figura 4), por sua vez,
variaram: de £21 a +23 °C entre 0s meses Setembro e Novembro de 2015 (primavera), de +23
a £24 °C entre Dezembro de 2015 e Fevereiro de 2016 (verdo), de £17 a £23 °C entre Marco
e Maio de 2016 (outono), e de +17 a +19 °C entre Junho e Agosto de 2016 (inverno). Ja os
dados referentes a umidade relativa (Figura 4) variaram: de £69 a +83 % entre 0s meses
Setembro e Novembro de 2015 (primavera), mantiveram-se em +83 % entre Dezembro de
2015 e Fevereiro de 2016 (verdo), variando de =77 a 86 % entre Marco e Maio de 2016
(outono), e de 60 a =72 % entre Junho e Agosto de 2016 (inverno). Os dados médios da
velocidade do vento (Figura 5) variaram: de 0,6 a 0,7 m/s entre 0s meses Setembro e
Novembro de 2015 (primavera), de 1,3 a 1,8 m/s entre Dezembro de 2015 e Fevereiro de
2016 (verdo), de 2 a 2,1 m/s entre Marco e Maio de 2016 (outono), e de 2,2 a 2,7 m/s entre
Junho e Agosto de 2016 (inverno). Os indices de radiacdo solar (Figura 5) variaram: de £15 a
+17 MJ,m-2 entre 0os meses Setembro e Novembro de 2015 (primavera), de £20 a +22 MJ,m-2
entre Dezembro de 2015 e Fevereiro de 2016 (verdo), de +13 a £18 MJ,m-2 entre Marco e
Maio de 2016 (outono), e de £15 a +17 MJ,m-2 entre Junho e Agosto de 2016 (inverno).

Comparacéo do desempenho reprodutivo das fémeas ingurgitadas

A comparacao in vitro do desempenho reprodutivo das fémeas ingurgitadas, coletadas
de ambos 0s grupos, e incubadas no laboratdrio, geraram 0s seguintes resultados médios,

conforme Tabela 2 e Figura 6.

Tabela 2. Médias dos pesos das fémeas (PF), pesos dos ovos (PO), % de ecloséo das larvas (ECLO) e
indice de eficiéncia reprodutiva (REI), obtidas nas fémeas ingurgitadas dos grupos controle (C) e
homeopatia (H) durante as quatro estaces do periodo experimental.

Grupo PRI VER ouT INV Meédia Total
PF (q) C 0,21+0,01 0,20+0.02 0,19+0,02 0,14+0,02 0,18
H 0,14+0,01 0,21+0.02 0,19+0,02 0,15+0,02 0,17
PO (g) C 0,10+0,00 0,08+0.01 0,07+0,01 0,04+0,01 0,07
H 0,06+0,01 0,09+0.01 0,07+0,01 0,05+0,01 0,06
ECLO (%) C 92,43+4,91  84,07+£8.51 62,15+9,91 41,86+8,51 70,1
H 87,70#5,56  85,03+8.90  74,70+10,71 59,04+10,71 76,6
RE C 90,4+5,67 65,31+9.83  42,68+11,44 18,99+9,83 54,3
H 72,40+6,42 73,56+£10.28 56,61+12,37 39,95+12,37 60,6

Né&o houve diferenca significativa (p<0.05)
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Fig. 6. Médias gerais de: A) peso das fémeas ingurgitadas (PF); B) peso da ovipostura (PO);
C) porcentagem de eclosdo das larvas (% Eclo); D) indice de eficiéncia reprodutiva (REI) das
fémeas ingurgitadas, durante o periodo experimental de 12 meses.

Avaliacdes morfo-histologicas

Ainda que se tenha priorizado a avaliagdo do ovario, principal 6rgdo de interesse para
esse tipo de ensaio, no momento de disseccdo incluiu-se a observacdo de outros 6rgdos como
glandula salivar, intestino e tegumentos, a fim de detectar possiveis alteracdes, entretanto,
nenhuma alteracédo foi detectada.

Ovério é um 6rgdo constituido por uma parede de células epiteliais e pelos ovécitos
(células germinativas), em cinco diferentes estadios de desenvolvimento (I a V), ligados a sua
parede por meio de um pedicelo. Nessa espécie de carrapato, pequenos vacuolos entre 0s
granulos de vitelo podem ser observados nos ovacitos I, 111, IV e V. Dessa forma, a partir das
analises dos ovarios, nenhuma alteracdo morfo-histologica das células germinativas femininas
(ovocitos I, 11, 111, IV e V) foi observada. Ambos os grupos apresentaram as mesmas
caracteristicas, estando em conformidade com a fase avaliada do carrapato R. (B.) microplus
(Figura 7).
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Fig. 7. Seccdes histologicas de ovarios de fémeas semi-ingurgitadas do carrapato R. (B.) microplus
tratadas com medicamento homeopatico (bioterapico 30 CH e Sulphur 30 CH), demonstrando que nédo
houve alteragdo nos ovacitos (estagios de | a V) corados com hematoxilina-eosina (A-E). nu: nucléolo;
vg: vesicula germinal; v: vactolo; gv: granulos de vitelo.

