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RESUMO

Contexto: Carrapatos sdo causadores de lesdes de pele e importantes vetores na transmissao
de doencas infecciosas a animais e humanos. Seu controle tem sido dificultado pela
resisténcia aos carrapaticidas sintéticos. Objetivos: Desenvolver formula farmacéutica a base
de Melaleuca armillaris e avaliar sua ag¢do carrapaticida in vitro. Métodos: Trata-se de um
estudo experimental, in vitro, realizado no Laboratorio de Fitoterapia da Universidade do
Vale do Sapucai (UNIVAS) Pouso Alegre-MG. Das folhas de M. armillaris, foram extraidos
por hidrodestilagdo o 6leo essencial e hidrolato. Foram coletados carrapatos de bovinos
utilizando a técnica de rotacdo manual anti-horaria e colocados em tubo de ensaio. Foram
realizados quatro ensaios: o primeiro, avaliou-se a agdo carrapaticida do 6leo essencial de M.
armillaris, quando aplicado diretamente (gotejamento no carrapato) e indiretamente
(gotejamento em gaze de vedacdo do tubo de ensaio). A letalidade dos carrapatos foi avaliada
utilizando lupa esteroscopica. No segundo ensaio, comparou-se a agao carrapaticida do dleo
essencial e hidrolato de M. armillaris, pelas técnicas de imersdo e aspersao. Ja no terceiro
ensaio, foram desenvolvidas duas formulas farmacéuticas a base de oleo essencial de M.
armillaris (concentragdes de 1 e 2,5%, solubilizadas em glicerina), testadas pela técnica de
imersdo dos carrapatos, onde a agdo carrapaticida foi avaliada 1, 2, 3, 4, 5, 24, 48 e 72 horas
ap6s o contato com o produto. Em seguida, no quarto ensaio, para avaliar se a glicerina, que
compde os produtos possuia agdo carrapaticida, a letalidade foi avaliada nos tempos 24, 48 e
72 horas. Resultados: o oleo essencial de M. armillaris possui ag¢do carrapaticida quando
aplicado diretamente sobre carrapatos; o hidrolato, independente se aplicado por aspersdao ou
imersdo, nao possui acao carrapaticida. Os produtos a base de M. armillaris possuem agdo
carrapaticida apos 72 horas de aplicacdo, por imersdo in vitro (p=0,000). Conclusiao: Foram
desenvolvidas duas formulas farmacéuticas a base de o6leo essencial de M. armillaris, com

acdo carrapaticida in vitro.

Palavras-chave: Infestagdes por Carrapato. Acaricidas. Fitoterapia. Melaleuca. Oleos

Volateis.



ABSTRACT

Context: Ticks cause skin lesions and are important vectors in the transmission of infectious
diseases to animals and humans. Its control has been hampered by resistance to synthetic
ticks. Objectives: To develop a pharmaceutical formula based on Melaleuca armillaris and
evaluate its tick action in vitro. Methods: This is an experimental study, in vitro, carried out
at the Phytotherapy Laboratory of University of Vale do Sapucai (UNIVAS), Pouso Alegre-
MG. Essential oil and hydrolate were extracted, by hydrodistillation technique, from M.
armillaris leaves. Bovine ticks were collected using manual counterclockwise rotation
technique, and placed in test tube. Four tests were carried out: the first, the tick action of the
essential oil of M. armillaris was evaluated when directed (drip on the tick) and indirectly
(drip in the test tube sealing glance). Tick lethality was assessed using a stereoscopic
magnifying glass. In the second test, the tick action of the essential oil and hydrolate of M.
armillaris was compared, using the techniques of immersion and spraying. In the third trial,
two pharmaceutical formulas based on M. armillaris essential oil (concentrations of 1 and
2.5%, solubilized in glycerin) were developed, tested by the tick immersion technique, where
the tick action was evaluated at 1, 2, 3, 4, 5, 24, 48 and 72 hours after contact with product.
Then, in the fourth trial, to assess whether the glycerin, which compose the products had a
tick action, lethality was assessed at 24, 48 and 72 hours. Results: The essential oil of M.
armillaris has a tick action when applied directly to ticks; hydrolate, regardless of whether it
is applied by spraying or immersion, has no tick action. Products based on M. armillaris have
a tick action after 72 hours of application, by immersion in vitro (p = 0.000). Conclusion:
Two pharmaceutical formulas based on M. armillaris essential oil have been developed, with

in vitro tick action.