Conforme Figura 7, observaram-se: (A) ovdcito |, eliptico, com vesicula germinal
central (nucleo) apresentando nucléolo bem evidente, citoplasma homogéneo e sem presenca
de granulagGes, envolvidos por fina membrana plasmatica; (B) ovdcitos Il, elipticos, com
vesicula germinal central e fina e homogénea granulacdo citoplasmatica; (C) ovocito IlI,
arredondado, vesicula germinal ocupando o polo do ovécito voltado para o pedicelo e
citoplasma repleto de granulos de vitelo de diversos tamanhos, onde os granulos menores
ocupam a regido central e os maiores, a periférica; (D) ovdcito IV, arredondado, vesicula
germinal raramente observada, mas ocupando o pélo do ovdcito/pedicelo, citoplasma com
muitos granulos de vitelo (varios tamanhos distribuidos aleatoriamente), além do inicio da
deposicao do cdrio; (E) ovécito V, arredondado, vesicula germinal ndo mais observada e cério

(membrana) espessa e totalmente depositada.
4. Discussao
A reducdo do uso de carrapaticidas pode resultar na reducdo das despesas e perdas

econdmicas, incluindo a diminuicdo do risco de intoxicacdo dos animais e empregados, além
do risco de residuos no leite, carne e ambiente (Raynal et al., 2013). Seguindo esses preceitos,
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0 presente estudo teve a intencdo de avaliar um medicamento homeopatico (Sulphur 30 CH e
bioterapico de carrapato 30 CH), sobre vacas naturalmente infestadas por R. (B.) microplus.
As infestacOes evidenciadas nesse experimento podem estar associadas as ragas bovinas
Holandesa e Jersey, visto que sdo naturalmente suscetiveis ao carrapato bovino (Villares,
1941). Oito animais do grupo homeopatia (n=5) e do controle (n=3) precisaram ser tratados
com medicamento alopético para controle dos carrapatos em Julho/2016, devido a infestacdo
individual elevada, porém, o volume globular de todos os animais permaneceu dentro dos
valores de referéncia para bovinos, de 24 a 46%, sem variacdo significativa entre 0s grupos
(Feldman et al., 2000).

Valente et al. (2017) avaliaram um bioterapico na poténcia de 6 CH via oral, em
bezerros da raca holandesa infestados artificialmente, e obtiveram eficacia média de 13,97%
em 42 dias de tratamento, sendo 10,13% e 32,53% na primeira e Gltima semana de tratamento,
respectivamente. Entretanto, as contagens de carrapatos ndo diferiram significativamente
entre o0s grupos avaliados (p< 0,05). Da mesma maneira, 0 bioterapico 30 CH utilizado no
presente estudo, resultou em contagens de carrapatos mais baixas, porém, apenas nos dois
primeiros meses, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos. Equivalente a 30
diluicbes/dinamizacdes, 30 CH é considerado mais potente do que 6 CH e, apesar disso, ndo
apresentou resultados satisfatérios para o controle do carrapato. Baixo impacto de tratamentos
homeopaticos na infestacdo de carrapatos também foi observado em outros estudos. Costa-
Janior e Furlong (2011) avaliaram os medicamentos Fator C&MC® (0,01 g/animal/dia) e
Enxofre-Allium sativum® (20 g/animal/dia administrados na ragdo) por cinco meses em
bovinos leiteiros confinados, sob infestacdo artificial de R. (B.) microplus, e observaram
eficacia de 26% e 64%, respectivamente.

Por outro lado, Muller e Fulber (2013) relataram que a utilizacdo de Sulphur e
Staphysagria promoveu elevada eficacia, ocasionando reducdo da espoliacdo sanguinea em
trés dias, deixando os carrapatos palidos e flacidos, com cor alterada e facilmente derrubados
por contato mecanico. Signoretti et al. (2013) também relataram que as fémeas ingurgitadas
provenientes de bezerras tratadas com Fatores Pr6®, Estresse® e C&MC® (5 g/animal/dia
adicionados em 4L de leite, além de concentrado a vontade) tiveram tamanho reduzido,
coloragé@o anormal, apresentando-se sem brilho e com estrias amareladas dorsalmente.

Gazim et al. (2010) observaram ao final do experimento diferencas significativas no

parametro reprodutivo de fémeas ingurgitadas, a partir de vacas holandesas tratadas com
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bioterapico (12 CH por seis meses consecutivos e, em seguida, 30 CH em dias alternados até
completar 28 meses) no sal mineral. As fémeas ingurgitadas do grupo tratado com
homeopatia apresentaram menores pesos e oviposturas, bem como reducdo de 50% na
ecloséo de larvas (30 a 95%) em relacdo as provenientes do grupo controle (85 a 95%). O
grupo tratado com homeopatia também apresentou eficiéncia reprodutiva 22% mais baixa.
Em contrapartida, a partir das avaliagdes in vitro desse mesmo parametro no presente estudo,
observaram-se menor peso e postura do grupo homeopatia, porém, foi o0 grupo controle que
apresentou menores porcentagens de eclosdo de larvas e eficiéncia reprodutiva. No entanto, as
diferencas supracitadas ndo foram estatisticamente significativas.

Em estudo a campo, Verissimo et al. (1988) avaliaram bioterapico (6 CH)
administrado na agua de bezerros mesticos leiteiros por 36 dias, os quais foram submetidos a
infestacdo artificial com 20.000 larvas de R. (B.) microplus. Observaram reducdo do ndmero
de carrapatos e evidenciaram menor perda de peso nos animais do grupo tratado. Da mesma
forma, Signoretti et al. (2010) avaliaram o desempenho de 40 vacas mesticas, ¥ Gir X %
Holandés, que receberam os medicamentos homeopaticos: Fator Pr6®, Estresse®, M&P® e
C&MC®, 5 g/animal/dia no concentrado, por nove meses, e relataram néo ter sido necessario
tratamento alopatico para controlar parasitas durante o periodo experimental. Também
verificaram ganho de peso de 17,5% dos animais que receberam homeopatia. Esses achados
divergem dos nossos resultados em dois pontos: auséncia do uso de carrapaticida e ganho de
peso decorrentes da homeopatia.

No presente estudo, cinco (41,6%) animais do grupo homeopatia tiveram de ser
submetidos uma vez a tratamento com carrapaticida sintético, o que vai de encontro com 0
estudo de Signoretti et al. (2013), que precisaram tratar trés (50%) de seis bezerras leiteiras (3%
Holandés x ¥ Gir), avaliadas com Fator Pré®, Estresse®, M&P® e C&MC®, 5 g/animal/dia no
concentrado por 120 dias. Ao mesmo tempo, animais do grupo homeopatia deste estudo nédo
tiveram ganho de peso consideraveis em relagcdo ao controle (P>0.05). Pinheiro et al. (2009)
avaliaram o Fator C&MC® fornecido a 24 novilhos (Nelores e ¥ Red Angus x Nelore) no sal
mineral, por 32 meses. Constataram menor PV (P<0.05) dos animais que receberam
homeopatia, em relacdo aqueles que foram tratados com medicamento alopatico. No presente
estudo, apesar de ndo ter sido detectado diferenca entre os PV dos grupos, pode-se inferir que,
ao menos, a formulacdo homeopética ndo interferiu nesse parametro, visto que apoés

simultaneo ganho de peso dos animais desde o inicio do experimento, a queda em Junho/2016
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foi evidenciada para ambos os grupos. Isso ocorreu devido ao inicio do inverno, em que as
condicBes das pastagens condizem com menor disponibilidade de matéria seca vegetal e
menor valor nutricional das forrageiras (Labruna e Verissimo, 2001).

Devido ao clima tropical e subtropical, o Brasil propicia caracteristicas necessarias ao
desenvolvimento de R. (B.) microplus, favorecendo sua distribuicdo por quase todo o pais e
durante praticamente o ano inteiro, possibilitando, em média, quatro geracdes anuais (Pereira
et al., 2008; Furlong et al., 2003). Entretanto, as variacGes entre os estadios dos carrapatos
dependem das condicdes climaticas ambientais (Oliveira et al., 1974).

O clima possui impacto principalmente na sobrevivéncia dos estadios de vida livre nas
pastagens (Estrada-Pefia et al., 2006). No presente estudo, as contagens médias de carrapatos
foram predominantemente mais altas na primavera (Setembro a Dezembro/2015), seguida
pelo verdo (Janeiro/Fevereiro/Mar¢o/2016), com queda no outono (Abril a Junho/2016) e
menores no inverno (Julho a Agosto/2016). No inverno, as infestagdes tendem a diminuir
devido as baixas temperaturas e menor umidade relativa do ar (UR), o que prejudica a fase de
vida livre do carrapato (Verissimo e Machado, 1995; Kasai et al. 2000). Segundo Davey et al.
(1991), taxas de UR muito baixas podem resultar na dessecacdo e infertilidade dos ovos,
interferir sobre eclosédo das larvas ou ser um fator limitante na sobrevivéncia dessas,
independente da temperatura. Os autores ainda afirmaram que a UR abaixo de 63% foi
responsavel por baixa eclosdo e menor sobrevivéncia das larvas. Esses achados podem estar
relacionados aos do presente estudo, pois nos meses de Abril, Julho e Agosto/2016, em que
registraram-se as menores taxas de UR: 61%; 57% e 60%, respectivamente, as médias
mensais de contagens de carrapatos foram as mais baixas, ndo ultrapassando 10 fémeas
ingurgitadas quando somados os valores dos dois grupos. Em todos os demais meses,
entretanto, a UR manteve-se acima de 68% e maiores médias de contagens de carrapatos
foram evidenciadas.