Keywords: Tick Infestations. Acaricides. Phytotherapy. Melaleuca. Oils Volatile



1 CONTEXTO

Carrapatos sdo ectoparasitas hematéfagos de animais vertebrados, podem ser
encontrados em areas de arbustos, arvores ou gramineas (ESTRADA-PENA, 2015) e
pertencem ao filo Arthropoda e a ordem Ixodida (DANTAS-TORRES et al., 2019).

Existem aproximadamente 956 espécies de carrapatos descritas no mundo, distribuidas
nas familias Ixodidae, Argasidae e Nuttalliellidae. No Brasil sdo descritas 70 espécies,
algumas, importantes para a Saude Publica e Veterinaria, como Riphicephalus sp e
Amblyomma sp (DANTAS-TORRES et al., 2019).

Os carrapatos passam por diferentes fases de desenvolvimento: larva, ninfa e adulto
(DANTAS-TORRES et al., 2019). O ciclo biolégico dos carrapatos da familia Ixodidae
inicia-se pela deposi¢do de grande massa de ovos no solo pela fémea apos a copula no
hospedeiro. Entdo, as larvas eclodem e tem um periodo de adaptacdo de 5 a 6 dias. Estas
ficam a espera do hospedeiro e depois de se alimentarem nos mesmos, tornam-se ninfas e em
seguida chegam a fase adulta, no solo ou hospedeiro. As fémeas morrem apods terem
encontrado lugar protegido para fazer oviposi¢do e os machos podem permanecer no
hospedeiro por 4 meses ou mais (MARTINS, 2019).

Os carrapatos sao importantes vetores na transmissao de doengas infecciosas que
afetam animais ¢ o homem, podendo causar prejuizo na atividade pecudria, aumento de
morbidade e mortalidade em pequenos animais e seres humanos (ESTRADA-PENA, 2015).
Importante motivo a ser analisado em satide humana e animal, por estarem intimamente
relacionadas (SPRINGER et al., 2021).

Dentre os patogenos transmitidos através de carrapatos estdo: alguns virus, bactérias,
protozoarios e helmintos (BENELLI, 2020; SPRINGER et al, 2021), transmitindo a
humanos, doencas como Anaplasmose, Babesiose ¢ Febre Maculosa (FM) (ROCHLIN &
TOLEDO, 2020).

Carrapatos do género Amblyoma sp sdo possiveis transmissores da doenga de Lyme no
Brasil, causada por Borrelia burgdorferi; sao também transmissores de FM (Rickettsia
rickettsii) e febre recorrente (Borrelia recurrentis). Ja nos Estados Unidos a Doenga de Lyme
e FM (conhecida como febre das montanhas rochosas) ¢ causada pelo carrapato do género

Ixodes. O carrapato Riphicephalus sp tem grande importincia econdmica, devido a



patogenicidade de transmissao de protozoarios como Babesia bovis, Babesia bigemina e
Anaplasma marginale, que juntos causam a tristeza parasitaria bovina (MARTINS, 2019).

Os carrapatos, ao fixarem a pele do hospedeiro, para ingerir sangue ou fluidos de
tecidos, causam lesoes teciduais. O hipostomio, estrutura de fixagdo, ¢ utilizado como ancora
para que o carrapato se fixe e seu aparelho bucal penetre na pele do hospedeiro, causando
laceracdo de tecidos e vasos sanguineos (ANDERSON, 2002). Entdo, o carrapato ingere
sangue e outros liquidos tissulares do hospedeiro e regurgita saliva, inoculando o
microorganismo no hospedeiro. Além disso, a saliva contribui para a fixacdo do carrapato ao
hospedeiro (MASSARD & FONSECA, 2004).

A dilaceragdo de células e tecidos, a compressao de células, o hematofagismo e a
inoculacdo de substincias de alto peso molecular pela saliva do carrapato, causam danos
diretos a pele do hospedeiro (ANDERSON, 2002).

No caso especifico da Febre Maculosa Brasileira (FMB), apos a picada do carrapato
infectado com Rickettsia rickettsi, essa bactéria se dissemina através de vasos linfaticos e
sanguineos, ocorrendo assim disseminagdo para tecido endotelial de cérebro, pulmoes,
coracdo, figado, baco, pancreas e trato gastrointestinal, ocasionando lesdes teciduais (DEL
FIOL et al., 2010).