Os achados de Verissimo et al. (1997), que avaliaram infestagdes naturais em S&o
Paulo, corroboram com os resultados no presente estudo, uma vez que 0s autores também
observaram, diminuicdo das infestacbes no inverno e aumento significativo na primavera.
Esse aumento do parasitismo nas estagcdes de temperaturas mais elevadas e diminuicdo da
carga parasitaria no inverno ja foi reportado por outros autores (Souza et al., 1988; Fonseca et
al., 1999; Kasai et al., 2000). Os resultados de Verissimo et al. (1997), entretanto, divergem

em relacdo ao pico das infestagdes, observada por eles no outono e no presente estudo
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evidenciadas na primavera. Estas infestacOes acentuadas nos meses da primavera
(Set/Out/Nov/15) podem estar associadas aos baixos indices de pluviosidade, visto que nos
meses chuvosos, referentes ao verdo e outono (Dez/15 a Fev/16 e Mar/16 a Mai/l6,
respectivamente), houve menores contagens de carrapato em relacdo a primavera. Com
excecdo do més de Abril/2016, os indices de pluviosidade foram superiores a 15 mm no verao
e outono. Isso esta de acordo com Rawlins (1979), o qual assegurou que pluviosidade mensal
acima de 15 mm tendem a manter baixa a densidade populacional dos carrapatos, devido ao
deslocamento e dispersdo das larvas promovidos pela chuva, dificultando seu
reposicionamento ao local de espera pelo hospedeiro.

O vento também pode atuar na dispersdo das larvas dos seus pontos estratégicos da
folha, fazendo com que percam energia no processo de reposicionamento, diminuindo sua
longevidade. De maneira a evitar 0 estresse da dessecacdo, as larvas tendem a se manter
agrupadas, migrando no capim, para protegerem-se da acao direta dos raios solares e dos
ventos (Wilkinson e Wilson, 1959; Furlong et al., 2002). Lewis (1968) afirma que ventos
acima de 30,4 m/s tém capacidade de dispersar as larvas, carregando-as por longas distancias.
Por esse motivo, o presente estudo avaliou essa variavel, bem como a radiacéo solar, as quais
possivelmente ndo influenciaram a dessecacdo ou deslocamento das larvas, pois os indices
médios de velocidade do vento aqui registrados foram inferiores a 2,7 m/s, e a radiacao solar
versus diminuicdo dos parasitas ndo pode ser relacionada, uma vez que essas variagdes ndo
mantiveram-se inversamente proporcionais durante todo o periodo experimental.

Algumas limitacdes deste estudo podem ter influenciado na ineficacia da homeopatia,
como a ingestdo incorreta da quantidade de racdo contendo medicamento homeopatico, pois
essa era distribuida em cochos-trend para todo o grupo. Sabe-se que quando vacas leiteiras
sdo agrupadas, seu comportamento social se modifica, tornando-se mais sociais e formando
hierarquias de dominéancia, especialmente nos cochos (Friend e Polan, 1974). Dessa forma, a
auséncia de canzis para separagdo dos animais e administracao correta pode ter interferido na
quantidade ingerida. Apesar dos animais terem ficado em piquetes diferentes, a auséncia de
distancia entre os mesmos também pode ter interferido, uma vez que pode ter havido transicédo
de infestacfes nas pastagens de ambos os piquetes. De acordo com Costa-Junior e Furlong
(2011), a bovinocultura organica implica em grandes modificagdes no manejo, normalmente

acompanhadas por melhorias no tocante a alimentacdo. Dessa forma, ndo tem sido possivel
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dissociar os efeitos dos medicamentos homeopaticos de outros efeitos, como aqueles advindos
das alteracOes no nivel nutricional.

Ovérios de fémeas de carrapatos sdo sensiveis a acdo de compostos quimicos
sintéticos e até mesmo naturais. Valente et al. (2017) demonstraram isso ao avaliarem
bioterapico 6 CH sobre R. (B.) microplus, relatando efeitos nos ovarios de fémeas
ingurgitadas, uma vez que houve desorganizacdo na deposi¢do do exocério de odcitos. No
presente estudo, entretanto, ndo foram observadas alteracdes morfoldgicas ou histologicas das
células germinativas femininas em ambos 0s grupos. As caracteristicas encontradas estdo de
acordo com os achados do grupo controle de Oliveira et al. (2008), que ilustraram e
descreveram as estruturas que compdem ovarios de Rhipicephalus sanguineus. Os resultados
revelaram que as fémeas de R. (B.) microplus apresentam ovario constituido por ovocitos em
cinco estadios de desenvolvimento, de acordo com Oliveira et al. (2005). A inexisténcia de
alteracbes morfo-histologicas corrobora, portanto, com a auséncia de efeito da medicacéo
homeopaética nos parametros reprodutivos das fémeas ingurgitadas incubadas.

Por outro lado, acredita-se que formulacGes homeopaticas ndo agem sobre sintomas
isolados da doenca (considerada expressdo de um desequilibrio), mas por meio de um
processo de liberagdo de energia dindmica que ira atuar de maneira geral no organismo,
promovendo o retorno ao equilibrio da energia vital e, consequentemente, ao estado de salde
(Hahnemann, 1995). Por conseguinte, o tratamento homeopatico ndo apresenta propriedades
diretamente curativas, mas propicia condi¢bes para o individuo ser capaz de combater
condicdes adversas (Verdone, 2000).

Segundo Real (2008), a homeopatia atua de diferentes maneiras, de acordo com as
principais necessidades de cada individuo do rebanho ou populacdo tratada. Os niveis de
atuacdo melhores elucidados sdo: estimulo das defesas do organismo, melhoria da
produtividade e qualidade dos produtos finais, drenagem (eliminacdo de toxinas endogenas e
exogenas) e interferéncia no quorum sensing. A terminologia quorum sensing foi
primeiramente descrita por Fuqua et al. (1994) sendo definida como um fendmeno celular que
descreve 0s mecanismos de comunicacdo célula-célula bacteriana, por meio de sinais
quimicos que, geralmente, coordenam a expressdo génica quando a populacdo atinge elevada
densidade celular (Williams et al.,, 2007). Desta forma, possivelmente, o tratamento
homeopatico atua sobre o quorum sensing de maneira a desarranjar 0 mecanismo de

comunicagdo entre as bactérias, prejudicando essa estratégia de sobrevivéncia.
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A eficiéncia da utilizacdo de medicamentos homeopaticos em rebanhos foi verificada
por Mdller e Filber (2013), que relataram reducdo acima de 90% nos gastos com
medicamentos veterinarios, melhorias no estado comportamental dos animais e aumento da
qualidade do leite, porém, associada a préaticas agroecoldgicas adotadas pelos pecuaristas, tais
como: manejo de criacdo respeitando o bem-estar animal e sua qualidade de vida, instalacGes
funcionais, confortaveis e com alto nivel higiénico em todo o processo criatorio (Lignon e
Bottecchia, 2005).

De acordo com Verdone (2000), para um tratamento homeopatico bem-sucedido é
essencial que o ambiente permita ao animal estar em equilibrio, proporcionando melhoria
desses fatores ambientais. Dessa forma, talvez a insercdo dessas praticas agroecoldgicas
tivessem sido necessarias no processo de avaliagdo do medicamento homeopatico, pois, de
acordo com Lignon e Bottecchia (2005), ainda que a homeopatia possa ser eleita por
propriedades convencionais, € necessario que seja empregado um trabalho em paralelo em
agroecologia, como a reducdo de insumos artificiais, aumento ou manutengéo da fertilidade
do solo a partir recursos locais, introducdo de outras criacfes e cultivo. Tais procedimentos
otimizam a reciclagem de nutrientes e melhoram a atividade da cadeia tréfica por meio do

aumento da biodiversidade.

Conclusodes

A avaliacdo do bioterapico de R. (B.) microplus 30 CH + Sulphur 30 CH no controle
de infestacGes naturais por R. (B.) microplus em bovinos de leite demonstrou que ndo houve
eficacia ao longo dos 12 meses de estudo. Também néo foi detectada diferenca estatistica dos
parametros reprodutivos das fémeas ingurgitadas dos animais do grupo tratado com
medicamento homeopatico em relacdo aos do grupo controle. A infestacdo dos animais foi
influenciada pelos pardmetros climaticos. Entretanto, tais conclusbes ndo podem ser
estendidas a outras formulacdes homeopaticas, vias de aplicacdo e condi¢cdes de manejo, visto
que ha relatos na literatura comprovando sua eficacia em condicdes adversas as do presente