As lesdes teciduais em doencgas causadas por carrapato, como por exemplo:
ricketsiose, sdo utilizadas como forma de diagnostico diferencial de outras doengas, com
sintomas sistémicos em comum. Germanakis et al., (2014), relata que: uma escara de
inoculagdo caracteristica, no local da picada do carrapato, pode ser ferramenta clinica util para
diagnostico de ricketioses.

Ha diversas estratégias para controle de carrapatos, sendo que o0s
carrapaticidas/acaricidas quimicos, sdo os mais utilizados: dentre eles os carrapaticidas de
contato, que sdo aplicados por meio de pulverizacdo, imersdao e pour on (aplicagao no dorso
do animal): organofosforados e piretroides deltametrina e cipermetrina, que atuam em canais
i6nicos alterando potencial de ag¢do e consequentemente culminam em fibrilagdo, descargas
espontaneas no sistema nervoso € no musculo, como também fenilpirazoles, que atuam sobre
o sistema nervoso central dos carrapatos, bloqueando os impulsos nervosos (RAYNAL et al.,
2015).

Além dos carrapaticidas de contato, ha também os de uso sistémico, que sdo aplicados

por meio de injegdes ou pour on. Fazem parte desse grupo as lactonas macrociclicas



avermectinas ¢ milbemicinas, que atuam em canais dependentes de glutamato e canais de
acido gama amino butirico (GABA), e as benzofeniluréias, que inibem o crescimento de
carrapato ou impedem que os mesmos mudem de fase (RAYNAL et al., 2015).

O uso constante de carrapaticidas sintéticos, resultou em carrapatos com resisténcia as
principais classes de acaricidas (ADENUBI et al, 2016). Além disso, a resisténcia a
carrapaticidas sintéticos, leva ao aumento na frequéncia de aplicacdo do acaricida. Situagao
que pode causar a presenca dos mesmos, em produtos animais como leite e carne (RAYNAL
et al, 2015); desencadeando-se grande problema para a pecudria, em regioes tropicas e
subtropicais no planeta, devido as perdas economicas (ADENUBI et al, 2016).

Nesse contexto, o uso de plantas medicinais com agdo carrapaticida, tem despertado
interesse de varios pesquisadores para reduzir os casos de agressdo ao meio ambiente e
resisténcia ao principio ativo sintético (GOODE et al., 2018; NWANADE et al. ¢, 2020). A
espécie de carrapato mais testada, frente a carrapaticidas de origem natural € o Ripicephalus
microplus (NWANADE et al.“, 2020).

De acordo com Benelli et al. (2016), as plantas medicinais mais frequentemente
exploradas pelo efeito acaricida, pertencem as familias Asteraceae (15%), Lamiaceae (10%),
Fabaceae (9%), Solanaceae (6%), Meliaceae (5%) e Verbenaceae (5%). Sdo exemplos dessas
plantas: Acmella oleraceae (jambu), Lavandula angustifolia (lavandula ou alfazema), Soja
hispida (soja), Nicotiana tabacum (tabaco), Azadiracha indica (nim) e Lantana camara
(cambard), respectivamente.

O Brasil ¢ o pais que lidera as publicacdes sobre acaricidas e repelentes botanicos
contra carrapatos (NWANADE et al.?, 2020), porém até o momento, ndo ha estudos sobre
efeito carrapaticida da Melaleuca armillaris (M. armillaris), assim como outras espécies (M.
leucadendra e M. alternifolia).

A M. armillaris pertence a familia Myrtaceae e tem ampla distribuicdo mundial
(BULDAIN et al., 2018). O principal constituinte do 6leo essencial de M. armillaris é 1,8
Cineol, seguido de Terpine-4-ol, com ag¢des antimicrobiana, antioxidante e anti-histaminica
(CHABIR et al., 2011; RIZK et al., 2012; BULDAIN et al., 2018, PAULIELLO et al.,, 2019).
A maioria dos estudos utilizando o género Melaleuca foram realizados com a espécie M.
alternifolia, que demonstra também efeito antimicrobiano (FALCI et al., 2015) e ¢ utilizada

em solucdes farmacolédgicas de uso topico (KONG et al., 2019).



Neste cenario, ciente que os carrapatos, através de suas picadas sdo causadores de
lesdes cutdneas e também sdo importantes vetores de microorganismos causadores de
doengas, e que o controle do carrapato tem sido dificultado pela resisténcia de populagdes aos
acaricidas sintéticos, torna-se de extrema importancia, o desenvolvimento de agentes

carrapaticidas com principio ativo natural e de eficadcia comprovada.



2 OBJETIVOS

Desenvolver formula farmacéutica a base de Melaleuca armillaris e avaliar sua a¢ao

carrapaticida, in vitro.