estudo.
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ABSTRACT

Reproductive parameters of Rhipicephalus (Boophilus) microplus are often evaluated in the
laboratory because they are good indicators of tick resistance to commercial acaricides and of
plant extracts’ efficacy. The objective of this study was to compare the techniques of visual
estimation and quantification by sampling used in the adult immersion test (AIT) to calculate
the hatching rate of eggs laid by engorged females. Engorged females collected from cattle
were subjected to the AIT with plant extracts and kept in an incubator (x 27 °C; RH > 80%)
to perform oviposition. Eggs were weighed, transferred to syringes and kept in the incubator
for 15 days. The egg hatching was evaluated in 210 syringes by visual estimation (%). Then
larvae were killed 50 °C and eggs and larvae were counted until 100, in three repetitions, with
the help of a stereoscope. Significant differences were found between the two tests (p <0.05).
The average visual estimate of egg hatching was higher than in the quantification by
sampling, 56.8 to 48.0, respectively, with a correlation of 0.85. We found that the visual
assessment leads to a higher estimate of larvae in relation to eggs because the infertile eggs
can stay hidden in the center of the syringe. In quantification by sampling, no statistical

differences (p = 0.99) were observed in the pairwise counts between the three samples
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(48.1£26.6%, 47.8+26.9%, 48.1+26.5%) and the correlation of repetitions was 0.96. This
suggests that the count of one sample is sufficient and the result should not differ much,
regardless of the evaluator. In the cutoff point of tick resistance status (95%), both methods
are reliable. This study contributes to the improvement of the AIT, the only method available
with engorged females. The information reported here can stimulate researchers to opt for
more reliable techniques in the assessment of egg hatching.

Keywords: ticks, methods, adult immersion test, egg hatching, in vitro.

1. Introduction

Rhipicephalus (Boophilus) microplus is an ectoparasite considered of extreme
importance in world livestock breeding because of the damage it causes. In addition to
compromising the well-being of animals due to blood spoliation and disease transmission, it
also causes reduction in productive performance in tropical and subtropical regions (Raynal et
al., 2013). As a result, economic losses are high and aggravated by the transmission of agents
of cattle tick fever. In Brazil, the losses are estimated at around $3.24 billion per year from
lower meat and milk production, hide damage and costs for purchase and application of
acaricides (Grisi et al., 2014).

The development of resistance to major classes of acaricides widely used has been
extensively reported (Raynal et al., 2013). Recently the first case was documented in Brazil of
fluazuron resistance in R. (B.) microplus, the only active ingredient with no previous reports
of resistance. The first tick population resistant to six classes of acaricides was also recently
reported (Reck et al., 2014). The frequent and indiscriminate use of acaricides increases the
presence of residues, which invariably can harm the environment as well as animal and
human health (Schwarzenbach et al., 2010). So, the demand for organic food is increasing,
improving expectations for growth in this sector (Gottschalk and Leistner, 2013).

According to Gaur et al. (2016), the Food and Agriculture Organization (FAQO) and
World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP) have
recommended and provided standardized protocols for bioassays to evaluate resistance,
namely the larval packet test (LPT) and the adult immersion test (AIT), originally developed
by Drummond et al. (1973). The larval immersion test (LIT) has also proved better at
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discriminating between resistant and susceptible strains against macrocyclic lactones (Klafke
etal., 2012).

In the AIT, engorged female ticks are immersed in technical or commercial grade
acaricides and the assay is interpreted based on the rate of oviposition between females of two
groups (treated and control). For decades the AIT also has been used as a tool for screening
new active molecules present in plant extracts, including fractions, isolated and synthesized
substances, with potential for tick control (Habeeb, 2010). Experiments carried out with plant
extracts usually use a solvent and limits on concentrations were established for R. (B.)
microplus in the AIT (Chagas et al., 2003). In this test, the percentage of egg hatching is
estimated visually and applied in a formula for calculating the estimated reproduction (ER) of
the engorged females, and consequently the efficacy of the substance evaluated. However,
Amaral (1993) suggested that the visual assessment of egg hatching is subjective and can vary
when carried out by different technicians. Thus, since hatching percentage is a parameter
routinely used in the AIT, the purpose of this study was to compare the techniques of visual
estimation and quantification by sampling for calculation of the hatching rate of eggs laid by

engorged females incubated in the laboratory.

2. Material and methods

2.1 Adult immersion test (AIT)

To reach egg hatching rates ranging between 0% and 100%, engorged females
of Rhipicephalus (Boophilus) microplus were previously submitted to trials with essential oils
from plants in different concentrations and controls (Chagas et al., 2016). Briefly, engorged
females (>4,5 mm) were collected from naturally infested cattle at the experimental farm of
Embrapa Pecuéria Sudeste (CPPSE). According to a resistance test performed in 2016, the
ticks from this herd are resistant to pyrethroids, organophosphates and amidines. Engorged
females were divided into three groups of 10, weighed to establish uniformity among the
different experimental groups, and placed in disposable cups to perform the immersion test
with essential oils from plants in different concentrations. For each oil, seven dilutions were
tested in triplicate: 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78 and 0.39 mg/mL. Distilled water and 2%

Tween 80 were used as control treatments, also in triplicate. The females were immersed in 5
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mL of solutions for 5 min, dried and placed in Petri dishes in an incubator (27 + 1°C and RH
> 80%) for oviposition. After 18 days, eggs were weighed and transferred to adapted
transparent plastic syringes (10 mL), identified, and sealed with cotton. They were then
placed back in the incubator under the same conditions for egg hatching. After 18 days, the
hatching rate was evaluated in 210 syringes. The visual reading was performed by a single
trained technician, while the quantification by sampling was done by three.

In the present study we were used the egg hatching rates of the concentrations from
25 to 1.56 mg/mL of Curcuma longa, Zingiber officinale, Lippia alba, Lippia gracilis, Lippia
origanoides, Lippia sidoides, Mentha arvensis, Mentha piperita, Croton sacaquinha essential
oils, and control groups evaluated by Chagas et al. (2016). We also included egg hatching

rates of Spilanthes acmella and Piper aduncum essential oils (Table 1).

Table 1. Estimated egg hatching percentage (average of triplicate)
of Rhipicephalus (Boophilus) microplus engorged females submitted to
essential oils of 11 plant species at five concentrations (mg/mL) and
controls (C1= distilled water, C2= distilled water with 2% Tween 80), by
means of adult immersion test (AIT).

Essential oil concentrations

Plant species C1 C2 156 3.13 6.25 125 250
Curcuma longa 100.0 90.0 48.3 46.7 23.0 183 6.7
Zingiber officinale 95.0 90.0 733 70.0 73.3 48.3 327
Lippia alba 90.0 833 74.7 40.0 433 233 133
Lippia gracilis 86.7 70.0 90.0 725 75.0 70.0 41.7
Lippia origanoides 96.7 90.0 705 733 73.7 733 33
Lippia sidoides 91.7 86.7 933 70.7 71.7 56.7 35.0
Mentha arvensis 93.3 747 450 50.0 43.3 16.7 14.0
Mentha piperita 91.7 86.7 833 750 70.0 70.7 420
Spilanthes acmella 100.0 83.3 457 433 203 3.7 53
Piper aduncum 100.0 70.0 417 36.7 16.7 6.7 8.3
Croton sacaquinha 96.7 75.0 75.0 70.0 46.7 46.7 25.0

Data obtained from the study of Chagas et al. (2016)
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2.2 Visual estimation

The egg hatching rate of each syringe was first evaluated by visual estimation, given
as a percentage, by observing the proportion of larvae in relation to eggs not hatched. This
was done by just one visual observation according to the technique described by Drummond
et al. (1973). The trained technician had no knowledge about the treatment of the syringes, to

avoid biased estimation.

2.3 Quantification by sampling

After the visual reading, the syringes containing larvae were kept in an oven, with
controlled temperature (50° C, Solab SL-100) for 24 hours to kill them and allow the
counting. The contents of each syringe (hatched larvae, egg shells and infertile eggs) were
homogenized in a disposable cup using a spatula. Randomly collected samples were
distributed in disposable Petri dishes (90x15 cm with three partitions) scratched at the base to
facilitate the counting (Fig. 1). In this way, there were three counts (eggs or larvae) until 100,
with the aid of a cell counter and a stereoscope (Coleman - 1.25 magnification) (Giglioti et al.,
2011).

Fig. 1. The content of a syringe was homogenized and distributed in 3 areas of a disposable

Petri dish (90 x 15 cm) to count larvae and infertile eggs under a stereoscope (Coleman-1.25
magnification). Black arrow: eggs, black arrowheads: larvae.
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2.4 Statistical analysis

For statistical analysis, the average of the quantification by sampling (performed in
triplicate) of 210 syringes was calculated, since the technique of visual estimation was
performed in only one observation, according to the original method of Drummond et
al. (1973). The averages of the quantification by sampling and visual estimation were
categorized by scales of hatchability (1=0-25%, 2=26-50%, 3=51-75%, and 4=76—
100%). Results were checked for normal distribution by PROC UNIVARIATE and for
homogeneity of variances by Bartlett's test. Data were analyzed by the nonparametric model
PROC NPAR1IWAY. The averages of the scores between both techniques were compared by
the Tukey test (p < 0.05). The general scores and by scale of both techniques were
associated/correlated by the Pearson correlation coefficient. All statistical analyses were
performed with the SAS packet (SAS, 2002/2010).

3. Results and discussion

The analysis demonstrated the data were not normally distributed and the variances
were heterogeneous, so a nonparametric model for the analysis was used. The correlation
analysis between the two techniques indicated high correlation (0.87), which was expected,
since the same syringe was used for the two evaluations. The correlations between the two
techniques separated by categories were significant (p < 0.05) and were as follows: category
1:0.74; 2: 0.38; 3: 0.60 and 4: 0.45 (Fig. 2). When associated by scales, there was a reduction
in the value found in the general association between the two techniques. These findings show
that the differences between the two techniques may be even greater, and can depend on the
hatching rates of the larvae. The strongest correlation was found when the hatching rates were

lower (category 1).
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Fig. 2. Scattergram showing the correlation (Pearson r) of Rhipicephalus (Boophilus) microplus egg
hatching between visual estimation and quantification by sampling, in each category (A: 1=0-25%, B:
2=26-50%, C: 3=51-75%, D: 4=76-100%) and in general (E: the standard deviation bars (grey bars)
are related to the three counts in the quantification by sampling).