3 METODOS

3.1 Delineamento e Local do estudo

Trata-se de um estudo experimental, in vitro, realizado no Laboratorio de Fitoterapia

da Universidade do Vale do Sapucai (UNIVAS) Pouso Alegre-MG.

3.2 Obtencio do 6leo essencial e hidrolato de Melaleuca armillaris

A coleta de galhos e folhas de Melaleuca armillaris, foi realizada no viveiro do
Laboratorio de Botanica da UNIVAS (em processo de registro no herbério). Apos a coleta, os
galhos e folhas foram distribuidos em tabuleiros e colocados para secar a sombra, com
temperatura ambiente e baixa umidade relativa, at¢é o ponto das folhas se soltarem
naturalmente dos galhos. As folhas foram entdo selecionadas e utilizadas para a extracdo do
6leo e hidrolato.

As folhas de Melaleuca armillaris foram trituradas e submetidas a extracdo por
hidrodestilacao, utilizando autoclave 2549 Greco e condensador, como citado por FALCI et
al., 2015. A autoclave arrasta o vapor e 6leo até¢ o condensador; este ¢ circundado por uma
lamina de dgua que faz os compostos sairem do estado gasoso e migrarem para o estado
liquido. Os liquidos que ndo sdo soluveis entre si formam duas fases e o 6leo, por apresentar
densidade menor, fica na parte superior. Por essa técnica, foi obtido o 6leo essencial e um
segundo produto. O hidrolato, substancia liquida que contém os constituintes mais soluveis do

oleo essencial.

3.3 Calculo do tamanho da amostra e Coleta dos carrapatos

A coleta dos carrapatos se deu em 3 momentos distintos: a primeira e a segunda coleta
foram realizadas em propriedade rural, na localidade de Cachoeirinha, municipio de
Cachoeira de Minas - MG. Os animais da propriedade eram bovinos com aptidao leiteira. A
primeira coleta foi realizada no més de agosto de 2019 e os carrapatos foram destinados ao

estudo da acdo do 6leo essencial de Melaleuca armillaris (Projeto Piloto 1). A segunda coleta



foi realizada no més de setembro de 2019 e os carrapatos foram destinados a avaliagdo
comparativa do 6leo essencial e do hidrolato de Melaleuca armillaris (Projeto Piloto 2).

A terceira coleta de carrapatos foi realizada em junho de 2020, em fémeas bovinas
adultas com aptiddo para corte, da raca Aberdeen Angus, de propriedade rural denominada
Casa Branca Agropastoril, localizada na zona rural do municipio de Silvianopolis - MG. Os
carrapatos desta coleta, foram destinados ao estudo da acdo do produto a base de dleo
essencial de Melaleuca armillaris. Para esta coleta, foi realizado o calculo do tamanho da
amostra, com base no resultado do projeto piloto 1 e na eficdcia de 95% necessaria para
carrapaticidas (BRASIL, 2019), sendo definido como 60 o nimero minimo de carrapatos por
grupo (Anexo 1).

A técnica empregada para as trés coletas de carrapatos, foi manual: por rotacdo anti-
horéria apos inspecao visual (GRUHN et al., 2019). Foram coletados carrapatos somente dos
bovinos que apresentaram periodo minimo de 35 dias, sem contato com produto utilizado em
controle de carrapatos.

Os carrapatos foram acondicionados em frascos de vidro com tampa de rosca e foi
colocado capim picado no frasco, a fim de manter grau de umidade e assim, preservar por
maior tempo, a integridade dos carrapatos. Este procedimento foi adotado durante o transporte
do local da coleta até o laboratério de fitoterapia. Foram utilizadas somente fémeas adultas
(teleoginas) ingurgitadas, sendo que essas foram reconhecidas por seu tamanho maior que

machos (MARTINS, 2019).

3.4 Avaliacio in vitro da acdo carrapaticida do oleo essencial de Melaleuca armillaris —

Projeto Piloto 1

Os carrapatos foram verificados um a um, por meio de lupa estereoscopica no
laboratério de Fitoterapia da UNIVAS. Os carrapatos que apresentaram lesdes no aparelho
bucal e de patas foram descartados, assim como os que apresentaram peso inferior a 0,100
gramas.