The differences found in correlation analyses can be explained by the use of the
nonparametric statistical model. A statistically significant difference was found (p<0.05)
between the two tests, indicating that the average of the visual estimate (56.8) was higher than
the average of the quantification by sampling (48.0). This demonstrates that in visual
estimation, the number of hatched larvae can be overestimated, since the larvae tend to adhere

to the wall and the infertile eggs can stay hidden in the center of the syringe. Such findings are
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in accordance with the discussion of Amaral (1993), who stated that the visual assessment is
subjective.

In relation to the quantification by sampling technique, statistical difference was not
verified (p = 0.99) between the values obtained in the three-count sampling syringes. The
correlation of repetitions was 0.96, demonstrating that the number obtained by one count
repetition is very close to the others (averages of 48.1+26.6%, 47.8+26.9%, 48.1+26.5%). So,
it can be assumed that only one count is necessary, provided the material is well
homogenized. These analyses also suggest that the result of a syringe should not differ much
if several evaluations are performed by different analysts. Some authors who have performed
AIT by quantification have used other egg hatching evaluation techniques. In the study of
Terassani et al. (2012), all larvae from 10 engorged females (in triplicate) submitted to plant
extracts were Killed in sulfuric ether and counted under a stereoscope. Vasconcelos et al.
(2014) reported that all the syringe contents were counted under a stereoscopic microscope.
On the other hand, Barbosa et al. (2013) reported that when less than 50% of the larvae
hatched, eggs and larvae were mixed in 4 mL of a 1:1 solution of aqueous ethanol at 96% and
glycerin. Then larvae and eggs were counted in 1 mL of the solution. In the study of Lopez-
Arias et al. (2014), the egg mass of each tick was weighed, and then 12 mg of eggs that were
laid within the first 3-4 days from every tick were transferred into 5-mL sterile vacutainer
tubes. Hatchability was based on the number of larvae emerging from 12 mg of eggs (it had
been previously determined that 300 eggs weighed 12 mg). All larvae were removed from the
tubes with distilled water, and then counted manually by immobilizing them with sticky tape.
As can be noted, these researchers performed the quantification of all syringe contents or used
some laborious process for larval count. However, our results show that a single sample of
100 larvae/eggs is reliable.

The results found here can have a serious impact on the AIT performed to detect
resistance status of tick populations, because when the efficacy of a commercial acaricide is
<95% by the AIT, this means tick resistance exists in the farm, requiring changing to a new
chemical group. This evaluation criterion was established according to the guidelines of
WAAVP (Holdsworth et al., 2006). However, when the results obtained in the quantification
by sampling technique were split by category and compared, it was clear that in the extreme
results, i.e., low hatching (0 — 25%) or high hatching (76 — 100%), there was no statistical

difference (Table 2). So, at the cutoff point of tick resistance status (95%), both methods are
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reliable, because it is necessary to have a low egg hatching (probably 0 — 25%) to reach a low
estimated reproduction of the engorged females, and a good efficacy of the acaricide.
Statistical difference was seen in the intermediate categories (26 — 50% and 51 — 75%) and
the overestimation of egg hatching by the visual estimation in both categories can have an

impact on the calculation of the resistance status.

Table 2. Averages of Rhipicephalus (Boophilus) microplus egg hatching
evaluated by visual estimation (56.8%) and quantification by sampling
(48.0%), organized by categories.

Category Egg hatching  Visual estimation Quantification by

sampling
1 0-25% 14.8+17.3A 10.7£8.2A
2 26 — 50% 55.4+20.0B 39.2+6.4A
3 51 -75% 69.2+16.5B 61.4+7.1A
4 76 — 100% 91.6+8.5A 86.2+6.6A
General 100% 56.8+30.6B 48.0+26.4A

*Different upper-case letters in the same line indicate significant differences
according to Tukey test (p < 0.05).

Conclusions

We can conclude that the quantification by sampling proved to be a more reliable
technique in relation to visual estimation, which tends to overestimate the number of hatched
larvae. At the extremes of egg hatching (0 — 25% or 76 — 100%), there was not statistical
difference. In turn, for the cutoff point of tick resistance status, both methods are reliable.
Therefore, in studies that require greater scientific accuracy, the count by sampling technique
is recommended, leading to the same result by evaluating only one sample. We believe that
this finding is of interest to other laboratories that perform the AIT routinely, because
questions related to the reliability of visual estimation are relatively frequent, including by

referees of peer reviewed journals.
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