Os carrapatos foram classificados e pesados em placas de petri (Figuras 1 e 2),
utilizando balanca semi-analitica (Marte AD330), e acondicionados individualmente em tubos
de ensaio; a vedagdo dos tubos foi feita por gaze, a fim de manter o fluxo de oxigénio. Foram

divididos em 2 grupos: 1 e 2. Para os carrapatos do grupo 1 foi administrado uma gota do 6leo
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essencial diretamente sobre eles. Para os carrapatos do grupo 2 foi administrado uma gota do
6leo essencial na gaze, que fazia a vedacao dos tubos.

Apo6s 72 horas da aplicagdo do o6leo essencial de Melaleuca armillaris, os carrapatos
de ambos os grupos foram avaliados quanto a letalidade (nimero de carrapatos mortos,

enrijecidos), com auxilio de lupa estereoscopica.

Figura 1. Carrapatos ap0s classificagdo em lupa estereoscdpica: carrapatos inaptos para o

estudo (A), carrapatos aptos para o estudo (B).

Figura 2. Pesagem dos carrapatos em balanca semi-analitica Marte AD330.



3.5 Avaliacdo comparativa da acao carrapaticida in vitro do hidrolato e 6leo essencial de

Melaleuca armillaris — Projeto Piloto 2

Em laboratorio, os carrapatos foram analisados individualmente, com auxilio de lupa
estereoscopica. Os carrapatos que apresentaram lesdes, foram descartados. Foram
considerados aptos ao teste, cerca de 70 gramas de carrapatos (Figura 3). Tal montante foi
dividido em 5 placas de Petri: 6leo essencial por imersdo (P1), hidrolato por imersdao (P2),
oleo essencial por aspersdao (P3), hidrolato por aspersao (P4) e grupo controle (P5). Cada
placa pesou cerca de 14 gramas de carrapatos.

Ap6s 24 horas de aplicacdo do 6leo essencial e do hidrolato de Melaleuca armillaris,
por imersdo e aspersdo, os carrapatos dos cinco grupos foram avaliados quanto a letalidade,
com auxilio de lupa estereoscopica. A mesma avaliagdao foi realizada 9 dias ap6s aplicagdo

inicial.

Figura 3. Exemplo de carrapatos classificados e aptos ao estudo.

3.6 Desenvolvimento de produto a base de Melaleuca armillaris.

Em farmacia de manipulacao, foram desenvolvidas duas formulas a base de oleo
essencial de Melaleuca armillaris e glicerina (excipiente sem a¢do farmacologica) em

diferentes concentragdes: 1% e 2,5%.



3.7 Avaliagao in vitro da acdo carrapaticida de produto a base de d6leo essencial de

Melaleuca armillaris

Foram coletadas 246 teledginas; trés teledginas foram desclassificadas por
apresentarem lesdo no aparelho bucal e 59 foram desclassificadas por peso inferior a 0,100
gramas, restando 184 teledginas aptas ao estudo.

Inicialmente, as teledginas selecionadas, foram distribuidas em placas de Petri de
acordo com os grupos: controle (n=60), produto 1% (n=60) e produto 2,5% (n=64) (Figura 4).
As teledginas do grupo controle ndo receberam nenhum tipo de tratamento. Foram avaliadas
quanto a letalidade nos seguintes momentos: apds a aplicagao dos produtos, uma hora, duas
horas, trés horas, quatro horas, cinco horas, seis horas, 24 horas e 76 horas.

Posteriormente, as tele6ginas do grupo controle (n=60), foram submetidas a segundo
teste. Foram redistribuidas em quatro grupos, com 15 teledginas cada: controle, glicerina,
produto 1% e produto 2,5%. A avaliagdo quanto a letalidade foi realizada em: 24 horas, 48

horas e 72 horas, apds aplicacdo dos produtos.

Figura 4. Carrapatos distribuidos nos trés grupos de estudo: P1 (controle), P2 (produto
1%) e P3 (produto 2,5%).
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3.8 Aspectos Eticos

Foi realizada consulta junto a Comissdo de Etica para uso de Animais (CEUA), e por

se tratar de estudo em carrapatos ndo se faz necessario o parecer da CEUA.

3.9 Analise estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel 2016 e submetidos a analise estatistica.
Foram utilizadas medidas de tendéncia central para varidveis quantitativas e frequéncia
absoluta e relativa para varidveis categoricas. Foi utilizado o programa Minitab versao 18.1 e
Statistical Package for the Social Sciences, inc. (SPSS) Chicago, US4, versao 22.0. O nivel de
significancia utilizado como critério de aceitacdo ou rejeicao nos testes estatisticos foi de 5%
(p < 0,05). Para analise dos resultados, foram aplicados: Teste Qui-Quadrado, utilizado
quando ocorre mais de dois grupos independentes com respostas dicotomicas, para estudar a
relacdo entre as respostas das varidveis com niveis categdricos; Teste Exato de Fisher,
utilizado quando ocorrem dois grupos independentes, com respostas dicotdmicas para estudar
a relacdo entre as respostas das varidveis com niveis categoricos; Teste Q de Cochran,
utilizado quando ocorrem mais grupos emparelhados, com respostas dicotomicas, para estudar

a relacdo entre as respostas das variaveis com niveis categoricos.
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4 RESULTADOS

4.1 Descricao dos resultados

Para o projeto piloto 1, as teledginas foram submetidas a classificacdo e pesagem.
Foram consideradas aptas ao estudo, aquelas sem lesdo e com peso superior a 0,100 gramas
(n=31 por grupo) (Figura 5). Foi constatado que o 6leo essencial de Melaleuca armillaris,
possui agdo carrapaticida quando em contato com as teledginas (grupo 1). Esse resultado foi
observado, ao realizar-se a contagem das teledginas mortas no grupo 1 (n=31 teledginas
mortas, 100% de letalidade). Ao contrario, no grupo 2, no qual o 6leo essencial de M.

armillaris ndo teve contato direto com as teledginas, ndo houve morte (n=0 teledginas mortas,

nao houve mortes) (Figura 6).

0.165

0.164

0.164

0.163

0.162

0.161

0.160

Peso (gramas)

0.160

0.159

0.158
Grupo 1 Grupo 2

Figura 5. Peso (em gramas) das teledginas do grupo 1 (aplicagdo direta do d6leo essencial de
Melaleuca armillaris sobre teledginas; n=31) e do grupo 2 (aplicacdo indireta do 6leo

essencial de Melaleuca armillaris sobre teledginas; n=31)
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Figura 6. Acdo carrapaticida do 6leo essencial de Melaleuca armillaris, quando em contato
com as teledginas (grupo 1; n=31) e sem contato direto com as teledginas (grupo 2; n=31).

No projeto piloto 2, as teledginas foram distribuidas em 5 placas, que tiveram pesos
equiparados (Figura 7). Constatou-se que o hidrolato de M. armillaris ndo foi eficaz quanto a
acdo carrapaticida (0% letalidade), tanto para aplicacdo através de imersdo, quanto por
aspersdo. Ja para o oleo essencial de M. armillaris, verificou-se que: tanto para as teledginas
submetidas a administracdo via imersdo, quanto por aspersdao, houve 100% de letalidade. As

teledginas do grupo controle continuaram seu ciclo natural e ocorreu ovopostura (Figura 8).

mPl wP2 uP3 uP4 mP5

Figura 7. Peso (em gramas) das cinco placas do estudo piloto 2.
P1=Imersdo em oleo essencial de Melaleuca armillaris. P2=Imersdo em hidrolato de Melaleuca
armillaris. P3=Aspersao em o6leo essencial de Melaleuca armillaris. PA=Aspersdo em hidrolato de
Melaleuca armillaris. P5=Grupo controle.
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Figura 8. Letalidade de teledginas do grupo controle e quando submetidas ao hidrolato e 6leo
essencial de M. armillaris, por imersao e aspersao.

Para avaliar a agdo carrapaticida do produto a base de dleo essencial de Melaleuca
armillaris, as teledginas foram pesadas e divididas em trés grupos: Controle (60 teledginas na
auséncia de produto), 1% (60 teledginas na presenga de produto na concentracdo de 1%),
2,5% (64 teledginas na presenca de produto na concentragdo de 2,5%) (Figura 9). Em 72
horas, constatou-se letalidade de 100% das teledginas do grupo 1% e do grupo 2,5% (p=0,000
versus grupo controle; Teste Qui-quadrado). Porém, ndo houve diferenca estatistica entre o

grupo 1% e 2,5% (p=1,000; Teste de Fischer) (Figura 10).
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= CONTROLE = 1% =2,5%

Figura 9. Peso (em gramas) do total de teledginas de cada grupo:
Controle= auséncia de produto (n=60); 1%= presenga de produto na concentragdo de 1% (n=60);
2,5%=presenca de produto na concentracao de 2,5% (n=64)

120%
100%
80%

60%

Letalidade {%)

40%
20%

0%
1 2 3 - 5 6 24 72

Tempo (Horas)
m Controle W1% M2,5%

Figura 10. Letalidade de teledginas dos trés grupos em diferentes momentos.
Controle= auséncia de produto (n=60); 1%= presenca de produto na concentragdo de 1% (n=60);
2,5%=presenca de produto na concentracdo de 2,5% (n=64)
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A glicerina mostrou-se sem efeito carrapaticida, assim como o controle. Somente o
produto a 2,5% apds 72 horas, mostrou-se com eficicia carrapaticida de 100% (n=15
carrapatos por grupo) (Figura 11).

120%

100%

80%
60%
A40%
20%
~ auf i

CONTROLE GLICERINA 1% 2,5%

Letalidade {%)

X

H 24 HORAS M48HORAS B 72HORAS

Figura 11. Letalidade de carrapatos no grupo controle, glicerina, produto a 1% e produto a
2,5% nos tempos 24, 48 ¢ 72 horas (n=15 carrapatos por grupo).

4.2 Produto

No presente estudo, foi desenvolvido e testado in vitro, duas férmulas a base de 6leo
essencial de Melaleuca armillaris, nas concentragdes de 1 ¢ de 2,5%. Demonstrou-se efeito
apods 72 horas da aplicacdo. O produto desenvolvido foi encaminhado para registro junto ao

Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foi desenvolvido carrapaticida a base de M. armillaris, que
demonstrou efeito in vitro em carrapatos. E de grande importincia a criagio de novos
carrapaticidas, devido ao aumento na incidéncia de lesdes teciduais e doengas transmitidas por
carrapatos (ESTRADA-PENA, 2015). Até o momento, ndo foram realizados estudos
epidemiologicos precisos, sobre as doencas Anaplasmose, Babesiose ¢ FM. A FM apresenta
maior importancia em Saude Publica (DANTAS-TORRES, 2008; MAGGI e KRAMER,
2019).

As desvantagens no uso de acaricidas sintéticos incluem: aumento da resisténcia ao
principio ativo e a possibilidade de presenga de residuos de acaricida no ambiente e nos
produtos de origem animal, trazendo riscos a saide humana e ao ambiente (ABBAS et al.,
2014). Dessa maneira, alternativas ao uso de carrapaticidas sintéticos, vem sendo buscadas
para controlar os carrapatos, sem causar danos a saude dos animais e perdas econdmicas.
Alternativa relevante ¢ a utilizacdo de carrapaticidas a base de fitoterapicos, a exemplo do
produto desenvolvido nesse trabalho.

Yim et al. (2016) relatou que oleo essencial de Melaleuca alternifdlia, possui agao
repelente a larva do carrapato Riphicephalus microplus. Porém, até o0 momento, a avaliagdo da
espécie M. armillaris e seu potencial carrapaticida ndo havia sido realizado. Situacdo que
demonstra o ineditismo da presente pesquisa.

Para desenvolver o carrapaticida a base de M. armillaris, foi realizado inicialmente
projeto piloto: com o objetivo de verificar se a aplicagdo direta do produto nos carrapatos,
teria resposta diferente da aplicacdo indireta (em gaze que vedava tubo de ensaio), sendo
constatado que a aplicacdo direta do produto sobre os carrapatos foi eficaz e que a realizada
de modo indireto nao apresentou efeito carrapaticida.

O hidrolato de M. armillaris nido exerceu efeito carrapaticida in vitro,
independentemente da forma de aplicagdo (aspersdao ou imersdao). Da mesma maneira, Ferreira
et al (2018), ao avaliar o efeito do Syzygium aromaticum (cravo), em estudo in vitro com
carrapatos R. microplus observou que o Oleo essencial dessa planta, produziu efeito
carrapaticida, enquanto que o hidrolato ndo obteve resultados satisfatorios. O hidrolato ¢ um
dos produtos obtidos na extracdo de 6leo essencial de diferentes plantas. Estudos anteriores,
demonstram que os constituintes e efeitos do hidrolato de plantas medicinais, podem ser

diferentes do 6leo essencial (WAJS-BONIKOWSKA et al., 2015; FERREIRA et a., 2018;
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LEI et al., 2018; SAINZ et al., 2019). Constatagdes que explicam o resultado observado neste
trabalho. Acredita-se que a substancia ativa responsavel pela acdo carrapaticida observada,
esteja presente no oleo essencial de M. armillaris e ausente no hidrolato, obtido dessa planta.
Visto que: quando testado o dleo essencial puro de M. armillaris, houve efeito carrapaticida in
Vitro.

A imersdo dos carrapatos em 6leo essencial puro de M. armillaris, mostrou efeito
carrapaticida semelhante a aplicacdo deste produto por aspersdo. Desta maneira, no presente
estudo foram testadas duas diluicdes do oOleo essencial de M. armillaris, aplicadas por
imersdo. Adenubi ef al. (2018), em um estudo que avaliou varias publicagdes sobre
carrapaticidas fitoterapicos, verificou-se que o método mais utilizado para testar acdo
carrapaticida a base de produtos naturais ¢ por imersao.

A Portaria n° 88 de 6 de novembro de 2015 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), que regulamenta todos os ensaios clinicos, in vitro, in vivo,
parametros de eficacia, de duragdo e de periodo de caréncia de produtos antiparasitarios, no
capitulo 5, item 9.2, recomenda que: os produtos antiparasitarios classificados como
carrapaticidas tenham eficacia de 95%. O produto desenvolvido no presente estudo
demonstrou, em ambas concentragdes: eficacia recomendada pelo MAPA, quando avaliado
ap6s 72 horas de aplicagdo. Em segundo momento, quando avaliou-se a acao carrapaticida da
glicerina, também para os grupos do produto a 1% e 2,5%, observou-se que a concentracao de
1% nao atingiu eficacia de 100%, em 72 horas. Demonstra-se uma das limita¢des do estudo,
pois nesse teste, os carrapatos permaneceram in Vvitro por mais tempo que nos testes
anteriores. Dessa maneira, esse teste foi utilizado para descartar agdo carrapaticida da
glicerina, sendo que a agdo carrapaticida do produto a base de 6leo essencial de M. armillaris,
ocorreu com 1% e 2,5%, em 72 horas de aplicagao.

No presente trabalho, ndo foi estudado o mecanismo de a¢ao do 6leo essencial da M.
armillaris como carrapaticida. Oleos essenciais geralmente ndo apresentam mecanismo de
acdo especifico, devido a complexidade de sua composi¢cao (SALMAN et al., 2020). Porém,
Nwanade et al’. (2020), ao avaliar estudos de carrapaticidas a base de fitoterapicos, observou
que: muitos deles causam mudanca de estrutura do carrapato, em glandula salivar e
reprodutiva, de extrema importancia para fixacao e atividade do carrapato. Apesar de nao ter
sido realizado estudo diretamente com o 6leo essencial de M. armillaris, acredita-se que: 1,8

cineol, principal componente desse Oleo, apresentou efeito toxico ao carrapato. Dessa
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maneira, acredita-se que o produto aqui desenvolvido, tenha efeito carrapaticida devido ao 1,8
cineol, presente no 6leo de M. armillaris.

Neste estudo ndo foram avaliadas a a¢do do carrapaticida em animal e também nao
avaliou-se sua presenga nos produtos como leite e carne. Despontando-se perspectivas para

futuros estudos in vivo em animais € humanos.

5.1 Aplicabilidade

Devido a resisténcia apresentada pelos carrapatos aos produtos presentes no mercado,
o presente estudo apresenta perspectiva para utilizacdo como alternativa aos carrapaticidas
sintéticos.

O produto a base de M. armillaris desenvolvido no presente estudo, desponta
perspectiva para ser ferramenta preventiva a infestagdo de animais e também para doengas
humanas; com possibilidades de ser testado e apresentar-se com menor risco a saude de

diversos tipos de animais, sem determinar ameacga ao ambiente.

5.2 Impacto Social

O carrapaticida a base de M. armillaris pode reduzir o impacto ambiental causado pelo
uso de carrapaticidas sintéticos, reduzir também os casos de presenca de componentes
sintéticos em produtos animais como: carne e leite. Apresentar menor toxicidade que os
carrapaticidas sintéticos e prevenir lesdes teciduais e doengas em humanos transmitidas por
carrapatos. O fator impactante do produto desenvolvido no presente estudo esta vinculado a
possibilidade de apresentar-se em duas concentragdes diferentes e custo menor que os

produtos sintéticos disponiveis no mercado.
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6 CONCLUSAO

Foi identificado que o o6leo essencial de M. armillaris quando em contato direto com
carrapatos possui acdo carrapaticida. J4 o hidrolato de M. armillaris ndao possui agao
carrapaticida mesmo quando em contato direto com carrapados.

Foram desenvolvidas duas formulas farmacéuticas a base de oleo essencial de M.

armillaris com agdo carrapaticida in vitro.
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ANEXO

Anexo 1: Calculo amostral
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